Durante questo secondo anno di dottorato di ricerca presso il Dipartimento di Chimica, Biochimica e Biotecnologie della Medicina nel gruppo del Prof. Venerando mi sono occupata principalmente dello studio delle sialidasi presenti sulla membrana degli eritrociti umani. Le sialidasi sono enzimi ampiamente distribuiti in natura, dai virus ai vertebrati, che giocano un ruolo chiave nel metabolismo dei sialoglicoconiugati. In particolare, sono in grado di rimuovere residui di acido sialico da gangliosidi, sialoglicoproteine e sialooligosaccaridi. Quattro forme geneticamente distinte di sialidasi di mammifero sono state caratterizzate in base alla loro localizzazione cellulare ed in base alla loro specificità di substrato. La sialidasi Neu1 è localizzata nei lisosomi dove è presente come componente di un complesso multienzimatico costituito anche dalla proteina protettiva carbossipeptidasi A (catepsina A), dalla b-galattosidasi e dalla N-acetil-galattosammina-6-solfato solfatasi. Recentemente è stata dimostrata la presenza di Neu1 anche a livello della membrana plasmatica in fibroblasti umani sani, linfociti attivati e neutrofili.
La sialidasi citosolica Neu2 mostra un’ampia specificità di substrato e desialila sia glicoproteine che gangliosidi in vitro.

La sialidasi Neu3 è localizzata principalmente a livello della membrana plasmatica e utilizza come substrato preferenzialmente i gangliosidi.

Recentemente un quarto membro della famiglia delle sialidasi di mammifero è stato identificato: la sua localizzazione subcellulare e la sua funzione sono ancora in corso di studio.
Sta diventando sempre più evidente che la parziale desialilazione dei sialoglicoconiugati presenti sulla membrana plasmatica di eritrociti senescenti costituisca un primario o preliminare segnale per l’eritrofagocitosi. E’ riportato infatti che gli eritrociti senescenti hanno un contenuto di acido sialico per cellula inferiore del 10-15 % rispetto a quello di eritrociti giovani. La rimozione di acido sialico dai sialoglicoconiugati (sialoglicoproteine e gangliosidi) si ritiene sia promossa dalle sialidasi presenti sulla membrana plasmatica eritrocitaria. E’ stata infatti precedentemente riportata, sulla membrana degli eritrociti umani, la presenza di due sialidasi, una che agisce a pH acido (4.2-4.7) (Sagawa and al., 1990), e l’altra che agisce ottimamente a pH neutro (pH 7.2) (Tringali et al., 2001). Entrambe le sialidasi sono associate al foglietto esterno della membrana plasmatica eritrocitaria.
E’ riportato che il trattamento con il detergente, il TRITON X-100, permette la solubilizzazione della sola sialidasi neutra.

Allo scopo di studiare l’esatta natura di queste due sialidasi e dell’interazione enzima-membrana, abbiamo sottoposto le membrane eritrocitarie (ghost) a trattamenti con differenti tamponi solubilizzanti. Abbiamo analizzato le proteine solubilizzate e quelle non rilasciate in primo luogo valutando l’attività enzimatica sialidasica e successivamente tramite immunoblotting. Abbiamo ottenuto risultati interessanti trattando i ghost con carbonato di sodio 0.1 M a pH 11.5. E’ stato riportato in un articolo di Lazarow del 1982 che l’uso di tale trattamento permette di discriminare tra proteine integrali di membrana e proteine periferiche. L’attività sialidasica del pellet e del supernatante è stata dosata utilizzando come substrato 4MU-NeuAC (Sigma) in buffer sodio citrato fosfato 100 mM con un pH finale che andava da 4.2 a 7.6 (tabella). Il trattamento porta al rilascio nel supernatante di circa il 30-40% delle proteine totali, e di circa il 70% della sialidasi acida, mentre la sialidasi neutra rimane totalmente nel pellet. Abbiamo successivamente studiato se il tempo di incubazione dei ghost con il carbonato potesse influenzare il rilascio della sialidasi. Osserviamo che già dopo 10 min di incubazione sia il rilascio delle proteine sia quello della sialidasi acida sono simili a quello ottenuto dopo 30 e 60 min. A questo punto abbiamo analizzato la stabilità dell’enzima rilasciato con il trattamento. I ghost sono stati trattati con carbonato di sodio per 30 min a 4°C. Al termine del trattamento, supernatante e pellet sono stati separate per centrifugazione secondo il protocollo. E’ stata valutata l’attività della sialidasi acida a diversi tempi dall’estrazione: tempo 0, dopo 1 ½ h, dopo 3 h, dopo 5 h e dopo 24 h. Osserviamo un decremento dell’attività della sialidasi acida con il passare del tempo. Sembra che il pH altamente alcalino causi una progressiva denaturazione dell’enzima rilasciato. L’enzima sembra invece essere stabile dopo un congelamento, mentre perde il 60% dell’attività dopo cinque cicli di congelamento. Abbiamo pensato di ottimizzare le condizioni del trattamento abbassando il valore del pH del carbonato di sodio. I nostri risultati siggeriscono che il trattamento con il carbonato di sodio a pH 9.0 permette il rilascio di circa 7-8% delle proteine totali nel supernatante e il rilascio della sialidasi acida con una maggiore attività specifica. E’ possibile che l’elevato valore del pH possa portare ad una perdita dell’attività catalitica dell’enzima rilasciato.
Successivamente abbiamo analizzato le proteine rilasciate con il trattamento tramite western blot. Il primo passo è stato quello di effettuare un SDS-PAGE delle proteine totali dei ghost e quelle del supernatante e del pellet. Osserviamo innanzitutto che sulle membrane degli eritrociti è presente la sialidasi Neu1, enzima che solitamente è localizzato nei lisosomi. I globuli rossi maturi non possiedono tali organelli, ma sembra proprio che la Neu1 sia presente a livello della membrana. Per essere sicuri che l’anticorpo avesse funzionato correttamente e che avesse riconosciuto effettivamente la sialidasi Neu1, abbiamo testato l’anticopo su estratti grezzi di altri tre tipi di cellule umane: fibroblasti, cellule leucemiche K562, cellule di neuroblastoma SK-N-BE. L’analisi del supernatante rivela che la silidasi Neu1 viene parzialmente allontanata dalle membrane eritrocitarie in seguito al trattamento alcalino. Dal momento che la sialidasi Neu1 è presente nel lisosoma come componente di un complesso multienzimatico insieme alla b-galattosidasi, alla solfatasi e alla proteina protettiva catepsina A, e che in letteratura è stata recentemente riportata la presenza della catepsina A a livello della membrana plasmatica associata alla Neu1, siamo andati ad indagare se anche sulla membrana plasmatici degli eritrociti fosse presente la protettina protettiva. L’analisi tramite western blot ci ha permesso di escludere la presenza di tale proteina, portandoci alla conclusione che la neu1 a livello della membrana eritrocitaria non necessita dell’azione protettiva della catepsina A.      

