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ABSTRACT

The Sulfate Permease SulP is a ubiquitous familp@ibrane transporters that
uptake or exchange inorganic anions. In bacterhapdants, these transporters mediate
the uptake of sulfate, a source of sulfur, a kegmeint in bacterial and eukaryotic
metabolism. Genes involved in sulfur metabolismeh&een found to be virulence
determinants in mammalian pathogensMwycobacteria for example, overexpression
screening of several bacterial genes related to@anmental stresses revealed inducible,
stable accumulation of the high affinity sulfateesiiic SulP transporter Rv1739c. In
mammals, the SulP transporters are representedebySi C26 family (Solute Linked
Carrier). Mammalian anion transporters are veesatiion exchangers, with important
roles in normal physiology and human pathophysiloihe clinical relevance of the
Slc26 gene family has been highlighted with the idecdifion of pathogenetic
mutations in four genes involved in inherited hunthseasesSIc26A2- diastrophic
dysplasia, SIcC26A3 - congenital chloride diarrhoe&lc26A4 - Pendred syndrome,
Slc26A5- non-syndromic deafness).

The SulP proteins consist of a N-terminal hydrophatore composed of a

variable number of trans-membrane stretches andesin@nal cytoplasmic portion that
includes a STAS (Sulphate Transporter and Anti-&idactor antagonist) domain. The
N-terminal domain is associated with anion transpehile the function of the STAS
domain remains unknown; nevertheless, in plant Satd mammalian SLC26
transporters, STAS is considered to play a fundémheole, essential for plasma
membrane targeting and transport function. Sequaneéysis revealed an unexpected
similarity between the C-terminal cytoplasmatic tpaf SulP transporters and the
bacterial antisigma-factor antagonists ASA, typifiey Bacillus subtilisSPOIIAA (117
aa). SpollAA consists of a four-stran@lsheet surrounded by fourhelices. Unlike the
bacterial ASA, the STAS domains of the anion tramss are poorly characterized in
terms of both their function and structure. In 81BAS domains, th@-scaffold and the
loop between stranflz and helixo, are highly conserved, while a variable loop of
different length is predicted between halixand strangs and a variable extension is
present at the C-terminal. These elements inditatte probably, the 3D structure of the
anion transporters STAS domains deviates unprdalycficom that of the bacterial ASA.
Thus, the structural characterization of the STA®nains of the SulP transporters
family is important to understand their physiologgd the role of mutations in the
related pathologies. As far as the structural degaion of these proteins is concerned,
no three dimensional structures of domains orlérfth sequences are available yet,
either for mammalian SLC26 anion transporter ordibrer members of the SulP family.
This is the main aim of this project. In fact, thmited dimensions of the protein make
it investigable by solution NMR techniques.

We focused our attention on three STAS domainschvinere expressed I&.
coli and studied by NMR:

1) Rv1739c STAS fronMycobacterium tuberculosis we expressed a single
>N-labelled sample which allowed us to collect HS@&®eriments of good quality;
unfortunately, the protein revealed to be extrentefgperature sensitive and denatured
while testing different temperature conditions. Hwer, the real trouble with this
protein was the poor yield in its expression. Unfoately, just before changing the




expression strategy to improve the expression (feowommon thrombin-removable
His-tag to a removable SUMO fusion domain), NMRigs®ient of the same protein
was published.

2) SULTR1;2 STAS fromArabidopsis thalianawe expressed a singféN-
labelled sample which allowed us to collect HSQ@eginents that revealed a self-
aggregation compatible with the formation of honmoelis. The protein showed to be
very unstable and precipitated quantitatively witf@w hours after the beginning of the
experiments.

3) Prestin STAS fronRattus norvegicusPrestin (SLC26A5) is highly and
almost exclusively expressed in the outer haisggHCs) of the organ of Corti in the
inner ears of mammals; unlike the other membetheSLC26 family, it has the unique
property of voltage-dependent conformational changed it is considered the key
player in the OHCs electromotility. In response cltanges in the trans-membrane
voltage, the motor protein is thought to undergractural rearrangement that changes
its area in the plasma membrane with the consegudat the cell changes its length by
up to 5%. Mutations of Prestin have been showratse severe hearing deficit.

We were able to produce the recombinghtlabeled and®N-'3C-labeled STAS
domain of Prestin, stable at millimolar concentmat{(1.2 mM) in the form of a well-
folded monomer. We collected the followind,”N heteronuclear NMR experiments:
HNCO, HNCA, HN(CA)CO, CBCA(CO)NH, HNCACB, H(CA)NH,
HBHA(CBCACO)NH, H(CCCO)NH, (H)CC(CO)NH, HCCH-TOCSY,CBHD,
aromatict*C-HSQC, (H)C(NC)H-His, (HB)CB(CGCC)H-TOCSY (for Tyand Phe),
13C-NOESY (aromatic and aliphatic}’N-NOESY. Besides, a C-detected HCACO
experiment was collected. All these experimentsuiredq about 45 days. The
assignment of the backbone and the side chaingwscomplete for about 90% of the
residues. Unfortunately this protein has some problof conformational exchange that
guenches the HN backbone signals of two stretciegsidues (35-55 and 73-80).
Nevertheless, it was possible to obtain some ist@g structural information.

SOMMARIO

Le Permeasi del Solfato (SulP) rappresentano umagha di trasportatori di
membrana che assorbono o scambiano anioni inoigdtec batteri e nelle piante,
guesti trasportatori mediano I'assorbimento dediso) una fondamentale fonte di zolfo,
essenziale per il metabolismo di Procarioti ed HEatiaE stato dimostrato che alcuni
geni coinvolti nel metabolismo dello zolfo cost#cono dei fattori di virulenza in alcuni
patogeni di mammifero. Nei Micobatteri, ad esempanalisi dell’'espressione genica
in risposta astressambientali ha dimostrato un accumulo inducibilstabile della
proteina Rv1739c, un trasportatore ad alta affiaitpecifico per il solfato appartenente
alla famiglia SulP. Nei mammiferi, i trasportat&ulP sono rappresentati dalla famiglia
SLC26 Golute Linked Carrigr | trasportatori di mammifero sono degli scamtiiat
anionici molto versatili, essenziali per norma&diogia e coinvolti nella fisiopatologia
umana. La rilevanza clinica della famig8éc26é stata evidenziata con lidentificazione
di mutazione patogeniche in quattro geni coinvmitpatologie ereditarieSIc26A2-




displasia diastroficaSIc26A3- diarrea congenita con perdita di cloru®Ic26A4-
sindrome di Pendre&Ic26A5- sordita non sindromica).

Le proteine SulP sono costituite da una regionefadica N-terminale composta
da un numero variabile di segmettnsmembrana e da una porzione C-terminale
citoplasmatica che include un dominio STASulphate Transporter and Anti-Sigma
factor antagonigt || dominio N-terminale € associato al traspattonico, mentre la
funzione del dominio STAS rimane sconosciuta; cimstante, nei trasportatori SulP
vegetali e SLC26 di mammifero, lo STAS e considerfandamentale per il corretto
indirizzamento verso la membrana plasmatica egérizione di trasporto. L'analisi di
sequenza ha dimostrato un’inattesa similaritadareefjione citoplasmatica C-terminale
dei trasportatori SulP e le proteine batteriche A@tiSigma-factor Antagonist
caratterizzate grazie alla determinazione stru#uda SPOIIAA (117 aa) dBacillus
subtilis SpollAA presenta un fogliettf costituito da quattro filamenti, circondato da
guattro a-eliche. A differenza degli ASA batterici, i domilTAS dei trasportatori
anionici sono scarsamente caratterizzati per quagiiarda sia la loro funzione, sia la
loro struttura. Nei domini STAS, il fogliettp e il loop compreso tra il filament@; e
I'elica a, sono molto conservati, mentre, a livello &@p compreso tra l'elicai; e il
filamento B3 e in posizione C-terminale, sono previste delleeresoni variabili di
differente lunghezza. Queste osservazioni indicahe, probabilmente, la struttura
tridimensionale dei domini STAS dei trasportatarioaici devia in modo imprevedibile
da quella degli ASA batterici. Pertanto, la car@pazione strutturale degli STAS della
famiglia SulP & fondamentale per comprendernesialdigia e il ruolo che le mutazioni
hanno nell'insorgere delle patologie. Attualmentenre disponibile alcuna struttura
tridimensionale sperimentale né dei trasportataniPSné dei loro domini. La
determinazione strutturale dei domini STAS é ihpipale scopo di questo progetto. In
effetti, le dimensioni limitate di queste proteieerendono studiabili mediante tecniche
di NMR in soluzione.

| domini STAS delle proteine presentate qui di segsono stati espressi .
coli e studiati mediante NMR:

1) STAS di Rv1739c davlycobacterium tuberculosisabbiamo espresso un
campione marcato con lisotopdN, che ci ha consentito di raccogliere esperimenti
HSQC di ottima qualita; la proteina tuttavia siihaistrata estremamente sensibile alla
temperatura e si € denaturata mentre venivanadesigerse condizioni. Il principale
problema con questa proteina € comunque stata daabeesa ottenuta dalla sua
espressione. Sfortunatamente, poco prima di caenbtaategia di clonaggio (passando
da una comunédis-tag rimuovibile con trombina ad un dominio di fusio8&JMO
rimuovibile), 'assegnazione NMR della stessa prate stata pubblicata.

2) STAS di SULTR1;2 d#&rabidopsis thalianaabbiamo espresso un campione
marcato con l'isotopd®N, che ci ha consentito di raccogliere esperimel&QC che
hanno dimostrato un livello di aggregazione coniplati con la formazione di
omodimeri. La proteina si & dimostrata molto indeabd € precipitata in modo massivo
entro poche ore dall'inizio degli esperimenti.

3) STAS di Prestina dRattus norvegicud.a Prestina (SLC26A5) é espressa in
grandi quantita e in modo quasi esclusivo nellutetigliate esterne OHGuter Hair



Cell) dell'organo del Corti, nell'orecchio interno deammiferi; a differenza degli altri
membri della famiglia SLC26, ha la proprieta unich subire modificazioni
conformazionali voltaggio-dipendenti, ed €& consadler fondamentale nell’elettro-
motilita delle cellule OHC. In risposta a variaziael voltaggio transmembrana,
agisce come un motore molecolare, subendo riaeregiti strutturali che ne alterano
la sezione nella membrana plasmatica, modificandacomseguenza la lunghezza
cellulare di anche il 5%. Mutazioni della Prestsmno state individuate come la causa
di gravideficit uditivi.

Abbiamo prodotto un campione di STAS marcato ¢dd e un campione
doppiamente marcato cofiN e *3C; questo dominio si & dimostrato stabile alle
concentrazioni millimolari (1.2 mM), nella forma din monomero ben strutturato.
Abbiamo raccolto i seguenti esperimenti NMiE,*°N-eteronucleari: HNCO, HNCA,
HN(CA)CO, CBCA(CO)NH, HNCACB, H(CANH, HBHA(CBCACOYH,
H(CCCO)NH, (H)CC(CO)NH, HCCH-TOCSY, CBHD,"*C-HSQC per gruppi
aromatici, (H)C(NC)H-His, (HB)CB(CGCC)H-TOCSY (payr e Phe),**C-NOESY
(per gruppi aromatici and alifatici’N-NOESY, oltre ad un @etectedHCACO. Tuiti
guesti esperimenti hanno richiesto un tempo maeathimltre 45 giorni. Lassegnazione
della catena principale e delle catene lateralompleta per circa il 90% dei residui.
Purtroppo questa proteina presenta alcuni probdirecambio conformazionale che ne
sopprimono i segnali dei gruppi HN in catena ppate di due sequenze (35-55 and 73-
80). E stato tuttavia possibile fare alcune intemes considerazioni di tipo strutturale.



1 INTRODUZIONE
1.11L CICLO DELLO ZOLFO NEGLI ORGANISMI VIVENTI

by

Lo zolfo € un costituente essenziale per i procégssintetici di tutti gli
organismi viventi. Le forme piu comuni, in cui qteglemento e disponibile, sono gli
anioni inorganici solfuro (8, S(-I)) e solfato (S&~, S(+VI1)), entrambi ampiamente
diffusi sulla crosta terrestre. Il primo €& presenpgincipalmente, sotto forma di
complessi con metalli, solubili solo nel caso deatallii alcalini e alcalino-terrosi;
analoghe osservazioni valgono per il solfito. Alntrario, il solfato € certamente
'anione piu diffuso sotto forma di sali solubitrénne pochi casi, tra cui il piu rilevante
in natura e probabilmente Ca80ed e pertanto, in generale, il piu accessibde gii
organismi viventi.

L’incorporazione dello zolfo in composti bio-organessenziali per la vita (ad
esempio, gli amminoacidi cisteina e metionina, fattori come tiamina, biotina, acido
lipoico, CoA, cofattore molibdeno) richiede chesilfato venga ridotto attraverso

complesse vie enzimatiche; batteri, funghi e piasgao in grado di compiere tale

processo di organificazione. _
Lo stepiniziale dellassimilazione & ilF'gura 1.-1: Schema depathwa di ass-
o ) . milazione del solfato nei batterEgcherichia
tl’aSpOFtO faC|I|tat0 (enel’gla-dlpendente) %“’ Micobacterium tubercuk)s)s
traverso proteine integrali di membrana dettealogamente aM. tuberculosis anche le
Permeasi (ad es. CysTWARR coli) piante riducono direttamente I’APS.

= _Adattata da M. W. Schelle & C. R. Bertozzi,
Il solfato, quindi, deve essere attivatmos.

ad adenosina-5-fosfosolfato (APS) dallATP 0 Trasportatore 0
Solforilasi (CysND nei batteri) e quindi @ 3™y 1 o TH
fosfoadenosina-5-fosfosolfato (PAPS) dalla ATP (esterno)
APS Chinasi (CysC). Il PAPS & un donatore di o il

solfato ad alta energia, detto anche “soffato ‘"™ \_ ..

attivo”. SR

Fino a questa reazione il percorso di 0 s N..__JL.“,;. |

assimilazione del solfato & comune anche ncaq'-~:sl—-o~”ff~>W O<',\,LN,/ it g

oI
|

. . . : 0 o T Vil A

mammiferi, anche se la ATP Solforilasi dei 2 Yo el y O 9

batteri non & omologa a quella degli animali, > % AMP
nei quali un’unica proteina svolge la doppia ‘ ATP
. . . . . . APS chinasi PAPS fosfatasi

funzione di ATP Solforilasi e APS Chinasi (N. (cysc) (CysQ)
B. Schwartz et al. 1998). e S

In batteri e funghi, il PAPS e suc- Nz
cessivamente ridotto dalla PAPS Reduttasi @ 7 , { o <:,[/k: E—
solfto (SQ®, S(+IV)) e adenosina-3,5- o & 9y " _/‘E i ot} IR f
bisfosfato (PAP). PAPS O O (Toredorsia 22y @ 0

Nelle piante, ma anche in alcuni batteri e mp

(comeMicobacterium tuberculosjsil solfuro
e sintetizzato direttamente dalla riduzione _
Salfatransferasi

dellAPS, producendo solfito e adenosina-5- & P
monofosfato (AMP).

R-0OH
/~

O.‘:L‘;_C

PAP



Il solfto  Figura 1.1-2: Schema deathwaydi sintesi di cisteina e metionina (nei vegetali).

viene qumdl r- (Ferrodossina FesS4) e~ SO,
dotto a solfuro W' Solfito reduttasi  y-Glutammilcisteina sintetasi
- ) i B Glutatmn: sintetasi
(S*, S(-1N)) dalla 0" aceti-CoA CoA-SH 0
Solfito Reduttasi; 0:& . \ i‘ 0:& \ :%
. <. NHz NH; NH L glutatione
il solfuro puo in- ( serinaaceitransterasi OAS-(tial)liasi
fine essere incor- serna ‘o C-acetilserina 'y rlstﬁ-lna SH
porato nella O- O:< O:<
. . CH CH
acetil serina ’ ’
(OAS) per inter- O NADPH+H* NADP™+P, o
vento della OAS- O } f WA U HY\)LO-
(t|0|)|_|aS| a dare O NH Aspartata chinasi | Asparta'm Sﬂmiald5|d:~o| iIH;
aspartato Aspam\ B fosfato deidrogenasi R-aspartato semialdeide

cisteina (R. Hell,

1997 M J d 9 ' NADPH+H?
; . . o omoser
Hawkesford & L. :&“Hg |/\)L o o‘J I deiaragenasi <

0 NH;

J. De Kok, 2006) cistema\gH CoA-SH Osuccini-Coa

O-succinil
Gli elettroni ne- \:O ) omoserina ’E J HO\/\ )L
cessari per le ri- 5 Omoserina aciltransferasi NH3
duzioni sono for- succinato | Cistationina y-sintetasi i omaserina
H3C\)|\

niti da proteine o

. t 3
come 1 Tore, . . piruvata 5 NE.methyl THE  THF ot

- Y e | 4 5
dossina (che pud NS }oo K /i s
Ossidare un Suo Cistationina p-liasi R Omacisteina metiltransferasi

. e . 5 5

sito ditiolico a di Y T — metionina H,
solfuro) e da pro- HgNLQ e
teine ferro-zolfo =8

(nei vegetali, una . -

ferrodossina

omodimerica contenente due gruppi siroeme e dusterluFgS,). Dalla cisteina,
attraverso alcuni passaggi enzimatici, si pud pmadua metionina (uno degli
amminoacidi essenziali per i mammiferi).

Oltre alla sintesi di amminoacidi e cofattori, aeahprocesso di solforilazione
ha un ruolo cruciale in molti processi biologiciatddizione di — S@ a gruppi
funzionali nucleofili ossidrilici 0 amminici costiisce, infatti una modificazione in
grado di aumentare o diminuire specifiche intemaizibiologiche, ed € pertanto
fondamentale nella modulazione di processi exthdeel (come sviluppo neuronale,
risposta immune, regolazione ormonale, fisiologeédlad matrice extracellulare...). La
solforilazione e operata dalle Solfotransferasif)(Sthe catalizzano I'attacco del
nucleofilo del substrato allo zolfo elettrofilo dmsubstrato PAPS.

I mammiferi, che sono privi degli enzimi per ridarril solfato, utilizzano il
PAPS nella solforilazione dei carboidrati che dagcono i glicosamminoglicani
(come la N-acetil-D-galattosammina-4/6-solfato e Naacetil-D-glucosammina-4/6-
solfato) o particolari galattocerebrosidi noti coswfatidi (il galattosio-3-solfato); tal
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modificazioni post-traduzionali sono effettuate aplparato di Golgi, sulla cui
membrana e stata riscontrata una PAPS-Traslocasi,la funzione di importare |l
PAPS sintetizzato nel citoplasma.

La solfoconiugazione €&, inoltre, un'importante ieag di biotrasformazione di
molecole endogene e degli xenobiotici, finalizzatéh aumentarne la solubilita e
'escrezione.

Geni coinvolti nel metabolismo dello zolfo, tra auelli delle Solfotransferasi
(stf), sono stati proposti come determinanti importamtila virulenza di diversi
microogranismi patogeni; nei micobatteri, ad esempi solfolipidi (SL-1) che si
trovano nella parete cellulare, esternamente datlatos di peptidoglicano, hanno una
funzione osmoprotettiva e sembrano agire come atgoldella patogenicita. Negli
stessi batteri, altre molecole di fondamentale irfgp@a sono i micotioli (come I'1-D-
mio-inositil-2-(N-acetil-L-cisteinillammido-2-deossiD-glucopiranoside), che hanno
un ruolo rilevante nella protezione contro lo stressidativo e i gruppi elettrofili (in
modo analogo al glutatione).

In presenza di favorevoli fonti esterne di zolfgamico, come gli amminoacidi
cisteina e metionina, pathwaydi assimilazione del solfato descritto in precesden
viene inibito dalla cellula; in effetti, oltre adsere molto costoso in termini energetici,
espone le cellule allassorbimento di altri tetssianioni (alcuni molto tossici) come
SeQ”, TeQ”, CrO”", MoOs, WO,

Lo zolfo necessario per i processi biosintetici pariche essere ricavato da
composti organici come i solfonati (R-§@ gli esteri solforici (ROS£), molto comuni
nei sedimenti e nel suolo. Queste molecole devesere scomposte in solfiti e solfati
(da enzimi come la Metansolfonato Monoossigenade AAlchil/Aril Solfatasi), e
rientrano quindi nel ciclo che coinvolge gli aniemorganici.

Oltre all’assimilazione, vanno menzionati altri dimepieghi del solfato e dei
composti organosolforici. Alcuni batteri chemiotitofi possono utilizzare il solfato (0 i
solfonati) come accettore terminale di elettroni.

Sono infine noti batteri capaci di utilizzare ifesiati (ad es. il toluensolfonato) come
fonte di carbonio (anziché di zolfo).

Questi organismi, oltre al sistema di importazionehiedono anche un efficiente
sistema di esportazione per eliminare l'eccessozalfo (in genere solfito) che

risulterebbe tossico.

1.2 IL TRASPORTO DEL SOLFATO

Solfato, solfonati ed esteri solforici, a pH figglco, si trovano in forma
dissociata; pertanto, la loro captazione richiesetnasporto facilitato attraverso le
membrane biologiche.

La maggior parte delle Permeasi del solfato appgaeo a tre sottoclassi (S.
Pitsyk & A. Paszewski, 2009): i trasportatori debgarioti (Batteri e Archeobatteri)
sono principalmente membri della sottoclasse 3.A.frasportatori degli eucarioti
(Piante, Funghi, Monere, Animali) appartengono sdittoclassi 2.A.47 e 2.A.53.

Verra data particolare enfasi ai trasportatoriad@miglia SulP, che sono il soggetto di
guesta tesi.
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Tabelle 1.2-1: Classificazione generale delle varie classi di poatstori. La tabella descrive in particol
quelli coinvolti nella traslocazione dello zolfolleeforme di anioni inorganici o contenuto in madke
organiche (amminoacidi, vitamine...). Adattata daHvSaier, 2000.

Classe Sottoclass Proteine di trasporto Esemp
1 Canali/Pori
2 Trasportatori dipendenti da potenziale
elettrochimico
2.A (Uniporti, Simporti, Antiporti
2.A1 FamigliaMFS (Major Facilitator Superfamil) AstA Aspergillut
Composti Organici (Peptidi, Zucghe nidulans
Vitamine...) B, A, E
2.A3 FamigliaAPC (Amino acids, Polyamines, Choline
Composti Organici (Amminoacidi...) B, B,
2.A.2C FamigliaPiT (Inorganic Phosphate Transpor) BG+ | CysPBacillus subtili:
2.A.2¢ FamigliaMC (Mitochondrial Carriel) Y, Mit DIC Homo sapier
2.A47 FamigliaDASS (Divalent Anion/N" Symporte) An Nas-1 Musmusculu
2.A.51 FamigliaCHR (Chromate transportgrB ChrA Alcaligenes
eutrophus
2.A.5¢ FamigliaSulP (Sulfate Permea) Simporto di F" o SB Aspergillus
Antiporto di HGOB, Y, F, PI, An nidulans
3 Trasportatori Attivi dipendenti dall’idrolisi di AT P
3.A (rottura di esteri fosforic
3.A1 FamigliaABC (ATF-Binding Casset) Cy<TWA Escherichia
Composti Organici (Anioni Inorganici B, coli
Organosulfonati B, Peptidi, Vitamine...) TauBCE. coli
4 Traslocatori di gruppi
5 Trasportatori elettronici
8 Fattori accessori di trasportc
9 Sistemi di trasporto non caratterizzati
9.A (meccanismo biochimico sconoscit CysZ
9.A.2¢ FamigliaTSUP (4-Toluene Sulfonate Upta Corynebacteriun
Permegd®, PI glutamicum

B: batteri (G+, Gram positivi 0 negativ A: archeobatter Y: lieviti, F: funghi, PI: piante, An:animal
Mit: mitocondri, E: eucarioti

1.3 IL TRASPORTO DEL SOLFATO NEI BATTERI

Le due principali famiglie di sistemi di captaziopeesenti nei batteri sono la
SulT (TC 3.A.1.6) della superfamiglia ABC, e la B4IrC 2.A.53).

Il sistema piu studiato € il trasportatore di stlfa tiosolfato 3.A.1.6 del gruppo
SulT. Come tutti i trasportatori della superfamaghBC, € dotato di unATP-Binding
Cassettdda cui la sigla ABC) e ricava I'energia per ilgparto dall'idrolisi dell’ATP.
| trasportatori di questo tipo sono costituiti da tomponenti (M. A. Kertesz, 2001):
un’unita periplasmatica che lega il substrato &al affinita, una permeasi di membrana
eterodimerica e la componente che lega 'ATP, awdd presente come dimero e
localizzata sul lato citoplasmatico della membrdai. batteri Gram-negativi (conte.
coli), le subunita periplasmatiche Sigu(fate Binding Protejne CysP conferiscono la
specificita per il substrato e legano ad alta #@#inrispettivamente, gli ioni solfato e
tiosolfato a livello del periplasma (Kd 100 nM). La proteina del periplasma, che lega
il substrato attraverso una serie di ponti a idnegall'interno di una profonda fessura,
interagisce, a livello della membrana interna, wlue subunita CysT e CysW, che
costituiscono il canale. L’energia per il traspogtdornita dalla subunita omodimerica
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CysA che contiene sia il sito di legame per 'ABR, il dominio regolatorio che subisce
la transizione conformazionale in seguito al lega®enucleotide.

Figura 1.3-1: Proteint coinvolie nel taurina solfonat alifatici solfato tiosolfato
percorso biosintetico della L-cisteina in ©*™ EReme) ) e
E. coli Ir_1 grigio ch_|aro sono ewdenmateg, T e
le proteine del sistema TC 3.A.L.6. Yl la@ G
coinvolte nella captazione di SO e Wl i oW
82032_ e quelle coinvolte nella  tauina solfonati alifatici el tiosolfato
organificazione del solfuro; I'espressione intsmo) (interno) solfato & (irterno) (interno)
di queste proteine (Sbp, CysPTWA, xﬁ
CysDNC, CysJIH, CysK e CysM) e P
stimolata dall’omotetramero CysB, un |ggs D i""c
fattore di trascrizione di tipo LysR, che s
viene attivato dal legame dell’O- i
acetilserina e inibito dall'adenosina-5- l‘*”“ _ _
. & serina Acetil-CoA

fosfosolfato o dal tiosolfato. > So'fﬂiw
La captazione degli organosolfonati lq,,; cysE
alifatici (taurina, idrossietansolfonato, 56 v

. . . solfure . tiosolfato
acido cisteico, metansolfonato, O-acetiserina

solfolipidi...) o degli aril-solfonati  Adattata da R.
dipende da proteine della famiglia TC Iwanicka-Nowicka
3.A1.17.1, come i complessi etal 2007
TauA/SsuA (legame del solfonato) —

TauC/SsuC (permeas< TauB/SsuB (idrolisi dell’ATP) dE. coli.
In grigio scuro sono evidenziate le proteine coitevanel trasporto e nella desolfonazione di fonti
organiche di zolfo come la taurina e gli organaswitti alifatici. Queste proteine (TauABCD e
SsuEADCB)sono indotte dal fattore Cbl (Cydie).

Anche i solfonati arilici hanno dei trasportatgpesifici (come il sistema TC 3.A.1.17.1 AsfC — Bts
AtsC diPseudomonas putifla

Per quanto riguarda gli esteri solforici, si rigevengano idrolizzati da Alchil/Aril Solfatasi eatrellulari.
Sono comunque state individuate anche delle selfamdracellulari e dei trasportatori ABC ( come
I'enzima AtsA e il sistema di trasporto TC 3.A.L1AtsR-B-C diPseudomonas aerugingsa

Inoltre, molti patogeni umani, che occupano unahi& ecologica in cui cisteina e metionina sono
largamente disponibili, dispongono di molteplicstemi di captazione di amminoacidi contenenti zolfo
(ad es. il sistema TC 3.A.1.3.10 Hscherichia coli costituito da FliY (legame della cisteina) — YecS
(permeasi) —YecC (ABC) per la cisteina, oppure @ 3.A.1.3.8 diRhizobium leguminosarurmper la
metionina).

cisteing —S-solfocisteina

La funzione di Sbp e CysP pud essere mutualmentglementata (a causa del loro
parziale overlap funzionale), mentre CysA o CysT danno luogo adotofa per
amminoacidi contenenti zolfo (come la doppia mutazidi Sbp e CysP).

Il trasporto € inibito da S§), SeQ”, SeQ?, CrO:*, MoO*", probabilmente per
competizione tra i ligandi.

Nei batteri Gram positivi, il trasporto del solfatbe e stato caratterizzato (CysP
di Bacillus subtili e peculiarmente omologo alla famiglia di trasptmti per il fosfato
TC 2.A.20 di altri organismi (ad es. PitAHi coli).

In alcuni organismi che sembrano mancare del tréspoe ABC {ersinia
enterolitica Bacillus subtilis..) & stato inoltre individuato un trasportatore lalel
famiglia SulP, costituito da 10-13 domini transmeana, ed operante come un
simporto H/ SQ?". Tale trasportatore & stato rilevato anche inispefee possiedono
trasportatori SulT Fseudomonas aerugingsaltri batteri contengono un gersailP,
ma non €&, ad oggi, stato chiarito se tale genespaesso e funzionale (ad gshM di
E.coli).
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E stato tuttavia verificato che nel patogeno Gramsitivo Mycobacterium
tuberculosisun trasportatore SulP, noto come Rv1739c, sentz@re funzionale (A. S.
Zolotarev, 2008).

Studi di sovra-espressione di questo geneEincoli hanno dimostrato un
aumento specifico della captazione del solfato (con
Kum = 4.04uM per il solfato extracellulare), che
risulta massima a pH 6 e viene inibita a pH piu
bassi (pH 5) o piu alti (pH 8). In particolare,
laumentato passaggio del solfato e dovuto alla,;osor ol
porzione N-terminale (amminoacidi 1-436) di
Rv1739c; sulla base degli indici di idrofobicitd, gigura 1.-2: Schema dellipotetic
ritiene che questa porzione sia un dominio sffiuttura del trasportatore SulP di
membrana organizzato in circa 12 attraversamm%ﬁ!;\gﬁgzcgegug? tzuot?(f{;fels,s'zso(ggl739c)
della membrana stessa.

Il dominio citoplasmatico C-terminale (ammino-acidB7-560), noto come
STAS (si veda piu avanti), non sembra rilevante fenmento della captazione
(perlomeno quando espresso da solo).

Inoltre, ci sono indicazioni che Ilattivita di Rvd@9c sia subordinata alla
presenza di CysA, la subunita che lega 'ATP naspgortatori ABC (CysTWA dE.
coli). A conferma degli studi dinock-outgenico che supportano questa ipotesi, & stato
in effetti dimostrato che 'aumentato trasportaadifato attribuibile a Rv1739c é abolito
sia da inibitori generici del trasporto anionicoiflmato, diisotiocianato-4’,4"-
disolfono-stilbene), sia da analoghi del solfat®{s, SeQ?", SO5°-, MoO,%), sia da
inibitori aspecifici dell'attivita ATPasica (N-etidlaleimmide, carbonil cianuro 3-cloro-
fenilidrazone).

L’analisi trascrittomica ha rilevato che un consige aumento del trascritto di
rv1739csi verifica in seguito a stimoli come l'ipossial’elevata concentrazione di
ossido di azoto, condizioni che probabilmente ity incontra all'interno del proprio
ospite.

1.4 ILTRASPORTO DEL SOLFATO NEGLI EUCARIOTI

Mentre il ruolo dei trasportatori SulP nei proc#rioon & chiaro, la maggior
parte dei membri di questa famiglia negli eucar®tcoinvolta nella captazione del
solfato. Le proteine di questa famiglia sono essdémente coinvolte nel trasporto
transmembrana del solfato (simporti $OH* o SQ?*/HCO;) o nello scambio
(antiporto) di anioni.

Questi trasportatori hanno una topologia comune, wo dominio di trasporto
costituito da 8-14 (o forse 10-12) attraversameéella membrana. Il punto isoelettrico
generalmente elevato a causa del cospicuo contdnatominoacidi basici, sia a livello
deiloop che dei trattintra-membrana; in particolare, si ritiene che i residiuarginina
dei loop extracellulari abbiano un ruolo importante nellutmento del solfato.
L'attivita delle permeasi SulP pud essere regaledenite fosforilazione. La maggior
parte dei SulP eucariotici presenta un dominio leggao conservato C-terminale noto
come STAS (si veda la sezione 1.7). La rilevanzazifinale di questo dominio é
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dimostrata dal fatto che mutazioni che alterano fdaforilazione dello STAS

determinano la perdita della funzione di trasport@ struttura tridimensionale
dettagliata di questi trasportatori e tuttora ssmnda, ma si ritiene che alcuni di essi
siano organizzati nella membrana come dei dimeentne altri si presentino come
tetrameri.

1.5 ILTRASPORTO DEL SOLFATO NELLE PIANTE

Anche per le piante, come per tutti gli organistoi,zolfo € un nutriente
essenziale per la crescita, e viene assorbitouddd sotto forma di solfato inorganico.
Data la rilevanza fondamentale che le piante hayefla catena alimentare degli animali
(di cui rappresentano la fonte principale di ammatidi e di cofattori) 'assorbimento e
'organificazione dello zolfo da parte dei vegetatistituiscono passaggi chiave nel
ciclo naturale di questo elemento.

Il solfato, oltre ad essere la principale fontezdifo che viene assorbita dal
suolo, & anche I'anione che viene trasportato gdudistanza verso i plastidi dei diversi
organi deputati allassimilazione dello zolfo nengposti organici, nonché la principale
riserva di questo elemento nei vacuoli. L'assimiae del solfato nelle piante € un
processo che viene accuratamente bilanciato, saia delle necessita metaboliche dei
tessuti in accrescimento e differenziamento, chhigdono un continuo apporto di
amminoacidi e cofattori. Un’elevata richiesta difao(perlopiu riducente) proviene
inoltre dalla risposta a stress ambientali comestfess ossidativo (che determina un
maggior consumo di glutatione), I'esposizione atatlie(che richiedono produzione di
Fitochelatine capaci di sequestrarli) e I'aggressida parte di patogeni (che richiede la
produzione di molecole anti-patogeno contenentozajuali ley-Tionine, peptidi di 45-
54 amminoacidi capaci di inibire éeAmilasi, le alliine e i glucosinolati).

Come gli altri eucarioti superiori, le piante harswiluppato un ampio numero di
trasportatori del solfato tessuto-specifici. La giag parte di questi & codificata da una
famiglia genica strettamente correlata con i traspori di SQ?” della famiglia SulP

degli animali e opera con un MecCgura 1.-1: Albero filogenetico della famigli
nismo di simporto Sé_/H+; si presumegenica SULTR di Arabidopsis thaliana ottenuto

. . .s . . mite analisi per allineamento multiplo (ClustalX
che la stechiometria piu probabile sia ?1.81). Adattatg da P. Buchner et al. gOOAE.
H* : 1 SQ?". Nel sistema modelldra- 7

bidopsis thaliangma anche iBrassica ey S— G LT
oleracea Oryza sativee in altre specie) AMsutra3

sono stati individuati quattordici tipi di At3ultrd;4
trasportatori (P. Buchner, 2004), orga- s e
nizzati filogeneticamente in cinque ZAtsuna;z

gruppi, sulla base della loro similarita di <

AtSultr1;1
AtSuitr1;3 Gruppo 1
AtSultr1;2

sequenza, della localizzazione tessutg
specifica e dell'affinita per il substrato.
Clasggn trasportatore hg una funziong A2 Gruppo 4
specifica nella captazione o nella o -
) . . . . 0.05 sostituzioni/sito

distribuzione del solfato e differisce|

nell'affinita per gli ioni trasportati. 7

Gru 5
AtSultrs;1 Ppo

174
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Tessuto Vascolare Figura 1.-2: Rappresentazione semplifici
ROl di una sezione radicale e della cellulo-
Floema specificita dei trasportatori.

Fereiclo Adattata da P. Buchner et al., 2004.

Parenchima

AtSultrt.1; 1.2

AtSultr2;1

AtSultr2;2
AtSultr1;3

Tessuti Tegumentali
Endoderma
Cellule corticali

Epidermide con peli radicali

1.5.1 L’ASSORBIMENTO DEL SOLFATO

| trasportatori SULTR1;2 e SULTR1;1 del gruppo 1 {f'vshimoto, 2002) sono
trasportatori ad alta affinita g<comprese tra 1.5 e 10M) espressi, rispettivamente, in
modo costitutivo e inducibile, in modo particolarell'epitelio dell’'epidermide radicale
(rizoderma) e dei peli radicali, e nelle cellule rt@ali. Questi trasportatori
rappresentano, pertanto, il meccanismo di assorttomprimario degli anioni solfato
dal terreno. Dopo aver diffuso nell’apoplasto @hgpartimento costituito dabntinuum
delle pareti cellulari e dagli spazi extracellulahe circondano le cellule), gli ioni
attraversano la membrana plasmatica delle celmkxiante una traslocazione attiva
all'interno del simplasto (il compartimento costitudall'insieme dei protoplasti delle
cellule costituenti un tessuto, e comunicanti &frso ponti citoplasmatici detti
plasmodesmi).

L’espressione del trasportatore SULTR1;2, deputfitassorbimento costitutivo
del solfato nelle cellule radicali (KO 7 uM), e relativamente insensibile a variazioni
della concentrazione esterna del solfato (aumeardala 2-3 volte e in modo transitorio
in seguito a stress da carenza di solfato nelrtejre

Il trasportatore SULTR1;1, anch’esso ad alta dafiine al contrario fortemente
inducibile (con un aumento dell'espressione finbOavolte) in condizioni di carenza di
solfato.

1.5.2 LA TRASLOCAZIONE DEL SOLFATO NEI COMPARTIMENT |
SUBCELLULARI

Il trasporto del solfatoFigura 1.-3: Rappresentazione semplificata del trasp
allinterno dei plastidi e un pastrans-membranadel solfato. Le frecce indicanarkzobne

. L, ,._dei flussi. Sono indicate anche le possibili fertergia per
saggio fondamentale, poiché all'in-tasferimenti.

terno di questi organelli avvienédattata da P. Apoplasto
I'assimilazione dell’anione nell’gle,cgggilet [$01=10 uM
APS e la sua riduzione da parte
della APS Reduttasi.

Lo spostamento del solfato
tra diversi compartimenti sub-
cellulari & inoltre  coinvolto
nellomeostasi idrosalina del cito-
plasma. L’eccesso di solfato, infatti,
viene attivamente rimosso attra-

verso i trasportatori del tonoplasto

$0,21 3H*
Simporto

Citoplasmiz
$ (so ?—]?31 mM, pH
4 .

