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Padova, 26 luglio 2017

BATTERI E TROMBOSI: IL RUOLO DELLA SUBTILISINA NELLA COAGULAZIONE DEL SANGUE
LA RICERCA DEL TEAM PADOVANO SCELTA TRA LE MIGLIORI 50 PUBBLICAZIONI DAL JBC

" : ] Pubblicato sul «Journal of Biological Chemistry», la

“ ’ ~ pil antica e prestigiosa rivista americana di Biochimica, lo
| studio del Team di ricerca dell’Ateneo di Padova guidato da
Vincenzo De Filippis, responsabile del Laboratorio di Chimica
delle Proteine e Biochimica della Coagulazione del
Dipartimento di Scienze del Farmaco (DSF). La ricerca -
articolo su JBC - ¢ stata scelta tra le 50 migliori pubblicazioni
dell’anno, su un totale di 6.600, per innovativita ¢ impatto
scientifico. 1l gruppo padovano - Giulia Pontarollo con Laura
Acquasaliente co-prime autrici dello studio con De Filippis e
Daniele Peterle e llaria Artusi — ha concentrato 1’attenzione sul ruolo della subtilisina, un enzima secreto da

un batterio normalmente presente nell’intestino umano.

La subtilisina, ed & questa la scoperta, € in grado di attivare il processo di coagulazione del sangue.
Reagendo alla lesione di un vaso sanguigno, il nostro organismo attiva la cascata della coagulazione, una
serie complessa di reazioni biochimiche sequenziali che culmina con la formazione del coagulo, una struttura
semi-solida costituita da aggregati di piastrine e da lunghi polimeri di fibrina che vengono prodotti in seguito

al “taglio” del fibrinogeno, una proteina fibrosa presente in abbondanza nel sangue. In condizioni normali,
quindi, il coagulo funziona da “tappo” per impedire la fuoriuscita di sangue dal torrente circolatorio, solo li
dove era avvenuto il danno vascolare. Piastrine e fibrina quindi sono la conseguenza del “taglio” dovuto
all’azione idrolitica (la rottura del legame avviene attraverso un meccanismo che utilizza una molecola di
acqua) della a-trombina ad opera di un altro enzima attivo, il fattore X attivato (fXa), che si trova nello step
precedente della cascata.

Nel tempo il coagulo viene assorbito e degradato dal sistema fibrinolitico, ripristinando cosi una
normale emodinamica. In alcune patologie - diabete di tipo 2, aterosclerosi, cancro e artrite reumatoide -
I’alterazione pro-inflammatoria delle cellule che tappezzano i vasi sanguigni — le cellule endoteliali - pud
provocare ’attivazione indesiderata della coagulazione, con la formazione di coaguli patologici (trombi) che
possono occludere i vasi in cui essi si formano e causare trombosi, infarto del miocardio e ictus cerebrale.

«Nel nostro lavoro pubblicato su JBC» dice Vincenzo De Filippis «abbiamo dimostrato per la prima
volta che la subtilisina, una proteasi (un enzima capace di attivare il “taglio”) secreta nell’ambiente
extracellulare da un batterio non patogeno come il Bacilus subtilis, & capace di tagliare la protrombina in
regioni molto diverse da quelle riconosciute dal fXa e di produrre una specie attiva di trombina, denominata
oPre2, che poi e capace di formare fibrina e aggregare le piastrine. 1l Bacillus subtilis € un componente

importante del microbiota intestinale dell’'uomo, cio¢ dell’insieme di microorganismi che convivono con



mailto:stampa@unipd.it
http://www.unipd.it/comunicati
http://www.jbc.org/content/early/2017/07/06/jbc.M117.795245.abstract

UFFICIO STAMPA

UNIVERSITA via VIII FEBBRAIO 2, 35122 PADOVA

TEL. 049/8273041-3066-3520
DEGLI STUDI FAX 049/8273050
DI PADOVA E-MAIL: stampa@unipd.it

AREA STAMPA: http://www.unipd.it/comunicati

I'organismo umano senza danneggiarlo, e viene usato anche come probiotico in numerose formulazioni
farmaceutiche. La subtilisina rilasciata dal Bacilus subtilis € un enzima
sufficientemente piccolo da poter attraversare la barriera intestinale (Gut-
Vascular Barrier) e passare nel torrente circolatorio, dove puo contribuire ad
aumentare la componente pro-coagulativa naturale del sangue. Sappiamo gia»
continua De Filippis «che un agente esogeno come ad esempio 1’ecarina,
I’enzima contenuto nel veleno di vipera, sia capace di tagliare la protrombina in
o-trombina attiva con modalita analoghe al fXa durante la coagulazione
fisiologica. O che lo Staphylococcus aureus, un batterio patogeno responsabile
di gravi infezioni, produce una proteina, la stafilocoagulasi, che si lega alla
protrombina e, senza tagliarla, ne determina I’attivazione e che altri batteri
patogeni, sia Gram-positivi che Gram-negativi (es: Streptococcus, Klebsiella, Meningococcus, Proteus),
possono causare trombosi, anche se i meccanismi molecolari con cui essi agiscono sono ancora largamente
sconosciuti, ma questo studio» conclude De Filippis «rappresenta un primo passo che porta alla conoscenza
delle interrelazioni esistenti tra microbiota, coagulazione fisiologica e trombosi. | risultati di queste ricerche,
ed é questa la nuova strada che si apre, potranno essere estesi anche a batteri patogeni, andando a identificare
le proteasi che sono capaci di attivare la protrombina prospettando nuove terapie».

ABSTRACT - Blood coagulation is a finely regulated physiological process culminating with the
factor Xa (FXa)—mediated conversion of the prothrombin (ProT) zymogen to active athrombin (aT). In the
prothrombinase complex on the platelet surface, FXa cleaves ProT at Arg271, generating the inactive
precursor prethrombin—2 (Pre2), which is further attacked at Arg320—1le321 to yield mature oT. Whereas
the mechanism of physiological ProT activation has been elucidated in great detail, little is known about the
role of bacterial proteases, possibly released in the bloodstream during infection, in inducing blood
coagulation by direct proteolytic ProT activation. This knowledge gap is particularly concerning, as
bacterial infections are frequently complicated by severe coagulopathies. Here, we show that addition of
subtilisin (50 nM—2 uM), a serine protease secreted by the nonpathogenic bacterium Bacillus subtilis,
induces plasma clotting by proteolytically converting ProT into active oPre2, a nicked Pre2 derivative with a
single cleaved Ala470—Asn471 bond. Notably, we found that this noncanonical cleavage at Ala470—Asn471
is instrumental for the onset of catalysis in oPre2, which was however reduced about 100—200 fold
compared with aT. Of note, oPre2 could generate fibrin clots from fibrinogen, either in solution or in blood
plasma, and could aggregate human platelets, either isolated or in whole blood. Our findings demonstrate
that alternative cleavage of ProT by proteases, even by those secreted by nonvirulent bacteria such as B.
subtilis, can shift the delicate procoagulant—anticoagulant equilibrium toward thrombosis.
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