Vacuolo

S0,? - immagazzinamento

Plastidiso.2] \
6-75 mM

pH7-8 4-12mM,

\riduzione dello zolfoi
N N . N &

\ assimilazione in /¢

N\ cisteina

ApH 0.5-6

~~~~~~~

S0,% Efflusso ?
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del vacuolo, dove si costituisce una riserva mpalbile alloccorrenza.

La natura dei trasportatori coinvolti in questirsti non € stata chiarita in modo
inequivocabile, tuttavia ci sono indicazioni cherasportatori del gruppo 4 siano
coinvolti nel trasporto tra i diversi compartimentitracellulari (SULTR4;1 nelle
membrane dei cloroplasti delle foglie e nei toneplaSULTR4;2 nei tonoplasti).
Queste proteine, in effetti, presentano una se@uehzindirizzamento ai plastidi.
Inoltre, il gradiente di pH attraverso il tonoplastembrerebbe favorire un meccanismo
di efflusso dal vacuolo accoppiato al trasportpraioni.

Per quanto riguarda il trasporto direzionato versacuolo, ci sono indicazioni
che suggeriscono un ruolo della proteina SULTRBspesso nelle radici, nello stelo o
tronco, nelle foglie e nel tonoplasto). Il quintougpo di trasportatori, pur essendo
chiaramente correlato agli altri SULTR, presentbeddifferenze nella dimensione (piu
piccola) ed é caratterizzato dal’assenza del dmn8TAS.

L’altro trasportatore del gruppo 5, SULTRS5;2, noembra coinvolto nel trasporto
attraverso il tonoplasto, ma presenta invece uwvegde affinita per il molibdato ed e
anche noto come MOTMolybdenum Transporter)1

Alcune piante e le alghe verdi, infine, possiedoaoche un particolare
trasportatore cloroplastico appartenente alla dapeglia ABC (TC 3.A.1.6) e
caratterizzato da solo 7 attraversamenti della men#h Questo trasportatore,
probabilmente originario dal genoma del cloroplaston € comunque presente nelle
piante vascolari.

1.5.3 IL TRASPORTO DEL SOLFATO A LUNGA DISTANZA

L’accesso delle soluzioni al cilindro centrale daladice, che ospita il sistema
vascolare, e sottoposto ad uno stretto controbwoitato dall'endoderma, uno strato di
cellule che formano l'ultimo strato del cilindrorticale. Le pareti tangenziali e radiali
di queste cellule presentano una banda di matanglermeabile (suberina e lignina),
detta "di Caspary", che costituisce un ostacolmavimento dei liquidi che fluiscono
attraverso le pareti cellulari (apoplasto).

Per proseguire il loro cammino verso il cilindrontrale le sostanze in entrata
nel sistema di conduzione sono obbligate ad entralle cellule dellendoderma, che
pertanto funzionano come un filtro. Al contrarielllambito del cilindro corticale le
soluzioni possono liberamente fluire sia attravenstoplasti delle cellule (simplasto)
che attraverso le loro pareti (apoplasto). Cio iogpkhe soltanto il solfato presente
all'interno del simplasto dell'epidermide possafatidere radialmente verso l'interno,
nelle cellule corticali e dellendoderma, attrawerns plasmodesmi che mettono in
comunicazione i citoplasmi cellulari. Infine, pessere trasportati a lunga distanza (ad
esempio verso la chioma) gli ioni solfato devontrae nello xilema.

Il sistema di efflusso dal simplasto non & ancari® re non ci sono prove che i
trasportatori dei gruppi 1 e 2 possano operarealsldcazione in modo bidirezionale
(ovvero, sia dall'esterno verso l'interno sia datkérno verso I'esterno). Non € chiaro se
un canale anionico rinvenuto nell'ipocotile Arabidopsis thaliana controllato dal
voltaggio e attivato dal solfato, possa esserevodtio nel trasporto di questo anione dal
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parenchima verso il sistema vascolare.

Figura 1.-4: Modello generale di assorbimento
mobilizzazione del solfato attraverso il sistemacedare
secondo le necessita tessutali.

Lo Xilema e il tessuto adibito alla conduzione ‘defjua e
dei soluti in essa disciolti dalle radici alle frglil floema &
il tessuto di conduzione della linfa elaboratastduzione
zuccherina che viene trasportata da una "sorgentedrea
di produzione (come la foglia matura), ad un "p8zzma
regione della pianta che richiede gli zuccheri lpgpropria
crescita (meristemi, radici, semi, frutti) o percamularli
come sostanze di riserva.

1. Radice matura: assorbe il solfato con alta itdfinlal
suolo e lo trasporta nel tessuto di conduzioneifxa).

2. Apice radicale in accrescimento (ricco di tessut
meristematici, embrionali): ha una grande necessizalfo,

che pud essere assorbito sia direttamente dahterse, in

caso di necessita, dal tessuto di conduzione (Byem

3. Foglia matura: & in grado di assorbire il solfatllo
xilema (immagazzinandolo nei vacuoli) o di mobitirp

verso il floema in caso di necessita (fungendodijwda “sorgente”
4. Foglia in fase di sviluppo: ha una grande né@est zolfo, che viene assorbito dal tessuto di
conduzione.

5. Germoglio in accrescimento e differenziamentoc¢ di tessuti meristematici): ha una grande
necessita di zolfo, che viene assorbito dal tesdiutonduzione.

6. Organi riproduttivi: hanno necessita di zolforahte il loro sviluppo. Lo possono, in seguito,
rimobilizzare verso gli altri tessuti, 0 immagazzia nel seme, dove serve da riserva per la nueveapi
Adattata da P. Buchner et al., 2004.

Xilema
Floema
Endoderma
Cilindro corticale
Epidermide

| trasportatori del gruppo 2 sono i trasportatoaratteristici del sistema
vascolare e sono quindi coinvolti nel trasportaskashza; la loro funzione e il trasporto
degli ioni solfato dai vasi (xilema e floema) ahglasto del tessuto parenchimatico.
Questi trasportatori hanno bassa affinita, caqpn ¢dmprese tra 0.9 e 1.2 mM, e un
pattern di espressione peculiare. Arabidopsis thalianail trasportatore SULTR2;1
(Km 00.4 mM) e espresso nel parenchima dello xilenfaglie e radici, e nelle cellule
del floema delle foglie. SULTR2;2 (K0 1.2 mM) e espresso nelle cellule del floema
delle radici. In condizioni di carenza di zolfo lleecellule del floema pud essere indotto
anche il trasportatore ad alta affinita SULTR1;3.

La proteina SULTR3;5 € costitutivamente espresdla nellule che contengono
anche SULTR 2;1 (la cui espressione € invece piatiendalla carenza di zolfo) e
sembra che le due proteine possano operare neita fdi un eterodimero a piu alta
efficienza. Questo complesso, coinvolto in una asdi risposta adattativa, opera in
effetti con una velocita tre volte maggiore rispedi trasportatore SULTR2;1 da solo
(T. Kataoka, 2004). Per quanto riguarda gli altembri del gruppo 3, essi sono
prevalentemente espressi nelle foglie, ma nonma&a la localizzazione tessutale né la
funzione.

Sono inoltre stati trovati alcuni trasportatori ldefamiglia DIC (tipici dei
mitocondri animali), ubiquitari nei tessuti vegetalcoinvolti nel trasporto di malato,
succinato, fosfato, ossalacetato, solfato e tiaswlf

18



Oltre che come solfato, lo zolfo € movimentato ittassuti della pianta nelle
molecole di glutatione e S-metilmetionina, che possessere trasportate attraverso le
membrane da Permeasi ABC della famiglia TC 3.A.Hao altri trasportatori per
amminoacidi.

1.5.4 LA REGOLAZIONE DELL'ASSORBIMENTO DEL SOLFATO

La regolazione della trascrizione dei trasportategetali dipende da elementi in
cis noti come SURE SUIfur-Responding Elemeitsidentificati con le sequenze
GAGAC o GTCTC nei promotori di alcuni geni, e darakenti agenti irirans come il
fattore di trascrizione SLIM1 Sulfur LIMitation 1) che regola positivamente la
trascrizione di geni coinvolti nell’assimilazionelld zolfo, tra cui i trasportatori dei
gruppi SULTR1, SULTR3 e SULTRA4. E recentementeossoperto, inoltre, che la
regolazione operata da SLIM1 puo essere modifioadiante RNA-interference dal
microRNA-395, in modo tessuto specifico.

Infine, il dominio STAS dei trasportatori puo subitna fosforilazione specifica
che consente di formare un complesso con un’isaocitosolica di Cisteina Sintasi
(CS). E interessante notare che la O-acetilseiirsybstrato della CS, agisce come
regolatore positivo nell'assimilazione del solfatelle piante; non é tuttavia noto nel
dettaglio quale sia il meccanismo di segnalaziogiadarenza di zolfo e il suo effetto
sulla trascrizione genica.

1.6 ILTRASPORTO DEL SOLFATO NEGLI ANIMALI
Gli animali mancano degli enzimi necessari a ridulrsolfato e ad incorporarlo
in amminoacidi o cofattori, che devono necessandeessere costantemente riforniti

con la dieta. Tra gli ammi- Figura 1.-1: Schema dei passaggi enzimatici degradano I
noacidi essenziali per i metionina a cisteina e propionil-CoA.

mammiferi (che non possono JRT—

essere prodotti endogena- j/b e NHS </ )
N . . o S/CHS R O

mente) c'e infatti la metio- [——— Metionina adenosil H ,f
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transferasi
THF S- adenDS|ImPtlunma

essere ricavata dalla degra- Orecaing el H O
dazione del precedente ams* met

. . . THF
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coinvolto nella sintesi di s OH OH
. . . . Cistationina
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H,0 cisteina U
nella forma di anione, sia
HS/ o
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rappresentato nel plasma umano (80 e partecipa allomeostasi cellulare.
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A livello epatico, la coniugazione con il solfatappresenta un’importante reazione
metabolica di fase Il coinvolta nell'inattivazionaella detossificazione e nella
solubilizzazione di sostanze endogene (steroiditeccdammine...) 0 esogene
(xenobiotici, farmaci) precedentemente funzionaiez dalle reazioni di fase |
(ossidoriduzioni, idrolisi di esteri, ammidi, anidij.

Infine, la solforilazione di specifici saccaridiproe ricordato in precedenza, e
essenziale per la sintesi dei glicosaminoglicaniladenatrice extracellulare, dei
cerebrosidi della mielina, del glicocalice di alctipi cellulari.

Sono state identificate due famiglie principalitidisportatori che operano nelle
cellule animali. La famiglia SulP (SLC26 nei mamenif € composta da trasportatori
piuttosto eterogenei per la specificita di substmatpossono in taluni casi trasportare
molti tipi diversi di anioni. | trasportatori apganenti a questa famiglia saranno
estesamente trattati nelle sezioni successive.

La seconda famiglia di trasportatori (nota nei maferi come SLC13) € la
DASS (ivalent Anion/Sodium Simporderche cotrasporta cationi Nae anioni
polvalenti (dicarbossilati, SO, S0, H,PO, /HPO?, SeQ?,) con una
stechiometria 3:1. Si ritiene che il meccanismdrdsporto sia di tipo ordinato, con il
legame dei cationi seguito dallassociazione deifiae; questi canali sono
caratterizzati dalla presenza di una sequenza psosedi 17 amminoacidi
(TSFAFLLPVANPPNAIV in NaS1) nota comes@dium:sulphate symporter family
signaturé (PROSITE PS01271), altamente conservata traiinmambri della famiglia.

La struttura di questi trasportatori (costituiti &2-627 amminoacidi) dovrebbe
comprendere 8-13 domini trans-membrana, con i do@ierminali implicati nel
riconoscimento del substrato (TMD 5-11) e nel mamao di traslocazione (TMD 8-
9). Si ritiene che questi canali operino come dimer

Questi canali possono essere suddivisi in due faatiglie, i NaS (che trasportano
preferenzialmente il solfato) e i NaC (che trasgoot soprattutto intermedi del ciclo di
Krebs).

Tabella 1.6-1: Trasportatori della famiglia SLCA8lattata da D. Markovich & H. Murer, 2004.

Trasportatore | Locus (Homo s) | Cotrasporto Distribuzione Tessutal¢

_ brana apicale d'epitelio del tubulo
SLC13A1 Na'/ SO, memy .
(NaS-1) 7931-g32 S,02" SeQ? prossimale (nefrone), orletto a spazzola degli

enterociti dell’intestino tenue e crasso

Na'/succinato, membrana apicale d’epitelio del tubulo

SLC13A2 i . i _| prossimale, orletto a spazzola degli enterqciti
(NaC-1) 17p11.1-q11.1 | citrato, a-cheto dell'intestino tenue, epitelio di bronchioli |e
glutarato . N ) e
alveoli, fegato (epatociti peri-venosi), epididimo
+ -
SLC13A3 20012-913.1 ,(:li?rf:\?gccﬂﬁgo- membrana baso-laterale dell’epitelio del tubulo
(NaC-2) qle-qle. & prossimale, meningi, fegato, pancreas, placenta
glutarato
SLC13A4 - placenta, endotelio delle venule tonsill
(NaS-2) 7933 N&/ SO, testicolo, cuore

SLC13A5 Na'/succinato | membranabasclateral¢ del’epitelio del tubulo
12p12-13 X . X A :
(NaC-3) citrato, piruvato | prossimale, fegato, meningi, testicolo, placenta

| NaS sono coinvolti nellassorbimento del solfattalla dieta, nel suo
riassorbimento dal filtrato glomerulare, nella riegeone della concentrazione del sol-
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fato nel siero, nel trasferimento dellanione vensofeto. | NaC sono coinvolti
nell'assorbimento degli intermedi del ciclo di Keefxtome il succinato e il citrato) dalla
dieta, nel riassorbimento di oltre il 65% degli ssie dal filtrato glomerulare,
nell’assorbimento di questi intermedi metaboliccolanti nel plasma da parte di alcuni
organi, per fini biosintetici (fegato) o per le pr@& necessita metaboliche (meningi,
spermatociti...). La regolazione della trascrizionegdesti trasportatori non € molto
conosciuta, ma si ritiene che almeno per alcuroi (NaS) sia operato un controllo
trascrizionale dipendente da ormoni (glucocorticomblecalciferolo, ormone della
crescita, prostaglandine, ormoni tiroidei...). Malipa non siano state ancora
individuate delle correlazioni evidenti tra mutaziali questi trasportatori e specifiche
patologie, non é escluso che alterazioni dei Nasa\l loro considerevole contributo
all'assorbimento e al riassorbimento del solfatoygano produrre disordini legati a
carenze nel trasporto/metabolismo del solfato.

Sembra infine che nel trasporto del solfato siamowolti alcuni trasportatori di
una terza famiglia, nota come DIOICarboxylate carriej. Nei mammiferi € stato
individuato un membro di questa famiglia, SLC25A{6¢cusin H. sapiensl7g25.3),
un trasportatore di circa 28 kDa (287 amminoacitbgalizzato nella membrana
mitocondriale interna, dove pud mediare lo scambhionalonato, malato e succinato
con anioni inorganici (BPO, /HPO", SQ%, SO, S0+). Si ritiene che questo
trasportatore rifornisca quindi i mitocondri di @ntedi per il ciclo di Krebs, per la
gluconeogenesi, per il ciclo dell'urea, per la sstdi acidi grassi... L'espressione di
guesto trasportatore sembra essere particolarnadsiiendante in fegato e reni (G.
Fiermonte et al., 1999). Questo trasportatore stasli tre ripetizioni omologhe di circa
100 amminoacidi, ciascuna delle quali & costitulta 2 a-eliche trans-membrana,
connesse da una regione polare; le ripetizioni smmmesse da brevi loop caratterizzati
dal motivo conservato P-h-D/E-X-h-K/R-X-K/R-(20-3@mminoacidi)-D/E-G-(4 am-
minoacidi)-a-K/R-G (dove h indica un residuo idroifo, a un residuo aromatico).

1.7 LE PERMEASI DEL SOLFATO SulP NEIl MAMMIFERI

Nei mammiferi, la famiglia genicalc26 codifica per un cospicuo numero di
scambiatori anionici molto versatili, che sono ewili sia nella normale fisiologia
cellulare, sia nella fisiopatologia umana. Ad ogge sono stati individuati undici
membri, ma, tra questi, si ritiene céle26al0sia in realta uno pseudogene. Dall’'albero
filogenetico dei trasportatori si puo notare chmimi dieci membri della famiglia sono
tutti imparentati tra loro, piu 0 meno strettamersie26all al contrario, sembra piu
correlato ai trasportatori vegetali SULTR, suggdmenhe la sua origine potrebbe essere
pit antica, e che il gene potrebbe avere un maggexdo di conservazione rispetto al
gene ancestrale.

| membri della famiglia SLC26 sono proteine di 700 000 amminoacidi, ed
hanno tra loro un’identita di sequenza compresal 24% e il 43%.E stato osservato
che il livello di conservazione tra alcuni ortoloagBLC26 in uomo e topo e
relativamente basso, con un’identita di sequenzabite tra il 95% (SLC26A5) e
iI76% (SLC26A8), valore ben al di sotto dell'idegatimedia tra ortologhi di uomo e
topo (86%).
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Inoltre, membri SLC26 in Figura 1.-1: Albero filogenetico della famiglia geni
Drosophila melanogastere Caenor- slc26 Adattato da M. R. Dorwart et al., 2008.

habditis elegangpresentano un’identita { SLC26A1
con le proteine di mammifero di solo il SLC26A2

25-40%, rendendo impossibile indivi- SLC26A3
duare per ciascun paralogo di mammi- SLC26A4
fero il relativo gene ortologo. SLC26A5

Tra i processi che coinvolgono SLC26A6
trasportatori appartenenti a questq | SLC26A9
famiglia si  possono ricordare lo SLC26A8
sviluppo osseo, la sintesi degli ormoni

| SLC26A7
SLC26A10

tiroidei, il trasporto transepiteliale di
Na' e CI, l'escrezione di HC® dal
nefrone distale, la secrezione di HCO
dal pancreas esocrino. Sultr 1;1

P Gli scambiatori SLC26 tras- _I—_Eéjliﬂﬁ
portano anioni monovalenti come “Cl ity

SLC26A11

Sultr 2;2
I, OH, HCO;, HCOO oppure Sultr 3;2
divalenti come S@~ 0 “OOC-COO. | Sultr 3;3
diversi paraloghi differiscono in modo—_ .
significativo, oltre che per la specificita

nei confronti di uno o piu ioni, anche per la s@lét verso la carica degli ioni stessi.
Per tutti gli SLC26 di mammifero e stata predetta struttura generale costituita da un
coreidrofobico N-terminale consistente di 8-14 segm@ahsmembrana, al cui livello
si concentra il grado piu alto di identita di segee Un’altra regione altamente conser-

vata € tituit I nz n-_ .
ata € costituita dalla sequenza co Figura 1.-2: Topologia predetta da HMMTc

senso per il trasporto del solfatoransmembrane topology prediction seivarer lo
(Prosite  PS01130:P/A/V - x - scambiatore SLC26a6 murino. Tale configurazione e

FIYILCIVIL - GIS - L - Y - SITIAIG - e e cono intracalllar. Olire agmenti
SITIANIGIL - x4 - L/INIFIYIA - transmembrana (stimati tra 10 e 14), sono evidérizia
L/I/VIMISIT - YII - x3 - GIA - GISIT - motivi e i domini conservati.

S/R/V - K/IR/N/P), un segmento di 22 (D. B. Mount, M. F. Romero, 2004)

amminoacidi, molti dei quali invar-
ianti e presumibilmente fondamentali
per il trasporto di anioni. Una terza
regione conservata, nota come “mo-
tivo di Saier”, include una tripletta =
invariante -NQE- (residui 417-419 di —mivo Prosite Psn1130
SCL26a2 murina) e i residui N425 e maosmer T ot a eraion con 07

L483; tali posizioni risultano essere

estremamente delicate, al punto che le mutazio@584e L483P in SLC26A2 umana
sono state riscontrate in pazienti affetti da acogednesi di tipo 1B e/o atelosteogenesi

di tipo 2. Parallelamente, € stato osservato chéiab Xenopugortatori della muta-

Sultr 4;1
Sultr 4;2

LKT
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zione N425D non sono funzionali.

La regione citoplasmatica C-terminale di tutti §LC26 € costituita da un
dominio STAS Gulfate Transporter and Anti-Sigma factor antagfnis cui funzione
fisiologica é tuttora ignota. La struttura di questiomino non e ancora stata
determinata, ma ne € stata ricavata una predidiasata sulla struttura tridimensionale
dell’Anti Sigma factor AntagonigASA) SPOIIAA diBacillus subtilisottenuta tramite
Risonanza Magnetica Nucleare (NMR).

L’allineamento multiplo dei domini C-terminali divetrsi membri della famiglia
e stato utilizzato per la predizione di struttueasdaria (CLUSTALW e PSI-BLAST),
e tali informazioni hanno quindi consentito effettel il threading sulla struttura
tridimensionale di SPOIIAA (L. Aravind & E. V. Koam 2000). Secondo gli autori, gli
ASA e la regione C-terminale dei trasportatori amgo costituiscono un unico tipo di
dominio, precedentemente non definito, molto andcconservato (il domino STAS).
Altre proteine, appartenenti al medesifotd e simili agli ASA, sono state trovate in
diversi organismi, tra cui batteri Gram-positivitihomiceti, Cianobatteri, Clamidie.

Figura 1.-3: Allineamento multiplo delle sequendi domini STAS (di ASA e trasportatori anionici)
diverse specie.

B1 B2 0y loop variabile (0-150 aa)

SPOIAA  B.SUbD 1 =mmmmeeemmmmeeemmmeeneee I L TGELD- HHTAETUKOKVTOS mmmmeemmmmmmeemmmmeemmmmmenn
Rv1739c M tub 442 -----ecooeeeooceeooooeeaee- - Y DARL-C @NAEDPRRRALTV-VDQD-----------
SULTRL;1 A tha 495VTR 3 - =S SNYVRERASRW-VRE---EQENAK-- -------
SULTR1;2 A tha 500 VTR SNYVRERIQRW:LHE---EEEKVK-- -

SULTR1;3 A tha 503 VTR - AN SNYVRERIQRW-LTD---EEEMVE--
SULTR2;1 A tha 525SIR R PMTVKT(e-VL uF' SALLCFAWASSIEERIMGW-VDEEEEEENTK--
SULTR2;2 A.tha 517 SIR e PMANKT{e-LLTL 5L LCIFANANFIRDRILNS- VQEIEGEENEQEV

SULTRS3;1 A.tha 491 VSR PSSRTVIie-IL [BLEIDA[ZNE- FANASYLRERIIRW-IDE---EEERVK-------

SULTR3;2 A.tha 482 VGR PQAITRSS-LL[JLHIDGENE FANSTYLRDRIGRW-IDE---EEDKLR-----

SULTR3;3 A.tha 475 VTR ---CEEEEA-

SULTR3;4 A.tha 498 VTR ---EENRIK-

SULTR3;5 A.tha 486 VAR - EPE-------

SULTR4;1 A.tha 496 SAN R - 21D S{hg- (FANISYIKDRLREYEVAV---DKYTNR- -

SULTR4;2 A.tha 483 SAN - IDA [N [FANISYIKDRLREYEVAI---DKHTSK-----------------

SLC26A1 H.sap 505 TQR d -Y INKDFFLQSLYSL-TGLDAGCMAARRKEGGSETGVGEGGPAQG
SLC26A2 H.sap 546 TQK mmemmee| - FVA -Y IMKECEKSALIKQ-TVNPILIKVAWKKAAKNIKEKV------
SLC26A3 H.sap 503 TQF R - R - [@aVIGFFRRKLIDA-VGFSPLRILRKRNKALINIRKLQKQGLLQ
SLC26A4 H.sap 513 VQF R 'F SSIHIF- YG\VDGFKKCIKST-VGFDAIRVYNKRLKA KLIKSGQLR
SLC26A5 H.sap 502 TQS R F INARNE-Y ANSDLY SNALKRK-TGVNPAVIMGARRKAMRKEVGNANM-

SLC26A6 H sap 488 TQM

SLC26A7 H.sap 460 VVCTIAIVI 'LV ELINAKKFYTDLMNM- IQKENA -CNQPLDDISCEQNTLLN---
SLC26A8 H.sap 520 SHRAKILL

'RAMTVSIKNMKEMEFKVKTEMDSETLQ
--------- NI RSIN REIITIP K IFQCESHT- VIV YYLKHKLLKE-VDMVKVPLKEEEIFSLFNSSDTNLQGGKI
SLC26A9 H. sap 497 TQFRNGYA BAQVMp}------- DI NPK NRAQDI ITYC LY [FANSEIFRQKVIAK-TGMDPQKVLLAKQKY BQEKRRMRPTQQ

SLC26A11 H.sap 447 -EVQYGILA [€ALVSL--------- LMLLHSAARPETKVSE PVLVLQP SGLS-[§PAMEALREEILSR------------mmenmmmmeeeoeeeee

SPOIIAA  B.sub
Rv1739¢ M tub
SULTR1;1 A.tha
SULTR1;2 A.tha
SULTR1;3 A.tha
SULTR2;1 A.tha
SULTR2;2 A.tha
SULTR3;1 A.tha
SULTR3;2 A.tha
SULTR3;3 A.tha
SULTR3;4 A.tha
SULTR3;5 A.tha
SULTR4;1 A.tha
SULTR4;2 A.tha -
SLC26A1 H.sap ED

SLC26A2 H.sap VT
SLC26A3 H.sap -VTPKGFIC------------ TVDTIKDSDE--ELDNNQIEVLDQPINT Temmmeeee| DLP. FH
SLC26A4 H.sap -ATKNGIIS-----------| DAVSTNNAFEP--DEDIEDLEELDIPTK- EIE: 1Q
SLC26A5 H.sap -ANATVVKADA---------- EVDGEDATKP--EE-------| EDGEVKY [ PIV- IK
SLC26A6 H.sap EEKLRKQAASPKGASV---------- SINVNTSLEDMRSNNVEDCKMMQVSSG DKM ED

SLC26A7 H.sap
SLC26A8 H.sap CRCFCNCDDLEPLPRILYTERFENKLDPEA----SSINLIH- CSHFESMNTSQTASEDQVF’YTVSSVSQKNQGQQYEEVEEVWLPNNSSRNSSEGLPDVA
SLC26A9 H. sap RRSLFMKTKTVSLQ------------| ELQQDFENAPPTDPNNNQTPANG TSVS YIT: FS

SLC26A11 H. sap -
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loop
Bz conservato 0 Ba as-helical handle

SPOIIAA
Rv1739¢ M tub
SULTR1;1 A.tha
SULTR1;2 A.tha
SULTR1;3 A.tha

---LEKDDIRHIV
--PGQVEWFV
EYGMPAIRFV
---AASLPRIQFL F’VT

---AARLPRIQFL e YEPY oI pTEYeIHAMECHYKSLQKRDIAVL

SEL GVILGRYKQIKQIGGEMVVCAISRYKRL FDVBGLF------ Kll--RF
[INAESNVE[L TALDARDQ@RTELLRRGIVFAMARVKQDL SLL-D----KIGEDHI

-PleclHSEE LKSLEKQEICHILA PGPWEK -EE----IGEKNI
SPYTDI [BTSIEIHABECRYKSLQKRDIGMLA NPGPWYIGKBHLHYGA-DM----LGQDNI
PGPRYINK [BHVSHEA-DL----IGHDKI

SULTR2;1 A.tha ---SNAKRKILFVV 'SLINVCITA LEMHNKLIKTGVERVIV \PKWWIHK BNQAHgV-DR----IGGK-V
SULTR2;2 A.tha ----LKENGLQVV MG EuS FASEERHQELASNDI{#VIASPRWRN/LHKEKRAKLD-EK----IKTENI
SULTR3;1 A tha ---QSGESSLQY!I (GNIBTEIEISMMVEIKKVIDRRALHEVLSNPKGRYVKKETRSKEIGDH----LGKEWM
SULTR3;2 A tha ---TSGDISLQYIV GNIpTS{e|SMEEEINKILGRRELHRVIA NPGARMK SKS‘E-ES----IGKERI
SULTR3;3 A.tha ---QEKHSSLQFL IL EMA SG' e SFFKEEKKTTAKKDI FVEPLS EKBQRADEQKEF----MRREFL
SULTR3;4 A.tha ENNGTTLKCI SAI[pTE{el EAVFEERRRLEKQS LVI\PVG\YMEKEHKSKIT-EA----LGLSGL
SULTR3;5 A.tha ----------mmmmememmmooooeeeeees AIEFLL “%TI EVETILEIQRILGSKNIKMVII (\PRF LEKMMLSE\/-EK----IGKEYM
SULTR4;1 A tha GLEVDRINFV ‘F’VTHI SSAVEARKERYQEYKTRDI(MAIS N\PNKIYHLTIARSGMV-EL----VGKEWF
SULTR4;2 A tha ------- GPDMERIYFV SPYTY! [BSSAVEARKORY EEYKTRGI(MAIS [\PNKOYLLT[MARAGIV-EL----IGKEWF
SLC26A1 H.sap LGPVST----RAA--- ----LVPAAAGFHTVVI BCAPLLFLBAAEVSTEQOERRDYGALGI{ELLACCSPRIRDI SRGﬁLGEGPGDTAEEEQL
SLC26A2 H.sap LGGIQD----EMSVQ-- ---LSHDPLELHTIVI S IQFLGIHT KEVRRDYEABQVLLAQCNPYRDYETNGEY CK-----KEEENLL
SLC26A3 H.sap -IDWND----DLPLN--- --IEVPKISLHSL SFLPVESVR(KSILQEFI RIKVDVYIVGTDDDFIEKENRYEgF-D G---EVKSSIF
SLC26A4 H. -VDWNS----ELPVK-- ---VNVPK VPIHSLV[EBCGAISFL[D VRIARVIVKEFQRIDVNVYFASLQ K[BEQC(EFDD----NIRKDTF
SLC26A5 H. ILD FT@NFI BS\[EVK GIVKEYGDVGIYVYLAGCSAQNINTRNAFF-EN---PALWELL
SLC26A6 H.sap -ATANG----QEDSK---APDGSTLKALGLPQPDFHSL [[Es}l GALSF\BTVCLKIEKNIFHDFREIEVEVYMAACH{¥ S(EEAGH§F-DA---SITKKHL
SLC26A7 H.sap ---SLSNGNCNEEAS------------- QSCPNEKCYL SGFTFHD S EVYMDCKGRSVDVLLAHCTASLIKAMTYYGNL-DS-----| EKPIF
SLC26A8 H.sap -QGRRS----LIPYS---csmrox DASLLPSVHTI (WpYFEMYHY\BSReL VVERQICNAFQNANILILIAGCHSSIVRAFERN[EF-DA---GITKTQL
SLC26A9 H.sap -PDSSSPAQSEPPASAEAPGEPSDMLASVPPFVTFEIEBIVEGYSF KA SSTYGKIGVKVFLNIHAQVVYNDISHGGVF-EDG--SLECKHV
S 71cY. N R = Y1 S ———— ALEVSPPRCLV CSIBYTVVLAIGE QDFQKQG\BAFVGLQVYLRVAL SADLK------- GFQH

Oy

SPOIIAA  B. sub EQSEQQALLTLGVAS----mmrrmmmmmrmmemmcnmemmcecneee e
Rv1739c  Mtub [FEMILPTEYQAFRRR -
SULTR1;1 A tha [FLINYG VCSTEVAEQQT

SULTRL;2 A tha YL \VEACCPKLSNEV
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SULTRS;3

SULTR4;2 A.tha QVCVHYVNRPTDV-----------| e ESSKP SLWRRSGLKNSSTYTEVESNIVLEEPLLSREK--
SLC26A1 H.sap QTARARHRELEATDA: =T
AFAEVSKNQKGVCVP: [ I IS —

SLC26A2 H sap [=YSYYI

SLC26A3 H sap [ELEIHDMW HILMKKDYSTSK FNP SQEKDGKIDFTINTNGGLRNRVYEVPVETKF---
SLC26A4 H sap (ELAYHDAILYLQNQVKSQEGQ---------- GSILETITLIQDC---KDTLELIETE LTEEELDVQDEAMRTLAS --mmsmememene
SLC26A5 H sap [EHSIHDAYL GSQLREALAEQE----------- ASAPPSQEDLEPNATPATPEA.

SLC26A6 H. sap HOAYTFALQHPRPVPDSP VSVTRL

SLC26A7 H sap [EESYSANSHIHSNKNLSKLSDHSEV--r-rrmwremrmememrmememememenees

SLC26A8 H sap [ELSYHIAVLFALSRKVIGSSE----------- LSIDESETVIRETYSETDKNDNSRYKM ~ SSSFLGSQKNVSP

SLC26A9 H sap [EPSIHDAY FAQANARDVTPGHNFQGAPGDAELSLYDSEEDIR

SLC26A11 H.sap [FSULEEAEKHLRQEPGTQPYNIR«-msmscmemrmmmemememmemememannens

B. sul: Bacillus subtili; M. tuk: Mycobacterium tuberculos; A. the: Arabidopsis thalian; H. sap: Homo
sapiens| numeri che precedono le sequenze allineateandi le posizioni del primo amminoacido da cui
viene considerato il rispettivo dominio STAS.

Le mutazioni patogene sono evidenziate in rossguardano i trasportatori umani SLC26A4 (Pendrina:
trasportatore di'lmutato nella sindrome di Pendred), SLC26A2 (DTD&asportatore per SO mutato
nella displasia diastrofica/acondrogenesi di tiBp ISLC26A3 (CLD: scambiatore Ct HCO;™ mutato
nella diarrea congenita con perdita di)Cln azzurro sono evidenziati i residui di SPOIlAAInvolti
nell'interazione con SPOIIAB. In verde sono evidatiz residui coinvolti nell’interazione di SLC26A
con I'Anidrasi Carbonica. In giallo sono evidenkiahotivi di interazione con domini PDZ.

Gli elementi di struttura secondaria sono ricasiatia struttura di SPOIIAA. <&

Adattata @ M. R. Dowaret al. 20(8). :

loop
conservato

Figura 1.-4: Modello ipotetico deffold di un dominic

STAS, basato sulla struttura NMR di SPOIIAA.

Sono evidenziati gli elementi strutturali caratedi del :;nd,e
dominio:

a: a-eliche (arancione)

pB: filamentip (verde)

S57: serina fosforilabile (rosso)

N, C: terminali amminico e carbossilico
Adattata da M. R. Dorwart et al. 2008

La struttura degli STAS comprenderebbe uno S
scaffold costituito da quattrop-strands (p-sheet B oop

variabile
(1-154 aa)
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centrale), uni-elica a valle di32 (n1) € una seconda elica a monte3gl{oz), entrambe
localizzate dallo stesso lato del foglietto cemtralra f; e a, € situato unloop
conservato, forse implicato nel legame di nucleptid o, e 33 si colloca udoop molto
variabile, con rilevanza funzionale ignota, compeame estese inserzioni, in parte
disordinate, in parte elicoidali. Al C-terminale pgevista una regione elicoidale di
lunghezza variabile, distorta e scarsamente coatser@gs handle - o4); la parte
terminale di questa regione elicoidale)(si dispone sul lato opposto del foglietto
centrale.

SPOIIAA € un regolatore della trascrizione capacetgragire con il fattore
anti-sigma SPOIIAB, la cui funzione & il sequesis fattore di trascrizione™ (A. L.
Decatur & R. Losick, 1996). Quando questo fattoreka forma complessata, non € in
grado di interagire con la RNA polimerasi e non puindi avviare la trascrizione dei
geni che controllano la endosporulazione. SPOIIAAn{agonista del fattore anti-
sigma) induce pertanto il rilascio df da parte di SPOIIAB. Quest'ultimo fattore &
anche una chinasi, e puo fosforilare SPOIIAA allivelella serina 57 (il residuo di
confine tra illoop conservato e l'elicany); tale modifica induce l'inattivazione di
SPOIIAA e ne provoca la dissociazione da SPOIIABcHe la fosfatasi SPOIIE puo
interagire con SPOIIAA e, defosforilandolo, lo tiga. L'avvio della sporulazione é
pertanto un evento finemente controllato dall'euid fosforilazione/defosforilazione
del fattore SPOIIAA e dipende dalla disponibiliidAd P. E stato inoltre dimostrato che
SPOIIAA e in grado di interagire con ATP e GTP,@nodandole tra ip-sheete il
loop conservato; questo dominio sembra anche possadardebole attivita NTPasica,
che viene abolita dalla fosforilazione della serc@nservata. Non e chiaro se la
presenza di questo sito di interazione con nuclegibssa costituire anche un
meccanismo di regolazione dei trasportatori anianitunzione della concentrazione di
GTP intracellulare.

E stato ipotizzato che il dominio STAS, al pari SIPOIIAA, possa mediare
l'interazione con altri partner proteici, espletancha funzione modulatoria.

Malgrado la funzione dei domini STAS dei trasparntahon sia ancora chiara, si ritiene
comungque che abbiano un ruolo importante nellalaggme dell'attivita di trasporto e
nel corretto ripiegamento globale dei trasportatolivello della membrana plasmatica,
poiché la presenza di specifiche mutazioni nella seguenza € associata a patologie
ereditarie umane.

Esperimenti di mutagenesi sito-specifica (N. Shab@g& A. R. Grossman,
2006) hanno consentito di individuare amminoacidsesziali per la funzione di
trasporto, localizzati preferenzialmente nella®egidi collegamento tra i domini trans-
membrana e il dominio STAS (regiohi@eker) e sulla superficie delineata dagli N-
terminali dellea-elichea; e ay, dal’N-terminale di; e dal C-terminale dB,. Questa
superficie dello STAS corrisponde alla superfide ¢n SPOIIAA media l'interazione
con SPOIIAB. Sono inoltre stati individuati ammiic@i importanti per il corretto
ripiegamento nella membrana plasmatica; tali amagdmb sono situati soprattutto a
livello di B3 e B4, 0 in regioni contigue.
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Figura 1.-5: Rappresentazione delle frequenza con cui gli im@ecidi ricorrono in ciascuna posizio
della sequenza (in 12 trasportatorA. thaliang, 5 diH. sapien e SPOIIAA diB. subtili).  Tratta daN.

o Shibagaki &

TMD12 regione linker | et A. R. Gros-
LBt | B2 ] | ol

sman, 2006.
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Gli amminoacidi basici (K, R, H) sono colorati itupquelli acidi (D, E) in rosso, quelli polari (G, T,

Y, C) in verde, quelli idrofobici (A, V, L, I, P, WF, M) in nero, N e Q in magenta. Solo gli ammirida

con un certo grado di conservazione sono mostratisequenza riportata & quella del trasportatore

SULTRZ;2 diA. thaliang su cui € stata condotta la mutagenesi.

Le mutazioni che sono state studiate sono inca@tedn:

- Blu: mutazioni che determinano una ridotta lazadzione della proteina sulla membrana

- Rosso: mutazioni che determinano una ridottaifuratita della proteina ma una localizzazione ndema

- Magenta: mutazioni che riducono sia la funzidaatiella proteina sia la corretta localizzazione

- Nero: mutazioni che riducono la corretta locadzipne sulla membrana, ma che preservano una gualch
attivita. Gli asterischi indicano la presenzanditazioni multiple in un certo allele (a: Y517C, MaE™;
b: T527A*, L615M, T637A,; c: D538G*, R550G, 1617M; E560K, 1608V, P614S*; e: A540S, V549,
1608V*).

loop
Bs conservato a

Figura 1.-6: Potenziali siti di fosforilazione (giall _::>_<:9_[

n leGrSl domln_l STASB SUb _Bacmus SUbF”Is M SPOIIAA  B.sub - LEKDIl RHV [ENLECLSH SSELG\/I LGRKQIKQI
tub: Mycobacterium tuberculosig. tha Arabidopsis Rvi73% Mtub —PGQVEWFV [INAESNVERLTALDARDJIRTELLRR

. . SULTRI;1 A tha EYGMPAIRFV[IE IE GIHSIEE ILKSLEKQ
thaliang H. sap Homo sapiens SULTR1;2 A tha AASLPRIQFL [(liE (VR €iHABEDIVKSLQKR
SULTR1:3 A tha AARLPRIQFL [liE YRPY TDIBTSEIHABESIVKSL QKR

Adattata da M. R. Dorwart et al. 2008. SULTR2;1 A tha SNAKRKILFVV MBIVESLINVTSEITA I EIHNKLIKT
. . SULTR2:2 A tha -LKENGLQWV [ENYEQY eVFAIEEIHQEL ASN

Nella posizione corrispondente allguLtrs: A tha QscessLovIBIVEA €ISMMVEIKKVIDRR

SULTR3:2 A tha TSGDISLQYIV LEM‘ GNIB elSME%NKILGRR

i i A A i SULTR3:3 A tha QEKHSSLQFLIWENRA eV SFFKEIKKTTAKK
serina 57 di SPOIl ( 0 una POSIZIONE g 1r3% A tha EnnGTTLRCI Y €L EAVFEIRRRLEKQ
ULTR3:5 A tha B SQYSTIEMIEVMEILEIQRILGSK

SULTR4;2 A.tha GPDMERIYFV[IREVERYTYI[PSSAVEARKORYEEYKTR

di conservazione per un residuo fosforisiczsal i sap veanscFHTWI evSTIQUIRRDYGAL

LC26A2 H. sap SHDPLELHTIVI [BCSAIQFL[BTAEIHT BKEVRRDYEAI

Iablle. Anche Ia Sostituzione dl tale residu LC26A3 H. sap EVPKISLHSL [Es)FEAYSFLBVSSVRAEKSILQEFI RI

LC26A4 H. sap NVPK VPIHSLVEBCGAISFLEVVBVRIIRVIVKEFQRI
. . . . . SLC26A5 H.sap MPPGDNVHT\IEFTQYNFI KTEAGIVKEYGDV

(treonlna 587 in SU LTRl,Z) inattiva la sicaens w sap GLPQPDFHSLIMLGALSF\BTVCLKJIKNIFHDFREI
SLC26A7 H.sap QSCPNEKCYUMICEGFTFAYSEVSNIVEVYMDCKGR

adiacente) e riscontrabile un elevato grad@itrai  tha cLevORINFY RELEFYTHIESSAVE K%YQEYKTR

funzione del trasportatore. SLC26A8 H.sap ASLLPSVHTI [IBJFE 1 VIRQICNAFQNA
SLC26A9 H sap VPPFVTFHTL [[IBIME KAJAKEISSTYGKI
SLC26A11 H. sap ALEVSPPRCLVIEECTHYCSIBYTVVLAGHIL QDFQKQ
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Molte delle proteine SLC26 (A3, A6, A7, A9) termi@acon sequenze conNsenso
T/S-X-® (dove ® € un residuo idrofobico) per l'interazione con dimMPDZ (PSD-
95/Disc-large/Z0O-}), strutture terziarie che mediano interazioni enw-proteina,
fondamentali nellassemblaggio di complessi mutotpici coinvolti nella
determinazione della polarita cellulare (interaeia@n componenti del citoscheletro),
nell'indirizzamento alla membrana plasmatica eansedigolazione dell’attivita (H. Lohi
et al. 2003). Nel caso degli scambiatori SLC26i, nadtivi di interazione mediano
presumibilmente il contatto con proteine adattatche, a loro volta, interagiscono con
altri trasportatori tra cui, ad esempio, NHE3 e &FT membri della famiglia SLC26
dotati di motivi di interazione con domini PDZ somo grado di formare complessi
macromolecolari associandosi con protesgaffold come E3KARP NHE3 kinase A
Regulatory Protein o CAP70 CFTR-Associated Protein of 70 kpael caso di
SLC26A3, oppure E3KARP e NHERRNKIEE3 Regulatory Factdr nel caso di
SLC26A7, tramite i domini PDZ di queste ultime.

E interessante notare che anche il canale CFTRp(irtatore di Cl della
famiglia ABC, responsabile, in talune sue forme ateit del fenotipo della Fibrosi
Cistica) € in grado di legare queste stesse pmsziaffold Ci sono prove che questo
canale e alcuni membri SLC26 (SLC26A3, SLC26A4, 3686) siano in grado di
attivarsi reciprocamante tramite I'associazione atahinio regolatorio R di CFTR e il
dominio STAS degli SLC26, in presenza del seconéssaggero cAMP3(,5’-cyclic
Adenosine MonoPhosphatéa chinasi PKA (cCAMP-dipendente) fosforila il sio R
in varie posizioni (fino ad 8-9 siti), aumentandd'adfinita per il dominio STAS.

Al contrario, almeno un altro trasportatore SLC3&C26A9) € inibito nella sua attivita
di trasporto in seguito all'interazione con il domoi R (M. H. Chang et al. 2009).

La sintomatologia tipica della Fibrosi Cistica altérazione della funzionalita di
specifici organi (bronchiectasia, insufficienza gaatica, disfunzione ileale, cirrosi
epatica biliare,
sterilitd maschi- SLC26A
le) sembrereb- ;e\l
bero indicazioni !
tra loro coerenti *

»
della presunta " |
relazione tra |l
canale CFTR e _
alcuni trasporta- grosor | '
tori SLC26.

Figura 1.-7 Interazione tra i trasportatori SLC26 e CFTR wmndizioni di riposo e in seguito
stimolazione. Una proteinscaffold mediante il suo dominio PDZ, assembla un tragpam SLC26 e il
canale CFTR. Ariposo, il dominio R di CFTR (in peolare la sequenza 654-673, detta REggulatory
Extensiol interagisce con il dominio NBDIN@cleotide Binding Domajndella stessa proteina (J. B.
Baker et al. 2007), impedendone l'interazione c®DR. Si ritiene che SLC26 stabilizzi tale interamo
inibitoria, ma non & noto il meccanismo. L'attivazé della PKA fosforila il dominio R, alterandone
interazione con NBD1 e favorendone [linterazioredn il dominio STAS. Questo stabilizza
'associazione tra NBD1 e NBD2, alla cui interfac@ono localizzati due siti di legame per I'ATP. |l
legame e l'idrolisi del’ATP, come anche la fosfarione da parte di PKA sono eventi necessari ger |

normale apertura di CFTR. Molte mutazioni associatle Fibrosi Cistica coinvolgono siti di
fosforilazione compresi nel dominio R. Tratta daRA.Dorwart et al. 2008
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E stato dimostrato che delle varie Permeasi esistiiverse isoforme, originate
daspicingalternativo di un medesimo mRNA, espresse in wffa tessuti 0 momenti
dello sviluppo, e dotate di una diversificata sfieita di substrato (Lohi et al., 2003).

Anche se non e chiaro quale sia lo stato di aggrege fisiologico di queste
proteine, € stato ipotizzato che almeno alcunti@dsportatori operino come omodimeri
(M. H. Chang, et al. 2009); altri, verosimilmentgerano come omotetrameri che, sul
versante citoplasmatico, presentano degli ammassitwiti dai rispettivi domini STAS
(Mio e al, 2008).

1.7.1 SLC26A1 (Sat-1Sulfate Anion Transporter) 1

SLC26A1 e una proteina di 701 amminoacidi insapien¥ che opera come
trasportatore per gli anioni SO e ossalato. La sua attivita sembra fortemente
incrementata dal Clextracellulare (ma anche da altri alogenuri efakahiato) e dal pH
esterno acido; la rilevanza fisiologica di tale atidenza e ignota. Non € noto se
Iattivita del trasportatore consista in un simpoti’/SO,*” oppure in un antiporto
SO /OH 0 SQ?/HCOs", né che rilevanza fisiologica possa avere.

Il trasportatore € stato individuato principalmeattvello dei canalicoli epatici,
dove potrebbe operare come scambiatore anionicagienefroni, a livello della
membrana baso-laterale del tubulo prossimale. Mmtaua capacita di trasportare
l'ossalato, potrebbe agire di concerto con il toagiore apicale SLC26A6 per la
secrezione di questo anione (si veda la figural2)7-

Trascritti genici dislc26al sono stati inoltre riscontrati in cervello, cuorayscolo
scheletrico, pancreas e testicolo, ma si ignanaoilo che il trasportatore potrebbe avere
in tali organi.

Non si conoscono patologie Mendeliane associate utazioni nella sua
sequenza.

1.7.2 SLC26A2 (DTDST DiasTrophic Dysplasia Sulfate Transpoiter

SLC26A2 é un trasportatore di 739 amminoacidi doA5P6 di identita con
SLC26A1. Lattivita di trasporto dellanione SO & inibita dalla presenza di Cl
ossalato e altri anioni extracellulari; si ritiembe SLC26A2 possa operare come
trasportatore versatile per anioni monovalentivalénti.

SLC26A2 é stato riscontrato, in quantita pit o meif@vante, nella maggior
parte dei tessuti, ma risulta particolarmente allbate nella membrana apicale
dell'epitelio del colon e nella cartilagine.

La rilevanza del trasportatore nello sviluppo ewiaie € testimoniata
dall'elevato livello di espressione nei condrodiglla cartilagine ialina e nellosso
fetale. Inoltre, e interessante notare che, durdntifferenziamento in vitro dei
fibroblasti murini in osteoblasti (T. Kobayashiadt, 1997), I'espressione di SLC26A2 e
indotta dal fattore BMP-2Bone Morphogenetic Protéinuno dei morfogeni delle ossa
del cranio nellembrione (altri sono BMP-4 e BMB-T¢sponsabili dell'ossificazione
intra-membranosa delle cellule mesenchimatichevderidalle creste neurali craniali
(mediante il controllo dell’'espressione di protembella matrice extracellulare, come
osteocalcina e osteopontina).
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Una perdita di funzione del trasportatore ha consaltato una riduzione
nellassorbimento di S§, e una conseguente carenza nella solfatazione dei
proteoglicani che costituiscono la matrice extiataie della cartilagine. L’esito di tale
carenza sembra essere una riduzione della prafera dei condrociti (H. Satoh et al.,
1998) in risposta al fattore mitogeno FGH-ibfoblast Growth Facto.

Negli altri tessuti in cui il trasportatore € esgs® in modo significativo
(intestino, trofoblasto placentale, ghiandole symoe, ghiandole sottomucose
bronchiali, ...) si presume che il deficit sia canpato da trasportatori paraloghi.

Slc26A2 é stato individuato come il gene responsabile whtimo patologie
autosomiche recessive, la displasia epifisaria iplaltftMED, Multiple Epiphyseal
Dysplasia OMIM 226900), la displasia diastrofica (DTMiasTrophic Dysplasia
OMIM 222600), I'atelosteogenesi di tipo Il (AOAtelOsteogenesi©OMIM 256050) e
'acondrogenesi di tipo 1B (ACG1BAChondroGenesjsOMIM 600972). La prima
patologia € considerata una condrodisplasia liéveyi sintomi piu rilevanti sono
deformita e dolori articolari, deambulazione difstdt e statura bassa. La seconda
patologia & caratterizzata da nanismo normocefaiata una generalizzata displasia
articolare, ma i pazienti possono presentare diddfiesti scheletrici tra cui cifoscoliosi,
palatoschisi, piede torto, deformita delle dita @ gadiglioni auricolari. La terza
patologia e frequentemente letale durante il perin€onatale a causa di insufficienza
respiratoria, ed e caratterizzata da arti graveeneatorciati, torace ridotto, scoliosi,
piede torto, pollice addotto, palatoschisi. La ¢agatologia (associata generalmente ad
un genotipo omozigote per mutazioni gravi) pregiado sviluppo scheletrico ed é cosi
grave da risultare letale nel periodo prenataleanatale precoce.

Sono state identificate piu di 30 mutazioni, tra mutazioni con cambiamento
di significato (singoli amminoacidi mutati) nel 498éi casi, delezioni (33%), mutazioni
con codoni di stop, non-senso (10%), alteraziohodplicing (5%), inserzioni (3%).
Esiste una correlazione fenotipo-genotipo tra st della patologia e la gravita della
mutazione. Ad esempio, troncamenti (R178X) o sa®tini non conservative nei
domini trans-membrana (G255E, N425D o L483P) prodacpatologie molto gravi,
mentre sostituzioni di amminoacidi non trans-memaréR279W) o alcune mutazioni
nei siti displicing (IVS1+2T>C nell'introne 1) producono dei fenotpit lievi (P.A.
Dawson & D. Markovich, 2005).

1.7.3 SLC26A3 (DRA, Down-Regulated in Adenoma CLD, Chloride Losing
Diarrhea)

SLC26A3 e un trasportatore di 764 amminoacidi, hddentita di sequenza del
29% con SLC26A1, ed & in grado di trasportare’S® ossalato, ma ci sono evidenze
che possa operare anche come scambiatord-HxD; (o OH).
Fu inizialmente proposto come potenziale sopprestonorale, poiché & generalmente
sottoespresso nelle cellule di adenoma (da cuiothen DRA, Down-Regulated in
Adenomg questo fenomeno va probabilmente attribuito atof che il trasportatore
costituisce urmarker proprio dell’'epitelio differenziato del colon, edverosimile che
venga perduto dalle cellule neoplastiche indiffera®. Tuttavia, va riportato che la
sovraespressione inducibile di SLC26A3 in coltuedlutari in-vitro ne sopprime la
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crescita; pertanto, un ruolo nella regolazione adgdtoliferazione cellulare non e
completamente escluso.

L'espressione di SLC26A3 e rilevante nell'appardigestivo, in particolare a
livello dell'epitelio della membrana apicale deghterociti che rivestono la superficie
dei villi e delle cripte di Lieberkiihn nell'inteats tenue (duodeno e ileo) e crasso (cieco
e colon distale). Si ritiene che, nell'intestino,sicambio Clbase mediato da SLC26A3
collabori sinergicamente con lo scambio’ Mt effettuato da NHE3 per I'assorbimento
trans-epiteliale di NaCl.

Mutazioni con perdita di funzione danno luogo a y@ologia autosomica
recessiva nota come diarrea congenita con perddiardiro (CLD,congenital Chloride
Losing Diarrhea OMIM 214700 e 126650). | pazienti con questa thalaascono in
genere prematuramente, a causapididramnios determinato dalla diarrea fetale; i
neonati presentano una diarrea acquosa acida eelegata concentrazione di ClI
associata a disidratazione, squilibri elettroliti@omplicazioni renali (iperplasia
iuxtaglomerulare), pressorie (iper-reninemia e -gleosteronismo), ed alcalosi
metabolica, una condizione che puo0 risultare fasglenon trattata con un adeguato
supplemento di acqua, KCI e NaCl per via endovermsa eta piu avanzata, nella
dieta. Se la condizione & opportunamente trattggazienti hanno uno sviluppo e una
speranza di vita normali.

Sono state individuate oltre 30 mutazioni del gdReA. Dawson & D.
Markovich, 2005) che sono responsabili della mala® comprendono delezioni e
inserzioni (47%), mutazioni con cambiamento di se(®3%), difetti nellosplicing
(17%) e mutazioni non-senso (13%). Alcune mutazigWB1l7Del, 1675/6Ins,
G702TIns) determinano un ripiegamento non corretdda proteina rpisfolding e
quindi la precipitazione della proteina, altre (¥56ZDel, 1544N), pur non avendo
effetto denaturante, compromettono alcune intereambramolecolari, strutturalmente o
funzionalmente fondamentali. Molte di queste altenai producono trasportatori che
rimangono intrappolati nel reticolo endoplasmaticohe non possono svolgere la loro
funzione nella posizione fisiologica appropriata.

1.7.4 SLC26A4 (Pendrina)

SLC26A4 & un trasportatore di 780 amminoacidi, hd4% di identita di
sequenza con SLC26A3 e il 30% con SLC26A1 e SLC26A2
Si ritiene che operi come scambiatoré/lidse, ma anche come scambiatorél Clil
trasporto sembra selettivo per anioni monovaleptio( coinvolgere ad esempio il
formiato, ma non S§ o l'ossalato, malgrado la similarita di sequenza tasportatori
che possono farlo). Recentemente é stato osserkiatan cellule modello, la Pendrina
puo mediare anche il trasporto di fruttosio e mamno

Questo scambiatore € espresso in modo rilevanta meémbrana apicale
(luminale) delle cellule epiteliali dei follicoliirbidei (in contatto con la colloide).
L'anione I (assorbito a livello della membrana baso-lateddeparte del simporto
Na'/l” SLC5A5) viene secreto, attraverso SLC26A4, nel dufollicolare, dove
'enzima Perossidasi tiroidea ossida(uitiizzando come accettore di elettroni®d) e
lo lega in posizione 3 e 5 ai residui di tirosinall@ Tireoglobulina costituente la
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colloide. | residui di 3-monoiodotirosina e 3,5edibtirosina sono i precursori per la
sintesi degli ormoni tiroidei 3,5,5'-triiodotirorane 3,3’,5,5'-tetraiodotironina (tiroxina).

SLC26A4 e inoltre espresso nella membrana lumidalée cellule intercalate
dei tubuli distali e dei dotti collettori del nefre, e nel sistema tubulo-vescicolare
sottostante a questa membrana. La funzione depar@sore in queste cellule
(normalmente coinvolte nella secrezione attiva dieHnel riassorbimento di HGO
attraverso la proteina BND3L della membrana batzrdde) €, verosimilmente,
'escrezione di HC@, che verrebbe scambiato con il @ caso di necessita (come
durante la condizione di alcalosi metabolica). ffetd, & stato dimostrato che l'alcalosi
sistemica aumenta la presenza del trasportatol@ s\@dmbrana apicale, I'acidosi la
riduce.

0 :

Figura 1.-8: La secrezione acido/base nel nefr HO J- o -
distale. Nei dotti collettori sono presenti due tip ' ? | .
cellule, quelle principali e quelle intercalate. K m 2K
Le prime secernono Ke assorbono Na(tramite  CELLULA ERQMK 3 Na’

canali ENaC Epithelial sodium Channéls acqua PRINCIPALE . =3 Ko -
(tramite acquaporine 2, 3 e 4). Le seconde, sono, a ENaC

loro volta, suddivise in due categorie. Cl

Le cellulea secernono attivamente” lttraverso la

membrana apicale, tamite una’-ATPasi, e

riassorbono attivamente *K tramite la H/ K* -

ATPasi. CELLULA a

Le cellule B riassorbono Cl e secernono HCO

grazie, si ritiene, all'intervento della Pendrina

(SLC26A4).

AQP: Acquaporine

AE2 (Anion Exchanger 2 noto anche come

BND3L (BaND 3-likg o SLC4A2, opera come

scambiatore CIHCO;".

ROMK: noto anche come KirlATP-sensitive K

inward rectifier channgl & un canale per il K

operante come rettificatore debole del potenziale d

membrana.

CA (Carbonic Anhydrase Anidrasi carbonica

Tratta da A. Sidi¢ et al. 2007 LUME
TUBULARE

CELLULAB

by

Nell'orecchio interno, questo trasportatore € esgwea livello del labirinto
membranoso, dove si presume abbia un ruolo nekarbsnento dell’endolinfa,
operando come scambiatore/EICO; .

Mutazioni della Pendrina sono responsabili delf@isime di Pendred (OMIM
274600), una sindrome recessiva che comprendet&dgsitidromica) e gozzo, talvolta
associato a ipotiroidismo. Le strutture cocleari g@gazienti sono malformate e
presentano una dilatazione della scala vestibote una displasia di Mondini
(caratterizzata da una coclea arrotolata per um girmezzo anziché per due giri e
mezzo), una dilatazione del canalicolo e del samuolinfatico (dove, in condizioni
normali, I'endolinfa secreta dalle cellule dellaisstvascolare viene riassorbita), e degli
otoliti maculari di dimensioni anomale. A livelldrdideo e stata riscontrata una
deficienza nell’'organificazione dello iodio, semmduzione dell’assorbimento di iodio o
deficit nelsignalingdella tireotropina (TSH) secreta dall'ipofisi ambee.
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Sono state identificate oltre 80 mutazioni (P.AwBan & D. Markovich, 2005)
comprendenti cambiamento di amminoacidi (58%),zdete (19%), alterazioni dei siti
di splicing (12%), inserzioni (7%) e mutazioni ns@Aso (4%). Mutazioni che
impediscono alla proteina una corretta localizzaginella membrana plasmatica
(G102R, V138F, E384G, T416P, Y556C) provocano motipo piu grave (la sindrome
di Pendred), mutazioni che alterano la funzionaiit@ non la localizzazione (L117F,
1490L) provocano una forma di sordita non sindrangenza coinvolgimento tiroideo.

1.7.5 SLC26A5 (Prestina)

SLC26A5 & una proteina di 644 amminoacidi, ha wnitita di sequenza del
36% con SLC26A3 e SLC26A4, ma, diversamente ddilimembri della famiglia,
non sembra coinvolto nel trasporto anionico traesatorana. A differenza degli altri
membri della famiglia SLC26, l'identita di sequert i geni ortologhi di altre specie
risulta molto elevata, oltre il 90%.

Questa proteina € espressa nelle cellule ciglistere dellorgano del Corti
nella coclea (J. Zheng et al., 2000), in partimlaelle loro membrane laterali, dove si
raggiunge la concentrazione
2'500 unita pepn.

___Rampa vestibolare

Figure 1.7-9 e 1.7-10: Rapprese
tazione schematica e fotoingrand
mento di una sezione cocleare.
L'apparato acustico & ospitato all )
interno della coclea, una galleria . v __ NamBramadl
chiocciola che si avvolge in quasi trq Y A ; Y stria

giri attorno ad un processo 0sse W, r 2 vascolare
detto modiolo. La lamina spirale de| = S Dotto cocleare
modiolo e la sua continuaziong e LA LU —— Membrana
membranosa, la membrana basilar| . S g = Ee:fﬁlrlfcmate
dividono il canale in due rampe = : el 8 esterne
sovrapposte, la rampa superiore, ' ;
vestibolare, e la rampa inferiore,
Fim_panica_. Queste rampe decorronges ni |
insieme fino al vertice della cocleaSy gt a
dove sono messe in comunicazionjgdleaigtdetl
tra di loro  attraverso ]
I'elicotrema  (un’interruzione e - L MemBrana teftoria
nella membrana basilare). L3 g - iy
rampa superiore & ulterior - N 3 <y s Ataraocigha
mente divisa longitudinalmentefs . o e
dalla membrana di Reissner,
che separa la rampa vestibolan
propriamente detta dal dotto==
cocleare. Questa terza ramp
differisce per la composizione
del liquido in essa contenuto
detto endolinfa, che ha ung
composizione simile al liquido
intracellulare (mentre le rampeg_
vestibolare e timpanica con-#&.
tengono la perilinfa, con com-&§
posizione simile al liquido
extracellulare).

: ) ~Membrana basilare
==, 5 1 ’ ili
Lamina spikaie 'I, \\ b & ellule ciliate
X interne

Galleria e pilastri  ~~_
del Corti " Rampa timpanica

y Lamina reticolata

Cellule ciliate Galleria e pilastri Cellule ciliate
interne del Corti esterne

32



L'apparato recettoriale della coclea & costituito atllule cigliate disposte ai lati (una fila imare
tre/quattro file esterne) dei pilastri del CortiopBa a queste strutture fibrose & distesa una &min
reticolata che ricopre le cellule recettoriali,dandone sporgere le stereociglia recettorialilédgpecie

di microvilli). Queste, a loro volta, sono in cotttacon la membrana tettoria.

I movimenti della catena degli ossicini che comani con il timpano si trasmettono alla perilinfa e
inducono la vibrazione della membrana basilaresttos diversi, a seconda dell’altezza del suono.

Le oscillazioni della mem-brana basilare fanno lzs@ il pilastro esterno del Corti e determinaoo |
sfregamento tangenziale delle ciglia contro la nremdb tettoria.

Lo spostamento reciproco delle stereociglia deteania distensione di speciali micro-filamenti che
connettono ciglia tra loro adiacenti. La tensiorne quindi tras-messa a dei meccanocettori chrelépe
particolari pro-prieta elettrochimiche dell’ enddh, ricca di K e con voltaggio positivo) lasciano entrare
nella cellula una cor-rente depolarizzante ¢i Mentre le cellule interne tras-formano questepoiale

in segnali sinaptici trasmessi alle vie neuronalistiche, quelle interne lo convertono in una \zaoize
della lunghezza delle cellule stesse.

Figura 1.7-9: adattata da: Medical Art Service, MhnEducation resources.

Figura 1.7-10: Fotografia di microscopia elettrenia scansione, adattata da: Uppsala Universitet,
Research, Surgical Diseases (Ear).

L'organizzazione strutturale della Prestina funaien € quella di un
omotetramero alto 11.5 nm e con un diametro massima7 nm, costituito da due
unita dimeriche, stabilizzate al loro interno ...
da ponti disolfuro. '

% Membrana
Figura 1.-9: Ricostruzione tridimensionale plasmatica
unitd funzionali di Prestina (risoluzione 2 nm)
immerse nella membrana plasmatica delle cellu
cigliate esterne.
Il modello é stato dedotto da una serie di immagi
di  microscopia elettronica a trasmissione " Superficie
(55 000X). T Citosol %= cellulare

Tratta da K. Mio et al., 2008 Superficie cellulare

Le cellule cigliate esterne dell'organo del Corinho la peculiare proprieta di
modificare la propria lunghezza anche del 5%, awgandosi in risposta a stimoli
depolarizzanti, e allungandosi in risposta a stinpErpolarizzanti. Questa variazione
sembra essere conseguente a cambiamenti conforrahziella prestina, in risposta a
variazioni del voltaggio di membrana; questa praegisce quindi come una specie di
motore piezoelettrico molecolare, che genera fatlzafrequenza del suono stimolante
(ino ad oltre 20 kHz). La contrazione periodicallelecellule cigliate esterne,
sincronizzata con [loscillazione della membrana ilaes rende piu rigido
laccoppiamento tra questa membrana e la membrattria. Il risultato é
'amplificazione dell'oscillazione dell'organo d€lorti e, dunque, una piu pronunciata
deformazione meccanica della stereociglia delle luleel cigliate interne.
L'amplificazione raggiunge i 40 dB alle intensitansre basse e medie, e diminuisce
progressivamente fino a saturazione, quando I'sitarsonora diventa maggiore.

E stato inoltre osservato che, in risposta a vimazlel voltaggio, SLC26A5
lega anioni citoplasmatici come G HCQ (ma ci sono prove che questa interazione
puo coinvolgere anche altri anioni inorganici egaici mono- e poli-valenti). Non é
tuttavia chiaro se questi anioni costituiscano wwoata di sensore estrinseco del
voltaggio di membrana, o se piuttosto siano dei utaidri allosterici di un sensore
intrinseco.
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Modello PAT Modello IVS

Figura 1.7-11: Modelli proposti per spiegare la
sensibilita della Prestina al voltaggio.

- Modello PAT fartial Anion Transporter €& stato
ipotizzato che gli anioni intracellulari possanareg
come sensori del voltaggio estrinseci, e che ib lor
spostamento all’interno della membrana (in diregion
citoplasma — esterno), in una sorta di trasporto
incompleto, possa alterare direttamente la
conformazione della Prestina.

Tuttavia, si stima che i riarrangiamenti strutturdélla Prestina determinino una variazione della
superficie della proteina pari a 8 fine sembra improbabile che possano essere impushisiémplice
passaggio di un anione del diametro 3.6 A.

- Modello IVS (ntrinsic Voltage Sens@ir un secondo modello propone che gli anioni maduli
allostericamente (o elettrostaticamente) un sendetevoltaggio intrinseco, costituito da una region
mobile di residui carichi. L'alterazione del profiti energia libera di questo sensore ne provobhere
quindi l'avvicinamento o l'allontanamento dalla mmamana. La transizione conformazionale della
Prestina sarebbe quindi determinata dall’effetlostérico generato dal legame o dalla dissociazione
dell’anione dal sensore.

Qualunque sia il meccanismo reale di funzionameetta Prestina, appare chiaro che, per poter subire
riarrangiamenti strutturali cosi significativi ddlattersi sulla forma e le dimensioni complessiela
proteina e tali da compiersi in cicli molto brepofenzialmente con frequenze fino a 70 kHz), |stitre
deve aver sviluppato proprieta termodinamiche ahretidono vicina all'instabilita meccanica.

Adattata da V. Rybalchenko & J. Santos-Sacchi, 2008

- ---- depolarizzazione
— iperpolarizzazione

Proteine ortologhe a SLC26A5, trovate Dranio rerio (zebrafish e Gallus
gallus funzionano come scambiatori $3CI™. E stato inoltre osservato che, in cellule
modello, la Prestina (come la Pendrina) puo medliagrasporto di fruttosio e mannosio,
e questo suggerisce un altro potenziale ruolo énate di questa proteina nelle cellule
cigliate esterne, come trasportatore di zuccheon N tuttavia nota la rilevanza
fisiologica di queste proprieta.

L’inattivazione del gene codificante questa pradim organismi modello causa
sordita, con una perdita di sensibilita cocleare pa40 — 60 dB. Mutazioni della
Prestina sono state individuate come causa ditéomdn sindromica anche nell'uomo.
Una mutazione ricorrente, 1IVS2-2A>G, sembra int@ndecon il normale processo di
splicingdell’esone 2.

L’esame della struttura del gene della Prestinadresentito di individuare una
potenziale sequenza di risposta agli ormoni tiroidRE (Thyroid hormone Response
Elemen}, capace di legare il recettore complessato cdnidalotironina. Questa forma
di regolazione potrebbe essere importante durargeiluppo; l'ipotiroidismo congenito
e in effetti associato a sordita.

1.7.6 SLC26A6 (PAT-1, Putative Anion Transporter-lo CFEX, Cl/Formate
EXchangey

SLC26A6 e un trasportatore di 637 amminoacidi, me#rsatile, e pud operare
come scambiatore Tbssalato, Sg /ossalato, S /CI”, Cl/formiato, CI/OH", ma
soprattuttaCl /HCO;™, probabilmente con una stechiometria IZHCO; .
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SLC26A6 € uno dei membri piu ampiamente espresgjugista famiglia, in
particolare nelle membrane apicali dei tessutiedipit a livello renale, pancreatico,
intestinale, cardiaco, muscolare e placentare. Destp trasportatore sono state
identificate isoforme (almeno 5: a, b, c, d, eltfoisto eterogenee, prodotte pplicing
alternativo.

SLC26A6 potrebbe essere lo scam-
biatore anionico coinvolto nel riassor-
bimento di NaCl e nella secrezione di
bicarbonato (e ossalato) a livello della
membrana luminale nelle cellule del tubulo
prossimale del nefrone.

tragporto
el formiato

Figura 1.-12: Il riassorbimento di NaCl SC,~ nel

tubulo prossimale.

Nel tubulo prossimale viene riassorbito il 65% di

Na’, K", CI', HCO;", H,PO,” e acqua, il 90% di

SO e il 100% di glucosio e amminoacidi.

Il trasportatore SLC26A6, di concerto con i Usseotod
trasportatori di N& (lo scambiatore N&SQ,~ solfato
SLC13Al, o NaSi-1, lo scambiatore Wd" NHE, il
cotrasporto N&HCO; NBCel), partecipa al

riassorbimento di NaCl e alla secrezione di HCO _ Clale .
i . trasporto del
SLC13A1 aumenta la concentrazione intracellulare ticarbensto (Slc2626 [CA
di SO, favorendone il riassorbimento baso- 1 sico- HCO
laterale attraverso SLC26A1. H )

CA: Anidrasi Carbonica A,
Tratta da A. Sidi¢ et al., 2007 Na’ ;
LUME o e e
. : . TUBULARE
A livello renale, I'espressione di SLC26A6
e stata riportata anche nell’ansa di Henle e mallile intercalate del dotto collettore,

ma la sua funzione in questi contesti non e anst@ta compresa.

SLC26A6 e inoltre abbondantemente o )
. . GHCO;
espresso  nellepitelio  secernente  del e " .
. . e
pancreas esocrino, dove regola la secrezione W I
di HCO; in modo cAMP-dipendente grazie O L o
” : HCO, =~ ==
allintervento di CFTR. s
secrezione di HCO,
; - . i H MaHCO
Figural.-13: Modello della secrezione di NaH; ol S smzﬁ@
da parte dell’epitelio del dotto pancreatico. S OE
L’epitelio del dotto pancreatico umano € in grado d B HO + CO,
secernere una soluzione di NaHCO60 mM. Si Ci l
ritene che cid sia reso possibile dallattivita gieicA s
combinata degli scambiatori GHCO;” SLC26A3 e DOTTO MeO;m
SLC26A6, del canale per CICFTR e del PANCREATICO H'
cotrasporto N94HCO; NBCel. Na* :
CA: Anidrasi Carbonica cr T 1 o

Adattata da D. B. Mount & M. F. Romero 2004
Inoltre, e stato proposto che SLC26A6 partecif@ akcrezione di HCI nello stomaco,

data la sua co-localizzazione con I&Kf-ATPasi nelle cellule parietali. SLC26A6 &
stato individuato nel duodeno, dove potrebbe pgdee alla secrezione di HGO e
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nellorletto a spazzola dellileo, dove potrebbesers responsabile della secrezione
intestinale dell’'ossalato.

Non si conoscono patologie associate a mutaziosia®6ag ma, in modelli
murini, il knock-outdi questo gene € associato a nefrolitiasi da atssdi calcio.

1.7.7 SLC26A7

SLC26A7 e un trasportatore di 656 amminoacidi ediavolto nel trasporto di
CI” (e forse di S&), operando, probabilmente, come scambiator8HCIO;™ (H. Lohi
et al., 2002). Il pH acido sembra aumentare latbata del trasportatore per Cl

E espresso nella membrana baso-laterale dellelecglarietali gastriche, nella
membrana baso-laterale delle cellule del bracceeradente del’ansa di Henle e del
dotto collettore, e nella membrana apicale (lunepdel tubulo prossimale del nefrone.
E stato identificato anche nell’endotelio delle wentonsillari, nell’epitelio nasale e
nell'epitelio dell'epididimo.

Il ruolo fisiologico di questo trasportatore nonaacora chiaro, ma potrebbe
operare come scambiatore anionico nel segmentalaligiel nefrone, con un ruolo
nellomeostasi degli elettroliti e dell’equilibriacido-base (agendo forse come sensore
del pH nelle cellule secernenti).

Non sono note patologie associate a mutazioni ne#lquenza di questo
trasportatore.

1.7.8 SLC26A8 (Tat-1Testis Anion Transporter )1

SLC26A8 e un trasportatore di 970 amminoacidi, pbdimente coinvolto nel
scambio di Cl(e forse T) con SQ? (H. Lohi et al., 2002). Tra gli amminoacidi 600 e
652, e al C-terminale, questo trasportatore prasanipie inserzioni che lo rendono
200-300 residui piu lungo degli altri membri dedaniglia.

La sua espressione é stata individuata negli speaitiadurante la fase
meiotica, sulla membrana luminale delle cellule sbstengino gli stessi (le cellule del
Sertoli) e nel cervello.

In modelli murini, ilknock-outper il geneslc26A8ha prodotto esemplari maschi
sterili, a causa della perdita di motilita spericetforse dovuta ad anomalie flagellari.
Non sono stati tuttavia individuati casi di steéilumana dovuti ad anomalie di questo
trasportatore.

1.7.9 SLC26A9

SLC26A9 e un trasportatore di 791 amminoacidi, \woito nel trasporto di CJ
verosimilmente come scambiatore /BICO;” (H. Lohi et al., 2002). La sua attivita &
inibita da NH,".

E espresso nella membrana luminale delle cellulgliaté dell'epitelio
bronchiale e nelle cellule dell’'epitelio alveolate.stato riscontrato anche nelle cellule
dell’epitelio gastrico, ma anche nel cervello, cebre, nei reni, nell'intestino, nel timo
e nelle ovaie. A livello del sistema respiratorguesto trasportatore potrebbe essere
coinvolto nel controllo della composizione idrosalidelle secrezioni, che hanno un
ruolo fondamentale per la normale fisiologia resfoiria € come meccanismo di difesa.

36



Questo trasportatore € anche stato riportato icrpas, prostata e ghiandole gastriche
dove, é stato ipotizzato, potrebbe avere un ruakirgprotettivo secernendo HgOn
prossimita alla membrana luminale.

Non sono note patologie associate a mutazioni ne#lguenza di questo
trasportatore.

1.7.10 SLC26A10

Non e ancora chiaro sic26al0sia effettivamente tradotto in un trasportatore
(di 563 amminoacidi) o se si tratti di uno pseudwyeCi sono solamente alcune
evidenze della sua trascrizione.

1.7.11 SLC26A11

SLC26A11 é un trasportatore di 606 amminoacidi cheitiene, sia coinvolto
nel trasporto di S§ . La sua espressione & ubiquitaria; & particolatenaipbondante in
reni, cervello, placenta, meno rilevante in parngreauscolo scheletrico, fegato,
polmone e cuore. Il ruolo fisiologico del trasptota € ignoto.

Non sono note patologie associate a mutazioni ne#lguenza di questo
trasportatore.

Tabella 1.7-1: Tabella riassuntiva di alcune pretaridei trasportatori SLC26 noti: localizzazione

cromosomica, substrati individuati, principali sitiespressione, correlazione a patologie umane.
Dawson & D. Markovich, 2005.

Adattata da P.A.

Gend Locus Substrati Distribuzione Patologie
Trasportatore (Homo s) noti2 tessutale correlate
SC,~, CI, rene,pancrea;
SLC26A1 4p16.3 ossalato fegato, cervello i
SLC26A2 503134 SC/, CI° ubiquitaric condrodisplas
sc,”, CI, intestino (ileo, colon) | diarrea congenit
SLC26A3 7931 HCGOs, OH, pancreas, prostata, con perdita
ossalato ghiandole sudoripare | di cloruro
ClI", HCGq, I, orecchio internc sindrome ¢
SLC26A4 7931 formiato, fruttosio, tiroide, reni, Pendred, sordita
mannosio cervello non sindromica
. , cellulecigliate estern: | sordita no
SLC26A5 7922 fruttosio, mannosio della coclea sindromica
SC,”, CI', HCGy, .
SLC26A6 3p21.3 OH4‘, bssalato, ?ormiato reni, pancreas -
SLC26A7 8qg2: SC,”, CI', ossalat reni -
SLC26A8 6p21 SC,”, CI', ossalat testicoli, cervell -
SLC26AS8 1931-32 SC,~, CI, ossalat polmon -
SLC26A1( 12q1: - cervello (trascrittc -
SLC26A11 17qg2¢ SC~ ubiquitaric -

1.8 SCOPO DELLA TESI

by

La caratterizzazione della struttura molecolarevalld atomico € un punto
fondamentale per la comprensione del possibile amesmo d’azione delle proteine e
quindi della loro funzione fisiologica. Inoltre, @mprensione delle anomalie strutturali
determinate da certe mutazioni pud chiarire, altivine, le cause del funzionamento
aberrante che sta alla base dei meccanismi fisitugati.
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Come ricordato in precedenza, i domini C-terminddi trasportatori SulP
presentano, diversamente dai fattori ASA batterciloop variabile (tra le strutture
secondarier; e f3) comprendente estese inserzioni (fino a 150 ameeidg, ed un
prolungamento nella regione C-terminale. La precieidella struttura secondaria nella
regione N-terminale si € rivelata, d’altro cantmitipsto difficoltosa a causa dell’incerta
determinazione del punto preciso in cui dovrebbeiare il dominio STAS. Queste
valutazioni suggeriscono che la struttura dei den@lrterminali dei SulP potrebbe
deviare in modo significativo ed imprevedibile datlonformazione degli ASA. Non &
escluso che tali differenze abbiano una qualclevarza funzionale. L'importanza di
questi domini per la funzione complessiva dei toagiori che li contengono é
testimoniata dalla patogenicita di alcune mutaziahie sono alla base di malattie
ereditarie.

Allo stato attuale, pertanto, i domini C-termindklle proteine della famiglia
SulP sono scarsamente caratterizzati, sia in tergnifunzione che di struttura. non
sono disponibili. 1l principale scopo del progettdlinterno del quale si colloca |l
lavoro esposto in questa tesi, € la determinazaeia struttura tridimensionale dei
domini STAS di questi trasportatori.

La dimensione abbastanza contenuta dei domini Sfig\fia adeguata per lo
studio mediante tecniche di Risonanza Magneticaledoe (NMR) in soluzione. Il
primo passo per la determinazione della strutturatera mediante NMR é la
produzione di quantita piuttosto rilevanti (fino5a10 mg) di proteina ricombinante,
contenente specifici isotopi, attivi in NMRH, N e **C). Quindi, devono essere
acquisiti degli esperimenti eteronucleari multidme®nali, al fine di assegnare le
frequenze di risonanza di tutti i nuclei (particol@nte importanti sono i protoni)
costituenti la proteina. Tali informazioni, oltrecansentire un’accurata determinazione
della struttura secondaria, permettono di idertrécin modo non ambiguo tutti ( 0 la
maggior parte) i diversi nuclei. Questo passaggib requisito fondamentale per la
determinazione della struttura terziaria, mediagsperimenti sensibili alle distanze
inter-protoniche. L'NMR consente inoltre di ottenere oimhazioni riguardanti la
flessibilita e la dinamica molecolare.

Nei capitoli successivi saranno presentate leegjimtseguite per la produzione
delle proteine studiate e i risultati strutturaili ui raggiunti.
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2 ESPRESSIONE E PURIFICAZIONE DI DOMINI STAS

2.1 INTRODUZIONE

Al fine di utilizzare esperimenti di risonanza matgjca nucleare in doppia e
tripla risonanza, &€ necessario che soltanto afgarticolari isotopi, attiviin NMR e con
numero quantico di spin uguale a 1/2, siano ina@paella molecola studiata. Il
problema fondamentale, a

questo proposito, & la scarsa aptsotopc | Abbondanz | 1 |y 10 rad/Ts| vo (MHz), datc
. ; naturale Bo = 14.0952 T
bondanza relativa naturale degh— 99.98% | 12| 26.751¢ 600.11
isotopi di interesse di azoto € T°¢ 1.11% 12| 6.728: 150.9¢
carbonio. Risulta pertanto nel N 0.37% [ 1/2] -2.712 -60.8¢

cessario arricchire  artificial- Tabella 2.1-1: Isotopi attivi in Risonanza Magnatiucleare.

mente con gli isotopi di in- | numero quantico di spin nucleagerapporto giromagnetico,
teresse il terreno in cui vengonove: frequenza di Larmor

coltivati i microrganismi pre-
posti alla biosintesi delle macromolecole da stigjiael nostro caso proteine.
L’espressione di proteine ricombinanti con marcatusotopica specifica
richiede l'utilizzo di terreni a composizione caritata, possibilmente privi di
contaminanti formati da isotopi naturali; tali temr (come il Minimal Medium) sono
per definizione poveri di nutrienti, in quanto cemgono essenzialmente composti
inorganici e un’unica fonte di carbonio. Cid impoae microrganismi un notevole
sforzo biosintetico finalizzato alla produzionetdiite le molecole organiche necessarie
ai processi cellulari. E evidente che queste cdmiiznion sono generalmente ottimali
per la crescita delle cellule e per I'espressioragica. In parte tali carenze possono
essere compensate dal supplemento di cofattoigeetémenti; inoltre, esistono degli
integratori di amminoacidi a composizione isotopoatrollata, ma si tratta di prodotti
economicamente molto onerosi.

2.2 MATERIALI E STRUMENTAZIONI

- La maggior parte dei reagenti chimici (sali, miae, antibiotici...) utilizzati sono
prodotti SIGMA, FLUKA o Carlo Erba.

- IPTG e DTT sono prodotti INALCO.

- Gli isotopi di*>N e **C sono stati introdotti nelle colture nella forma'tNH,CI e
13CH1.06 ad arricchimento isotopico superiore al 98% adatiidalla SPECTRALAB.

- La linea batterica utilizzatale. coli BL21(DE3). Questa linea contienebitteriofago
lisogenoA DES3 integrato nel proprio genoma; il genoma fagiomtiene un costrutto
lac costituito dal gene per la T7-RNA Polimerasi soitt@wontrollo del promotore
lacUV5, in grado di rispondere all'lPTGI costrutto contiene inoltre il geracl, che
reprime l'espressione della polimerasi in assenzedittore. Infine, & presente una
porzione del gene lacZ, codificanteflayalattosidasi. Il costrutttac € inserito nel gene
int in modo da inattivarlo, prevenendo cosi la sintksina delle proteine responsabili
dell'excisione del fago (ciclo litico). La linea tharica manca della protedsn e della
proteasi di membran®mpT La mancanza di queste proteasi riduce notevoknknt
degradazione delle proteine eterologhe espresse.
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- | vettori di clonaggio pET-20b(+) e pET-28a-c&9no della Novagen.

- La proteasi trombina é della GE-Healthcare.

- Il sistemaChampion™ pET SUMO Protein Expression Syst{emmprensivo di
proteasi di SUMO) é quello commercializzato datiaitrogen Life Technologies.

- | plasmidi recanti i domini STAS sono stati géngnte concessi dal laboratorio del
Prof. R. Battistutta (Istituto Veneto di MedicineoMcolare, VIMM di Padova).

- | passaggi di purificazione cromatografica sotati £ondotti su FPLCHast Protein
Liquid Chromatographly AKTA-purifier della Amersham Pharmacia Biotech. Le
colonne utilizzate per le cromatografie sono lale FF crude da 1 ml (cromatografia
per affinita di proteine cor(His)s-Tag e la HiLoad 16/60 o 26/60 Superdex75
(cromatografia per esclusione dimensionale).

- Per la concentrazione dei campioni o il cambiongane sono stati utilizzati
concentratori da centrifuga Vivaspin della Sarteri8tedim, da 6 o 20 ml, con
membrana in Polietilensulfone con porosita per sw&da 10°000, 5000 o 3'000 Da.
- Le elettroforesi SDS-PAGE sono state eseguitapparecchiature della BIORAD o
della Amersham Pharmacia Biotech.

2.2.1 TERRENI DI COLTURA

- LB-AGAR: Triptone: 10 g/l
(terreno solido per la Estratto di lievito: 5 g/l
coltura di cellule NaCl: 5 g/l
trasformate) Agar: 15 g/l
- LB (Luria Bertani brotl): 1% bactotriptone
(Terreno liquido per la 0.5% Bacto yeast extract
precoltura dei 0.5% NacCl
microrganismi) portato a pH 7.5 con NaOH
- MINIMAL MEDIUM :  NgHPQ, 47.749 mM MM = 141.96 g/mol
(Terreno liquido per la KEHP Oy 22.044 mM MM = 136.09 g/mol
coltura e I'espressione NacCl 8.555mM MM =58.443 g/mol
proteica) NHCI 18.695 mM MM = 53.49 g/mol
CeH1206 22.2 - 222 mM MM = 180.16 g/mol
MgSQy 2-10°mM MM = 246.48 g/mol
CaCh 0.1-10° mM MM = 110.986 g/mol
(Miscela di HBO; 12.8-10 mM MM = 61.83 g/mol
Microelementi MnGJ- 4H,0 23.6-10 mM MM = 197.91 g/mol
in HCI 0.1 M) ZnSQ-H,O 17.4-10 mM MM = 179.47 g/mol
NaMoO, 2H,0 8.3:1 mM MM = 241.95 g/mol
CoCb 7.7-10° mM MM = 129.84 g/mol

FeSQ-7HO  26.3-1mM MM = 278.01 g/mol
CuCh-2H,O0  2.8-10°mM MM = 170.48 g/mol
(Miscela di  D-pantotenato-1/2€a 0.42-10° mM MM = 238.27 g/mol
vitamine) Choline: Cl 0.72-1¥mM MM = 139.62 g/mol
Acido Folico-2HO 0. 21-10° mM MM = 477.43 g/mol
mio-Inositolo 1.1-16mM MM = 180.16 g/mol
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Nicotinammide  0.82-IdmM MM = 122.12 g/mol
Piridossina-HCl  0.49-10mM MM = 205.64 g/mol
Riboflavina 26.6-16mM MM = 376.36 g/mol
Tiamina- HCI 0.29-I1d8mM MM = 337.27 g/mol

LB-Agar, LB e le prime tre componenti del Minimal edium possono essere
autoclavati a 120 °C per 20 minuti. Le componengiamiche devono essere sterilizzate
per microfiltrazione attraverso membrana con pai 22 uM in quanto l'elevata
temperatura potrebbe infatti causarne la degradazig preferibile microfiltrare anche
le soluzioni di sali dei metalli di transizione kalino-terrosi che, al fine di evitare la
precipitazione di idrossidi o fosfati, vanno agdeimuando il terreno € stato portato
guasi al volume finale.

2.2.2 TAMPONI PER CROMATOGRAFIA
- TAMPONE PER LISI / CROMATOGRAFIA PER AFFINITA (A ) -
ELUIZIONE IN GRADIENTE DI IMIDAZOLO (B)

pH 8.0 NaHPQOy/ NaH,PO; 50 mM
NacCl 300 mM
Imidazolo 0 (A)-500(B) MM MM =68.08 g/mol
B-mercaptoetanolo 10 mM (694918)
- TAMPONE PER PROTEOLISI :
pH 7.5 Tris-HCI 5 mM MM = 157.60 g/mol
NaCl 150 mM
DTT 5 mM MM = 154.2 g/mol
- TAMPONE PER CROMATORGAFIA PER ESCLUSIONE DIMENSIO NALE:
KoHPO, 27 mM MM = 174.18 g/mol
KH.PQO, 5 mM MM = 136.09 g/mol
NacCl 50 - 100 mM
EDTA 1mM MM = 372.24 g/mol
DTT 5-10mM

2.2.3 GEL E TAMPONI PER ELETTROFORESI SDS-PAGE

- RUNNING GEL (pH 8.8): 14% o0 16% di acrilammide/bisacrilamm{dé ml, 2 gel):
Acrilammide/Bisacrilammide 40%: 5.6 — 6.4 ml
TrisHCI 1.5M pH 8.8: 4 ml
SDS al 10%: 16Q@l
TEMED: 8l
APS al 10%: 8Qul
Acqua: 6.152 — 5.352 ml

- STACKING GEL (pH 6.8): 4% di acrilammide/bisacrilammide (6 @igel):
Acrilammide/Bisacrilammide 40%: 0.585 ml
TrisHCI 0.5M pH 6.8: 1.5 ml
SDS al 10%: 6Qu
TEMED: 6 pl
APS al 10%: 5@
Acqua: 3.799 ml
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- RUNNING BUFFER: Tris-base 3.02 g/l
Glicina 14.4 g/
SDS 1 g/l
Acqua (quanto basta)
- LOADING BUFFER (2x): Tris- HCI 125 mM pH 6.8
4% SDS
20% Glicerolo
10% B-Mercaptoetanolo (da aggiungere al momento)
Tracce di Blu di Bromofenolo
Acqua (quanto basta)

- SOLUZIONE DI COLORAZIONE CON BLU COOMASSIE
(sensibilita 0.2-0.5uQ) 0.25% Coomassie Brilliant BlueR-250
30% etanolo

7% acido acetico

Acqua (quanto basta)
- SOLUZIONE DI DECOLORAZIONE :

30% etanolo

7% acido acetico

2% glicerolo

Acqua (quanto basta)

2.3 PROTOCOLLO DI ESPRESSIONE

2.3.1 TRASFORMAZIONE BATTERICA

Ad wun’aliquota di cellule batteriche (10Qu, Aeoonnil(0.3 — 0.5))
precedentemente rese competenti tramite due cictttamento con Cagb0 mM, a 0
°C per 20 minuti, si aggiungono 10 di una soluzione 0.5 ngl/ di plasmide.
Mantenendo le cellule in ghiaccio, si lascia inggmea per altri 15 minuti. Le cellule
vanno quindi trasferite in bagno termico a 42 °C @@ secondi e, successivamente, di
nuovo in ghiaccio per 2-5 minuti. Si aggiunge utuwee di LB alla coltura in rapporto
9:1 e si lascia incubare a 37 °C per 45 minutis@oaso tale tempo, la soluzione viene
centrifugata a 3'000 rpm per 2 minuti (in centrduda banco) e si elimina il 90% del
surnatante. Il restante volume viene piastrato gar,ain presenza dell’'antibiotico
necessario. Le cellule sono lasciate crescere°& 8vernight

2.3.2 COLTURE CELLULARI

Prima di allestire in mezzo minimo la coltura peploduzione in larga scala di
una proteina isotopicamente arricchita, € opportafiettuare alcuni passaggi di
precoltura. Un protocollo da noi sviluppato e tiatd particolarmente soddisfacente nel
miglioramento della crescita batterica viene détscgui di seguito.

A. SEQUENZA PER L’ARRICCHIMENTO ISOTOPICO CON ™N

Precoltura in scala ridotta in LB: una singola colonia trasformata é trasferita
dalla piastra a un terreno liquido ricco (10 mL&) contenente l'antibiotico e lasciata
incubare a 37 °C per alcune ore, sotto agitaziommtade (180-190 rpm). Questo
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passaggio consente un rapido sviluppo della pojwlazbatterica, che non risente di
carenze metaboliche. Il trasferimento diretto iremeeminimo risulta spesso del tutto
inefficace.

Precoltura in mezzo minimo contenente NECI 18.695 mM e GH1,0¢ 222
mM (opzionale): un'aliquota della precedente coltutaaéferita in mezzo minimo non
marcato (rapporto 1:100) contenente ['antibiotidQuesto passaggio consente di
rimuovere in modo consistente i residui di terreim@o che comprometterebbero il
grado di marcatura isotopica della coltura suceasdinoltre, da modo ai batteri di
adattarsi alle nuove condizioni di coltura, piu itemti delle precedenti. Questa
precoltura é incubata per alcune ore a 37 °C.

Precoltura in mezzo minimo contenenté®NH,Cl 18.695 mM e GH1,0¢ 222
mM: un’aliquota della precedente coltura €& trasferita mezzo minimo (con
I'antibiotico) contenente come unica fonte di azibtGNH4CI (rapporto 1:100). Questo
passaggio consente di abbattere drasticamente ritemoto di **N (I'isotopo
preponderante in natura) presente nella coltua.c@nsente di innalzare al massimo il
grado di arricchimento isotopico nella proteinadmiba. Questa precoltura (100 ml) é
lasciata crescere sotto agitazione a 37 di@rnight Dopo 12-14 ore si ottiene
un’assorbanza compresa in genere tra 2 e 3.

Coltura in larga scala in mezzo minimo contenenté®NH,Cl 18.695 mM e
CeH1206 21.494 mM la precedente precoltura viene riversata in unme di terreno
liquido fresco, in modo da avere un rapporto comprega 1:10 e 1:20 con il volume
finale (a seconda dell'assorbanza a cui si desitheiare). Il pre-riscaldamento del
terreno a 37 °C favorisce sensibilmente la credusttierica nella fase successiva al
trasferimento dei batteri e riduce l'impatto che dbhock termico avrebbe sulla
moltiplicazione cellulare durante le prime ore.

B. SEQUENZA PER L'ARRICCHIMENTO ISOTOPICO CON N E *3C

Precoltura in scala ridotta in LB.

Precoltura in mezzo minimo contenente NECI 18.695 mM e GH1,0¢ 22.2
mM (opzionale): prima di allestire la precoltura dappente marcata (con 1/10 della
concentrazione di glucosio), si pud valutare l'oppoita di effettuare un passaggio
intermedio per preparare le cellule alla riduziowella fonte di carbonio.
Essenzialmente, questo passaggio consente dicaeeifche le cellule siano in grado di
svilupparsi, prima di sacrificare del terreno d@ppente marcato; inoltre, consente di
rimuovere I'eccesso di glucosio a composizioneogich naturale, un contaminante per
i successivi passaggi di coltura. Questa precoéurgubata per alcune ore a 37 °C.

Precoltura in mezzo minimo contenente®NH,Cl 18.695 mM e'*CgH 1,06
22.2 mM: un'aliquota della precedente coltura e trasfeitanezzo minimo fresco
(rapporto 1:100), contenente come unica fonte oficait *°NH4Cl e come unica fonte di
carbonio il **C¢H1,06. Questo passaggio consente di abbattere drasticamie
contenuto di**N e 2C presenti nella coltura. Questa precoltura (10C&nlgsciata
crescere sotto agitazione a 37&rnight

Coltura in larga scala in mezzo minimo contenenté®NH,Cl 18.695 mM e
13CeH 1206 22.2 mM.
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2.3.3 INDUZIONE DELL'ESPRESSIONE DELLA PROTEINA
RICOMBINANTE

Quando la coltura batterica ha raggiunto la cotmeeimne di cellule desiderata,
viene indotta l'espressione della proteina ricorabte aggiungendo al terreno
l'isopropil-1-tio-B-D-galattopiranoside (IPTG) in modo da ottenerna concentrazione
finale di 0.5-1 mM. Il legame dell'induttore IPTA eepressore | ne determina la
dissociazione dall'operatore O delloperorac; questo consente linizio della
trascrizione del gene a valle (la proteina ricorahte). L'espressione € lasciata
proseguire per le successive 4 ore.

2.4 PROTOCOLLO DI PURIFICAZIONE

2.4.1 PREPARAZIONE DI ESTRATTI PRIVI DI CELLULE

Prima di solubilizzare la proteina, i batteri sostati separati dal terreno di
coltura per centrifugazione ad un’acceleraziondsfiOg (g = 9.81 m/$). Quindi sono
stati risospesi in 30-40 ml di tampone per affipie ogni litro di coltura.

Inibizione delle proteasi prima di lisare le cellule é stata aggiunta urnscela
di inibitori di proteasi per evitare la degradazodella proteina espressa. Le miscele
commerciali contengono, in genere, inibitori pestpasi seriniche (come aprotinina, 4-
(2amminoetil)benzensolfonil fluoruro, leupeptina..cjsteiniche (E-64, leupeptina...),
aspartiche (pepstatina) e metalloproteasi (fosfatane, bestatina). E sconsigliato
I'utilizzo di acido etilendiamminotetracetico (ED) Aerché non € compatibile con le
successive fasi di purificazione tramite cromatbigrdi affinita IMAC.

Lisi cellulare: | batteri sono stati lisati tramite 2-4 cicli Biench Press regolata
ad una pressione di 1'000 PSif.88-16 Pa). La French Press & un omogenizzatore ad
alta pressione costituito da una pressa idrauleacomprime un pistone dentro ad un
cilindro contenente la sospensione cellulare. thg@ne ad alta pressione viene quindi
fatto fluire attraverso una valvola a spillo detexamdo una rapida decompressione. A
causa della viscoelasticita di membrane e pardhilag, la pressione intracellulare
diminuisce meno velocemente della pressione estetala differenza pressoria
determina l'esplosione delle cellule e il rilasdel contenuto citoplasmatico. Questo
trattamento risulta piu uniforme e meno aggressivaltre tecniche di lisi meccanica e
preserva l'integrita biochimica del campione. Irglil surriscaldamento del campione
puo essere assai limitato dall'utilizzo di un cilio pre-refrigerato.

Chiarificazione del lisata Il lisato é stato quindi centrifugato a 20" 0§Per 20
minuti alla temperatura di 4 °C ed il surnatanstato recuperato.

2.4.2 CROMATOGRAFIA PER AFFINITA

Il surnatante é stato quindi diluito 1 : 2 e carig tramite pompa peristaltica, su
colonna da cromatografia per affinita IMACImmobilized Metal Affinity
ChromatographyHisTrap FF crude da 1 ml della GE-Healthcare.

La matrice di questa colonna é costituita da sfeéréiametro medio di 9qm
costituite da agarosio (Sepharosio 6%) ad elewatss-link derivatizzate con un
gruppo chelante Ki. Lelevata densitd di gruppi chelanti, corrispomdead un
contenuto metallico di circa 38nol per ml di matrice, determina un’elevata cagacit
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Figura 2.4-1: Rappresentazione del gruppo chelante (N“'““[\_Jirru.,mf‘\‘?m

il catione Nf* (potenzialmente tetradentato) immo- 4
bilizzato su matrice di Sepharosio. In assenza di _/\C
istidine o imidazolo, la coordinazione del metalo
completata da molecole di acqua.

[ERRRLET]

=

di legame dinamico di proteina cqhlis)s- ”
Tag circa 40 mg per ml di resina. Per evitare HH\;TJ
il legame aspecifico di proteine contaminanti, sitéizzato imidazolo 10 mM come
legante competitivo. Essendo state utilizzate dwestrategie di clonaggio déis)e-
Tag nelle diverse proteine, si rimanda alle relatigegieni per una trattazione completa
del protocollo di purificazione mediante cromatdigraer affinita.

2.4.3 TAGLIO PROTEOLITICO

Per ottenere la proteina nativa € in genere dedide eliminare la sequenza
addizionale contenente la coda di Istidine. Il itagiroteolitico € eseguito per via
enzimatica con l'opportuna proteasi. Per i dettaglitaglio proteolitico, si vedano le

sezioni relative alle diverse strategie di clonaggi

2.4.4 CROMATOGRAFIA PER ESCLUSIONE DIMENSIONALE

La fase conclusiva della strategia di purificagioda noi seguita € la
cromatografia per esclusione dimensionale (prewacentrazione del campione da
caricare in colonna). Oltre che come passaggiofigativo in senso stretto (che
permette di eliminare eventuali contaminanti diedsa massa molecolare), questa
cromatografia puo anche essere intesa come meatuftiper il cambio del tampone, in
condizioni di pH e forza ionica controllate, chenrsnttoponga la proteina a variazioni
brusche. Infine, la cromatografia per esclusiormaetisionale consente di stimare la
massa molecolare della proteina in condizioni ®eatixerificando, ad esempio, lo stato
di aggregazione.

Definiamo:
- Volume di eluizione (V) il volume di fase mobile che attraversa la cofnn
dall'istante di caricamento del campione fino aksimo del picco cromatografico.
- Volume di esclusione (Y il volume compreso tra i granuli (accessibileabstanze
escluse dal poro).
- Volume totale (W) il volume che include ¥Ye il volume interstiziale (Y dei pori
(accessibile solo alle molecole che diffondonopwsi).
Con opportuna calibrazione del sistema, € possitéleilire un intervallo di linearita in
cui sia valida la seguente relazione tra il cogffite di partizione Ky (il rapporto tra il
volume dei pori accessibile alla molecola e il vo&u totale dei pori) e la massa
molecolare (MM) della molecola che si distribuidce fase stazionaria e fase mobile:

Kav = [(Ve = Vo) /(Vr — Vo)] < log(MM) .
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La colonna utilizzata &

dello stesso produttore), la cui matrice

la HiLoad 16/60 Superdexdéia GE-Healthcare (o la 26/60
e fornddasfere di diametro medio di 3dn

costituite da Sepharosio ad elevatoss-link derivatizzato con catene di destrano.

2.4.5 PURIFICAZIONE DI DOMINI STAS CON CODE DI ISTI DINA

A. SISTEMA pET-20b(+)
In primo luogo € stata esplorata la possibilitpridurre domini STAS provuvisti
di (His)s-Tag C-terminale non rimuovibile. Questa strategia @nés il vantaggio di non
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richiedere passaggi
purificativi aggiunti-

vi legati alla rimo-

zione proteolitica

dell’ (His)s-Tag

La purificazione del-

la proteina ricombi-

nante risulta sempli-
ficata (quella esposta
in precedenza), con-
sentendo di minimiz-
zare le perdite di
materiale. Sfortuna-
tamente, la coda di
istidine non viene
sempre accettata dal-
la struttura nativa
della proteina, e |l
folding non corretto
puo determinarne la
precipitazione nelle
cellule.

T7 promoter primer #69348-3

T7 promoter

Bgill Xba | rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAAT TAATACGACT CACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTT TAAGAAGGAGA
BspM |
Nde| SpM | pelB leader _Neol peory BamH| FcoR| Sacl
TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGRETGETGGTCTGETGCTCLTCGC TGCCCAGC CGGEGATEGLCATGRATATC GGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCC
MetlysTyrleuleuProThrilcAlchAloG lyleuleuleuleudlchlaGinProdlcMetlicMetbdsplleGly]l lebdsnSerAspP roAsnSerSerSer

Hinc 1l Eagl ) signal peptidase

Sall HindIll _Notl  Xhol His-Tag Bput1021
GTCGAC AAGC TTGC GGCCGCAC TCGAGCAC CACC ACCACCACCACTGAGATCCG G TRCTAACAAA GCCC GALAA GGAAGC TGAGTTGGCTGCTEGCCACCEGCTGAGC AATAAL

VoldsplysLeudlodlodloleuGluHisHisHisHI sHisHIisEnd

T7 terminator T7 terminator primer #69337-3

GAGGEGET G

TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTE

Figura 2.4-2: Schema del plasmide pET-20b(+) (3Wideotidi)

Il vettore di espressione sfrutta elementi di ragane della trascrizione del batteriofago T7.

- T7 (basi 353-369) — lacO: promotore che contrdkespressione ad alta efficienza, dipendente
dall'induzione tramite isopropil-1-ti@-D-galattopiranoside (IPTG)

- RBS Ribosome binding sitdasi 419-425): sequenza polipurinica (Shine-Dalgaper I'appaiamento
del’mRNA all'TRNA 16S del ribosoma

- ATG (basi 297-299): sito iniziale della traduzsotiormil-metionina)
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- pelB (224-289): sequenza segnale per l'indirizzato della nel periplasma, dove viene rimosso @ un
pelB peptidasi

- MCS (158-225): sito di clonaggio multiplo

- (His)e-Tag (140-157): coda di istidine C-terminale

- Terminatore T7 (basi 26-72): sequenza nuclea@ida@mprendente regioni parzialmente palindrome che,
formando unstem-loopdi RNA duplex, rallentano e interrompono la tr&sone

- ori (basi 1500): origine pBR322 di replicazioneb@asso numero di copie (per il mantenimento del
plasmide irE. coli)

- Ap (basi 2261-3118): gene per la resistenza aipkillina, codifica per 'enzim@-lattamasi

- f1 origin (basi 3250-3705): origine di replicazeper la produzione di copie del plasmide a smgol
filamento, in presenza del plasmide F e del fadpenéM13.

Dopo aver effettuato lavaggi con tampone contenéfite quindi 20 mM di
imidazolo per rimuovere il materiale aspecificaneefggato alla colonna, I'eluizione

della proteina dalla colonna e effettuata con tampoontenente imidazolo tra 150 e
500 mM.

Prova di espressione del dominio STAS di Rv1739c Mycobacterium tuberculosis
con (His)e-tag C-terminale

La sequenza amminoacidica del dominio (amminoatadi38 a560), provvisto
di (His)s-Tag C-terminale, € la seguente:

VDIDDYPQAK RVPGLVVYRY DAPLCFANAE DFRRRALTVV DQDBQVEWF
VLNAESNVEV DLTALDALDQ LRTELLRRGI VFAMARVKQD LRESLRAASL
LDKIGEDHIF MTLPTAVQAF RR RLEHHHHH H

N° amminoacidi: 131 MM = 15'173.2 Da pl teorico95.

L’espressione é stata condotta in terreno MM, @senza di 10Qg/ml di Ampicillina.
Precoltura in LB:
Assorbanza &onm= 7.0
Coltura in MM :
Vprecoltura: Veoltura= 1 : 48

2,5+

Curva di crescit (STAS Rv1739c irpET 20)

Tempo (ninuti) Assorbanz 1 et

0 0.1t 207 p

55 0.15¢ 1 p

85 0.18: 1,54

11F 0.23¢ 8

18C 0.40¢ £ ial

21C 0.53 2 |

237 0.64¢ = o

249 | ) | 0.701 ] :

42¢ 1.67¢ 1 o« "

48¢ 1.90¢ 0.0

54¢ 2.12¢ L e e I L L

60¢ 2.1F 0 100 200 300 400 500 600 700
tempo (minuti)

Tabella 2.-1 — Figura 2..-3: Curva di crescitidella coltura per I'espressione di STAS Rv17- (His)s-
Tag La curva modello utilizzata per descrivere lsscita é: A = % +A,
1-e\t7t1/2)/7
A; =0.05981 + 0.02549 (valore iniziale asintotico)
A, =2.2877 £ 0.04057 (valore finale asintotico)

t12 = 335.72328 £ 5.77967 (valore di ascissa centrale)
T = 93.55742 + 4.74214 (costante di tempo)
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1A 4A

- g

2A  3A

b G e b

Standard molecolari (dall’alto):

B2 3E

Figura 2.~4: SDS-PAGE (14%

1A: Coltura non indotta

2A: Coltura a 3 ore dall'induzione

3A: Coltura a 4 ore dall'induzione

4A: Coltura a 5 ore dall'induzione

5A: Coltura a 6 ore dall'induzione

Di ciascun campione sono stati
caricati volumi di coltura norma-
lizzati sulla base dell'assorbanza
(tali cioé da contenere la stessa
quantita di batteri)

Vy =200ul - 0.701/A.

1B: Standard di pesi molecolari5

2B: Pelletlisato, 5ul di 12ml

3B: Surnatante, 10l di 12 ml

Fosforilasi b (muscolo di coniglio) 97kDa, 0.3@&/ul
Albumina (siero bovino) 66kDa, 0.41&/ul

Ovalbumina (albume d’uovo di gallina) 45kDa, 0.78Bul
Anidrasi carbonica (eritrocita bovino) 30kDa, 0.4.45ul
Inibitore della tripsina (seme di soia) 20.1kDa |@g/ul
a-Lattoglobulina (latte bovino) 14.4kDa, 0.58/ul

La SDS-PAGE dimostra, oltre alla presenza di ualltivbasale di espressione,
una produzione di proteina costante tra le 3 eedmpo l'induzione (banda indicata
dalla freccia). Tuttavia, risulta anche evidentee alma parte molto consistente di
proteina € insolubile e rimane confinata pellet La strategia di clonaggio cqHlis)e-
Tag C-terminale non sembra pertanto ben tollerataldalinio STAS.

B. SISTEMA pET-28a-c(+) Not 160
- . . - - I'H . . E |168
_ E stata qumdl_ cambl_ata str.ategla, con lintrodogi di T sy
un (His)s-Tag N-terminale, rimuovibile 2t ita0
mediante taglio proteolitico con Bt it
trombina. La purificazione, i o Nds 1(38)
. Lo Dra Ili5127) | f\ﬂ Neo 1(296)
in questo caso, richiede B _ Xba 1(335)
il passaggio aggiuntivo o S
del taglio proteolitico. 9" Sph i(=68)
Pvu lia26y, A/
Sqf l(4426) - / ;3’
d07 5 \
Sma 1(4300) \ff-f’gg? \\\ Miu 1(1123)
[
/| e 3, ‘N(x Bal 1(1137)
Cla I{4117) \‘.' [ & = il \\
MNru 1{4083) -I || :"J " | 'BSIZE 1{1304;
o ET-28a(+ < || Mapa 1334
| PET;28a(+) g .l |
\ ~= y,'BssH l1(1534)
Ecos57 1(3772) x-" ) EcoR V(1573)
\ / _"\ Hpa l{1629)
AlwN l(3840) —
e
BssS 1(3397) 9‘95) PshA I(1968)
BspLU11 |(3224) }\ ~ Bagl 1{21a87)
Sap 1(3108) 7™ o "\ “Fspl(2205)
Bst1107 I(2095) / [ " *Psp5 11{2230)

Tth141 1i2089) /
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T7 promoter primer £69348-3

-
. L
pET upstream primer #69214-3
» Bglll TT promaoter lac operator Xbal rbs
'.l\.|L|Ll'.|LLLlLl\.'.'.||'.'.|'.Ll\.L|L'.L||.|'.llll\.'.||l|l AGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTETTTAACTTTAAGAAGGAGA
_Neol His+Tag Ndel Nhel T7-Tag
I-.I\LL'.ILllL-.LL'.lLL-.IL\IL\IL\IL\IL'.L\LL\LLlI.LLILlII.LLlLl;LI.LL\I.LL-.I'.II.LLI'.lL\Il\Llll.lll\L\I.L'.\
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuVal Probrgl lySerHisMethlaSerMetThrl lyGlyGinGIn
Eag| "thrombin
BamH | EcoR | _Sacl _Sall_ Hind Natl  Xhol His+Tag

ATGEGTCGCGEATCLG \.'.||Ll '.lL|LLl "'LJ\.'.lL||lLllLLlL ACTLGA

GCACCACCACCACCACCACTOAGATCCBECTELTAACAMAGECE pET-28al+)

Metl | yhrghlySerGluPhel luleulr 1GInd |l alysG |l yArgThrhrgdl aProProProProProleudrgSer | vCvsEnd
L BETCGEGGATCCGAATTCGAGCTCCGTC GACAAGC TTECGECCGCACTC GAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGELTGCTAACAAAGLCE pET-28b(+)
. GlyArghspProAsnSerSerSerVal bsplysleub lablohlaleuGluHisHisHisHisHisHisEnd

L GGTCGEGATCCGAATTCGAGLTCCGTCGACAAGC T TGRCGE
L GBlyargl lebrgl lebrgh laProSer ThrSerleutirg

roHisSerSerThrTheThrThrTheThrGlul ledrgleuleuThriysPro. ..

CGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGLCC pET-28c [+

Bpu1102 1 TT terminator
GARAGGAAGLTGAGTTGEC TG TRCCACCECTEAGCAATAACTAGCATAACCCCTTEGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGETTTTTTG

T-':' terminator primer #69337-3

Figura 2.4-5: Schema del plasmide p-28¢-c(+) (536< nucleotidi

- T7 (basi 370-386) — lacO

- RBS Ribosome binding sitdasi 419-425)

- ATG (basi 297-299)

- (His)e-Tag (270-287): coda di istidine N-terminale

- T7-Tag (207-239): Tag per purificazione con colonna di affinitd derizatita con anticorpi per la
proteina 10 di T7

- MCS (158-203)

- (His)e-Tag (140-157): coda di istidine C-terminale opzionale

- Terminatore T7 (basi 26-72)

- ori (basi 3286)

- Kan (basi 3995-4807, C): gene per la resistetla&kanamicina, codifica per 'enzima amminglicasid
chinasi

- f1 origin (basi 4903-5358)

- lacl (773-1852, C): gene codificante il represstac, che lega l'operatore lacO per ridurre la
trascrizione basale della proteina ricombinante

(C): filamento complementare

2.4.6 B TAGLIO PROTEOLITICO
Dopo aver caricato il campione sulla colonna géniga si effettuano lavaggi

con tampone contenente tra 0 e 10 mM di imidaz8idQ volumi di colonna) e in

seguito con tampone contenente tra 10 e 20 mM ddaolo (10-12 volumi di

colonna). In questo modo si dovrebbe favorire dtaltico di eventuali contaminanti
aspecifici a bassa affinita per la resina.

Si procede quindi con lincubazione con trombinma serin-proteasi che
idrolizza selettivamente il legame peptidico trgiaina e glicina; 1 ml di tampone
contenente la proteasi (circa 5 unita per millignagnstimato di proteina da tagliare)
viene caricato direttamente sulla colonna per #dfirmediante siringa. E opportuno
recuperare il volume in uscita e verificare che momtenga proteina. La colonna é
quindi posta sotto agitazione (per ribaltament4)°& overnight

2.4.7 B ELUIZIONE

Si procede quindi con il lavaggio con tampone ¢6nmM di imidazolo (4-6
ml), durante il quale dovrebbe eluire la protemgliita.

Successivamente, si lava la colonna con tampomtemente imidazolo 500 mM,
per rimuovere l€His)s-Tage I'eventuale proteina non tagliata.
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Assorbanza

2,04

Espressione e purificazione del dominio STAS di RvVB9c di Mycobacterium
tuberculosiscon (His)s-tag rimuovibile

La sequenza amminoacidica (da8 a 560) del dominio e presentata qui di
seguito; la sequenza déMiis)s-Tagrimossa per via proteolitica &€ evidenziata in 00ss

MGSSHHHHHH SSGLVIBSH NMDIDDYPQAK RVPGLVVYRY DAPLCFANAE
DFRRRALTVV DQDPGQVEWF VLNAESNVEV DLTALDALDQ LRELLRRGI
VFAMARVKQD LRESLRAASL LDKIGEDHIF MTLPTAVQAF RRR

N° amminoacidi: 126- 17
MM = 14°389.4 Da (senza Tag)
pl teorico: 5.36 (senza Tag)

>’N-MM = 14°'570.7Da (senza Tag)

Prima di allestire una coltura in larga scala, @nichquesto caso si & scelto di verificare
la crescita delle cellule, il livello di espresstore la solubilita della proteina.
L’espressione é stata condotta in terreno MM, @senza di 5Qg/ml di Kanamicina.

Precoltura in LB: Curva di crescil (STAS Rv1739cin pET 28
Assorbanza &onm= 5.3 Tempo (minuti Assorbanz
. . 0 0.1t
Coltura in MM =5 0.17%
Vprecoltura: Veoltura= 1 : 35 80 0.24:
11C 0.33¢
25 ) 17t 0.64¢
i 189( ) | 0.727
p 36¢ 1.79:2
” 429 1.99¢
489 2.27¢
549 2.48¢

0,5+

0,04

Tabella 2.-2 — Figura 2.«-6: curva di crescitidella
coltura per l'espressione di STAS Rv1739c -
(His)-Tag La curva modello utilizzata per

. . N A1-A
descrivere la crescita & = ————+ A,
l_e(t—tl/z)/r

T 1 ' 1 T T 1 A;=-0.11332 +0.09633 (valore iniziale asintotico)

0 0 e % A;=2.75351 £ 0.12849 (valore finale asintotico)
tiz = 296.86745 = 12.59301 (valore di ascissa
centrale)

T1=117.0179 + 13.18842 (costante di tempo)
2B3B Figura 2..-7: SDS-PAGE (14%

1A 2A 3A 4A 5A 1B

1A: Coltura non indotta

2A: Coltura a 3 ore dall'induzione

3A: Coltura a 4 ore dall'induzione

4A: Coltura a 5 ore dall'induzione

5A: Coltura a 6 ore dall'induzione
Di ciascun campione sono stati cari-
cati volumi di coltura normalizzati
sulla base dell'assorbanza (tali cioé
da contenere la stessa quantita di

batteri)
.. V, =186pl - 0.727/A.
- _ 1B: Standard di pesi molecolaripb

2B: Pelletlisato, 5ul di 12 ml
3B: Surnatante, 10l di 12 ml
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Assorbanza

In questo caso, il livello basale di espressionmbsa piu limitato, ma la
produzione di proteina non & piu costante tra ke 8 ore dopo linduzione. Risulta
evidente che il livello massimo di espressione Ipaterio sia raggiunto dopo 3 ore.
Considerato il numero totale di batteri, € prolalshe la produzione complessiva di
proteina sia massima tra le tre e le quattro ore.

Inoltre, la presenza di proteina mpallet & decisamente limitata, in favore della
forma solubile. La strategia di clonaggio c(is)s-Tag N-terminale sembra essere
pertanto ben tollerata dal dominio STAS. Dal confoocon le bande delle proteine
endogene, € tuttavia chiaro che la quantita digimatprodotta € piuttosto modesta.

Si & comunque deciso di procedere con una colupaiilarga scala.

Precoltura in LB e MM.
Precoltura in **N-MM :
Assorbanza &y nm= 3.4
Coltura in **N-MM (2 litri) :
Vprecoltura: Veolwra=1: 35

0,8 H
06 ]
04 ]
0,2 1 »

0,0

T T T T T T T
-100 0 100 200 300 400 500 600
tempo (minuti)

T
700

Curva di crescil (STAS Rv1739cin pET 28
Tempo (minuti Assorbanz
0 0.097
12(C 0.12C
24( 0.214
30C 0.307
36( 0.46(
420( ) | 0.66E
54( 1.14:
660 1.35¢

Tabella 2.-3 - Figura 2.~8: curva di crescit
della coltura per [l'espressione di STAS
Rv1739c — (His)-Tag La curva modello
utilizzata per descrivere la crescita &=

Ar—Ay
——+A
l_e(t—tl/z)/t 2

A; = 0.09624 =
asintotico)

A, = 145245 +
asintotico)

ti2 = 443.52558 = 4.2999 (valore di ascissa
centrale)

T =83.13161 * 3.49654 (costante di tempo)

0.00982 (valore iniziale

0.02318 (valore finale

Risospensione del pelleh 30 ml di tampone per affinita.

Lisi mediante 2 cicli di French Press.

Chiarificazione del lisatoper centrifugazione.
Diluizione del surnatante(da 30 a 60 ml), con aggiunta di imidazolo (10 mM)
Cromatografia in colonna per affinita HisTrap FF crude.

Incubazione con trombinaa 4 °Covernight

Eluizione con tampone contenente 10 mM imidazolo.
Eluizione con tampone contenente 500 mM imidazolo.
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2 3 4 5 67 8 9 10 1112 13 14 15 16 17

Rl

|

Figura 2.4-9: SDS-PAGE (16%). RPelletlisato, 3.5ul (di 30 ml)

2: Surnatante, 3.4l (di 30 ml)

3: Flowthroughdalla colonna di affinita, jdl (di 60 ml)

4: Lavaggio con imidazolo 20 mM, | (di 12 ml)

5: Flowthroughdopo aggiunta della soluzione di trombinapdQdi 1 ml)

6: Standard di pesi molecolari, 316

7,8,9,10, 11, 12: Frazioni 1, 2, 3, 4, 5, 6’dklato (10 mM imidazolo) dopo il taglio dglHis)6-Tag 10
pl (di 1 ml)

13, 14, 15, 16, 17: Frazioni 7, 8, 9, 10, 11 drlk¢éo (500 mM imidazolo), 10l (di 1 ml)

18: Standard di pesi molecolari, 316

La freccia in alto indica la proteina prima delltagquella in basso dopo il taglio.

Dal’'SDS-PAGE si possono fare le seguenti osseovaznel pellet & presente
una quantita rilevante di proteina, forse a caus@abmpleta lisi cellulare o, piu
probabilmente, a causa di precipitazione in corfmcusione. Anche iflowthroughne
contiene, ma la quantita totale di proteina nonksanale da provocare sovraccarico
della colonna (si ricordi che puo trattenere find0amg di proteina). E inoltre presente
della proteina tagliata e non tagliata nel lavaggsm 500 mM imidazolo, fatto che
suggerisce una non ottimale esposizione del sittaglio, forse dovuto a parziale
precipitazione in colonna.

Cromatografia per esclusione dimensionalel campione (frazioni 1-6), concentrato a
circa 2 ml é stato caricato in colonna 26/60 Super8.

Figura 2.4-10: Cromatogram-
ma della Gel filtrazione su
resina Superdex 75.

wATLT A

213.44

/\

15.0 g \
3
10.0 / \

11763 a
5.0 1 f\m - / \\ / \
PR 1/;9:\5 J AN {1' \
/ ‘J(/ S~ 1B / \
f o T //’I \
Jﬁ SRR S — “:.\’___Jli — o
0.0 — T —
B 2 ...... ‘_)' .................... _E
I =L ~|L|H 2 | Iuluﬁluﬁl IHIII I 3
HUWIBIIE 141 2 ] . B HIRLE I (8] _E .
120 140 160 180 200 220 240 ml
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Stima della resa(picco corrispondente a 213.4 mA): V = A7%% - 1-m , dove A - V &

larea sotto la curva (169 -20AU-1), A%5, = £280/MM & l'assorbanza teorica di una

soluzione di protelna con concentrazione di 1 @684 I-g-cni®), | il cammino ottico
(0.5 cm), m & la quantitd (g) e MM la massa mok®nl(14'570.7 Da):**° &
'assorbivita molare teorica (9970 Mcnit). m = 0.49 mg.

1 2 3 4 5 6

S — i P ————————
[ = . 1

e ‘ Figura 2.-11: SD&-PAGE (16%

: Standard di pesi molecolari, 31b
: Frazione 6 dell’eluato, 2d

: Frazione 23 dell’'eluato, 34

: Frazione 32 dell’'eluato, 34

: Frazione 38 dell’'eluato, 34

: Frazione 43 dell’'eluato, 34

O WNPE

Stima della massa molecolare della proteina purifata (si veda paragrafo 2.4.4)

Solutc MM (kDa) Volumi (ml) Kav MM (kDa) stimata
Blu di destrano 2000 | Vo | 107+1.1 dalla retta di
Picco di conducibility <05 | V| 343+3.4 regressione
Albumina 67.4+ 6.7 138+ 1.4 | 0.1325 0.0074 71.524.9
Ovalbumina 49.1+ 6.4 159+ 1.6 | 0.2204t 0.0083 45.2 14.8
Chimotripsinogeno A 20.4+6.2 | Ve | 194+1.9 | 0.3668: 0.0102 21.126.2
Ribonucleasi A 15.6+ 2.0 208+ 2.1 | 0.426#0.0111 154 4.4
STAS Rv1739c ? 213.4+2.1| 0.4508 0.0113 13.& 3.8

Tabella 2.4-4- Figura 2.4-12: Data la relaziongligendenza tra la variabile dipendente z e le bdria
indipendenti X, Y,...:Z2=X+Yy+ .., e, nellipoteshe gli scarti sulla variabile x, y, ecc. siarir(s,,
e )y per la teoria della propagazione degli erégpossibile stimare lo scarto su z:

2
s, = J 6x > s§ + .. ,S8 = \/Z?=1(xi —x)2/n—1 ,.. Per determinare lo scarto siuK

si utilizzera pertanto: g, = \/(VTiVO)Zﬁ [(VT Vo)z] §/ [(VT Vo)z] §/

lo scarto quadratico medio dei volumi )
(che useremo come stima dell’errore) va o045

dallo 0.5% al'1% dei volumi; per 1 .
semplicitha, assumeremo per tutti i %7 )
volumi un errore pari all'1%. ¥

0,35
La relazione di proporzionalita traaliK e

log(MM) pud essere sfruttata per QO‘GO'
x

costruire una curva di calibrazione con 025+

equazione: 020

Kav = A + B (logMM) 015

A =0.9519 + 0.04226 d L

B =-0.44191 £ 0.02765 0'1010 ST T % a0 s0 6o 70 80
o 1OKA\é—A ”|l§|0 \/ 2.+ (A KAV) < MM (kDa)
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Osservazioni La stima della massa molecolare della proteinaispmndente al picco
maggiore del cromatogramma in Figura 2.4-10 (13.8.8kDa) e in accordo con la
massa molecolare del dominio STAS di Rv1739c imbbmonomerica.

La resa, alla fine della purificazione (0.49 mgdiee litri di coltura batterica),
risulta del tutto insoddisfacente per l'obiettivocttterminare la struttura del dominio
mediante tecniche NMR; tali tecniche, infatti,hiedono I'arricchimento isotopico del
campione con il costoso nuclédC e necessitano di almeno un campione di proteina
con volume di 0.25 — 0.5 ml e concentrazione sopera 0.5 mM (come minimo 1.8 —

2 mg per un dominio come lo STAS di Rv1739c). Redala strategia di clonaggio in
PET 28(+) non sembra idonea ad ottenere quantitedeguati di proteina.

C. PURIFICAZIONE DI DOMINI STAS NEL SISTEMA DI CLON AGGIO
“CHAMPION™ pET SUMO PROTEIN EXPRESSION SYSTEM

Come detto in precedenza, I'espressione di prot@&oenbinanti con marcatura
isotopica specifica per I'NMR richiede l'utilizza terreni poveri di nutrienti, in genere
non ottimali per la crescita batterica e I'espr@ssi proteica; abbiamo verificato che
'espressione dei domini STAS (si veda il caso dilR89c) risulta severamente
compromessa.

Nel tentativo di ovviare a tale inconveniente écstaelto di utilizzare il sistema
Champion™ pET SUMO Protein Expression Sysfeafe metodica prevede la fusione
della proteina di interesse con Smt3 di Saccharesgerevisiae, una proteina di 11
kDa omologa di SUMO-13mall Ubiquitin-like MOdifiey di mammifero. La famiglia
delle proteine SUMO e coinvolta nella regolazion@rdcessi cellulari come apoptosi,
trasporto nucleare, progressione nel ciclo celylmome l'ubiquitina, anche SUMO
viene attaccata covalentemente a residui di ligielde proteine bersaglio; tuttavia la
SUMOilazione non indirizza alla degradazione, maedrina un cambiamento di
funzione.

Il clonaggio del costrutto di fusione Escherichia colimigliora I'espressione e
la purificazione di proteine ricombinanti sia inrrténi di resa che di solubilita e
stabilita. Inoltre, la struttura terziaria di SUMOriconosciuta in modo specifico dalla
proteasi cisteinica Ulp (SUMO-Proteasi); quando S fusa all'N-terminale della
proteina di interesse, il taglio proteolitico medidall’enzima (preferibilmente a monte
_ _ Figure 2.4-12: Schema del plasmide pt
i, SUMO g SUMO (5643 nucleotidi)

I 1l vettore di espressione sfrutta elementi di
regolazione della trascrizione  del
batteriofago T7.

- T7 (basi 209-225) — lacO (basi 228-252)
- RBS Ribosome binding sitebasi 282-
288)

- ATG (basi 297-299)

- Epitopo HisG (basi 309-329): coda di
Poli-Istidina  N-terminale  (Hig) per
'ancoraggio della proteina di fusione alla
colonna di affinita

- SUMO ORF (basi 360-653): Proteina di
fusione SUMO N-terminale

- Siti SUMO forward priming (basi 549-
571) e T7 reverse priming (basi 783-802,
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354

426 CRAC ATC

121 ATAGGCGCCA GCAACCGCAC CTETGGECECC GETGATGCCE GCCACGATEC GTCCGGCGTA GCACGATCGAG ATCTCGATCC

TF promate lac oparator

T 1
201 CGCGRAAATTA ATACGACTCA CTATAGGGGA ATTGTGAGCE GATAACARATT CCCCTCTAGR AATAATTTTG TTTAACTTTA
HisG epilope
RES Pahyhistidine region
e
281 AGARGGAGAT ATACAT ATG GGC
Met Gly

zC AGC CAT CAT CAT CAT CAT

er Ser His His His His Hia

SUMQ fusion protein

Lys

TCR CGRC ATC TTC TTC RAC ATC RRR RRAC RCC ACT CCT TTR =
GEly Ser Ser Glu Ile Phe Phe Lys Tle Lys Lys Thr Thr Proe Leu Arg
SUMD forward prming site
|
498 BRAGG CTE ARTG & E0GE TTC &CT ARA AGR CAG GET RAG GAR ATGE GAC TCC TTA lil'el TTC TTG TAC GAC GGT ATT
Brg Leu Met Glu ARla Phe Rla Lys Arg Gln &ly Lys Glu Met ARsp Ser Leu ARrg Fhe Leu Tyr ARsp Ely Ile

oo
2l
=

Hiz Tle Asn Leu Lys Va

s

T
570 AGA ATT CAR GCT GAT CAG ACC CCT GAR GAT TTG GAC ATG GAG GAT AAC GAT ATT ATT GRG GCT CAC AGR GRA
Arg Ile Gln Ala Asp Gln Thr Pre Glu Asp Leu Asp Met Glu Asp Asn Asp Ile Ile Glu Ala His Arg Glu

_—

642 CRGC ATT GGT GGET PCR product PACACAAC CTTAGGTATT TATTCGEGECGE
GTC TRR CCR CC&".T-’G'."T"T. CRATCCATE

Gln Ile Ely Gly

BEGTECETC GEGTGATGCT

B

SUMO cleavage site
701 GCCAACTTAG TCGAGCACCAR CCACCACCAC CACTGAGATC CGGCTGCTAA CAARGCCCGR AAGGRAAGCTG AGTTGGCTGC

TT reverse priming site

781 'T‘ﬂll'.'l'.‘.t‘-a-'\'.‘l'.‘ﬂl'."f‘ CGACCRAATAALC T,?.,‘r::‘_‘yj‘,?.,g:‘_‘r_'

C): consentono I'amplificazione di una sequenz®WNA contenente la proteina di interesse, al fin
verificarne il corretto orientamento

- Sito di clonaggio TA (basi 653-654): sito percibnaggio di prodotti amplificati con PCR tramitadr
polimerasi (che aggiunge una singola deossiademasiterminali 3’ degli amplificati PCR)

- Terminatore T7 (basi 744-872)

- Kanamycin (basi 1431-2246, C)

- pBR322 origin (basi 2342-3015)

- ROP ORF (basi 3383-3574): Interagisce con I'oggpBR322 per facilitare la replicazione a basso
numero di copie ifk. coli

- lacl ORF (basi 4383-5474, C)

(C): filamento complementare

di una serina, non prima di prolina, lisina, valmdeucina) produce la proteina nativa
senza amminoacidi aggiuntivi tra il sito di taglid’inizio della sequenza. Infine, sia la
SUMO che la SUMO-Proteasi, essendo dotatklisi-Tag possono facilmente essere
rimosse con cromatografia per affinita tramite tesina chelante Kii.

2.4.6 C ELUIZIONE DELLA PROTEINA DI FUSIONE

Dopo aver caricato il campione sulla colonna géniga si effettuano lavaggi
(8-12 volumi di colonna) con tampone contenente 2@, 150, 300 e 500 mM di
imidazolo. Durante le prime due fasi eluiscono fet@ne legate in modo aspecifico,
mentre con 150 mM imidazolo eluisce la proteindudione con il dominio SUMO N-
terminale.

2.4.7 C CAMBIO DEL TAMPONE (PER LA PROTEOLISI)

Per ottenere un’efficienza ottimale, la reazionerodteolisi deve essere condotta
in tampone contenente NaCl non superiore a 300 nididazolo non superiore a 150
mM, ma preferibilmente inferiore a 10 mM. Il camlgiel tampone e effettuato tramite
ripetuti passaggi di concentrazione (in centrifuga)diluizione con tampone per
proteolisi.
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2.4.8 C TAGLIO PROTEOLITICO

Si procede quindi con I'incubazione del campioaa & proteasi cisteinica Ulp
(circa 10 unita per milligrammo stimato di proteuia tagliare), che idrolizza in modo
specifico il legame peptidico a valle della stredtgonsenso di SUMO. Dopo 5 minuti
di attivazione a 20 °C, il campione é posto sotiazione (per ribaltamento) a 4 °C
overnight

2.4.9 C RIMOZIONE DEI DOMINI SUMO E DI ULP

Il campione, contenente proteina nativa, protethafusione non tagliata,
dominio SUMO libero e proteasi Ulp viene nuovameoéeicato in colonna IMAC
precedentemente equilibrata con tampone senzazoi@é?).

Si procede quindi con il lavaggio con tampone 0pd0, 20, 150 e 500 mM di
imidazolo (4-6 ml), durante il quale dovrebbe usda proteina tagliata. Durante i
lavaggi a bassa concentrazione di imidazolo eluigceproteina nativa; oltre la
concentrazione di 150 mM eluiscono in modo massi&tiMO, la proteina di fusione e
la proteasi (provviste qHis)s-Tag).

Una volta separati il dominio SUMO e la proteinanteresse (in questo caso il
dominio STAS), il campione pud essere concentratdgpcromatografia per esclusione
dimensionale.

Espressione e purificazione del dominid®N-STAS di SULTR 1;2 di Arabidopsis
thaliana con dominio SUMO rimuovibile

La sequenza amminoacidica del dominio (d& a 653) é presentata qui di
seguito; la sequenza del dominio SUMO, rimossavjgeproteolitica, € evidenziata in
rosso:

MGSSHHHHHH GSGLVPRGSA SMSDSEVNQQ AKPGVKPEVK PHNLKVS
DGSSEIFFKI KKTTPLRRLM EAFAKRQGKE MDSLRFLYDG IRl QADQTPE
DLDMEDNDII EAHREQIGGY RNIQQYPEAT MVPGVLTIRV DSAIYFSNSN
YVRERIQRWL HEEEEKVKAA SLPRIQFLII EMSPVTDIDT SGI HALEDLY
KSLQKRDIQL [LANPGPLVI GKLHLSHFAD MLGQDNIYLT VAD AVEACCP
KLSNE/

N° amminoacidi: 137 119
MM = 15'553.8 Da (senza SUMO) 15’N-MM = 15'736.1Da (max.)
pl teorico: 5.30 (senza SUMO)

L'espressione é stata condotta in terre Tabella 2.4-5.

MM, in presenza di 50ug/ml di Curva di crescit (STAS SULTR 1;zin pET SUMO
Kanamicina Tempo (minuti Assorbanz

' 0 0.274
. 70 0.27¢
Precoltura in LB e MM.. 10E 0.292
Precoltura in **N-MM : 19C 0.41¢
Assorbanza &o nm= 3.0 ggg 8-?25
Coltura in **N-MM (1 litro) : 310 0.664
Vprecoltura: Veortura=1: 11 33C( ) 0.967
44~ 1.41¢€
56¢& 1.68¢
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Assorbanza

e Figura 2.--14: curva di crescitdella coltura pe

1,6_' - l'espressione di STAS SULTR 1;2 in pET
SUMO.

L La curva modello utilizzata per descrivere la
g crescita €:

o / Ao AL —A, A

1,0 T elt-tip)/r t Az

e y A; = 0.22506 % 0.02102

0,6 ‘ A, =1.75136 + 0.03929

: ti2 = 337.22786 + 5.55924
0'4'_ § T =78.48211 £5.7674
0.2 R
Cll 160 2[‘!0 3(‘)0 450 5(‘]0 GIDD

tempo (minuti)

1 2 3 Figura 2.-15: SD$-PAGE (14%
~— 1: Standard di pesi molecolaripb

2: Coltura non indotta

3: Coltura a 3 ore dall'induzione

4: Coltura a 4 ore dall'induzione

S ———— 4A: Coltura a 5 ore dall'induzione
' 5A: Coltura a 6 ore dall'induzione
-_— """"3 Di ciascun campione é stato caricato I'equivalatite
o : ' 153l coltura.

: L’'SDS-PAGE dimostra come non sia rilevabile un
i livello basale di espressione e come la proteina
ricombinante si accumuli in modo via via piu
significativo durante le 4 ore dopo l'induzione.

Risospensione del pelleh 40 ml di tampone per affinita.

Lisi mediante 3 cicli di French Press.

Chiarificazione del lisatoper centrifugazione.

Diluizione del surnatante(da 40 a 80 ml), con aggiunta di imidazolo (10 mM)

Cromatografia 1 in colonna per affinita IMAC HisTrap FF crude.

Lavaggi con imida- Figura 2.4-16: Cromatogramma (FPLC) del

zolo 10 mM (98% primo step di purificazione tramite

di tampone A e 2% e cromatografia per affinita (IMAC 1)

di tampone B in A

FPLC) e poi imida- R

zolo 20 mM (96% 15w ‘ i

di tampone A e 4% '|

di tampone B). '

Eluizione con 150, 1 ‘ [

300 e 500 mM imi-

dazolo (30%, 60% e

100% di tampone B s |

in FPLC). Sono sta-

te riunite le frazioni || AN

dalla 7 alla 17. 0 ] __
NPT T

10 200 300 400
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Cambio del tampone (tramite concentrazioni e diluizioni successive)y péminare
limidazolo (da 150 mM a 11 mM), volume totale: 11nl
Incubazione con Ulp(d240 unitd)a 4 °Covernight

Cromatografia 2 mAU Figura 2.4-17: Cromatogramma (FPLC) del
in colonna per - secondo step di purificazione tramite
affinita  IMAC ’ cromatografia per affinita (IMAC 2)

HisTrap FF crude:

il campione sotto-
posto al taglio e
stato centrifugato
e caricato in co- I
lonna. L'eluizione | |
della proteina na- sy |
tiva, del dominio
SUMO e il lavag- -

gio della colonna - %
sono stati comple- ¢ { . =
tati in FPLC (0%,

2%, 4%, 30% e 100 150 ~ﬂU 00 350 ol
100% di tampone B).

12 3 11 1213 14 15 16 1
= B

-

-

-
| -

—~——— T

Figura 2.-18 SDS-PAGE (16%

1: Standard di pesi molecolaripdt

2: Pelletlisato, 4.5ul (di 40 ml)

3: Affioramento gelatinoso (proteico) in fase dntdugazione, Jul (in rapporto non quantitativo)
4: Surnatante, 4.5l (di 40 ml)
5
6

: Flowthroughdalla colonna di affinita, il (di 80 ml) IMAC 1
: Lavaggio con imidazolo 20 mM (frazione 2)48di 1 ml) IMAC 1
7,8, 9,: Frazioni 7,12, 17 (150 mM imidazolo)l@dlato, 8ul (di 1 ml) IMAC 1
10: Frazione 22 (300 mM imidazolo) dell'eluatogdi 1 ml) IMAC 1
11: Campione prima del taglio, 12( di 11 ml)
12: Campione dopo il taglio con Ulp, P (di 11 ml)
13: Flowthroughdalla colonna di affinita, 1@l (di 11 ml) IMAC 2 (dominio STAS)
14: Frazione 1 dell’eluato (0 mM imidazolo), gD(di 1 ml) IMAC 2
15: Frazione 11 dell’eluato (10 mM imidazolo), @Qdi 1 ml) IMAC 2
16: Frazione 20 dell’eluato (20 mM imidazolo), @Qdi 1 ml) IMAC 2
17: Frazione 25 dell’eluato (150 mM imidazolo), #@ddi 1 ml) IMAC 2
La freccia in alto indica la proteina prima delltagquella in basso dopo il taglio.

58



Cromatografia per esclusione dimensionalesono stati riuniti iflowthroughIMAC 2
e le frazioni da 1 a 14. |l campione cosi ottenaitstato concentrato a circa 4.5 ml e
caricato in colonna 16/60 Superdex75.

Figura 2.4-19: Cromatogramma della Gel filtrazisngesina Superdex 75

mAU 78.84

400

300

200 66.21 131.84

100

46.85 5042 | 107.93

0 \ ! o | o
B B R E S didialy 2
40 60 80 100 120 ml

Stima della resa(picco corrispondente a 78.8 ml):

L'area sotto la curva (A - V) & 2'759 “18U-|, A3%) = 0.926 |-¢-cni’, £2°° = 14'565
M™.cnit, | (cammino ottico) & 0.5 cm.

m = 5.96 mg.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 134 15 1

Figura 2.--2C: SDS-PAGE (16%

1: Standard di pesi molecolaripdt

2: Campione caricato in colonna per esclusione dgweale, 4l

3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15: Fraiz6 23, 26, 30, 32, 33, 35, 37, 42, 45, 48, 23, 6
dell’eluato, 16ul (di 1 ml)

16: Standard di pesi molecolarip#t

La freccia inferiore indica la SULTR1;2.
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Stima della massa molecolare della proteina purifeta

Tabella 2.4-6

Solutc MM (kDa) | Volumi (ml) Kav MM (kDa) stimata
Blu di destrano C 2000 | Vo |43.0+04 dalla retta di
Picco di conducibility <05 | V| 123+1.2 regressione
Albumina 67.4+ 6.7 53.6+ 0.5| 0.1325 0.0087 71.524.9
Ovalbumina 49.1+ 6.4 60.6+ 0.6 | 0.2204t 0.0100 45.214.9
Chimotripsinogeno A 20.4+6.2 | , | 72.3:0.7| 0.3668& 0.0118 21.16.3
Ribonucleasi A 15.6+2.0 | °| 77.1£0.8| 0.426% 0.0135 15.4 4.4
STAS SULTR 1;2 ? 78.9+0.8| 0.4487% 0.0124 13.2 3.9
Picco 62.2 ? 62.2+0.6| 0.2400: 0.0091 40.813.2

Osservazioni La stima della massa molecolare della proteimaispmndente al picco
maggiore del cromatogramma in Figura 2.4-19 (#3379 kDa) € in buon accordo con
la massa molecolare del dominio STAS di SULTR I2farma monomerica (15.7
kDa).

Per quanto riguarda il picco minoritario (¥ 62.2 ml), corrisponde ad una
massa molecolare apparente di circa 40 kDa, irzjpos intermedia tra i volumi attesi
per la forma dimerica e quella trimerica. L'errovdla determinazione della massa non
consente tuttavia di discriminare la stato di aggréone. Il gel in Figura 2.4-20
dimostra chiaramente che in entrambi i picchi es@née la SULTR1;2, pertanto il picco
satellite contiente una forma aggregata di SULTR3j2ota tuttavia la presenza di una
seconda proteina che eluisce tra le frazioni 28.e 3

La resa, alla fine della purificazione (quasi 6 dagun litro di coltura batterica),
dimostra che la strategia di clonaggio in pET SUMEmbra garantire rese piu
consistenti ed é preferibile quando la proteinatddiare ha problemi di solubilita.

Espressione e purificazione del dominid®N-STAS di Prestina diRattus norvegicus
con dominio SUMO rimuovibile

La sequenza amminoacidica del dominio (un costrchimerico che si estende
dallamminoacido505 al 563 e, tramite un linkerGS si congiunge alla sequenza
dallamminoacido637 al 727) & presentata qui di seguito; la sequenza del momi
SUMO, rimossa per via proteolitica, & evidenziataoisso:

MGSSHHHHHH GSGLVPRGSA SMSDSEVNQQ AKPGVKPEVK PHNLKVS
DGSSEIFFKI KKTTPLRRLM EAFAKRQGKE MDSLRFLYDG IRl QADQTPE
DLDMEDNDII EAHREQIGGS PSYTVLGQLP DTDVYIDIDA YEEVKEIPGI
KIFQINAPIY YANSDLYSSA LKRKTGV NGS ENIHTVILDF TQVNFMDSVG
VKTLAGIVKE YGDVGIYVYL AGCSAQVVND LTSNRFFENP ALK ELLFHSI
HDAVLGSQVR EAMAEQETTVL

N° amminoacidi: 152 119

MM = 16'756.9 Da (senza SUMO)
>’N-MM = 16'941.1Da (max)

pl teorico: 4.53 (senza SUMO)

5N, BC-MM = 17'681.0Da (max)

Precoltura in LB e MM .
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Assorbanza

Precoltura in **N-MM : Curva di crescit (STAS PRESTINAin pET SUMO
Tempo (minuti Assorbanz
Assorbanza &yonm= 2.8 0 P ( 0.067
Coltura in **N-MM (1 litro) : 60 0.35/
Vprecoltura: Veoltura= 1 : 9 120 O.59f
170 0.807
195( ) 0.93:
31¢ 1.48¢
2.0+ . | 43¢ 1.95:
b Tabelle 2.4-7 — Figura 2.<-21: curva di crescit
1,6 1 i della coltura per I'espressione di STAS SULTR
o . 1;2 in pET SUMO. La curva modello utilizzata per
descrivere la crescita & = —122 _ 4 A,
1,2 l_e(t—tl/z)/t
"] ' A; = -0.03009 + 0.11337
0.8 g A, =2.35997 £ 0.17071
064 ; t12 = 245.70094 + 13.60829
0s T =120.50552 + 18.9976
0,2 ?

y T ) T i T 5 T L 1
0 100 200 300 400 500
tempo (minuti)

Risospensione del pelleh 40 ml di tampone per affinita.

Lisi mediante 4 cicli di French Press.

Chiarificazione del lisatoper centrifugazione.

Diluizione del surnatante(da 40 a 80 ml), con aggiunta di imidazolo (10 mM)
Cromatografia 1
in colonna per
affinita  IMAC
HisTrap FF crude.
Lavaggi con 10 . |
mM imidazolo
(2% di tampone B |
in FPLC) e poi 20 ., | .
mM  imidazolo ‘ |
(4% di tampone '.
B). 1000 ‘ |
Eluizione con I

150, 300 e 500 '
mM  imidazolo | '

Figura 2.4-22: Cromatogramma (FPLC) della primaefas purificazione
tramite cromatografia per affinita (IMAC 1).

5 |
(30%, 60% e ’ _
100% di tampone ™ |
B in FPLC). Le | ~ /| N~
frazioni dalla 15 ‘ "l""'."' - ;'"-": I“‘“H I""""‘.!l"‘.H'.I"""‘I‘ ‘—‘ll' = E
a”a 22 SonO State 10.0 15.0 20.0 250 300 50 ml

riunite per conti-nuarne la purificazione.
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Cambio del tampone (tramite concentrazioni e diluizioni successive) péminare
I'imidazolo (da 150 mM a meno di 2 mM), volume tetad.1 ml
Incubazione con Ulp(J200 unitd)a 4 °Covernight
Cromatografia 2 in colonna per affinita IMAC HisTrap FF crude: il campione
mAU Figura 2.4-23: Cromatogramma (FPLC) della secoada fii sottoposto al
2000 purificazione tramite cromatografia per affinittM@AC 2, taglio e stato
| centrifugato e
! iniettato  (in due
! turni) in colonna
| tramite ~ FPLC.
L’eluizione della
proteina  nativa,
del dominio
SUMO e
M lavaggio della

500 [ .
| colonna sono stati

| eseguiti in FPLC
\/\-‘J (0%, 2%, 4%,
0

j|uuuu,uuuu'u,uuwA,ﬂauuw\ 3o e 100% d

100 200 300 500  ml tampone B)'

1500

1000 |

2 3 4 5 67 8 9 10 11 1213 14 15 16

Figura 2.-24: SDS-PAGE (16%
1: Standard di pesi molecolaripdt

2: Pelletlisato, 4.5ul (di 40 ml)

3: Surnatante, 4.4l (di 40 ml)

4: Flowthroughdalla colonna di affinita, fl (di 80 ml) IMAC 1

5, 6: Lavaggio con imidazolo 10 mM (frazioni 1, 8}l (di 1 ml) IMAC 1

7: Lavaggio con imidazolo 20 mM (frazione 9)4(di 1 ml) IMAC 1

8, 9: Frazioni 16, 20 (150 mM imidazolo) dell’elaatéul (di 1 ml) IMAC 1

10: Frazione 25 (300 mM imidazolo) dell’eluatg4di 1 ml) IMAC 1

11: Campione prima del taglio, 4 ( di 4 ml)

12: Campione dopo il taglio con Ulp pd(di 4 ml)

13: Frazione 5 dell'eluato (0 mM imidazolo)u8(di 1 ml) IMAC 2 (dominio STAS)
14: Frazione 15 dell’eluato (10 mM imidazolo), @Qdi 1 ml) IMAC 2

15: Frazione 21 dell’eluato (20 mM imidazolo), @Q(di 1 ml) IMAC 2

16: Frazione 30 dell’eluato (150 mM imidazolo), @qdi 1 ml) IMAC 2

17: Frazione 40 dell’eluato (150 mM imidazolo)gdi 1 ml) IMAC 2

La freccia in alto indica la proteina prima delliagquella in basso dopo il taglio.
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passaggio in colonna (pozzetto 4), una quantitaomadlevante di |

proteina € ancora presente fieWthrough(F1).

Un secondo passaggio in colonna ha consentitocdiperare quasi
altrettanta proteina e, in effetti nel nuov¥lwthrough (F2) si
evidenzia una significativa riduzione dell'intedsitdella banda
corrispondente alla proteina di fusione (FiguraZ54pozzetto 2). _
Figura 2.-25: SDS-PAGE (16% ®
1: Flowthroughdopo il primo passaggio in IMAC (F1),19 (di 80 ml)

2: Flowthroughdopo il secondo passaggio in IMAC (F2)19(di 80 ml)

3: Standard di pesi molecolaripdt A ¥

-
Inoltre, il gel in Figura 2.4-24 mostra che il taghon e stato =
molto efficiente, in quanto e presente una part®anmolto significativa di proteina di

1 2
La SDS-PAGE in Figura 2.4-25 rivela che dopo ilnpyi —
—
-
-+
. -

- a
| —

\ ¢

fusione. Le frazioni che la contengono (ad es. 213D-33, 1 2 3
39-44 nella IMAC 2 - turno 1) sono state riunitél éaglio & pa—
stato ripetuto. Non é stato necessario aggiundeeepoteasi, ’ —
in quanto anche la Ulp presenta la coda di istididesluisce —

-

con il SUMO e la proteina di fusione in presenzd s mM

imidazolo. E sufficiente eliminare I'imidazolo madite alcuni
cicli di centrifugazione e diluizione e la proteg# presente in - -

soluzione completa il taglio.

Figura 2.-2€: SDS-PAGE (16%

1: Campione prima del taglio,}4 ( di 4 ml)

2: Campione dopo il primo taglio con Ulpu#(di 4 ml)
3: Campione dopo il secondo taglio con Ulpl4di 4 ml)
4: Standard di pesi molecolarip#

Cromatografia per esclusione dimensionaletutte le frazioni contenenti la proteina
tagliata (comprese quelle ottenute dal campion@rdieina sottoposta due volte al
taglio o di quella recuperata dédwthroughl, F1) sono state riunite. |l campione cosi
ottenuto é stato concentrato e caricato in coldrii&0 Superdex75 (in 3 turni).

mAU ?";-\—’5 Figura 2.4-27: Cromatogramma
della Gel filtrazione su resina

Superdex 75 (turno 1)

600 1 |
] )
i
400 1
|

200 1
|
|

ot L
0.0 ml

50.0 60.0 7 80.0

63



Stima della resa(picco corrispondente a 72.2 ml):

L'area sotto la curva (A - V) del primo turno doanatografia & 4 250 -fOAU-|,
A3%0,=0.792 |- ¢-cnit, £%%°= 13'410 M" cni', | (cammino ottico) & 0.5 cm.

m = 10.73 mg. Considerando anche gli altri dueitdrcromatografia (non mostrati)

con aree di 2°027 - TOAU- | e 2'567 - 18 AU-|, il totale di proteina purificata ammonta
a 22.3 mg.

1 2 3 4 5 6
— |
C— Figura 2.-28 SDS-PAGE (16%
- 1: Standard di pesi molecolaripdt
2: Campione caricato in colonna per esclusione
—

dimensionale, 4l
3,4,5, 6: Frazioni 1, 9, 12, 16 dell’eluatglAdi 1 ml)

Stima della massa molecolare della proteina purifeta

Tabella 2.4-8

Solutc MM (kDa) Volumi (ml) Kav MM (kDa) stimata
Blu di destrano L2000 | Vo | 39.8+0.4 dalla retta di
Picco di conducibility  <0.5 | V| 111.5+1.1 regressione
CASEY ? \L | 72.3+0.7 | 0.453% 0.0124 13.4: 3.8

Osservazioni La stima della massa molecolare della proteinaispmndente al picco
del cromatogramma in Figura 2.4-27 (72.2 ml) édcoado con la massa molecolare del
dominio STAS di Prestina in forma monomerica.

La resa, alla fine della purificazione (oltre 22 dayun litro di coltura batterica),
si é rivelata molto soddisfacente e la stabilithaderoteina ha consentito di procedere
con la produzione della proteina doppiamente marcat

Espressione e purificazione del dominio™N,**C-STAS di Prestina di Rattus
norvegicuscon dominio SUMO rimuovibile

Essendo la purificazione della proteina del tutwloga alla precedente, ne
saranno piu sinteticamente mostrati i tratti salien

Precoltura in LB e MM con Curva di crescil (STAS PRESTINAin pET SUMO
CeH1206 22.2 mM. Tempo (minuti Assorbanz
Precoltura in **N,**C-MM : 0 0.014
240 0.24¢
Assorbanza yonm= 0.28 360 0.791
Coltura in **N,**C -MM (1 litro) : 375( ) 0.91z
Vv - \/ =1:20 49t 1.47(
precoltura coltura 61E 1908
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Tabelle 2.4-9 — Figura 2.<-2S: curva di crescit.
della coltura per I'espressione di STAS Prestina
* in pET SUMO. La curva modello utilizzata per

2,0

descrivere la crescita & = —122 _ 4 A,
1,54 ¢ 1-e(t=t1p2)/7
s ] A1 =-0.03153 £ 0.06103
g 104 / A; =2.09673 £0.1318
5 p tij2 = 404.17278 + 14.73319
£ T =94.63683 + 14.1685
0,5+
00 ——

- —
0 100 200 300 400 500 600 700
tempo (minuti)

Per verificare che, durante I'espressione dellagima doppiamente marcata non ci
fosse un’eccessiva deplezione di glucosio (talecsapromettere I'esito della coltura) si
& utilizzato urkit commerciale per il monitoraggio del glucosio inidi biologici.®

Figura 2.4-30

L] w L_J

Coltura prima dell'induzione Coltur@@re dall'induzione Coltura a 4 dadl'induzione
CeH1206: 2.5 - 1.5 g/l 6106 1.5 —-0.5 g/l std1.06: < 0.5 g/l

Risospensione del pelleh 40 ml di tampone per affinita.

Lisi mediante 4 cicli di French Press.

Chiarificazione del lisatoper centrifugazione.

Il pellet e stato quindi sottoposto ad altri 2 icidl French Press per verificare la
possibilita di recuperare altra proteina, ma i pggs successivi ne hanno rilevato
quantita non significative.

Diluizione del surnatante(da 40 a 80 ml), con aggiunta di imidazolo (10 mM)
Cromatografia 1 in colonna per affinita IMAC . Per aumentare l'efficienza di questo
passaggio, aumentando il legame della proteinanadiaice, sono state utilizzate due
colonne HisTrap FF crude connesse in serie (IMA®)1dl risultanteflowthrough(F1)

e stato in seguito ulteriormente caricato in codmtisTrap FF crude (IMAC 1c) per
ricavarne altra proteina.

Lavaggi con 10 mM imidazolo (2% di tampone B in FPLC) e @6i mM imidazolo
(4% di tampone B).

'8 Questo test sfrutta una serie di reazioni enzirhatita parte della Glucosio Ossidasi e della Pefasisi
che, in ultima analisi, ossidano un cromogeno (BT 3, 3’, 5, 5'-tetrametilbenzidina) e ne alteraao
colorazione. In presenza di glucosio e ossigenminio enzima lo ossida a 1, 5-gluconolattone l&znéi
I'ossigeno come accettore di elettroni, producepelmssido di idrogeno. Il gluconolattone viene duin
idratato ad acido gluconico, mentre il perossidalddgeno é utilizzato dalla Perossidasi per ossidta
TMB (incolore) a TMB (giallo); una molecola di TMB e una di TMBformano un complesso
stabilizzato pestacking di colore blu.
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Eluizione con 150, Figura 2.4-31: Cromatogramma (FPLC) della primee fa$ purificazione

300 e 500 mM tramite cromatografia per affinita (IMAC la-b)
imidazolo  (30%,  wav

60% e 100% di
tampone B in
FPLC). Le frazioni
dalla 17 alla 25
sono state riunite
per conti-nuarne la i ‘
purificazione. woo 4|
Cambio del tam- '.
pone (tramite con- |
centrazioni e di- | .
luizioni  successi- |
ve) per eliminare
'imidazolo (da 150 .
mM a meno di 1 (LM | ‘
ml\/l)_ _ 50 160 150 w:na 3&0 350
Si é cosi ottenuto un volume di 8 ml da IMAC ladlvico in due allquote, turno 1 e 2)
e un volume di altri 2.6 ml da IMAC 1c.
Incubazione con Ulp(d340 unita in totaleq 4 °Covernight
Cromatografia 2 in colonna per affinita IMAC HisTrap FF crude: i campioni
sottoposti al taglio sono stati centrifugati e ttaé (turni 1 e 2 del campione a-b e turno
singolo del campione c) in colonna tramite FPLIlizione della proteina nativa, del

dominio SUMO e il lavaggio della colonna sono sesteguiti in FPLC (0%, 2%, 4%,
30% e 100% di tampone B).

2000

1500 ‘

Figura 2.4-32: Cromatogramma (FPLC) della secoreda i purificazione tramite cromatografia per
affinita (IMAC 2, turno 1 del campione a-b).
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Figura 2.-32: SDS-PAGE (16%

: Standard di pesi molecolarip4t

: Pelletlisato, 4.5ul (di 40 ml)

: Surnatante, 4.5l (di 40 ml)

: Flowthroughdalla doppia colonna di affinita,|9 (di 80 ml) IMAC 1a-b

: Lavaggio con imidazolo 10 mM (frazione 1)u8di 1 ml) IMAC 1a-b

: Lavaggio con imidazolo 20 mM (frazione 10118di 1 ml) IMAC l1a-b

: Frazione 19 (150 mM imidazolo) dell’eluatoB(di 1 ml) IMAC 1a-b

: Frazione 30 (300 mM imidazolo) dell’eluatoB(di 1 ml) IMAC 1a-b

: Campione prima del taglio,}4 ( di 4 ml, turno 1 di IMAC 1a-b)

10: Campione dopo il taglio con Ulp pd(di 4 ml)

11: Frazione 6 dell’eluato (0 mM imidazolo)p#(di 1 ml) IMAC 2 (dominio STAS)

12: Frazione 21 dell’eluato (10 mM imidazolo), @Qdi 1 ml) IMAC 2 turno 1 del campione a-b
13: Frazione 29 dell’eluato (20 mM imidazolo), @Qdi 1 ml) IMAC 2 turno 1 del campione a-b
14: Frazione 33 dell’eluato (150 mM imidazolo)gdi 1 ml) IMAC 2 turno 1 del campione a-b
15: Frazione 40 dell’eluato (500 mM imidazolo), #{di 1 ml) IMAC 2 turno 1 del campione a-b

O~NO U WNPE

©

Come detto in precedenza, flawthroughsi € ottenuta altra proteina che é stata

unita alla proteina non tagliata durante la prim@bazione con Ulp.

Cromatografia per esclusione dimensionaletutte le frazioni contenenti la proteina
tagliata (comprese quelle ottenute dal campion@rdieina sottoposta due volte al
taglio o di quella recuperata dédwthroughl, F1) sono state concentrate e caricate in
colonna 16/60 Superdex75 (in 5 turni).

m AT
400

300

00

100

1362 Figura 2.4-34: Cromatogramma
. della Gel filtrazione su resina
' Superdex 75 (turno 2)

S -/;i'ﬁ&\-...___/-’l —
ST e
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Stima della resa(picco corrispondente a 73.5 ml):

L’area sotto la curva (A - V) del primo turno dioamatografia & 2'228 - FOAU-|,
A3%0,=0.758 |- ¢-cnit, £%%°= 13'410 M" cni', | (cammino ottico) & 0.5 cm.

m = 5.88 mg. Considerando anche gli altri turncdmatografia (non mostrati) con
aree di 2'464 - IDAU-1, 2°010 - 16 AU-1, 1905 -16 AU-I, e 421 -18 AU-, il totale
di proteina purificata ammonta a 23.8 mg.

1 2 3 4 5 6 7

Figura 2.-3E: SDS-PAGE (14%

1: Standard di pesi molecolaripdt

2: Campione caricato in colonna per esclusione
dimensionale, 4l

3,4,5,6, 7, 8: Frazioni 4, 11, 20, 23, 29, 32
dell’eluato, 12ul (di 1 ml)

Stima della massa molecolare della proteina purifata

Tabella 2.4-10

Solutc MM (kDa) Volumi (ml) Kav MM (kDa) stimats
Blu di destrano [ 2000 | Vo | 39.8+0.4 dalla retta di
Picco di conducibility <0.5 V| 1115+1.1 regressione
CASEY ? \; | 73.5£0.7 | 0.470G 0.0130 12.3 3.4

Osservazioni La stima della massa molecolare della proteinaispmndente al picco
del cromatogramma in Figura 2.4-34 (73.5 ml) é atdvea compatibile con la massa
molecolare del dominio in forma monomerica; il pale disaccordo potrebbe
dipendere dalla diversa densita della proteina tioalla marcatura isotopica déC.

La resa, malgrado la ridotta concentrazione di ggiec presente nella coltura, si
rivelata molto soddisfacente.
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3 ESPERIMENTI DI RISONANZA MAGNETICA
NUCLEARE PER L'ASSEGNAZIONE DELLE
PROTEINE

3.1 NMR BIDIMENSIONALE Figura 3.1

Un esperimento H /I:I
di NMR bidimensionale
consta di quattro parti relax. A A /\
schematizzabili come \/ v v v
segue: >

1

1. Preparazione durante questo periodo il sistema raggiunge dagapr
'equilibrio termodinamico, e successivamente viegeitato con una serie di
impulsi finalizzati a generare la magnetizzazioasiderata (di un nucleo A) nel
piano trasversale.

2. Evoluzione durante il periodo;t(il dominio indiretto) la magnetizzazione é
lasciata libera di evolvere sotto leffetto dehemical shiff (di A) e
dell'accoppiamento scalare (di A con altri nuclei).

3. Mescolamento durante il periodo  si verifica un trasferimento della
magnetizzazione (contenente informazioni cueémical shiftdel nucleo A) ad
altri spin (B), con modalita dipendenti dal tipo di accoppiateeche viene
sfruttato dalla sequenza di impulsi utilizzata. #&fmine di questo periodo
devono essere create componenti osservabili debgnetizzazione, dette
coerenze a singolo quanto.

4. Acquisizione durante il periodo,tle coerenze (dello spin di B) evolvono
generando il FID Kree Induction Decgy un segnale modulato secondo la
relazione: S(ty, t,)cel@atei(@st2)  dove wp € wg corrispondono achemical
shift dei nuclei A e B.

25 Chemical Shiftla frequenza di Larmor con cui un nucleo precederincampo magnetico dipende
dall'intensita del campo stessBof e dal rapporto giromagneticg){ secondo la relazione, = —yB,.
Tuttavia, il campo esterno sperimentato da un mupl® subire una variazione locale determinata dal
particolare intorno elettronico. L'entita della iegione &B = —oB,, doves € una costante di schermo.
PertantdB,cqe = Bo + 0B. La costante di schermo dipende da diversi fattarcti:

- Diamagnetismo: ha effetto schermante; la dishilne elettronica attorno al nucleo viene pertus ok
campo esterno che induce una corrente di caricaachiga volta produce un campo magnetico che si
oppone al campo esterno. Questo contributo dipeatle densita elettronica negli orbitali a simmreetri
sferica e dalla vicinanza di atomi elettron-attato elettron-donatori.

- Paramagnetismo: ha effetto deschermante; dipaaitiedistribuzione elettronica in orbitali nonrite

- Anisotropia magnetica: I'orientazione della malecrispetto al campo esterno determina l'intensita
delle correnti diamagnetiche e paramagneticherdheenzano la costante di schermo.

- Effetti del solvente: I'esposizione di alcuni miical solvente puod polarizzarne le densita eleitton

- Legami a idrogeno: questi legami diminuisconaéasita elettronica sul protone coinvolto e quésto
un effetto deschermante.

Per individuare la frequenza di risonanza di unlewén modo indipendente dall'intensita del campo
magnetico esterno, si ricorre al concettalémical shifé rispetto a una frequenza di riferimento:

8 = [(v = Viiterimento) / Vol + 108, dovev, € la frequenza di funzionamento dello spettrometiQerimento €

la frequenza di risonanza di un particolare nudiam composto utilizzato come standard.
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Per ottenere un esperimento bidimensionale € rexiesgpetere la sequenza 1-
2-3-4 aumentando progressivamente il tempdituna quantita costantéat;. Per
ciascuno di questi esperimenti, che é detto sesabrquisisce il FID separatamente.
E cosi possibile ottenere una matrice bidimensemutildati del tipoS(ty,to), la cui
dimensione in & dipende dal numero di punti di campionamento dBl, Fnentre la
dimensione initdipende dal numero di incrementi>s.

Effettuando la trasformata di Fourier lungo la dnsiene % si ottiene una serie
di spettri monodimensionali in cui 'ampiezza delypale € modulata secondg it
segnale in funzione dj tostituisce un interferogramma, che in sostarznalogo del
FID nella dimensione;t La trasformazione lungo la dimensiong@érmette di ottenere
uno spettro funzione di due frequer&€&1,F2).

3.1.1 NMR BIDIMENSIONALE ETERONUCLEARE

Gli esperimenti di NMR bidimensionale eteronucleageazie all'impiego di
particolari sequenze di impulsi, permettono di elame la magnetizzazione protonica
con quella di un eteronucleo accoppiato. In undtspeNMR eteronucleare un asse
individua i chemical shiftprotonici, l'altro asse ichemical shiftdell'eteronucleo.
Ciascun picco individua la correlazione scalare ura particolare coppia protone-
eteronucleo. L'ampia dispersione adiemical shifteteronucleaff consente di ridurre
le sovrapposizioni tra i diversi picchi e questpagticolarmente importante quando si
studiano proteine, che presentano un grande nudneegnali.

Inoltre, le costanti di accoppiamento scaladirette'J sono generalmente molto
maggiori delle costanti a lungo ragdibcon r> 2, pertanto le coppie protone-eteronu-

% Lincremento At; non € scelto arbitrariamente, ma dipende dallasfia spettrale SW1 nella
dimensione F1 (il dominio di frequenze che si desidesplorare) secondo la relazione di Nyquist:
At, = 1/f. = 1/[2 - SW1(Hz)], che definisce la frequenza di campionamento n@nfigh necessaria per
caratterizzare correttamente ange di frequenze spettrali. Segnali che cadono audiifdella finestra
spettrale di un intervallAv non vengono campionate correttamente e compaieltmspettro ad una fre-
guenza apparentgp, = f; — Vieale. Questi picchi sono defivlded

S |intervallo di chemical shiftdel **C per le proteine & 0-190 ppm rispetto allo stathdBiXCH)s;
lintervallo di chemical shifdel**N per le proteine & 0-160 ppm rispetto allo stad@iNO,.

%5 Accoppiamento scalare: Iinterazione magneticarasmessa attraverso una polarizzazione degli
elettroni dei legami chimici e la sua intensita aata al diminuire del numero di legami chimici
interposti tra i nuclei interagenti. In sostanzdaito che un certgpinnucleare si trovi in un particolare
stato @ o ) fa si che gli elettroni dell'orbitale di legamemabbiano una distribuzione uniforme, in
guanto risulta energeticamente favorita la viciradell'elettrone corspin opposto. L'altro elettrone di
legame (dotato, per il principio di Pauli, €hin opposto) si trovera principalmente vicino all’'altrucleo

ed interagira magneticamente con il spin nucleare. |l sistema & caratterizzato dall'’energiaore
guando i duespin nucleari hanno uno stato opposto. Quando inveligeispin nucleari sono paralleli
I'energia del sistema & maggiore. L'intervallo eyetico tra lo stato apin paralleli (a piu alta energia) e
lo stato aspin antiparalleli (a pii bassa energia) & indicato &dr(Hz) ed & definito costante di
accoppiamento scalare. In presenza di accoppiansmati@are la riga di risonanza di ciascun nucleo
subiscesplitting in due righe. L’accoppiamento tra nuclei sepadai due legami si verifica con
meccanismo analogo, ma in questo caso lo statmerenenergia € quello in cui glpin sono paralleli.

La costante di accoppiamento sara indicata’doh’energia dell'interazione scalare tra due niuklpro-
porzionale al prodotto scalare dei rispettivi mothemagnetici: EO p; » p; = hdmim;. L'energia dei
singoli stati & E = —%im; — hvym; + hgmm;. Per un sistema di N spin X accoppiati scalarmienpeece-
dente relazione divent&:= —Y\_, hv,m, + XN_; ¥N_ hJ,.m m,, con un numero di righe pari a NI

+ 1. Le intensita possono essere previste graztdamgolo di Pascal. Queste regole sono valide per
sistemi ad accoppiamento debole (o di primo ordipe) i qualiAv/J> 10.
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cleo possono essere trattate come sistemi isolati.

Un altro vantaggio delle tecniche eteronuclearhe, cata la grande differenza
di risonanza, gli impulsi sul protone e sulletenoleo possono essere applicati
separatamente. Con opportune combinazioni di impudglaye possibile rifocalizzare
I'evoluzione dei chemical shift e degli accoppiamenalari del sistema.

E possibile inoltre effettuare un disaccoppiamentmnda larga sull’eteronucleo
durante il periodo di acquisiziong tale disaccoppiamento & ottenuto tramite sequenze
di impulsi che determinano una veloce inversionesgln di una specie mentre si
osserva l'altro nucleo. In questo modo € possiailecollassare gli eventuali multipletti
in singoletti, aumentando al contempo la sensibilit la risoluzione. Senza tale
disaccoppiamento, la coppia protone-eteronucleduyrebbe un doppietto di doppietti
in cui ciascuna componente € caratterizzata dastiyeroprieta di rilassamento, dovute
allinterferenza tra due meccanismi di rilassamertaccoppiamento dipolaf® e
l'anisotropid® di chemical shift (CSA). Questa interferenza tra meccanismi di
rilassamento viene sfruttata dal metodo di acgoisenoto come TROSYT(ansverse
Relaxation-Optimized SpectroscopY

6 Accoppiamento dipolare: I'interazione dipolar@efide dal fatto che un nucleo con numero quantico

magnetico m genera un campo locajg B —yhm%(l — 3co£0), dovey € il rapporto giromagnetico

del nucleo,uo la permeabilita magnetica del vuotb|'angolo tra la direzione del campo esterno e la
direzione del segmento R congiungente il nuclepurto in cui € rilevato &. Questo fenomeno &
rilevante per macromolecole in soluzione che sierdano lentamente, ma non per le piccole molecole
che si riorientano velocemente, perché il ternfine 3co£0) & mediato a zero.

Se si considera il vettordd — X (dove X pud ad esempio essere

5N), quandd'H ha spin nucleare nello stgidantiparallelo rispetto

al campo esterno) e il vettore internucleare ellgdwaal campo, il
campo locale presso I'eteronucleo € inferiore ahpa esterno. Al
contrario, quando il vettore & perpendicolare ihpa locale presso ST
I'eteronucleo & maggiore del campo esterno. |l rewitt si verifica cene /
quando'H ha spin nucleare nello staw (parallelo al camposroe ¢~ o—c
esterno).

S CSA (Ao): il campo magnetico esterno induce delle correalie

nubi elettroniche degli atomi (secondo la leggéatientz) e questo
determina la comparsa di campi magnetici localogprzionali al

campo esterno) con un effetto sui nuclei vicini. testanti di
rilassamento associate a tali campi indotti sonagpgzionali al

quadrato dei campi magnetici locali. Il fenomenpagticolarmente (/) L
rilevante per gli elettroni degli eteronuclei, midlarizzabili rispetto v v 1 B (o) w
all’elettrone protonicoAcy = —16 ppmAcy = —160 ppm). o) XA 7
L'effetto dei campi indotti dipende dall’'orientanie del vettoréH — YO me

X rispetto al campo esterno. o

Se questi sono paralleli, il campo indotto si sonanguello esteno -~

nei pressi di un nucleo vicino. Opposto € il casccui il vettore R

internucleare € perpendicolare al campo esterno.

8 || movimento correlato di un nucleo e di un suatmer dipolarmente accoppiato determina
un’interferenza (non casuale) tra le due fontildssamentodross-correlatiol), a seconda degli stati 6

B) dei due spin accoppiati. Quando, ad esempioydtope ha lospin nello statop, i contributi di
accoppiamento dipolare e anisotropiackdemical shifhanno sempre segno opposto, indipendentemente
dall’'orientazione e il campo locale oscillante @indi, la velocita del rilassamento) € ridotto
dall'interferenza distruttiva tra i due fenomeAttraverso opportuni cicli di fase, & possibileezébnare
esclusivamente le transizioni tra livelli energetic un certo spin, quando lo spin accoppiato svdr
nello statop (il protone durante I'evoluzione dell’eteronuclient; e I'eteronucleo durante I'evoluzione
protonica in §).
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Il limite principale della spettroscopia NMR etevateare € la bassa sensibilita
determinata dalla scarsa abbondanza naturale dineiglei come**C o °N e dal loro
basso rapporto giromagnetico. La sensibilita digemerico esperimento NMR puo

essere espressa attraverso la seguente rela%iarieﬁg/ Zyeccy3/ 2T,(NS)Y/? |, dove S/N &

0ss

il rapporto segnale-rumore, n € il numero di spittivia al’lNMR coinvolti
nellesperimento, T € la temperatura, I[Bntensita del campo magnetico statiggs: €
Yoss | rapporti giromagnetici del nucleo eccitato ¢ mecleo osservato.

Utilizzando campioni arricchiti con l'isotopo desmdto e sequenze di impulsi
tali da eccitare e osservare il nucleo con il maggapporto giromagnetico, € possibile
ottenere un notevole guadagno in sensibilita. lesibdita di‘H & circa 32 volte mag-
giore rispetto at’C (ipotizzando un arricchimento del 100%) e 30Qevoispetto &°N.
Pertanto, generalmente si utilizzano sequenzerelétiscono l'intensa polarizzazione
della magnetizzazione degpin nucleari protonici allospin dell’eteronucleo vicino, e
in seguito la trasferiscono nuovamente al protogelg registrazione del segnale. Gli
esperimenti utilizzati in questa tesi, salvo uroca®no tutti di questo tipo.

Un altro limite della spettroscopia bidimensionaéeronucleare € che la
dimensione indiretta F1 ha una risoluzione piuttdsissa a causa dellampia finestra
spettrale dell’eteronucleo e soprattutto a causaw®eero contenuto di esperimenti con
incrementi in t che e possibile raccogliere in tempi ragionevoli.

L’esperimento eteronucleare piu rilevante nelladgiwelle proteine € 'THSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherenagi particolare importanza & itN-HSQC
dal momento che il ridotto numero di gruppi N — éhsente di contenere il numero di
segnali e ridurre sensibilmente le sovrapposiziendiversi amminoacidi. AnchefC-
HSQC trova tuttavia alcune applicazioni, come aslegnazione delle catene laterali
aromatiche (quando non siano troppo numerose)udstq sede non saranno affrontate
nel dettaglio le diverse sequenze di impulsi chedpcono i trasferimenti della
polarizzazione tra nuclei, ma si preferira offricev'interpretazione visiva degli
esperimenti menzionati, in modo da evidenziarelmessioni tra i nuclei interessati.

Il °N-HSQC permette di eccitare le risonanze protoneheasferire la polarizzazione
agli atomi di azoto direttamente connessi; quindi,magnetizzazione evolve sotto
I'effetto del chemical shiftdell’'azoto (durante;} e viene nuovamente trasferita sul
protone per l'acquisizione del segnale (per aunmmenta sensibilita). Lo spettro si
presenta come un piano avente per dimensichemical shiftdegli atomi*>N (F1) e
dei 'H (F2) ad essi legati, espressi in parti per méiofppm). Ciascun picco di
coordinate {H, N) individua le frequenze corrispondenti alle tiaiwi jo> < |p> tra
livelli energetici, in accordo con la legg& = -vhAmMBy = hag™S.

In uno spettro™N-HSQC, in sostanza, possono essere individuatiupyj
ammidici dei legami peptidici costituenti la catgmancipale (ad eccezione ovviamente

% Un nucleo con numero quantico di spin | = 1/2 ha doli orientazioni possibili per il suo momento
magnetico rispetto al campo magnetico esterqd\Bllo statod> i due vettori sono paralleli, nello stato
[p> antiparalleli;wo € detta frequenza di precessione o anche frequiéizzmor (anche se da un punto
di vista dimensionale si tratta di una velocita @arge, espressa in radianti al secondo) e rappesen
velocita di precessione del momento magnetico apeléntorno al campo magnetico esterno. m € |l
numero quantico magnetico e puo assumere 2| +atiigber | = 1/2, m = +1/2).
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del legame tra la Tabella3.-1: Chemical Shifts dei gruppi NH negli amminoa
prolina e il residuo [amminoacidc | gruppo N Hy
che la precede), e i|alanina NH 123.16 +14.7 | 8.19 +2.4¢
- i arginina NH 120.73+153 | 8.24 % 2.4
grupp! amm|d_|C|. delle ) N.H, 9264+59.4 |7.34+22
catene laterali di aspa- NyHpii. | 73.38£249 | 6.82+1.60, 6.76 £ L.
ragina e glutammina NpH2122 | 73.88 +26.9 6.80 +1.64,6.75+1.!
(che si presentano asparagine NH 119.04 +16.8 | 8.36 £ 2.5,
L NsHs1.2 112.87+9.9 | 7.3:+2.04,7.16+2.C
come coppie di fre- [Fonaraic | NH 120.79+16.1 | 8.33 2.2
gquenze protoniche | cisteine NH 119.86+18.5 | 8.41 + 2.6
corrispondenti ad una glutammato | NH 120.72 +14.7 | 8.34+2.4
glutammina | NH 119.82+15.1 | 8.22+2.4
stessa frequenza nella NHi, | 111.87£80 | 7.20%1.92,7.04 1
dimensione dell'azoto, | glicina NH 109.71:16.7: | 8.33+ 2.7
quelo a cui sono | istidina NH 119.40 +17.1( | 8.25+ 2.7
. : Na:Hs1 193.42+135.9/| 8.97+11.6
entrambi legati). | se- NoHo | 17554836 | 9.95%10.9
gnali originati dai | isoleucina NH 121,56 +17.7 | 8.28+ 2.8
grupp| N|—b possono leucina NH 121.81 +16.0 8.22 + 2.6!
iminati utiliz- | S NH 121.07 +15.8 | 8.20 +2.4¢
essere eliminati u NeH 70.05+191.0 | 7.50 £ 1.6:
zando una variante | metionina NH 120.04 +14.6 | 8.25 % 2.4
dell’esperimento, fenilalanina | NH 120.70+17.0 | 8.39+ 2.8
: ¢ serina NH 116.25+15.1 | 8.29 * 2.4
conosciuto comeeto- oo ning NH 11561 +19.8 | 8.26 £ 2.4
cusedHSQC, impo- | triptofano NH 121.62+17.9 | 8.29 3.2
stando opportunamen- Ng1Het 129.50+9.4 10.11+2.2
. tirosina NH 120.80 +18.0 | 8.34 % 3.0
te | delay ¢ = 1/2) I 7ina NH 121.10£19.1 | 8.20%2.8

caratteristici dell'espe-
rimento.

Scegliendo opportunamente le finestre spettrafpossibile includere anche i
segnali del NH.; del gruppo indolico e del N del gruppo guanidinio nelle catene
laterali di triptofano e arginina. Analoga consmlgone pud essere fatta per gli altri

gruppi NH delle catene laterali di

T - 10g kir |

arginina, lisina e istidina, tuttavia, in ot

AN . (min™)
guesti casi, diventa particolarmente 9
critico il fenomeno di scambio
chimico. 7

In effetti, iIn ambiente ac-
quoso, i protoni di tutti i gruppi NH 5
(come anche i gruppi OH e SH),
scambiano con i protoni del 3
solvente, ed il processo e catalizzato
sia dal pH basico, sia dal pH acido. 1
A pH fisiologico il fenomeno é
piuttosto rilevante ed e spesso 4

conveniente condurre gli esperimenti
NMR a pH inferiori, al fine di

._.‘-"' “ OH{ST) 4
|
L No__oon /f/
- .\'-._ : z ./,’ //
N .
i) o ’
N, \, b4 P
" 4
-_— _Dfldl-l\.‘_\d?\_riif_.'!lu i Fad
I SN S Figura 3.-2:
“ﬁ?&i\ 3 / Effetto del pH
] \ \( /»' sullo scambio chi-
PENHT () 2 7 N/ mico dei protoni,
T W nell'ipotesi di
. " > . :
L ,:-(\/{‘H,_:_u; N completa esposi-
1 GualR] zione al solvente.
1 3 5 7 9 1 pH
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migliorarne la sensibilita. Se un protone di urt@gruppo scambia rapidamente con il
solvente, il suo segnale subisce uno spostamenta filequenza di risonanza; la
frequenza osservata si trova tra frequenza origindel protone e la frequenza dei
protoni del solvente, in una posizione ponderalmemediata sulla base del tempo
trascorso dal protone nei due diversi stati. A aadsll’'elevata concentrazione relativa
del solvente (55.5 M di #D : 1 mM proteina), il segnale del protone che dmamon i
protoni del solvente (in determinate condizionipmcomparire sotto i loro segriafi
Come si puo vedere nella precedente figura, i gribp amminici scam-biano fino a
100 volte piu rapidamente rispetto ai gruppi amaoiidde, in aggiunta, si considera che
molti gruppi ammidici possono avere una ridottaosgpone al solvente (amminoacidi
del core) o partecipare alla stabilizzazione di struttueeasmdarie, non stupisce che i
segnali dei gruppi amminici (alcuni dei quali carie quindi tendenzialmente idrofili)
siano generalmente molto piu deboli, 0 possanovadersi affatto. |
H—C—

Figura 3.-3: Rappresentazione schematica degli atomi delbienaaprincipals H
(backbong coinvolti nel trasferimento di polarizzazione aaote I'esperimento |‘ ,
I5N-HSQC: *Hy — N (t) — *Hy (b) C—C—
L’esperimento si compone delle seguenti parti: | I
- eccitazione delle frequenze protoniche . H O

- trasferimento della polarizzazione #ha™*N per accoppiamento scaldday

- evoluzione sotto I'effetto delhemical shifdi N

- trasferimento inverso della polarizzazione

- acquisizione del FID delle magnetizzazioni in laz@mne sotto I'effetto dei
chemical shiftprotonici, con disaccoppiamento dell’eteronuclean assenza di

<

H
195 | o scambio tra due (o pitu) ambienti chimici puoraveegli effetti drammatici sull’aspetto dei segnal
delle specie coinvolte. In generale lo scambio atormfluenza ilchemical shif{(a causa delle differenze
nell’lambiente chimico) e le proprieta di rilassameedella magnetizzazione delpinche scambia.
La cinetica della reazione di scambio pud esseserita con lo schema:

ki dova ke k sono le costanti cinetiche della conversionea$iante di equilibrio &

A—E & = ki/k,. Le popolazioni delle specie che scambiano hanologpbilita:

Kz A= kol (Kitko) e s = ka/(Kitko); kitks € la costante di scambio apparentg) (k
Se i due stati differiscono nella loro frequenzaisbnanzafo = v, —®g = 21Av), la risposta del sistema
allo scambio chimico dipende dal rapportg/Aw.

- In regime di scambio velocec{k>> Aw/2r) si osserva un singolo segnale di risonanza mediabase
alle frequenze dei singoli stati e della loro ptwbi: w,ss= pawa + pswp. Ci0 accade perché lo scambio
altera la frequenza di precessione dsp (che scambia tra lo stato A e lo stato B) duramteriodi di
evoluzione della magnetizzazione. Essendo il peael scambio rapido, durante tali periodi esso si
verifica molte volte, e questo produce una freqaedizprecessione osservata che differisce dai ivalor
originali dei due stati.

- In regime di scambio lento {dk<< Aw/21) non si osserva la mediazione aéiemical shift ma si
ottengono due segnali aventi frequenze di risonanza wg € intensita proporzionali alle popolazioni
relative degli stati. L'effetto dello scambio dutan periodi di evoluzione, tuttavia, contribuisaé
defasamento di parte della magnetizzazione (quedlociata ai pochspin che in un certo istante
cambiano ambiente chimico). Questo fenomeno @ttéfl sulla rapidita con cui il segnale decade (la
magnetizzazione rilassa piu rapidamente) e, dieguenza, sulla forma dei segnali, che risultano piu
allargati. [

- In regimi di scambio intermedio {k= Aw/2nr),

I'effetto di defasamento della magnetizzaziope — ~les
(ovwero la perdita di coerenza delle ~|k=2av
magnetizzazioni dei singoli spin costituenti k=3pa @

I’ensambli e molto rilevante. Il rilassamento de
magnetizzazione diventa molto rapido (al pu
che questa pud non essere rilevabile alla fine
sequenza di impulsi costituenti 'esperimento) e

=

]

to
ell

P

A

g

F
k => Ay

k=105 Av

k=08av

k << Ay

scambio veloce

Temperatura

scambio lento

segnali possono arrivare ad allargarsi fino aessere distinguibili dalla linea di basie€ broadening
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3.2 NMR TRIDIMENSIONALE
Un esperimento di NMR tridimensionale consta dittjogparti schematizzabili
come segue:

w s
T

>

1. Preparazione come negli esperimenti bidimensionali, anche inellj
tridimensionali questo periodo consente al sistemaaggiunge I'equilibrio
termodinamico; viene quindi generata la magnetibreztrasversale desiderata
(del nucleo A).

2. Evoluzione I durante il periodostla magnetizzazione evolve sotto I'effetto del
chemical shif(di A) e dell'accoppiamento scalare (di A con altri nyclei

3. Mescolamento 1 durante il periodo i si verifica un trasferimento della
magnetizzazione (contenente informazioni clueémical shiftdel nucleo A) ad
uno spinaccoppiato (B).

4. Evoluzione 2 durante il periodo >t (I secondo dominio indiretto) la
magnetizzazione € nuovamente lasciata libera diver® sotto I'effetto del
chemical shif(di B) e dellaccoppiamento scalare (di B con altri nyclei

5. Mescolamento 2 durante il periodo & si verifica un trasferimento della
magnetizzazione (contenente informazioni guemical shiftdei nuclei A e B)
ad un altrospin(C).

6. Acquisizione durante il periodostle coerenze (dello spin di C) evolvono
generando il FID, che in questo caso € modulatorskrla relazione:
S(ty,ty)ocel@atei(@st2)ei(wcts) - dove wa, wg € wc corrispondono achemical
shiftdei nuclei A, B e C.

Per ottenere un esperimento tridimensionale &€ sadesipetere la sequenza 1-
2-3-4-5-6 aumentando progressivamente il temph tina quantita costantd;, e, per
ciascun incremento di,tbisogna aumentare progressivamente il tempo un numero
to/At, di incrementi. In sostanza, si tratta di acquisaeti spettri bidimensionali Ats)
guanti sono gli incrementi stabiliti per. tNella matrice tridimensional&(ty,tz,t3) la
dimensione in ¢ dipende dal numero di punti di campionamento dBl, Fnentre le
dimensioni in { e t dipendono dal numero di incrementi e At,. La trasformazione
lungo le tre dimensioni permette di ottenere unettsp funzione di tre frequenze
S(F1,F2,F3).

3.2.1 ESPERIMENTI TRIDIMENSIONALI IN TRIPLA RISONAN ZA

Gli esperimenti tridimensionali in tripla risonanzainvolgono un secondo
eteronucleo, che risuona a frequenze diverse dadflii nuclei esplorati.
Nell'assegnazione delle proteine, i nuclei coinvedno™N, **C e*H. Esperimenti di
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questo tipo sfruttano il significativo accop-Figura 3.-2: Costanti di accoppiamen
plamento scalare che esiste tranuckfienicea pele procine, L€ oot
adiacenti, sia tra protoni ed eteronuclei, sia trgargine delle frecce che connettono i
eteronuclei stessi. Inoltre, tranne il caso dellauclei accoppiati. Tutte queste costanti
costante di accoppiamento a due legata, oo g"aettgjétrlzggfn%ﬂf t[i"‘%cgééb
solo le costanti dirette J) sSono indipendenti dalla struttura secondaria, al
significativamente elevate da  consentiréontrario Jy, dipende dallangolg.
trasferimenti di polarizzazione in tempi
(specificidelaytra gli impulsi delle sequenze)
sufficientemente brevi. Come si pud vedere H
nella figura accanto, tali costanti sono tra lorg
piuttosto diverse, e questo consente di
scegliere in modo specifico delay per le
evoluzioni sotto l'effetto dei diversi residud — 1 residud

accoppiamenti scalari. Infine, la differenza di

chemical shiftra i G e i Ggp, € tale da consentire di applicare impulsi selegtér gli

uni o per gli altri. Queste ultime proprieta sotla @ase di tutti gli esperimenti pensati
per 'assegnazione delle proteine. Infatti, la flmbs di selezionare in modo specifico
dei trasferimenti della polarizzazios¢ep by steppermette di selezionare solo alcuni
tipi di connessione per ciascun esperimento, riddeejuindi le fonti di ambiguita.
L'utilizzo combinato di esperimenti che forniscomdormazioni in parte diverse, in
parte ridondanti, consente di stabilire le conmassira specifici nuclei e, in ultima
analisi, la sequenzialita tra gli amminoacidi.

L'assegnazione della catena principalagkbong € ottenuta correlando i
chemical shiftdel gruppo ammidico (N, ) di un sistema dsi;pin1l§ con gli atomi del
backbone (in particolared® G,) e della catena laterale g)dntra-residuo (residud) e
inter-residuo (residuo— 1). Iniziando quindi da un certo residug & cui si conoscano
le risonanze 6 -1 e/o G; - 1e/o Gi_ 1va ricercato il residuo gtale che siano realizzate
le relazioni Gi-1= Cok Gu-1= Cke Gi-1= G Qualora siano note le risonanzg.C
-1 e/o Gx-1e/o Gk_1Si puo ricercare un residuq tale che siano realizzate le relazioni
Cok-1= Col, Cik-1=Cue Gk-1= Cs e cosi via. L'utilizzo di pit atomi (& C,, G;,
ma, se necessario, anchgeHH) consente di ridurre il numero delle possibili agoiita
e di individuare in sequenza i residui connessidra. Nella pratica, la mancanza di
alcuni segnali, dovuta ad ambiguita irrisolvibili, la presenza delle proline (prive di
NH), non consentono di completare la sequenza, imaescono ad ottenere solo
frammenti di lunghezza variabile.

Per attribuire ad un certo frammento la sua efi@tSequenza amminoacidica,
bisogna confrontare ¢hemical shiftche si hanno a disposizione nel frammento con
quelli di riferimento per gli amminoacidi (deterraim su base statistica). E cosi

118 |n *H-NMR, per sistema di spin si intende I'insiemeptttoni che possono essere messi in relazione

tra loro grazie agli accoppiamenti scalatie®J. Risultano pertanto esclusi gli atomi distant 4iu
legami, in quanto 1&J sono generalmente troppo piccole per produrettieffisservabili.

Nel contesto della 3D-NMR eteronucleare, I'acceeiah sistema di spin pud anche essere estesa in
quanto, sfruttando opportuni esperimenti, &€ passibiettere in relazione molte piu risonanze tréoc

(ad esempio trovando connessioni con le catenaleagomatiche).
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possibile individuare sequenze di amminoacidi nettteina che siano compatibili con
i chemical shifdel frammento.

L’individuazione di un particolare tipo di ammindde e fortemente aiutata
dall'estensione delle connessioni dalla catenacppate alle catene laterali. La
combinazione di informazioni su atomi di carbonigpmtoni & infatti preziosa per
conferire robustezza allassegnazione di un cgutodi residuo. Quando si conoscono i
tipi di residuo tra loro adiacenti nel frammentoyebbe essere possibile assegnare in
modo abbastanza inequivocabile la sequenza amnmhicece la sua posizione
all'interno della proteina (a meno di ripetizioni).

E stato sviluppato un gran numero di esperimentripia risonanza per I'as-
segnazione dddackbonee delle catene laterali. La nomenclatura corrpetequesti es-
perimenti prevede che siano elencati i nuclei agdine in cui avviene la modulazione
tramite chemical shift Quando la magnetizzazione passa attraverso Uacata non
conserva traccia dehemical shifdel suospin il nucleo € indicato tra parentesi. Come
ultima considerazione, quando il nome di un espemim inizia con HN...,
generalmente questo implica che I'esperimentougé and back’ ovvero che inizia con
'eccitazione della magnetizzazione de#pin di Hy e che su tale nucleo é infine
trasferita prima dell’'acquisizione. Verranno qui sguito esaminati brevemente gli
esperimenti utilizzati nella tesi.

1. ESPERIMENTI PER L’ASSEGNAZIONE DELLA CATENA PRIN CIPALE

a) ASSEGNAZIONE DEI C CARBONILICI (C o)

3¢, °N,'H-HNCO
Questo esperimento consente di mettere in relaziogeippo **N-*Hy di un
residuo {) con il carbonid*Co dellamminoacido precedente< 1).

Figura 3.2-3: Rappresentazione degli atomibdelkbonecoinvolti

| |
nel trasferimento di polarizzazione durante I'eBpento HNCO: H_(‘j _PVI/\I’{_%\ —H
lHN 5N 13(:oi () — 15\ (t) — lHN (ts) _Il\T_(f _ﬁ_ (lj _(|J| S
L’esperimento si compone delle seguenti parti: H H O @& H O

- eccitazione delle frequenze protoniche

- trasferimento della polarizzazione #ha**N per accoppiamento

scalaré

- evoluzione della magnetizzazione't sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢88o - 1 (dyco) €
rifocalizzazione diJyy e trasferimento della polarizzazione'dd a**Cq, -,

- evoluzione sotto I'effetto delhemical shifdi **Co - ; (con rifocalizzazione dell’accoppiamento scalare
lJNCo elJCoCu)

- trasferimento della polarizzazione d&4 _; a*®N per accoppiamento scaldtrc,

- evoluzione sotto I'effetto delhemical shifidi °N (sotto I'effetto dell’accoppiamento scalddgy e con
rifocalizzazione dtdyco)

- trasferimento della polarizzazionéta per I'acquisizione del FID delle magnetizzazigmievoluzione
sotto I'effetto deichemical shifprotonici

5N, BC,*H-HN(CA)CO

Questo esperimento consente di mettere in relaziogeippo **N-*Hy di un
residuo {) con il carbonio**Co dellamminoacido stessoi)(e dellamminoacido
precedentei (— 1).
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Figura 3.2-4: Rappresentazione degli atomibadelkbonecoinvolti
nel trasferimento di polarizzazione durante ['eBpento
HN(CA)CO:

Ci — Co () » FC,
Ci-1— ®Ca-1 (k) » ¥Cy -1
L’esperimento si compone delle seguenti parti:

- eccitazione delle frequenze protoniche

- trasferimento della polarizzazione #ha™*N per accoppiamento scaldday

- evoluzione della magnetizzazione't sotto I'effetto dekchemical shifdi **N

- evoluzione della magnetizzazione'thl sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢88, ; -1 (**Ica)

e trasferimento della polarizzazioné3@ai, i1

- evoluzione della magnetizzazionelﬁttui,i -1 sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare dﬁﬁq,i 1
(*Jeuco) € trasferimento della polarizzazion&@g ; -1

- evoluzione sotto I'effetto dethemical shifdi *Co; ; -

- trasferimento inverso della polarizzazion&@, ; - ,, a'°N e poi'H per l'acquisizione del FID delle
magnetizzazioni in evoluzione sotto I'effetto dbiemical shifprotonici

1
lHN — lSN (tl) 1 — 15N — lHN (tg)

'H,%3C -HCACO con acquisizione sul carbonio @ (carbon-detected

Questo esperimento consente di mettere in relazianiero i nucleitH,, °C, e
13Co di uno stesso residud).( Non richiede soppressione del segnale dellacgqua
questo facilita 'individuazione delle risonanzegti¢H,, che possono frequentemente
sovrapporsi al segnale del solvente.

| |
Figura 3.2-5: Rappresentazione degli atomibdekbonecoinvolti H—C—H H—C—H
nel trasferimento di polarizzazione durante ['eBpento m

HCACO: — N W
| |
"Hai (t) — ©°Cai () = "Cai (ta) HCQ O HCQ O

L’esperimento si compone delle seguenti parti:

- eccitazione delle frequenze protoniche

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effetkel chemical

shiftdi *H e dell’accoppiamento scalare ¢d8, (*Jc.)

- trasferimento della polarizzazione #ha**C,;

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effettd chemical shifdi °C, e dell’accoppiamento scalare
conCo (Meuco) € rifocalizzazione didyc,

- trasferimento della polarizzazione d&,; a**Cy (e rifocalizzazione diJs,co)

- acquisizione del FID delle magnetizzazioni inlex@dne sotto I'effetto dethemical shiftlei**Cy

b) ASSEGNAZIONE DI C, E Cg

3¢, °N,'H-HNCA

Questo esperimento consente di mettere in relaziogeippo **N-*Hy di un
residuo {) con il carbonio®C, dellamminoacido stessoi)(e dellamminoacido
precedentei (— 1).

Figura 3.2-6: Rappresentazione degli atomib@delkbonecoinvolti H—C—H H—é —H
nel trasferimento di polarizzazione durante I'espento HNCA:

e
13 J— R ~ o
Hy — N — 132“? (ltgl)_’ "N () — "Hy () ITT ?;(J( ?;(J
“” H 0D o c

L’esperimento si compone delle seguenti parti:

- eccitazione delle frequenze protoniche

- trasferimento della polarizzazione #ha™*N per accoppiamento scaldday

- evoluzione della magnetizzazione'thl sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢88, ; -1 (“*Ica)

e trasferimento della polarizzazioné3@ai, i _1 (e rifocalizzazione o“iJHN)
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- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effetebchemical shifdi 13Cai, i1

- trasferimento inverso della polarizzaziongh

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effetiel chemical shiftdi N (e sotto Ieffetto
dell’accoppiamento scalatd,y e rifocalizzazione di?Jyc,)

- trasferimento della polarizzazionéta per I'acquisizione del FID delle magnetizzaziamievoluzione
sotto I'effetto deichemical shifprotonici

13¢,™N,*H-HN(CO)CACB
Questo esperimento consente di mettere in relaziogeippo **N-*Hy di un
residuo {) con i carboni®C, e °C; dellamminoacido precedente~ 1).

Figura 3.2-7: Rappresentazione degli atomib@delkbonecoinvolti I‘
nel trasferimento di polarizzazione durante ['eBpento H H H—C—H
HN(CO)CACB: l .

?—(ﬁ )—’j C
Hy — N (t) > Coin1— PCyi -1 *Cu -1 °Cpi- 1 () — | ) ||
—BC, 1> BCo_1— N — Hy () H H O @ H C

L’esperimento si compone delle seguenti parti:

- eccitazione delle frequenze protoniche

- trasferimento della polarizzazione #ha™*N per accoppiamento scaldday

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@bchemical shifdi *°N

- evoluzione della magnetizzazione't sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢88o - 1 (duco) €
trasferimento della polarizzazioné®go; - 1

- evoluzione della magnetizzazione 18C, - ; sotto I'effetto dell’'accoppiamento scalare doe, -
(*Jouco) € trasferimento della polarizzazion&@,; - ;

- trasferimento della polarizzazione d&,; -1 a*°Cy -1

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effetédchemical shiftli °C,i -, € *Ci -4

- trasferimento inverso della polarizzazion€@, 1, e poi a°N

- trasferimento della polarizzazionéta per I'acquisizione del FID delle magnetizzazigmievoluzione
sotto I'effetto deichemical shifprotonici

%c,™N,'H-HNCACB
Questo esperimento consente di mettere in relaziogeippo **N-*Hy di un
residuo {) con i carbont®C, e °C; del’lamminoacido stessd) (e del precedenté ¢ 1).

“
_4

N

Figura 3.2-8: Rappresentazione degli atomibdelkbonecoinvolti H
nel trasferimento di polarizzazione durante ['eBpento C

HNCACB:
"Hy — N —>13(l:3 Ca — "CaCy (1) —Cy

2

LN () e ) |
-1 Chi_1,°Cyi—1 (1) =»™°Cyi-1 B N Sfll H
L’esperimento si compone delle seguenti parti:

- eccitazione delle frequenze protoniche

- trasferimento della polarizzazione #ha™N per accoppiamento scaldday

- trasferimento della polarizzazione @8 a**C, per accoppiamento scaldréhc,

- trasferimento della polarizzazione @8 a**C, per accoppiamento scaldréhc,

- trasferimento della polarizzazione d&, a**C;

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effetébchemical shifti °C, e *°C,

- trasferimento inverso della polarizzazion€@, ; - 1, e poi a°N

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@bchemical shifdi *°N

- trasferimento della polarizzazionéta per I'acquisizione del FID delle magnetizzazigmievoluzione
sotto I'effetto deichemical shifprotonici

Nt —
P p—
N

c) ASSEGNAZIONE DI H, E Hg

15N, *H-H(CA)NH
Questo esperimento consente di mettere in relaziogeippo **N-*Hy di un
residuo {) con il protone'H, dellamminoacido stessoi)(e dellamminoacido
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precedentei (- 1). L'eccitazione dei nucleidbubisce una certa interferenza dei segnali
del solvente, ma il trasferimentout and stayrisulta vantaggioso per i residui che

subiscono un rilassamento della magnetizzazioneapidlo.
Figura 3.2-9: Rappresentazione degli atomib@delkbonecoinvolti |

nel
H(CA)NH:

trasferimento di

Ha () — *Cy —
My _1(t) - BCy_1—

L’esperimento si compone delle seguenti parti:

polarizzazione durante

- eccitazione delle frequenze protoniche
- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@bchemical shifdi *H
- evoluzione della magnetizzazione'disotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢8y,; - 1 (“}ica)
- trasferimento della polarizzazioné®g, ; _,
- evoluzione della magnetizzazioneit, ; - ; sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢aN (“2hc,)
- trasferimento della polarizzazione'da,; ; -, a*N
- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effetiel chemical shiftdi N (e sotto Ieffetto

dell’accoppiamento scalatd;y)

"N (tp) > *Hy ()

I'espento

H—C—

- trasferimento della polarizzazionétdy per I'acquisizione del FID delle magnetizzazianievoluzione
sotto I'effetto deichemical shifprotonici
5N, *H-HBHA(CBCACO)NH
Questo esperimento consente di mettere in relaziogeippo **N-*Hy di un
residuo {) con i protoni*H, elHB dellamminoacido precedente~ 1).

Figura 3.2-10: Rappresentazione degli
coinvolti nel trasferimento di polarizzazione dustiesperimento

HBHA(CBCACO)NH:

iHui _a(t) — JfaC:ui _1
Hpi—1(t) = 7Cgi—1

L’esperimento si compone delle seguenti parti:

- eccitazione delle frequenze protoniéhl@B
- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@bchemical shifdi *H
- evoluzione della magnetizzazione'Hig _ ; sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢d@ (‘3ic)
- trasferimento della polarizzazion&®e
- evoluzione della magnetizzazione'dT; sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢d6, (“Jsc.) €
trasferimento della polarizzazione dg;a*C,
- evoluzione della magnetizzazione'ilt,; _ ; sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢80 (*Jeuco)
e trasferimento della polarizzazione'da, - ;a**Co _1
- evoluzione della magnetizzazione'ifiy _ ; sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢aN (“Jeon) €
trasferimento della polarizzazione €4 _;a**N
- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@bchemical shifdi *°N
- trasferimento della polarizzazionéty per I'acquisizione del FID delle magnetizzazianievoluzione

sotto I'effetto deichemical shifprotonici

atomi

—1C,i 1 Co_1— N (t) — "Hy (t)

thelckbone

Tabella 3.2-1Chemical Shiftglei nuclei G, C,, H,, G e H; negli amminoacidi.

amminoacidc | *Co Bc, H, 8c, Hy

alanina 177.78+8.9 | 53.18+8.1 426+1.71| 18.94+75 1.37 £ 1.0

arginina 176.48 +8.3 | 56.84 +9.5 429+1.8 |30.61+7.3 1.80+1.0/ | 1.78 £+ 1.1,

asparaginé 175.34+7.3 | 53.50+7.8 468+1.4i| 38.63+7.0 2.81+1.3 | 2.77 +1.3¢

aspartatc 176.42+7.2 | 54.62 +8.3 461+1.2/| 40.82+6.6 273+1.1 | 2.68+1.1

cisteing 17476 +8.2 | 57.56+13.8 | 4.70+2.2. | 34.30+26.7 |2.96+1.8/| 2.93+1.9

glutammato | 176.99+8.2 | 57.44+8.5 425+1.6/|30.01+7.2 2.04+0.8 | 2.02+0.8

glutammina | 176.34+7.9 | 56.55+8.7 428+1.71|29.18+7.6 2.05+1.0 | 2.03+1.1
. 3.96 + 1.5

glicina 174.02+7.60| 45.35+5.40 391+ 152

istidina 175.26 +8.2 | 56.46 +10.C | 4.62+1.8! | 30.22+8.6 3.10+1.5 | 3.08 + 1.5

isoleucina 175.88+79 |61.58+11.1 | 4.19+2.2. | 38.58+8.3 1.80+1.2

leucina 176.98 +8.2 | 55.63 +8.8 432+1.8/| 42.26+7.6 1.63+1.41| 1.55 +1.4

lisina 176.65+8.6 | 56.91+£9.0 427+1.8| 32.76 +7.4 1.78+1.0. | 1.76 £ 1.0
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metionina 176.33+8.3 | 56.21+9.0 4.39+1.9 | 33.02+9.0 204+1.3 | 2.00+1.4
fenilalanina | 175.54+8.0 | 58.21+£10.7 | 4.62+2.3| 39.93+8.3 3.00+1.52 | 296+ 1.5
prolina 176.75+6.3 | 63.28+6.5 440+1.3' | 31.76 £5.0 20714 | 203+1.4
serina 174.63+7.1 | 58.64 +8.7 450+1.6/ | 63.81+6.4 3.88+1.00 | 3.86+ 1.1
treonina 17458 +7.2 |62.15+109 |4.48+1.9 | 69.59+8.1 417 +1.3

triptofano 176.13+79 |57.65+105 |4.71+2.11|29.99+8.2 3.21+1.4 | 3.15+1.4
tirosina 17541 +8.1 | 58.07+104 |4.63+2.2 | 39.28+8.6 29115 | 2.88+1.5
valina 175.69+7.7 |62.47+118 |417+2.3 | 32.65+7.2 1.9941.2¢

2. ESPERIMENTI PER L’ASSEGNAZIONE DELLE CATENE LATE RALI
ALIFATICHE (C , E H,)

13¢,™N,*H-(H)CC(CO)NH — TOCSY
Questo esperimento consente di mettere in relaziogeippo **N-*Hy di un
residuo () con i carbonf‘3CX dellamminoacido precedente~ 1).

Figura 3.2-11: Rappresentazione degli atomi thelckbone
coinvolti nel trasferimento di polarizzazione dustiesperimento
(H)CC(CO)NH:

My 1 — FCu_1(ty) " s s L
My o1 — Cyi_1(ty) = Cui-1— Co-1— N () = Hu (k)
lHa,i —1 > lsCui _1 (tﬁ

L’esperimento si compone delle seguenti parti:
- eccitazione delle frequenze protonichie

- evoluzione della magnetizzazionelblhﬁxi _1 sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare dda (lJHC) e
trasferimento della polarizzazioné®e

- evoluzione della magnetizzazione'ift,, sotto I'effetto dechemical shifti *°C

- uno spin-lock'?® consente il trasferimento della magnetizzazioneéuttai **C a**C, per effetto della
prolungata evoluzione sotto I'effetto dell’accoppiento scalar&lc

- evoluzione della magnetizzazione'ilt,; _ ; sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢80 (*Jeuco)
e trasferimento della polarizzazione'da, - ;a**Co _1

- evoluzione della magnetizzazione'ifiy _ ; sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢aN (“Jeon) €
trasferimento della polarizzazione €4 _,a**N

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@bchemical shifdi *°N

- trasferimento della polarizzazionétdy per I'acquisizione del FID delle magnetizzazianievoluzione
sotto I'effetto deichemical shifprotonici

>N,'H-H(CCCO)NH — TOCSY
Questo esperimento consente di mettere in relaziogeippo **N-*Hy di un
residuo () con i protonilHX dellamminoacido precedente~ 1).

Figura 3.2-12: Rappresentazione degli atomi thelckbone
coinvolti nel trasferimento di polarizzazione dustiesperimento
H(CCCO)NH:

i _1(t) = Cui_1
Hpi—1(t) = Cpi—1 = Chi—1— Ca-1— "N () — "Hy (1)
", 1(t) —»°C 4

128 | o spin-lock & costituito un’irradiazione di tutti gli atomiatrioro accoppiati mediante un treno di
impulsi, tale da defasarne la magnetizzazione atugione sotto I'effetto dethemical shift Per tutto il
periodo dispin-lockl’'unico tipo di evoluzione consentita € quella pecoppiamento scalare (J). Questo
consente un trasferimento della magnetizzazionatweni accoppiati, e, se la durata é sufficiente e
costanti J sufficientemente grandi, tale trasfentogud essere trasmesso anche a nuclei distaptisdi
legami. Gli esperimenti che utlizzano questa eg@ sono detti TOCSY TQOtal Correlation
Spectroscop)Ye permettono di mettere in relazione tra lora gl atomi costituenti una catena.
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L’esperimento si compone delle seguenti parti:

- eccitazione delle frequenze protonichie

- evoluzione della magnetizzazionelldhﬁxi _1 sotto I'effetto deichemical shifdi *H

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effetiel’accoppiamento scalare cotiC (i) e
trasferimento della polarizzazioné®e

- uno spin-lock consente il trasferimento della netigzazione da tutti 1°C a*C, per effetto della
prolungata evoluzione sotto I'effetto dell’accoppiento scalar&lc

- evoluzione della magnetizzazione'dlt,; _ ; sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢80 (*Jcuco)
e trasferimento della polarizzazione'da, - ;a**Co _1

- evoluzione della magnetizzazione'ifiy _ ; sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare ¢aN (“Jeon) €
trasferimento della polarizzazione &4 _;a'*N

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@bchemical shifdi *°N

- trasferimento della polarizzazionétdy per I'acquisizione del FID delle magnetizzazianievoluzione
sotto I'effetto deichemical shifprotonici

3.2.2 ESPERIMENTI TRIDIMENSIONALI IN DOPPIA RISONAN ZA
(OMONUCLEARI X-DISPERSI)

Gli esperimenti tridimensionali in doppia risonarsz@no ottenuti combinando
esperimenti bidimensionali omonucleari ed espertmbmimensionali eteronucleari
(nel caso di proteinEN-HSQC 0"*C-HSQC). La dimensione dell’eteronucleo consente
di aumentare la dispersione dei picchi, riducenglass®bilmente le sovrapposizioni tra
sistemi dispin Proiettando tale spettro sul piang-M si ottiene un 2D X-HSQC,
proiettandolo lungo il piano JAH si ottiene una porzione di uno spettro omonuelea
bidimensionale.

1. ESPERIMENTI PER L’ASSEGNAZIONE DELLE CATENE LATE RALI
a) ASSEGNAZIONE DI C, E H, DELLE CATENE ALIFATICHE

13¢,'H-HC(C)H - TOCSY

Questo esperimento consente di correlare tuttiHglalifatici con tutti i gruppi
13C-'H della catena laterale del residiip (
Cid implica, ad esempio, che ciascii6, -'H, presenta cross-picchi con,Hgn, Hyn;
analogamente;°Cs -'Hp, presentanocrosspicchi con H, Hsn, Hp, €cc... Non si
osservano invecerosspicchi originati da trasferimenti di magnetizzamotra carboni
aromatici e alifatici, a causa della grande diffeigedi frequenza tra i due tipi di nucleo.

Figura 3.2-13: Rappresentazione degli atomi deickbone coinvolti nel
trasferimento di polarizzazione durante I'esperitod#iC(C)H — TOCSY: m

lHui (tl) - leCui (tZ) - laCui - lHui (tS)

lHBi (tl) — lsCBi (tz) —:lacﬁi — lHBi (tg) C

H,i (t) — °C; (t) — C;— *Hy (ta) |
L’esperimento si compone delle seguenti parti:

- eccitazione delle frequenze protonichie
- evoluzione della magnetizzazione'Hig,; sotto I'effetto dechemical shifdi *H

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effetiel’accoppiamento scalare coiiC (i) e
trasferimento della polarizzazionésﬁZuﬁxi

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@dchemical shifdi **C
- uno spin-lock consente il trasferimento della netigzazione tra tutti °C per effetto della prolungata
evoluzione sotto I'effetto dell’accoppiamento scafdec
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- trasferimento della polarizzazione &,4,; per I'acquisizione del FID delle magnetizzazioni i
evoluzione sotto I'effetto deihemical shifprotonici

Tabella 3.2-2Chemical Shiftglei nuclei delle catene laterali alifatiche.

amminoacidc | °C, H, Cs "Hs “C, [ H,
- 1.58 £1.0: 3.13+0.92
arginina 27.26 +£5.40 157+112 43.13 +4.12 312 +0.96
2.30+0.8
glutammato | 36.04 +5.48 5284088
. 23211
glutammina | 33.71 +4.88 230+116
1.29£1.5
isoleucina 27.66 £ 8.16 123 +164 13.46+7.08) 0.70+x1.2
1751+6.3 | 0.80+ 1.0
. 2459+£6.9 | 0.77 1.1
leucina 26.70£5.16/ 1.52+1.3 5212:71 107511
. 1.38£1.0 1.61£1.0 2.92+0.8
lisina 24.89+5.04 136+116 28.86 +5.12 160096 41.82+3.72 292 +084
- 244 1.4
metionina 32.05+5.36 240+ 156 17.34+12.28 1.88x1.6
. 1.94£1.3 3.65+1.4
prolina 27.20+4.76 191 +1.40 50.33+£4.76 362 + 156
valina 214459 | 0.84+1.0
21.30+£6.6 | 0.82+ 1.1

b) ASSEGNAZIONE DI C, E H, DELLE CATENE AROMATICHE
13¢,'H-(HB)CB(C)C aoH

Questo esperimento consente di correlareg id€l residuo if, e quindi il suo
backbonecon i gruppi~°C, -'H, costituenti la catena laterale aromatica. Seriteno di
amminoacidi aromatici non € molto grande e se dpatsione dei segnali &€ adeguata,
guesto esperimento pud essere sostituito da uiadiersperimenti bidimensionali, con
un grande vantaggio in termini di tempo.

2D **C,*H-(HB)CB(CGCD)HD

Questo esperimento consente di correlareg id€l residuo if, e quindi il suo
backbonecon il/i*H; della catena laterale aromatica. Questo esperinsénitta il forte
accoppiamento scalare tra i carbopieOC, (*‘Jese, = 25 Hz) e tra i carboni aromatici, e
la grande differenza aihemical shiftra i G (mediamente tra 30 e 40 ppm nei residui
aromatici) e C aromatici (mediamente,i l@&nnochemical shiftompresi tra 110 e 137

ppm).

Figura 3.2-14: Rappresentazione degli atomi 8ekckbone coinvolti nel
trasferimento di polarizzazione durante I'esperitaéhiB)CB(CGCD)HD:

Hy — 1Cyi () — Cji — °Csi — Hy (1)

L’esperimento si compone delle seguenti parti:
- eccitazione delle frequenze protoniéhlg

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effeteil’accoppiamento scalare con
*C (34¢) e trasferimento della polarizzazion&a,

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@dchemical shifdi *C
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- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effettell’accoppiamento scalarjtat]q}(;y (mentre l'effetto
dell’'accoppiamento scalah%:ﬁcu viene rifocalizzato) e trasferimento della polasizione é3Cy mediante
I'utilizzo di opportunidelaye impulsi®C; e°C, selettivi

- evoluzione della magnetizzazione sotto |'effetiel’accoppiamento scalardeaocan€ trasferimento
della polarizzazione ¥C;

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effettdl’accoppiamento scalar@caronarsCON trasferimento
della polarizzazione 5 per I'acquisizione del FID delle magnetizzaziamievoluzione sotto I'effetto
dei chemical shifprotonici

2D *°C,'H-(HB)CB(CGCD)H — TOCSY

Questo esperimento consente di correlaregildCun residuo if di tirosina o
fenilalanina, con i protontHs, 'H, e (nel caso della fenilalaninai;, della catena
laterale aromatica.

Figura 3.2-15: Rappresentazione degli atomi
del backbone coinvolti nel trasferimento di
polarizzazione durante I'esperimento
(HB)CB(CGCD)H — TOCSY:

BCs — Hsi ()
Hy — Cyi (t) — Ci — Cy — Ha ()

lsCCi N chi (tz)
L’esperimento si compone delle seguenti parti:
- eccitazione delle frequenze protoniéhlg
- trasferimento della polarizzazioné’g, H H O
- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@dchemical shifdi *C
-evoluzione della magnetizzazione sotto I'effettell’dccoppiamento scalaria]q;cy (mentre l'effetto
dell’'accoppiamento scalah%:ﬁcu viene rifocalizzato) e trasferimento della polasizione é3Cy mediante
I'utilizzo di opportunidelaye impulsi®C; e°C, selettivi
- uno spin-lock consente il trasferimento della nmetigzazione a tutti °C aromatici per effetto
dell’evoluzione della magnetizzazione sotto I'affetlell’accoppiamento scalaléearocarg la durata del
tempo di mescolamento puo essere ottimizzata pigroildi amminoacido (7.1 ms per la tirosina, 8.6 m
per la fenilalanina)
- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effettdl’accoppiamento scalar@caronarsCON trasferimento

della polarizzazione 5 per I'acquisizione del FID delle magnetizzaziamievoluzione sotto I'effetto
dei chemical shifprotonici

2D *3C,'H-(H)C(NC)H

Questo esperimento consente di correlare tra Ib1@, -'H, costituenti la catena
laterale aromatica di un residuo) (@i istidina (mentre per la catena laterale del
triptofano puo essere utilizzato I'esperimento (lC)H — TOCSY). Il trasferimento
della magnetizzazione in questo esperimento € ezidinale e coinvolge
I'accoppiamento scalaréC -°N. In genere la costante efficace & solaméksi¢ e solo
quando l'azoto & nella forma tautomerica protor@len.+y > 11 Hz, "y = 1 Hz,
ZJCSZ(NM_H) = 5 Hz). Pertanto, il trasferimento puo avvenireosquando il gruppo

imidazolico sia in forma cationica o quando siasprée come tautomera.NH..

Figura 3.2-16: Rappresentazione degli atomildalkbonecoinvolti nel trasferimento di polarizzazione
durante I'esperimento (H)C(NC)H:

MHize1 — Cozen (tr) — 15N(H)az — BCrs — Ha gz ()

L’esperimento si compone delle seguenti parti:
- eccitazione delle frequenze protoni¢hiaromatiche
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- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effetedl’accoppiamento scalare
ncozen)

- trasferimento della polarizzazion&®€;,,,

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effete chemical shifidi °C e
dell’accoppiamento com® N, “Jepvery, (Mentre accoppiamentdesac,
viene rifocalizzato)

- trasferimento della polarizzazione® (tramite impulsi selettivi per le
risonanze degli N

- trasferimento della polarizzazion&®€., s

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effetédl’accoppiamento scalaiLQCM)H | | |.|
con trasferimento della polarizzazionelldﬂl,éz per l'acquisizione del FID delle i
magnetizzazioni in evoluzione sotto I'effetto dbiemical shifprotonici

Tabella 3.2-3Chemical Shiftslei nuclei delle catene laterali aromatiche.

amminoacidc | gruppo | °C H

Cs2-Hso | 119.59+10.9 | 7.07 £ 1.9
Cs2-Hso | 136.80+9.1 | 8.04+2.2

istidina

Co-H 131.44+53 | 7.06 +1.3
8178 131.45+5.0 | 7.07 £1.3
fenilalanina C-H 130.57+6.1 | 7.10+x1.2
EE 130.67+4.1 | 7.11+1.2
C¢- He 129.19+7.1 | 7.03+ 1.7,

Csi-Hs | 126.42+7.8 | 7.16 £ 1.3
Cy-Hes | 12059493 | 7.35+ 1.61
triptofano Cpo-Hp | 11417+£56 | 7.29+1.3
Cpi-Hep | 121.34+£7.6 | 6.87+£1.7
Cypo-Hyp | 123.60+6.6 | 7.00+ 1.6

C--H 132.65 5.2 | 6.95+ 1.2

°° 7% 1132.46+6.8 |6.95+1.2
117.82+59 | 6.71+0.9
117.85+7.0 | 6.72+0.9

tirosina
Cs - Hs

2. ESPERIMENTI SENSIBILI ALLE DISTANZE INTER-PROTONICHE

Mentre l'accoppiamento scalare € mediato dalle itheredettroniche e fornisce
informazioni sui legami tra gli atomi, esiste utr@altipo di interazione trapin nucleari
che dipende dai campi magnetici locali prodottildagin stessi e dai loro momenti
magnetici. Questo tipo di interazione si svilugtaverso lo spazio e dipende dalla
distanza tra i glispin accoppiati. In soluzione (dove le molecole sonorapida
rotazione), tale interazione non altera I'energi@dia dei livelli energetici e non da
quindi origine a splitting dei segnali, diversamente da quanto accade per
laccoppiamento scalare. Tuttavia, limportanza @liesto tipo di interazioni si
manifesta sulle proprieta di rilassamento della meéigzazione non in equilibrio. La
rapida rotazione delle molecole produce oscillaiziea campi magnetici generati dagli
spin, e queste contribuiscono al rilassamento dellaneigzzazione (ovvero la sua
tendenza a ritornare all’'equilibrio).

L'effetto dellaccoppiamento dipolare pud essersurato come una variazione
nelle popolazioni dei livelli energetici deglpin accoppiati. Tale effetto € noto come
NOE (Nuclear Overhauser Enhancemendati duespin | e S tra loro dipolarmente
accoppiati, se viene perturbato l'equilibrio di $ \@rifica una variazione nella
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magnetizzazione di | proporzionale a una costanterassrilassamento os) e alla
variazione di S dal suo equilibrio:

0
d(letmz—Rl(Iz—Ig)—cls(Sz—Sg) , dove } e S sono le componenti della

magnetizzazione lungo il campo magnetico esternB, & una costante di auto-
rilassamento. L’efficacia di questo trasferimenadlal polarizzazione tra spin vicini (al
di sotto dei 5 — 5.5 A) & proporzionale a®ifdove d & la distanza internucleare).

Gli esperimenti di tipo NOESY Nuclear Overhauser Enhancement
Spectroscop)Ysfruttano I'effetto NOE per ricavare informaziamnilla distanza reciproca
tra nuclei dipolarmente accoppiati.

'H-2D NOESY

Questo esperimento consente di correlare tra lonslen *H tra loro
sufficientemente vicini da potersi scambiare maignarione tramite accoppiamento
dipolare. Questo esperimento (0, a seconda deless#a, I ROESY) si rivela
essenziale in vari passaggi dello studio delleginet (0 dei peptidi). Oltre a fornire
delle distanze internucleari relative piuttosto gme (con un errore del 10-15%),
rappresentata un supporto essenziale nellassegmazequenziale (il NOE fraHe
Hni + 1 € generalmente molto intenso) e nella definizideke strutture secondarie.

Tabella 3.2-4: picchi NOE caratteristici delle #inie secondarie

NOE a-elica 3-elica B paralleli B antiparalleli
NOE(H, -Hni+1) | medio/debole| medio/debole molto intenso moltenisb
NOE(H,i -Hui +2) debole

NOE(H,; -Hni +3) | medio/debole| debole

NOE(H, -Hni +4) | debole

NOE(H, -Hgi +3) | medio/debole| medio/debol

e
e

NOE(Hsi -Hni + 1) | medio/debole| medio/debol debole debole
NOE(Hy; -Hni +1) | intenso/medig intenso/med|o  debole debole
NOE(Hyi -Hni +2) | debole debole

NOE(H, -Hy) intenso debole
NOE(H, -Hy;) medio/debole  debole
NOE(Hyi -Hyy) medio/debold medio/debole

Figura 3.2-17: Rappresentazione schematica delfazione dipolare
tra i protoni di un amminoacido nell’esperimeritbNOESY:

o1 NOE
His(t1) — Hs,(t2)

L’esperimento si compone delle seguenti parti:

- eccitazione delle frequenze protonichie(ad esempio | e S)

- evoluzione della magnetizzazione trasversaleosdtffetto del
chemical shifprotonico

- una componente della magnetizzazione di | e d{n®dulata,
rispettivamente, secondo la funzione ags] o0 cosfst;)) viene
riportata longitudinalmente (lungo I'asse parallelaampo esterno);
guesta magnetizzazione non & in equilibrio e tend@ssare, anche mediante NOE

- durante il tempo di mescolamento si verifica rihsferimento della magnetizzazione pEDSS
rilassamento trapin vicini (alla magnetizzazione di | si aggiunge wwmponente modulata secondo
cos(ost;) e alla magnetizzazione di S si aggiunge una compte modulata secondo apg())
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- evoluzione della magnetizzazione, riportata teesaimente, sotto I'effetto dehemical shiffprotonico

(si ottengono componenti della magnetizzazionescm® modulate secondo entrambe le frequenze degli
spindipolarmente accoppiati; queste danno originei &mss-picchi, nello spettro NOESY, i cui volumi
sono proporzionali a 17y

'H,°N-3D NOESY — HSQC (o TROSY)

Questo esperimento consente di individuare tutthuiclei *H che sono
spazialmente vicini atHy dei gruppi ammidici, sia degli stessi residui diealtri.
Inoltre, i segnali sono dispersi in una terza disi@me secondo le frequenze dei nuclei
di azoto. Oltre a fornire informazioni sulle distaninteratomiche (MJ 1/ds), questo
esperimento € un valido supporto per 'assegnazéeagienziale grazie alla presenza
del NOE(HA -Hni +1).

Figura 3.2-18: Rappresentazione schematica delfazione dipolare
tra i protoni di un amminoacido nell’esperimeritd,”"N-NOESY —
HSQC:

1 NOEl 15 1
HJ (tl) — HNi — N| (tZ) — HNi (t3)

L’esperimento si compone delle seguenti parti:

- eccitazione delle frequenze protonichie

- evoluzione della magnetizzazione trasversaleosdtffetto del
chemical shift protonico

- durante il tempo di mescolamento si verifica riksferimento della magnetizzazione pEDSS
rilassamento tra spin vicini

- evoluzione della magnetizzazione dei nubi sotto I'effetto dell’accoppiamento scalare coruclei
15N direttamente legatidy) e trasferimento della polarizzazion&

- evoluzione della magnetizzazione sotto I'effet@bchemical shifdi *°N

- trasferimento della polarizzazionét, per 'acquisizione del FID delle magnetizzazianevoluzione

sotto I'effetto deichemical shifprotonici

'H,%¥C-3D NOESY — HSQC (0 TROSY) ALIFATICO/AROMATICO

Questo esperimento consente di individuare tutthuiclei *H che sono
spazialmente vicini a dei gruppiC, -'H,, sia degli stessi residui che di alfic, -'H,
sta ad indicare una coppia carbonio-protone in gualsiasi posizione sulla catena
laterale alifatica o aromatica, nonché la copp@ -*H.. | segnali sono dispersi nella
terza dimensione secondo le frequenze dei nucleardionio alifatici o aromatici. Data
la notevole differenza di frequenza tra carborfatiii e aromatici, vengono acquisiti
due esperimenti separatamente.

Figura 3.2-18: Rappresentazione schematica delfazione dipolare
tra i protoni di un amminoacido nell'esperimeritd,"*C-NOESY —
HSQC Ali/Aro:

1 NOEl 13 1
HJ (tl) e HCxi e CXi (tz) — HCxi (t3)

Le considerazioni che si possono fare su questzereq sono del tutto
analoghe a quanto detto petHl,*®N-NOESY — HSQC.

3.3 ESPERIMENTI NMR SUI DOMINI STAS
Tutti gli esperimenti che saranno mostrati in segwEono stati acquisiti su
spettrometri Bruker AVANCE operanti a diversi cameiprocessati con il software
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TOPSPIN (versione 1.2 0 2.1). Le figure sono stadate grazie al software CARA (R.
Keller, Ref.).
3.3.1 DOMINIO STAS DI Rv1739c¢c Mycobacterium tuberculosis
15’N-HSQC: Numero di campionamenti (TD): 2048 (k2320 (F1)
Numero di scansioni in F2 (NS): 12
Finestra spettrale (SW): 14 ppm (F238 ppm (F1)
Campo: 14.09 T, corrispondente a una frequenzanbr protonica di
600.01 MHz
Concentrazione dello STAS: 50M
Tampone: 35 mM BHPOy/KH,POy, 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7.0
Temperatura: 298 K

Figura 3.3-1: Ingrandimento della regione N-¢tello spettrd®N,"H -HSQC di STAS (Rv1739c).
In blu sono indicati i picchiolded
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Lo spettro ®N-HSQC del dominio STAS di Rv1739c presenta unanbuo
dispersione dei segnali, indicativa di un buon lloveli strutturazione secondaria. |
picchi, inoltre sono ben risolti ed hanno una tiddérghezza di riga (compatibile con le
dimensioni della proteina e con una struttura éef@icompatta).
Una stima approssimativa dellordine di grandezzsl tempo di rilassamento
trasversale 7, del tempo di correlaziong e della massa molecolare (MM) puo essere
ottenuta misurando la larghezza dei segnali a aittaza, secondo le relazioni:

W, ,(Hz) = % 1(nS) = % MM (kDa) = 21, a 20 °C. Utilizzando alcuni segnali ben
2 2
risolti e con forma abbastanza simmetrica, sioétiena larghezza media;\y= 16.3 +

3.2 Hz (nella dimensione dH) che corrisponde ad una massa molecolare MR0.5
+ 4.0 kDa. Considerato che, a pH 7.0, lo scambimicle non é affatto trascurabile e
rappresenta un’importante fonte di rilassamento ipgruppi ammidici, tale stima,
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seppur grossolana, e in discreto accordo con Isan&sle del monomero del dominio
STAS (14.5 kDa).

Sfortunatamente, la proteina si € dimostrata estneamte sensibile alla
temperatura; il passaggio da 298 K a 308 K, fizalkia all'ulteriore riduzione della
larghezza di riga (allaumentare della temperatuila,tempo di correlazione
diminuiscé® e la magnetizzazione rilassa piu lentamente) Hattinprovocato la
completa precipitazione della proteina.

Malgrado la qualita dello spettrd®N-HSQC rendesse questa proteina
estremamente promettente, mentre si programmawdoiilaggio in un sistema di
espressione a piu alto rendimen@hémpion™ pET SUMO Protein Expression System
paragrafo 24.6), & stata pubblicata 'assegnazione NMR dellasstpsoteina da parte di
A. K. Sharma et al. (Ref.) ed il progetto e stdibamdonato.

3.3.2 DOMINIO STAS DI SULTR 1;2 (Arabidopsis thaliana
5’N-HSQC: Numero di campionamenti (TD): 2048 (k2320 (F1)
Numero di scansioni in F2 (NS): 24
Finestra spettrale (SW): 14 ppm (F238 ppm (F1)
Campo: 14.09 T
Concentrazione dello STAS: 50M
Tampone: 35 mM BHPOy/KH,PQOy, 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7.0
Temperatura: 298 K

Figura 3.3-2: Ingrandimento della regione N-ttello spettrd®N,*H -HSQC di STAS (SULTR 1;2).
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1. = 4mr3/3kT, pertanto sussiste una relazione di proporzignadiversa rispetto alla temperatura
(T). Inoltre, allaumento di temperatura diminuisaeche la viscosita del solventg) € questo fattore
riduce ulteriormente il tempo di correlazione. Undasto aumento della temperatura di 10 K provoca un
aumento di 7 pari al 24% e riduce sensibilmente la largheziasegnali, migliorando la sensibilita e la
risoluzione.
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Da un'analisi qualitativa dello spettttN-HSQC del dominio STAS di SULTR
1;2 si vede chiaramente che la maggior parte dgiadiee distribuita nella zona centrale
dello spettro, e questo rivela un elevato livelicstluttura disordinata. Inoltre, i picchi
sono scarsamente risolti ed hanno una larghezzgadpropria di un sistema che rilassa
rapidamente (verosimilmente compatibile con unaméoraggregata del dominio.
Utilizzando alcuni tra i segnali piu risolti e cdorma piu simmetrica, si ottiene una
larghezza media VY, = 30.0 + 6.6 Hz (nella dimensione '#H) che corrisponde ad una
massa molecolare MM 37.6 + 8.2 kDa. Tale stima & decisamente supealla massa
reale del monomero del dominio STAS (15.7 kDa) drgimbe dipendere dalla
compresenza di proteina monomerica e oligomerieso@milmente dimerica).

Per verificare che l'allargamento dei segnali dgesse effettivamente dalle
dimensioni molecolari e non piuttosto da meccanisinscambio chimico, é stata
analizzata lintensita di alcuni picchi ben risoliella regione metilica di spettri
monodimensionali, variando i tempi di evoluziondadenagnetizzazione trasversale.

Si & quindi sfruttata la relazioriec e/™2 | dove | & l'intensita del segnale e t la durata
dell’'evoluzione trasversale. Dal rapporto tra kensita dei segnali di spettri raccolti per
(tx—ty)

In (Iy/lx) )
Essendo ilAt utilizzato pari a 0.0056 s e il rapporto tra éensita J/Ix = 1.44088 *
0.00115, si ottiene una stima della massa molee®iM = 26.1 + 1.0, che conferma la
presenza di dimero in soluzione.

L’acquisizione di spettri a diverse temperature h#ine dimostrato
limpossibilita di migliorare significativamente Gualita degli spettri.

tempi di evoluzione diversi, si ottieng ¥

Figura 3.3-3: Ingrandimento della regione N-#tello spettrd®N,*H -HSQC di STAS (SULTR 1;2) a tre
temperature diversc/ : 288 K, «/e: 298 K,e/e: 303 K. | picchifoldedsono evidenziati in azzurro/blu.
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Si é ipotizzato che, essendo la proteina immersa irmmpone con caratteristi-
che riducenti (5 mM DTTJ® linterazione tra i monomeri fosse mediata daesfigi
idrofobiche. L’aggiunta di detergente (6 mM CHAPS@@N ha tuttavia fatto regredire
tali interazioni, né ha stabilizzato la forma moresita.

Figura 3.3-4: Ingrandimento della regione N-tllo spettra®N,"H -HSQC di STAS (SULTR 1:2) in
assenzae() e presenzas() di CHAPSO 6 mM (T = 303 K)
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Dopo circa 60 ore dallinizio degli esperimenti, dampione ha iniziato a
dimostrare una progressiva opalescenza ed e imfieeipitato in modo massivo,
rendendo impossibile effettuare altre analisi. Datagua instabilita, il dominio STAS

della proteina SULTR 1;2 si e quindi rivelato dettd inadeguato ad effettuare gli studi
strutturali prefissati.

3.3.3 DOMINIO STAS DI PRESTINA (Rattus norvegicups
>’N-HSQC: Numero di campionamenti (TD): 2048 (k2360 (F1)
Numero di scansioni in F2 (NS): 16
Finestra spettrale (SW): 12 ppm (F230 ppm (F1)
Campo: 14.09 T
Concentrazione dello STAS: 5pM
Tampone: 35 mM BHPOy/KH,PO,, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 7.0

145 La purificazione della proteina in ambiente ricutee(5 mM DTT o 10 mMs-mercaptoetanolo) o in
ambiente non riducente non ha dimostrato signifieadifferenze nei cromatogrammi di gel filtrazione
che, in entrambi i casi, hanno presentato un piticritario compatibile con le proprieta idrodinaime

del dimero.

Sottoponendo la proteina a concentrazione pereaygemmn campione adeguato alle esigenze dellNMR, &
verosimile che I'equilibrio venga spostato verséolanazione del dimero.

La proteina si € inoltre rivelata estremamente ibgasall’agitazione meccanica e al congelamento,
nonché alla proteolisi del dominio SUMO ad essatieg
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Temperatura: 298 K

Figura 3.3-5: Ingrandimento della regione N-ttello spettrd®N,*H -HSQC di STAS (Prestina).
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Da un'analisi qualitativa dello spetttdN-HSQC del dominio STAS di Prestina
si vede che la proteina e sostanzialmente strt#turaa presenta alcune regioni in
random coil (alcuni picchi molto stretti e intensi nella zooantrale dello spettro). Il
livello di dispersione non € ottimale per I'assegjoae, in quanto sono presenti molte
sovrapposizioni.

Inoltre, molti picchi presentano delle severe asatrtia, probabilmente
attribuibili alla compresenza di conformazioni mitarie stabili, con risonanze
protoniche K molto simili a quelle della conformazione prindgpa

Infine, la grande differenza nelle intensita deighi dello spettro suggerisce che
alcuni residui subiscano un rilassamento partioodante rapido. A differenza del
dominio STAS di SULTR 1;2, pertanto, non c’é quinsh problema di aggregazione
che altera il tempo di correlazione della protdoh@terminando un allargamento di tutti
I segnali), ma piuttosto uno scambio chimico/comfazionale in un regime di tempi
intermedi (kx= Aw/2r) che coinvolge alcune regioni della proteina.

Stimando la massa molecolare sulla base del rapparie intensita degli stessi
segnali per t diversi si ottieng/lk = 1.31264 + 0.06963, MM 19.4 + 3.6. L’accordo
con la massa reale del monomero del dominio STA®(®@Da) e abbastanza buono.

Per verificare se attribuire l'allargamento deirsggallo scambio chimico tra i
protoni ammidici e i protoni del solvente, sonotistaccolti spettri a diversi pH. |
protoni piu sensibili a questo fenomeno sono evE®ente quelli piu esposti al
solvente e non stabilizzati dalla presenza di tstreitsecondarie o da ponti idrogeno in
generale. La diminuzione del pH (fino a pH 3, sdasdigura 3.1-2) rallenta molto
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sensibilmente questo scambio e pud determinareotevole aumento di intensita di
alcuni picchi.

Naturalmente, la scelta del pH & condizionata dait@ isoelettrico (pl) della
proteina in quanto, soprattutto alle alte concemra, un avvicinamento del pH al pl
puo determinare la precipitazione della proteina.

Figura 3.3-6: Ingrandimento della regione N-ttllo spettrd®N,*H -HSQC di STAS (Prestina) a quattro
pH diversi:e: pH 6.4, : pH 6.8,e: pH 7.0,e: pH 7.4; concentrazione 5@, NS: 16.

I10.|[l C I9.|5 I
H

Dagli spettri appare evidente che, passando da @Ha76.4 alcuni picchi
compaiono e diventano progressivamente piu intéesi.evitare 'effetto dello scambio
con il solvente sui segnali dei gruppi ammidiceésquindi scelto di operare a pH 6.5
negli esperimenti successivi.

Un altro fenomeno particolarmente evidente é loss&puento graduale di alcuni
segnali; cio dipende dalla prossimita di alcunipgrivtammidici a dei gruppi ionizzabili
(in questorange di pH, si tratta essenzialmente dei gruppi imidazdelle catene
laterali di istidina). L'abbassamento progressieduH tende a spostare I'equilibrio del
gruppo imidazolo dalla forma neutra verso la forcaaica (protonata). Il processo di
scambio N——= N-H risulta estremamente rapidccljana causa del processo di
tautomerizzazione tra i grupgi; e &) e, di conseguenza, anche la variazione
del’ambiente chimico locale &€ molto rapida. Peanin gruppo ammidico posto nelle
vicinanze, sperimenta una rapida interconversiai@e ambienti chimici e le sue
frequenze di risonanzay e oy rappresentano dei valori medi, ponderati sulla lokedle
due popolazioni (N— N-H dellimidazolo)eRanto, al variare del pH, il picco
ammidico si sposta gradualmente tra due valoritdimecorrispondenti agli ambienti
chimici determinati dalla completa deprotonazioNg ¢ dalla completa protonazione
(N-H).
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Dopo aver verificato la stabilita nel tempo deltatpina a variazioni di pH e ad
elevati livelli di concentrazione (fino a 1.2 mM,stato deciso di proseguire gli studi
strutturali tramite tecniche di NMR tridimensionahedoppia e tripla risonanza.

A tale scopo @ stato prodotto un campione con @oaircatura isotopicaC, »N.

Gli esperimenti necessari per I'assegnazione cdampmlelle risonanze e per la
determinazione della struttura sono stati acqupeiisso il Biocentro dell’lstituto di
Chimica Biofisica dellUniversita Johann Wolfgarigoethe di Frankfurt am Main
(Marie Curie-Strasse 9, 60439 Frankfurt, Germania)i esperimenti hanno richiesto
circa 45 giorni di tempo macchina su spettromedadtdti di Cryoprobg di diverso
campo magnetico statid®y, compreso tra 11.7 W{ = 500 MHz) e 22.313 Tvf; = 950
MHz), uno dei piu intensi campi disponibili in Ey@ L’accesso a questo centro é stato
reso possibile grazie al progetto europeo EU-NMiRarziato dalla Commissione
Europea.

3.3.4 ASSEGNAZIONE DELLE FREQUENZE DI RISONANZA DI *H, **C E™N
DEL DOMINIO STAS DI PRESTINA

Gli esperimenti che verranno mostrati in seguiteosstati condotti su un
campione di STAS 1.15 mM, in tampone 35 mMMHROW/KH2POy, 50 mM NacCl, 1
mM EDTA, 10 mM DTT, a pH 6.5 e alla temperatur@2€8 K. Tutti gli esperimenti
sono stati acquisiti in modalita TROSY.

Figura 3.3-7: Rappresentazione
tridimensionale dello spettro
'H,*C-HCACO (con acquisi-
zione sul carbonio). Le dimen-
sioni dello spettro sono'H,;
(F1),%%C, (F2),Cs (F3).

Figura 3.3-8: Rappresentazione tridimen-
sionale dello spettrdC,**N,"H-HNCA.

Le dimensioni dello spettro sonGC, ;. 1
(F1),**N; (F2),*Hyi (F3).
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Figura 3.3-9: Rappresentazione tri-
dimensionale dello spettrdC,**N,*H-
HNCACB. Le dimensioni dello
spettro sono*Cp i -1 (F1), N (F2),
"Hi (F3).

|

Figura 3.-9: Rapprese-
tazione tridimensionale
dello spettro **N,'H-3D
NOESY. Le dimensioni %
dello spettro sono:'H ]
(F1),**N (F2),*Hy (F3).
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Figura 3.-10: Rappresentazione tridirr-
sionale dello spettrd®N,"H-TROSY. Le
dimensioni dello spettro sond°N (F1),
Hy (F2).
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Per gestire gli esperimenti tridimensionali e plotassegnare, & necessario
visualizzarli come proiezioni bidimensionali. Gemlenente, negli esperimenti che
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sfruttano le risonanze del gruppo ammidico, la gmoine principale é quella che
individua il piano H, — N (corrispondente aPN,*H-TROSY), sulla cui verticale sono
individuati i picchi che permettono di individuale connessioni con altri atomi del

backboneo delle catene laterali. Negli es-

Figura 3.-11: Un picco di un esperimen

perimenti che sfruttano i gruppi C-H, Ia trigimensionale e la sua proiezione sul

hY

proiezione principale € quella corrispondentepiano HSQC.

ad un'*C'H-TROSY.
Se si considera il cilindro a base

ellittica che ha per base la proiezione dgj -, |
picchi sul piano principale, la sua altezza ~~

individua la terza dimensione. Dalla
proiezione di questo cilindro (che ospita tutti i
picchi tra loro correlati) risultano due strisce
(strip) le cui coordinate sono rappresentate da
ciascuna delle dimensioni del piano principale
e dall'altezza del cilindro.

A titolo esemplificativo, nelle pagine
seguenti sara mostrata I'assegnazione,
completa di tutti gli spettri, del segmento lle
131 — His 132 — Asp 133 del dominio STAS di

H

-~

Picco

Cilindro
<— 3 base
ellittica

'H

Prestina. Tutte le immagini delle proiezioni sortteoute con lausilio del software

CARA, che é anche stato utilizzato per 'assegnezio

Figura 3.3-12: Allineamento delkrip del frammento 1131 - H132 - D133 nelle dimensibRi— Co,
tratte dagli spettri HN(CA)CO e HNCO. Le proieziatei crosspicchi sul piand°N,*H-TROSY sono
presentate al di sotto delle rispettsteip. a, b e c indicano dei piani perpendicolari alla paginayai

all'altezza decrosspicchi.
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Figura 3.3-13: Piar, b ec di dimensioni"Hy —**N individuati all'altezza dei cross-picchi nelloepo

HN(CA)CO per il frammento 1131 - H132 - D133. Péascun piano € indicata la coordinata verticale
13
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Per ragioni di spazio verranno in seguito mosisatianto gli allineamenti tra
strip, ma ciascuno degli spettri analizzati deve ess#eso come una serie di piani
sovrapposti che ospitano i cross-picchi corrispotidad una certa coordinata nella
terza dimensione (I'altezza del cilindro), in amagocon quanto mostrato per lo spettro
HN(CA)CO.

Figura 3.3-14: Allineamento delkdrip del frammento 1131 - H132 - D133 nelle dimensibRi— Gy g,
tratte dagli spettri HN(CO)CACB e HNCACB.
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Figura 3.3-15: Allineamento delkrip del frammento 1131 - H132 - D133 nelle dimensibRi— G,
tratte dallo spettro HNCA.
A destra & invece riportata la proiezione delldatspeC-detectedHCACO sul piano 1k — 13Gu.
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Figura 3.3-16: Allineamento delkrip del frammento 1131 - H132 - D133 nelle dimensibRi— Hy,
tratte dagli spettri HBHA(CBCACO)NH e H(CA)NH.
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Figura 3.3-18: Allineamento dellstrip
del frammento 1131 - H132 - D133 nelle

dimensioni K — H,, tratte dallo spettro
H(CCCO)NH.
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Figura 3.3-17: Allineamento dellestrip del
frammento 1131 - H132 - D133 nelle dimensioni

Hn— C,, tratte dallo spettro (H)CC(CO)NH.

1131
121.80

H132
117.91

D133
115.62

1131 H132 D133 1
121.80 117.91 115.62 H,
H(CA)NH= | r2

H(CCCO)NH|

e

L H3THG2 [T
s
| H HI13ZHG13 11

e HIHD1 T1Y
e

— [HHIIYHB [131

W H1zuHE12 1

7.76

99



Figura 3.3-18: Catena laterale di 1131. Allinearoesillestrip (corrispondenti ad ogni copptaC —H)
del residuo 1131 nelle dimensionj, H H,, tratte dallo spettro HC(C)H — TOCSY.
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1 . ,
- .____;Hx Figura 3.3-19: Catena laterale di H132.

Allineamento dellestrip del residuo H132 nelle
dimensioni Hpg — H,p, tratte dallo spettro
HC(C)H — TOCSY.

Sotto: correlazione tr&C; e *Hs, nello spettro
(HB)CB(CGCD)HD, e tra'H;; e Hy nello
spettro (H)C(NC)H.
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I % Figura 3.3-20: Catena laterale di D133.

Allineamento dellestrip del residuo D133 nelle
dimensioni Hpg — Hyp, tratte dallo spettro
HC(C)H — TOCSY.

Tabella 3.2-5: Esperimenti acquisiti per 'assegoaz del dominio STAS di Prestina e principali para
metri di acquisizione: numero di campionamenti (Ti)mero di scansioni (NS), finestre spettrali (SW)

Esperimento Numero di Numero di | Finestra Campo B
(mod. TROSY) campionamenti | scansioni | spettrale P
13
Co 66 12 ppm
"Hy 1024 | 2 11 ppm | 900.09 MHz
13
Co 128 13 ppm
21.14 T
HN(CA)CO N 216 30 ppm
"Hy 1024 | 8 11 ppm | 900.09 MHz
™H, 48 4 ppm
14.09 T
13C - det. HCACO | °C, 76 29 ppm 09
BCo 512 | 8 18 ppm | 150.90 MHz
13
C 88 28.4 ppm
HNCA N 128 30 ppm 16.447
THy 832 | 24 10.5 ppm 700.17 MHz
13
Cop 80 60.5 ppm
21.14 T
HN(CO)CACB N 216 30 ppm
"Hy 1024 | 4 11 ppm | 900.09 MHz
13
Cop 176 60.5 ppm
HNCACB N 216 30 ppm 211471
"Hy 1024 | 4 11 ppm | 900.09 MHz
H, 96 4 ppm
11.74 T
H(CA)NH N 80 30 ppm
"Hy 384 | 48 6 ppm 499.80 MHz
H, 152 5.8 ppm
HBHA(CBCACO)NH | N 156 30 ppm 16.447
THy 832 |8 10.6 ppm 700.17 MHz
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13
C, 152 66.3 ppm
14.09 T
(H)CC(CO)NH N 160 30 ppm 09
THy 768 | 8 11 ppm | 599.88 MHz
1
H, 172 6.4 ppm
14.09 T
H(CCCO)NH N 160 30 ppm 09
"Hn 768 | 8 11 ppm | 599.88 MHz
1
H, 192 6.4 ppm
18.79 T
HC(C)H-TocCsY | ®c, 256 65.4 ppn 8.79
H, 1024 | 8 11 ppm | 800.13 MHz
13
Cs 88 29.3ppm 16.44 T
HB)CB D)HD
(HB)CB(CGCD) "H; 768 | 384 8.5 ppm| 700.17 MHz
(HB)CB(CGCD)H Bc, 100 29.2 ppm 18.79 T
— TOCSY (Phe/Tyr) | 'H, 1024 | 768 8.5 ppm| 800.13 MHz
HVCINOH (Hi BCus2 | 160 27.9 ppm 18.79 T
(H)CNCIH (His) Hs2er | 1024 | 192 8.5 ppm| 800.13 MHz
N 216 30 ppm | 21.14T
1550 1
N,'H-TROSY
’ oS THy 2048 | 2 15 ppm | 900.09 MHz
BcH-TROSY c, 400 80.2 ppm 18.79 T
(aromatici) H, 1024 | 4 11 ppm | 800.13 MHz

L’'assegnazione della catena principale e dellenealaterali € stata completata
per I'86% degli amminoacidi.

Tabella 3.2-6: Chemical shifts della catena prialgpe delle catene laterali degli amminoacidi del
dominio STAS di Prestina. A sinistra € indicatas&guenza amminoacidica. | (...) indicano risonanze
non individuate, o non univocamente assegnabili.

residuo | N Hy o ¥c, | ™H, *c, H,
177.15¢ [ 62.91( [ 4.50¢ B [31.79¢ [2.206,1.79
P2 y [27.100 [ 1.92¢
5 [50.28¢ [ 3.694, 3.58
Sz 116.74:| 8.68% [ 174.37:| 59.92: | 4.31¢ B | 62.94. | 3.824,3.73
5 118.06' | 8.87: [ 173.07(] 61.66¢ | 4.49: B [ 72.02: | 3.94(
y2 [ 21.66¢ | 1.25:
130.57: | 9.32. [ 174.95( ] 62.90: | 4.64: B [31.55¢ | 2.10(
V6 y1[22.047 [ 1.19(
y2 [ 21.54¢ | 0.95¢
124.41¢] 8.31¢ [ 176.35: | 52.36( | 5.04¢ B [44.22¢ | 1.509, 1.32
L7 y [26.487 | 1.49¢
31[25.97° [ 0.78¢
32 [21.78° [ 0.57¢
G8 105.03( [ 8.701 [ 170.61( | 43.52¢ | 4.38¢ 3.17¢
Q9 119.26: | 8.84F | 177.12 [ 53.72:| 4.63¢ B [33.12: [2.098, 1.69
y [33.12: | 2.084,1.94
130.33( | 8.29C [ 175.12: | 52.71¢ | 4.56" B [ 40.80¢ | 1.400, 1.63
y [26.68¢ | 1.39¢
L10 31[24.48. [ 0.73:
32 [ 24.41« [ 0.73:
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| 176.14: | 64.21¢] 4.15¢ B |31.84¢ [ 2.258,1.83(
P11 y | 27.73¢ | 2.147,1.98
3 [50.77¢ | 4.150, 3.54
D12 115.65¢ | 8.771 | 174.88! | 55.54¢ | 4.25¢ B ]39.37° [2.898,2.84
13 108.37' [ 7.58¢ | 172.85¢ | 60.31: | 4.77¢ B |72.620 [ 4.16¢
y2 [ 20.38¢ | 1.03¢
D14 118.19: | 8.061 | 174.63. | 52.15: | 4.42( B |39.28¢ [2.448, 2.00
119.94' [ 7.91« | 173.94: ] 62.14( | 4.00¢ B |32.67¢ [2.01
V15 y1l | 21.45: | 0.82:
y2 [ 21.11¢ | 0.821
125.01° | 8.08¢ [ 175.78( | 56.32¢ | 5.397 B [39.95¢ [2.696, 2.59
Y16 5 [133.18 | 6.78(
e | 117.20¢ | 6.57¢
119.83: | 8.69¢ [ 173.20¢ | 59.34¢ | 4.60¢ B |43.45. [ 1.75:
117 y1[26.39C | 1.411,1.01
y2 [ 17.66¢ | 0.87:
31]13.89: | 0.74¢
D18 122.67(][ 8.05: | 177.20¢ [ 54.60( | 4.40¢ B [41.72¢ [2.720,2.62
125.45 [ 8.56¢ | 175.38( | 62.27: | 3.93¢ B |38.66¢ | 1.68:
19 y1[26.93¢ |1.393,1.27
y2 [ 18.00( | 0.87<
31]14.99: |0.831
D20 118.14' [ 8.40¢ | 177.56( [ 54.07( | 4.69: B |41.050 [2.723,2.54
A21 122.55! | 8.06: | 177.22« | 54.26( | 3.93¢ B ]19.98. [1.31¢
110.54 [ 6.92: | 175.89¢ | 56.08( | 4.74( B |41.11« [3.321,2.63
Y22 5 [133.47(]7.131
e |117.88! ] 6.79¢
E23 122.95( ] 8.93¢ [ 177.31! ] 58.56¢ | 4.15¢ B |29.64. | 2.02¢
y [36.05. | 2.301
E24 114.73.] 8.53: [ 176.29( | 57.50¢ | 4.12( B |29.30¢ [2.055,1.84
y [36.51¢ | 2.23¢
118.02(| 7.15( [ 175.12: | 63.43( | 3.77¢ B |31.31¢ |2.07¢
V25 yl | 22.81¢ | 0.97¢
y2 [ 22.26¢ | 0.77:
123.93:] 8.05¢ [ 176.73t | 53.98: | 4.88¢ B |35.88. [1.913,1.79¢
y [23.84¢ | 1.52¢
K26 5 [28.68¢ | 1.774,1.71
¢ | 42.02« | 3.01¢
E27 121.97' | 8.83¢ [ 175.79:! | 57.49¢ | 4.31¢ B [30.93( [2.411,1.88
y [39.57¢ |2.386,2.11
127.72¢] 9.86¢ [ 174.36. | 58.31* | 4.37¢ B [38.91¢ |1.797
128 y1[27.53¢ | 1.624,1.27
y2 [ 17.22¢ | 0.95¢
31 ] 14.24( | 1.01«
| 177.31+ | 63.96 | 4.24: B [ 31.66¢ [2.317,1.92
P29 y | 27.65¢ | 2.159, 1.99
5 |[50.90¢ | 4.069, 3.68
G3C 111.63( [ 8.76 | 172.26. [ 44.80( | 4.082 3.85¢
120.33:[ 7.99¢ | 175.56! | 59.36" | 5.00¢ B [41.33¢ [1.5%
31 y1 [ 27.67C | 1.430, 0.66
y2 [ 17.21¢ | 0.59¢
31 ] 14.59¢ | 0.86¢
128.20' | 8.30¢ [ 173.57. | 52.43: | 4.62: B [34.328 [1.411,1.33
K32 y [24.23C | 1.177,0.94
5 | 27.50: |1.649,1.59
e |41.38. |2.906,2.74
123 125.52:] 9.03¢ [ 174.52: | 59.92: | 4.75¢ B [38.67( | 1.781
y1[27.50: | 1.595, 0.44
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y2 [ 18.49: [ 0.58¢
31 [ 13.867 | 0.56:
123.39¢ | 9.05¢ [ 174.54. ]| 54.26: | 5.48¢ B |41.83¢ | 2.811, 2.60
3 |131.30(] 6.861
F34 ¢ | 130.63! | 7.06"
¢ [129.22(] 7.10¢
Q35 124.09: | 9.89¢ [ 174.45.] 55.07¢| 4.79¢ B [32.35¢ | 2.280,1.90
y [34.91¢ | 2.400,1.93
126.99!' | 7.76¢ | 175.85' | 60.64: | 3.94( B [35.94¢ | 1.53(
36 y1[26.617 | 0.980, 0.85
y2 [ 18.04¢ | 0.67F
31[10.67C [ 0.31:
| 176.72(] 62.74. | 4.40F B [31.80¢ | 2.274,1.89
P39 y [ 27.13¢ | 2.020, 2.00
3 [50.30% | 3.64:
121.67(] 8.53¢ | 176.31(] 56.27:| 4.47] B [38.40C | 1.70¢
40 y1[26.50: | 1.41¢
y2 [ 17.317 [ 0.78(
31[13.41: [ 0.61:
| 176.66: | 56.72¢ | 4.14F B [32.45 | 1.82
y [24.56. | 1.450,1.39
KS3 5 [28.89¢ | 1.62:
e | 41.66° [ 2.91:
| ... | 56.76 | 4.16¢ B [30.15¢ | 1.721, 1.67
R54 y [ 27.100 [ 1.55¢
5 [43.20: [3.143,3.03
8.437 | 176.74 | 56.05( | 4.41¢ B [32.88. | 1.902,1.81
y [24.65( | 1.510, 1.46
KSS 5 [28.76¢ | 1.70:
e | 42.080 | 3.02¢
156 113.66' | 8.127 [ 175.01: | 61.83¢| 4.36" B |69.62: | 4.25]
y2 [ 21.367 | 1.17¢
G57 110.80: [ 8.41¢ [ 174.54:] 45.247] 4.051 3.99(
118.82: | 8.04¢ | 176.30: [ 62.42: | 4.13¢ B [32.327 [2.11¢
V58 y1]20.86% | 0.94
y2 [ 20.17C [ 0.92]
N5 121.43.] 8.65. | 175.70! | 53.377] 4.76( B |38.58¢ [2.905, 2.80
G6C 109.63. | 8.43¢ | 174.55¢ | 45.34¢ | 4.065 3.951
S61 115.63! | 8.24¢« | 174.54: | 58.59: | 4.47¢ B [63.68" [3.941,3.90
E62 121.91(] 8.55¢ | 176.01: [ 56.49¢ | 4.321 B |29.95¢ [2.065,1.94
y [36.14f | 2.27¢
N63 119.40. [ 8.50¢ [ 174.36([ 53.127 [ 4.67¢ B |38.39¢ [2.840,2.75
121.18( ][ 7.94¢ | 174.87¢[ 59.05( | 3.90¢ B |38.43« | 1.78¢
64 y1[26.41¢ | 1.271,1.22
y2 [ 17.937 [ 0.61F
31 [ 11.53" [ 0.60¢
121.66: | 9.157 [ 176.09( | 55.12 | 5.08: B [32.30: | 3.234,3.05
H65 52 [110.87: [ 7.197
el [ 138.62¢ | 7.61¢
T66 119.63( | 7.38. [ 171.33: | 62.05: | 5.15: B [73.397 |3.71«
y2 [ 21.05. | 0.63¢
127.49' | 9.06¢ [ 173.84¢] 59.95: | 4.65: B [34.04: | 1.48¢
V67 y1 [ 21.06¢ | 0.41¢
y2 [ 20.77C | 0.67:
68 126.44 | 9.28¢ [ 173.92" | 59.60" | 4.68] B [39.79: | 1.531
y1 [ 28.31¢ [ 1.50¢
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y2 [ 16.99: [ 0.59:

31]15.13¢ | 0.58¢
125.91:] 9.08: [ 174.79( | 52.17.] 5.28¢ B |43.08¢ [2.180,1.11
y [26.617 | 1.71¢

L69 31]24.66% | 0.83¢
32 25.62: | 0.78¢

D70 122.86( [ 9.20: [ 177.28¢ | 53.39! | 5.25¢ B [43.020 [2.689 2.24

128.51: [ 9.76¢ | 177.30. | 58.23! | 4.50¢ B [ 40.25¢ [3.506,2.94
5 [130.85: | 7.18:

Frl ¢ | 131.15¢ ] 7.20¢
¢ [127.99: ] 6.85¢

172 120.21( | 8.88 [ 176.48! | 67.79¢ | 4.13¢ B |69.067 | 4.20(
y2 [ 21.99 | 1.45¢

Q73 117.55(] 9.76¢ [ 175.42: | 54.87¢ ] 4.34¢ B | 27.86¢ |2.360,1.93
y [33.46. | 2.355,2.25

7.64¢ [122.99 ] 179.60( | 65.78¢ | 3.74" B [31.32: [2.10¢

V80 y1l | 22.39¢ | 1.07¢
y2 [ 20.97¢ | 0.94¢

G81 113.14! | 8.61¢ | 174.50: | 47.27:] 4.021 3.84:

121.58. ] 8.66: | 177.09! | 67.73¢ | 3.40: B [31.03: [2.06:

V82 y1 | 22.52¢ | 1.08(

y2 [ 22.987 | 0.99¢
120.33. | 7.99¢ [ 180.39( | 59.43! ] 4.13¢ B [32.00: [2.01F

K83 y [24.88 |1.612,1.51
5 [29.10¢ [1.716,1.62
e | 41.97C | 3.00:

Ta4 118.11( | 8.46¢ [ 176.88: | 66.50: | 3.95¢ B |68.077 |4.43:
y2 [ 20.48. | 1.22¢

124.45(] 8.48( [ 177.94. | 57.78: | 4.11¢ B |41.620 [2.043,1.39
y [26.66: | 1.64¢
L85 31]22.49C | 0.90:
32 26.47« | 0.51¢

A86 121.241]9.02¢ [ 180.82( [ 55.53¢ | 4.03¢ B [17.607 [1.58¢

G87 106.03' | 8.01f | 175.89¢ | 47.00: | 4.060 3.97:

124.541 [ 8.00¢ | 177.72: | 64.80¢ | 3.87: B [38.30: [2.16:

188 y1[28.687 |1.817,1.13
y2 [ 16.56( | 0.92¢
31]13.49¢ | 0.75¢

118.76. | 8.44¢ [ 179.29: | 67.16: | 3.591 B |31.56. | 2.25¢

V89 y1 | 22.07C | 1.16¢

y2 [ 21.09¢ | 1.01:
120.81: | 7.91¢ [ 177.76( | 59.29: | 4.13] B |32.52: [2.046,1.93

K90 y [24.69¢ |1.493 1.41
5 [28.730 [1.711,1.64
e | 42.140 | 3.02]

Eo1 119.64 | 8.45¢ [ 180.26¢ | 59.43! | 4.01¢ B |29.21¢ [2.060, 1.94
y [36.33« | 2.307,2.15

8.107 |[116.97']178.82: | 61.93" ] 4.18" B |36.22¢ [2.93¢2.77¢

Y92 5 [132.39:] 7.09¢
¢ | 117.25:] 6.65¢

G93 110.17¢[ 8.41« [ 178.14( [ 47.33¢ ] 3.94( 3.79¢

D94 122.44. ] 8.52¢ | 178.06¢ | 56.54! | 4.52; B [40.21« [2.871,2.69¢

110.21:[7.381 | 176.00° | 59.99: | 4.67: B [30.78. [2.57¢

V95 y1 | 18.99: | 1.04¢
y2 [ 21.25. | 0.92¢

G9€ 109.08! | 7.82¢ | 173.94: | 45.89: | 4.105, 3.70¢

197 122.13.]8.081 |175.17 | 60.63: | 4.14: B [39.20% [ 1.64¢
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y1[27.84f [ 1.573,1.03¢
y2 [ 16.95. | 0.53]
31 [ 13.63: | 0.84¢
127.37:| 7.96¢ [ 173.75: | 58.97: | 3.98¢ B [39.720 | 2.6742.43¢
Y98 5 [132.98(] 7.30:
¢ | 118.04 ] 6.87¢
122.10¢ | 7.711 [ 173.86( | 60.12: | 5.07¢ B [33.04: | 1.97¢
V99 y1 [ 20.94¢ | 0.80:
y2 [ 22.45: | 0.78F
122.69! | 8.94: [ 174.93 | 51.88( | 5.80¢ B | 40.63( | 3.18( 2.75]
Y100 5 [ 132.44{] 6.68¢
¢ |118.13(] 7.02¢
121.65(] 9.23¢ [ 175.08: | 53.42: | 5.24: B [42.43: | 1.857,1.11¢
y [28.07¢ [ 1.73¢
L101 31 [ 24.80¢ [ 0.71:
32 [ 24.61: | 0.64:
A102 | 12558 9.38¢ [ 177.05: [ 49.17:[ 5.43¢ B |21.18¢ |0.98¢
G10: | 107.400[7.827 | .. 47.08: | 3.99¢ 3.80:
C104 | 117.71.][8.71¢« [175.91:]59.91« ] 4.11: B [27.67« [ 2.68%2.43:
S10¢ | 123.83:[9.69¢ [ 173.96« | 56.60: | 4.42: B | 64.987 | 4.44¢ 4.29¢
A106 | 122.71']| 8.94( | 180.46 | 55.30: | 4.02( B | 17.44¢ [ 1.46:
Q107 117.27 [ 8.34. | 177.46([ 58.58¢ | 4.01: B |28.17C [2.2932.10:
y [33.55¢ | 2.67% 2.50¢
121.09: | 7.53¢ [ 178.20. | 66.78!]| 3.73] B [31.16: | 2.09(
V108 y1 ] 25.28. | 0.89:
y2 [ 21.60: | 0.73¢
120.22° | 8.757 [ 179.82¢] 68.03" | 3.55¢ B [30.89: | 2.10¢
V109 y1 [ 23.57¢ [ 0.907
y2 [ 21.24t | 0.92¢
N11C | 123.13 [ 8.37¢ [ 177.62: [ 56.75¢ | 4.54¢ B |37.62: [ 3.067,3.02]
D111 [ 125.72¢] 8.87¢ [ 179.86. | 58.13 | 4.44( B | 40.627 | 2.88(
121.49:]8.94¢ | 178.97¢[ 58.31« | 3.78¢ B | 41.69¢ | 2.07( 0.78:
y [25.89f | 1.64¢
L112 31[25.21: [ 0.34
32 [ 22.57¢ [ -0.13:
T113 116.97 | 8.717 [ 179.29( | 66.50: | 4.26¢ B |68.76! | 4.56¢
y2 [ 20.85¢ | 1.37¢
S11¢ | 119.45([9.28F [ 174.50¢] 61.16( | 4.32: B | 62.70¢ | 4.07% 4.02:
N11E | 116.64¢| 7.25¢ [ 172.64( | 53.70: | 4.97¢ B |39.43 | 3.0812.67¢
109.11: [ 7.78¢ | 176.65¢ | 57.85¢ | 4.201 B | 25.88¢ [ 2.14¢2.10:
R116 y [ 27.41¢ [ 157«
5 [43.020 | 3.23¢
119.87: | 8.37¢ [ 175.70: | 61.11!] 3.91% B [ 41.20¢ | 2.7211.76]
5 [132.26¢ ] 6.12(
Fi17 e | 129.79 | 6.84¢
{ ]128.45'] 6.91¢
109.71: | 7.971 [ 175.14( | 55.49" | 4.65¢ B [37.377 | 3.40¢ 2.86¢
5 [132.14(] 7.24]
F118 e | 131.25:] 7.37(
¢ ]129.02:] 7.16°
E119 120.53 | 7.127 [ 177.73¢] 58.97 | 3.94] B [29.21. | 2.07: 2.02¢
y [36.21« | 2.31¢42.28(
N12C [ 115.13(] 7.61% [ 174.88!] 49.34¢] 5.09¢ B |38.01: | 3.03¢2.79(
178.69: | 64.21: [ 4.30¢ B |31.67. [2.41¢2.05¢
P121 y | 26.79: | 2.08:
3 [51.05¢ [ 4.10¢ 3.98¢
A122 | 121.61(] 7.88¢ | 180.25([ 54.01: [ 4.23¢ B |17.95 | 1.43;
L123 | 117.69:[ 7.88¢ | 178.64! [ 56.77" | 4.24¢ B |40.217 [ 1.84¢ 1.62¢
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y [28.19: [ 1.64(
31]22.78¢ | 0.68:
32| 24.61: | 0.65¢
117.86' | 7.74¢ [ 178.44( | 58.84( | 3.94¢ B [31.91. [1.73(
y [25.35¢ | 1.307 0.89:
Kl24 5 [28.73¢ | 1.4641.39]
¢ | 41.480 | 2.67:
Elps  |115.12 [ 7527 [ 176.31([ 56.41: | 4.15¢ B |28.63t [2.27( 1.98¢
y [35.95( | 2.34¢ 2.28:
116.40' | 7.50¢ [ 175.46 | 54.76¢ | 4.54: B | 40.64: [2.53¢2.17¢
y [27.14¢ | 2.09:
L126 31]25.410 | 1.30¢
32| 21.45( | 1.27¢
118.22¢ | 6.82( [ 176.35: | 55.24¢ | 4.99: B |42.46: | 1.53¢
y [28.73t | 1.76¢
L127 31 ] 25.41¢ | 1.00¢
32 | 25.51( | 0.917
120.97:] 9.02¢ [ 176.94. | 56.43¢ | 4.62¢ B | 43.86: [3.1212.55¢
d [131.67:]|7.01]
F128 e | 131.34( ] 6.54(
¢ [129.00( | 6.69:
| ... | 174.93 | 58.70¢ | 4.54¢ B | 29.24( [ 3.42: 3.35¢
H129 32 | 120.05! | 7.30(
el [ 137.70¢ | 8.22¢
S13( | 108.93. | 7.82¢ [ 174.36¢ | 55.65: | 4.91¢ B | 67.40: [ 4.311 3.90¢
121.79' [ 8.68« | 177.31: | 65.81! | 3.07( B ]38.397 [1.32¢
y1[28.94( | 1.697 0.37"
131 y2 [ 17.12: | -0.11¢
31]14.870 | 0.74¢
117.90¢ | 8.68¢ [ 176.94: | 59.85¢ | 4.23: B |30.45( [ 3.49¢3.19(
H132 52 ] 118.771 | 7.20¢
£l | 138.04 | 7.94«
D132 | 115.62: [ 7.76z [ 178.40: ] 57.231] 4.27- B |41.37: [3.0752.93¢
A134 | 123.99'| 7.46. | 178.31: | 53.80: [ 2.40] B |18.20( [ 1.03¢
122.08: | 8.501 | 179.33. | 67.00¢ | 3.18¢ B |31.38( [ 2.04¢
V135 y1l | 22.84¢ | 0.741
y2 [ 20.25: | 0.78(
120.40' | 8.16¢ [ 180.13¢ | 57.78¢ | 3.96( B | 40.69¢ [ 1.627, 1.44¢
y [26.43¢ | 1.35¢
L136 31]24.57¢ | 0.75]
32 22,560 | 0.75]
G137 | 106.40¢{[8.207 [ 176.62( | 46.58( | 3.85( 3.49:
13¢ 119.04( [ 8.25¢ | 175.19( | 61.42¢ | 4.23¢ B [63.22: [4.08. 4.04«
Q139 121.18' [ 7.77: | 179.53! | 58.27: | 4.06: B |27.90: [2.3042.03]
y [ 34.06¢ | 2.64¢ 2.39¢
120.21¢ ] 8.16: [ 177.63( | 65.07¢ | 3.83: B [31.71. [2.15¢
V140 y1 | 21.90: | 1.05¢
y2 [ 20.84( | 0.96¢
121.27¢] 7.71¢ [ 179.02¢ | 58.66: | 3.93¢ B |29.59: [ 1.82¢ 1.78¢
R141 y |26.61( | 1.61:
5 | 42.35% | 2.49¢
El4p | 117.98 | 7.97¢ [ 177.79( | 57.64( | 3.95¢ B |29.577 [1.97(,1.78i
y [35.34. | 1.93¢1.75¢
A143 | 122.06:| 7.84t | 179.29! | 53.70¢ | 4.23¢ B |18.23 [ 1.46¢
M144 | L17-57:]8.02C [177.01(] 56.29¢ [ 4.34( B [32.29¢ [2.11:
y [31.90: | 2.73¢2.61«
A145 | 123.42(] 7.86¢ | 178.38( [ 53.06: [ 4.27¢ B [18.74¢ [ 1.45¢
E14€ [ 110.03']8.10¢ [176.87: ] 56.67(] 4.24< B |29.82¢ [2.09¢ 2.00¢
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y [36.00¢ [ 2.35( 2.27¢
Q147 120.24 | 8.161 [ 176.15'| 55.77< | 4.33] B [29.33. | 2.16¢ 2.03¢
y [33.61C | 2.42(
Elqg | 121.87 | 8.39¢ [ 176.69: | 56.54* | 4.35( B [30.07: | 2.09: 2.00:
y [36.03¢ | 2.32¢ 2.28(
T149 | 115.55! | 8.24¢ [ 174.55' ]| 61.72¢] 4.40¢ B |69.61( | 4.22:
y2 [ 21.28¢ | 1.22¢
T150 | 11817 | 8.247 [174.07(] 61.92: ] 4.367 B |69.62: | 4.16¢
y2 [ 21.36: | 1.19:
124.21¢]8.237 [ 175.01: | 62.14. | 4.13: B [32.51« | 2.08:
V151 y1 [ 20.950 [ 0.94«
y2 [ 20.31( [ 0.93]
132.23(] 7.937 [ 182.30( | 56.45¢ | 4.20" B [43.237 | 1.58:
y [27.04¢ | 1.581
L152 31 [ 24.94. [ 0.90¢
32 [ 23.28¢ | 0.86(
Come appariva chiaro gia nello spetity,"H-HSQC preliminare, alcuni gruppi
ammidici presentano delle criticita che ne compical'assegnazione. Alcuni

amminoacidi (ad esempio quelli delle regioni G57-36 E91-D94) presentano uno
sdoppiamento netto del picco corrispondente al gpupmmidico, e suggeriscono
quindi una possibile compresenza di due confornmaztabili; per 'assegnazione &
stata considerata la conformazione maggioritaria.

Il problema piu grave riguarda tuttavia le sequeN85-L54 e V74-S79, che
mancano in modo quasi completo dei segnali del grupmmidico; questo dato
conferma l'ipotesi che si verifichi uno scambio fmmazionale in un regime di tempi
particolarmente sfavorevole.

Figura 3.3-21: Ingrandimento della regione N-Hello spettro®N,"H-TROSY. Concentrazione: 1.15
mM, 298 K, B =21.14 T, NS: 2.

- 5 N

L8 6e 105

108

i -’H_I_GJQ _- F411
é;h’l‘fcﬂl |

Tt o B

sm b1
. 117

o ™
SHN M7 _—120
wm-m@u_;ms __123
126
128 r
Mé‘hm r
129
g G us 132
T T T 1T T T T L e e e e T L L e e e e e e e e
%O.UO 975 950 925 9.00 875 850 825 800 775 750 725 700 6.75
H

108



Si é provato, sfortunatamente senza successo,ta@ral la dinamica di tale
scambio con le strategie presentate qui di seguito.
1) Aggiunta del detergente non ionieD-octil glucopiranoside (comunemente utiliz-
zato per la solubilizzazione di proteine di memhjaa concentrazione sub-micellare.

Figura 3.3-21: Ingrandimento della regione N-Hello spettro®N,'H-TROSY in assenzaej e in
presenza db-D-octil glucopiranosides(). Concentrazione STAS: 1.10 mM, 298 k,8B14.09 T, NS: 8.
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2) Abbassamento della temperatura a 283 K, pantalte lo scambio conformazionale.

Figura 3.3-22: Ingrandimento della regione N-dt¢llo spettrd®N,*H-TROSY a 298 K €) e a 283 K §).
Concentrazione STAS: 1.10 mM, 298 K, B14.09 T, NS: 16.
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3) Aggiunta di potenziali ligandi, nell'ipotesi cluia’eventuale interazione stabilizzi una
conformazione.

Figura 3.3-23: Ingrandimento della regione N-Hello spettro®N,’"H-TROSY in assenzaej e in
presenza di salicilato 1.3 mM), Concentrazione STAS: 0.33 mM, 298 k,B14.09 T, NS: 32.
Il salicilato & un noto inibitore reversibile delléttromotlllta della Prestma
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Figura 3.3-24: Ingrandimento della regione N-Hello spettro®N,'H-TROSY in assenzaej e in
presenza di adenosina Ba-imido)trifosfato (AMP-PNP) 5 mM e Mggl10mM (e). Concentrazione
STAS: 0.33 mM, 298 K, B=14.09 T, NS: 32.

L’AMP-PNP & un analogo non idrolizzabile del’ATR.stato ipotizzato (L. Aravind & E. Koonin, 2000)
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Figura 3.3-25: Ingrandimento della regione N-Hello spettro®N,'H-TROSY in assenzaej e in
presenza di Cagb mM (#) e 10mM (). Concentrazione STAS: 0.33 mM, 298 k,814.09 T, NS: 32.
Non & noto quale significato possa avere un’evémtoan Ca2+, tuttavia € statoevidenziato che la
presenza di questo catione altera il profilo diaderazione (Thermofluor) dei domini STAS.
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4) Aggiunta di trifluoroetanolo (10% v/v) al fine stabilizzare le strutture secondarie.

Figura 3.3-26: Ingrandimento della regione N-Hello spettro®N,'H-TROSY in assenzaej e in
presenza di TFE al 10%). Concentrazione STAS: 0.33 mM, 298 k,814.09 T, NS: 128.
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Le informazioni relative achemical shiftsono un requisito fondamentale per
lidentificazione delle distanzimter-protoniche’H; — lH,- (rnin;) determinate tramite gli
esperimenti NOESY (il volume derosspicchi NOESY Woe U 1/(rHiH,-)6).

Tabella 3.2-7: Esperimenti 3D NOESY — TROSY acdquiser la determinazione delle distannger-
protoniche del dominio STAS di Prestina (TD: numércampionamenti, NS: numero di scansioni, SW:

Esperimento TD NS | SW Bo
1H,15N-3D NOESY — i': 352 105PPM 51 147
TROSY ) N 256 29 ppm

Hn 1024| 4 10.5 ppm 900.09 MHz
1H,1%C-3D NOESY — i?CAL. 222 16%542%? 2231 T
TROSY (ALIFATICO) 1HCAL|, 1280| 4 | 10.2 ppm 950.05 MHz
1H,1C-3D NOESY — ;HCARO iii 1213p7p;npn 1879 T
TROSY (AROMATICO) 1HCAR;,_ 768 | 8 7.6 ppm| 800.13 MHz

N 128 7o 56 Hyor

finestra
spettrale).

Figura 3.3-27: Allineamento delkrip del

frammento 1131 - H132 -

D133 nelle

dimensioni K, — Hnog, tratte dallo spettro
'H,"*N-3D NOESY.

Figura 3.3-28: Sotto: allineamento delle
strip del residuo H132 nelle dimensiong H
— Hnog tratte dallo spettro'H,*C-3D
NOESY nella regione alifatica e in quella
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3.3.5 INFORMAZIONI STRUTTURALI DAl CHEMICAL SHIFT

| chemical shiftsdegli atomi di una molecola sono sonde della ttrat
molecolare sensibili all'intorno chimico e consamtodi risolvere segnali distinti
originati da gruppi funzionali identici quando situin differenti ambienti locali (si
veda la nota®f]). In una molecola proteica, la particolare coralzione di angolp ey
puo modificare I'effetto delle correnti elettronehndotte e la prossimita spaziale di
atomi elettron-attrattori o elettron-donatori. lime] tali angoli determinano la possibilita
di formare legami a idrogeno in strutture ripettiNe consegue che, nelle proteine, i
chemical shift degli amminoacidi sono intimamente legati anché& atruttura
secondaria locale.

Sono stati sviluppati diversi software che, sfmudtadatabasedi amminoacidi a
struttura secondaria éhemical shift(™N, *Co, **C,, *Cs, H,, *Hy) noti, effettuano
predizioni degli angoli torsionalp e vy, identificando approssimativamente la regione
della mappa di Ramachandran in cui un particoles@uo (di cui siano notidghemical
shift sperimentali) si dovrebbe trovare.

| chemical shift pertanto, possono essere utilizzati a fini stralt e
rappresentano informazioni gia disponibili al tamenidel’assegnazione. Utilizzando il
software TALOS+ (Torsion Angle Likeliness Obtained from Shift andjugace
Similarity)*®® & stato possibile ricavare informazioni sulla #tma secondaria degli
amminoacidi del dominio STAS.

5 TALOS+ (Y. Shen et al., 2009) leggechemical shiftsperimentali, li converte ichemical shift
secondari e li confronta con wata-setdi chemical shiftdi 200 proteine, di cui sono note in modo
completo sia le risonanzéN, *Co, °C,, *%C;, *H, e 'Hy, sia le strutture secondarie (angelie )
determinate tramite diffrattometria ai raggi X.

A gquesto scopo, vengono considerate delle tripiditeenminoacidi adiacenti ¢ 1,i, i + 1) e vengono
ricercati frammentij(— 1,j, j + 1) con sequenzachemical shifsimili all'interno del database.

Le 10 triplette pit simili vengono isolate e, seagigoli ¢; e y; di tutti questi frammenti si distribuiscono
nelle stesse regioni della mappa di Ramachandréorpivalore medio &€ usato come predizione per gli
angolig; ey;.

Per la tripletta a struttura ignota viene valuti&asimilarita con le triplette del database, secota
funzione: &i,j) = Xp-—104+1 [kgAlz?esType + 2x ki (A8xi+1 - ASX]‘H)Z + k3, A(o, \V)?+n,j+n]

dove Agestypevaluta la similarita tra i residuie j, AS; — Ag; le differenze tra themical shiftsecondari
(ovvero la differenza rispetto ehemical shifdelrandom coi) sperimentali e del database, per i nuclei X
=N, °Co, °C,, *%C;, *Ha e'Hy; i Ao, y)§ ; tengono conto della differenza trahiemical shifipredetti
peri e quelli osservati pgrmel databasé&? & un coefficiente che serve a ponderare I'impadaelativa
dei diversi tipi di residuo, i valori delle costakf sono una misura di quanto utile sia un certo dpo
chemical shifsecondario a dare informazioni sugli angoli dietiliresidua:

. [Zt(AS}‘M)ﬂ/t

; qResType \/

kX = , dovet sono le triplette il cui residuo centralg ba angoli

-2
zt(Asj.‘M—Asj&n)t J(t-1)

diedri g;,y; = @i,y £ 7.5° (G. Cornilescu et al., 1999).

Tali coefficienti sono indipendenti dal tipo di iéis0j (0 i) e cid e ottenuto mediandone il valore con
triplette aventj di diverso tipok§ = 0.2, 1, 0.2, pern = -1, 0, +1.

Le predizioni di struttura secondaria sono consisteell’88% dei casi, con un errore sugli angple y

di £13°.
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TALOS+ fornisce inoltre informazioni sulla mobilitéei singoli residui, stimando il
parametro d’ordine % partire dathemical shifsecondatf®

Figura 3.3-29: Strutture secondarie predette da Q3+t sulla base dei valori dihemical shift
sperimentali. In azzurro sono evidenziati i residon chemical shiftcompatibili con gli angolip e v
propri della strutturd; in rosso sono evidenziati i residui strutturativaelica.
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Figura 3.3-30: Stima del parametro d’ordirfepBedetto da TALOS+ per ciascun residuo della serpie
sfruttando ichemical shifsperimentali.

In corrispondenza delle strutture secondarie evidém da TALOS+ |l
parametro d’ordine Srisulta particolarmente elevato (vicino a 1); ali regioni gli
amminoacidi hanno pertanto una scarsa mobilitéinsgca.

188 poiché la conformazionandom coile in genere caratteristica delle regioni moltedibili, e presenta
dei valori dichemical shiftaratteristici mediamente diversi da quelli dstieitture secondarie ripetitive,
e stata proposta (M. V. Berjanskii & D. S. Wish&®08) una formula empirica basatadata-setdi
chemical shifsperimentali e di analisi della mobilita ottentrmite simulazioni di dinamica molecolare.
Il parametro che é stato ricavato, noto come Raindom Coil Indexe in sostanza un indice di mobilita:
RCI = !

4.80|A8¢,| + 4.80|A8¢o | + |A8cs| + 3.93]A8y | + 5.69]A8y,|
I Ad indicano ichemical shifsecondari, ovvero le differenze tra i valorictiemical shifsperimentali e i
corrispondenti valori di riferimento caratteristella conformazioneandom coil
Questo indice pud essere utilizzato per stimar@ailametro d’ordine % solitamente determinato
mediante studi di rilassamento sui gruppi ammidébackbone S? = 1 — 0.4 In(1 + 17.7 RCI).
Quando I'RCI & molto piccolo (come nel caso di amranoacido coinvolto in una struttura secondaria),
§ — 1 e, pertanto, la mobilita intrinseca del residuddotta (il suo moto coincide in sostanza con il
moto globale della proteina).
Quando I'RCI & grande ¢hemical shifdel residuo sono molto simili a quelli tipici d@indom coi), $
— 0 e risultano prevalenti i moti interni, piu rapiEl moto globale. Questa situazione é tipicaedell
regioni flessibili.
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Si evidenziano inoltre due regioni estremamentssiteli: la prima si trova
immediatamente a valle della principale lacuna 'asdkegnazione. La seconda é
rappresentata dalla coda C-terminale.

Tabella 3.2-8: Parametri d'ordine 3Se strutture secondarie (S. Sec.) assegnati daOBAL agli
amminoacidi della sequenza del dominio STAS ditifrasL: Loop, E: filamentoB, H: a-elica.

Sequenzi | & S.Sec| | Sequenzi| & S.Sec| | Sequenzi | & S. Sec
58 VvV 0.24z | L 108 v 0.90¢ | H
2 F 0.557 | L 59 N 0.27: | L 109 v 0.91¢ | H
3¢S 0.557 | L 60 G 0.2¢ | L 110 N 0.91¢ | H
61 < 0.247 | L 111 C 0.92¢f | H
T5 0.8t | E 62 E 0.33¢| L 112 L 0911 H
6V 0.86¢ | E 63 N 0.51¢ | L 113 T 0.897 | H
7L 0.€ E 64 | 0.761 | L 114 ¢ 0.86f | H
8G 0.89¢ | E 65 H 0.84: | E 115N 0.85Z | L
9Q 0.87t | E 66 T 0.89: | E 116 k 0.85¢ | L
10L 0.85Z | L 67V 091 | E 117 F 0.877| L
11 F 0.84< | L 68 | 091 | E 118 F 0.89f | L
12C 0.83¢| L 69 L 0.901 | E 119 E 0.87¢ | L
13T 0.81<4| L 70C 0.89: | E 120 N 0.86¢ | L
14 C 0.787 | L 71F 0.87i | E 121F 0.84z | L
15V 0.801| E 27T 0.86z | L 122 A 0.847 | H
16Y 0.83¢| E 73 C 0.79¢ | L 123 L 0.83¢ | H
171 087 | E 124 K 0.837| H
18 C 0.85f | E 80V 0.8 | H 125 E 0.80: | H
191 0.82¢ | L 81G 0.8t | H 126 L 0.80f | L
20C 0.82% | L 82V 0.89¢ | H 127 L 0.80¢ | L
21 A 0.827 | L 83K 0.90¢ | H 128 F 0.83¢ | L
22Y 0.83¢ | L 84T 0911 | H 129 H 0.8t | L
23 E 0.81z | L 85 L 0.88¢ | H 130 ¢ 0.881| L
24 E 0.80¢ | L 86 A 0.87¢ | H 1311 0.90f | H
25V 0.78¢ | L 87 G 0.87¢ | H 132 H 0.92: | H
26 K 0.80< | L 88 | 0.89¢ | H 133 LC 0.92: | H
27 E 0.777| L 89V 091z | H 134 A 0911 H
28 | 0.76¢ | L 90 K 0917 | H 135V 0.90f | H
29 F 0.74¢ | L 91E 0.91: | H 136 L 0.88¢ | H
330G 0.79¢ | L 92Y 0.90¢ | H 137 C 0.87¢ | H
311 0.85! | E 93 G 0.89¢ | H 138 ¢ 0.86z | H
32K 0.907 | E 94 C 0.87¢| L 139 ¢ 0.86< | H
331 091 | E 95V 0.827 | L 140 v 0.86¢ | H
34 F 0.90¢ | E 96 G 0.75¢ | L 141 K 0.86¢ | H
35C 0.86¢ | E 97 | 0.75¢ | E 142 E 0.84¢ | H
36 | 0.8t | E 98'Y 0.797 | E 143 A 0.79¢ | H
Q9 V 0.8t | E 144 M 0.70¢ | H
39 F 0.76¢ | L 100Y 0.901| E 145 A 0.597| L
401 0.76¢ | L 101 L 0.891 | E 146 E 0.49¢ | L
102 A 0.851 | E 147 C 0.44< | L
53K 0.291 103 C 0.81 | L 148 E 0.45¢ | L
54 R 0.30% | L 104 C 0.81 | L 1491 0.46¢ | L
55K 0.33¢| L 105 ¢ 0.832| L 150 T 0.457| L
56 T 0.277| L 106 A 0.881 | H 151V 0.4071| L
57 G 0.26% | L 107 Q 0.89¢ | H 152 L 0.37¢ | L
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Per verificare in modo rapido lattendibilita di egto parametro, € stato
utilizzato un esperimento NMR che, misurando I'#ieNOE eteronucleare, fornisce
informazioni sulla mobilita individuale dei singafttori internucleart’N —*Hy*"S.
L’esperimento misura una variazione nelle popolaizie> e B> di un eteronucleo (ad
esempio™N) allo stato stazionario, quando le frequenzepdeioni vicini ¢Hy) siano
irradiate in modo continuo, tale da saturarne teinza di popolazione tra gli staib|
e p>.

In condizioni di stato stazionario {¢ «, irradiazione prolungata su uno spin S,

. . - . d(l,—12
tale da azzerarne la magnetizzazione longitudingle la relazione 22 =

—R(1,-19) -065(0-S)=0 e L =12+ %ls(ﬁ) Poiché il rapporto tra le

magnetizzazioni all’equilibrio € uguale al rappama i rapporti giromagnetici, risulta:
s =12 +%;—‘(|2) . Dal rapporto tra i segnalj J; (magnetizzazione di | in presenza
1 VS

di saturazione di S) € (magnetizzazione di | allequilibrio, in assendaaturazione di
S) siricava il NOE eteronucleare.

Oltre allaccoppiamento dipolare tra | ed S, pucdseese sfruttato anche
laccoppiamento scalare, al fine di ottenere un egsgento eteronucleare
bidimensionale simile, per aspetto, ad un normalQB. Nel caso del gruppo
ammidico, il nucleo saturato (S) ®n, mentre >N subisce il trasferimento di

178 "orientazione di un vettor®N —*H cambia nel tempo a causa del riorientamento rokeee causato
dai moti Browniani. La correlazione tra l'orientaze del vettore in due istanti successivi (t edtye

. . . . 1
descritta dalla funzione di correlazion€t)C= Ee"“c

2 T
5 1+mzt§ ’

La trasformata di Fourier di tale funzione generéuhzione di densita spettraléw) =

Le molecole di piccole dimensiot@xtreme narrowing limjt si
riorientano rapidamente in soluzione e pertantonbanon t.
piccolo, e mt, << 1; presentano det’N{'H}NOE intensi e
negativi. Al contrario, le macromolecolspfn diffusion limit si
riorientano lentamente in soluzione e pertanto bagmrande, e
wte >> 1. | loro™N{*H} NOE si awicinano a 1 (in un campodi ©
T, pert. di 13-14 ns (150-170 residui), hanno in media alore &
di 0.76). =i

N Ry(H,—N
Z'SS=NOE=1+Y—H N( 7 z)
Nz YN RN(NZ)
2 21’12 (iR ] 08 10 .15. 20 2.5 30
Ru(Hy—Ny) = TN 63y + o) — Hoow — on)) L
AR
2.2%2 2 2
YRYNR A2
Ru(N,) = 55— (3o — o) + 3X(y) + 630y + o)} + == Jon)
NH

Le differenze di comportamento tra le molecoleidcple e di grandi dimensioni dipendono dal fatte c
esse presentano diversi meccanismi di rilassameiptolare; le prime privilegiano meccanismi di
rilassamento dipendenti da moti molecolari ad difequenza, le seconde privilegiano transizioni
dipendenti da moti a bassa frequenza.

In presenza di moti sia individuali che globaliflazione di correlazione puo essere descritta come

C) = %e‘”fc[s2 + (1 — $?)e~Y], dover, & il tempo di correlazione dei moti interni, 25l parametro
d’ordine. Quando %~ 1 il rilassamento & dominato dal moto globale,ngiee$ — 0 prevalgono invece
i moti interni.
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magnetizzazione per interazione dipolare. Sfruttand’evoluzione della
magnetizzazione sotto leffetto dehemical shiftdi *°N, il trasferimento della
magnetizzazione atHy (via ‘Jun) e I'evoluzione sotto I'effetto dethemical shiftdi
'Hy, & possibile ottenere uno spettro in cui I'inteénslei segnali € modulata sia dalle
frequenze di risonanza dei due tipi di nucleodsitieffetto NOE eteronucleare.

Figura 3.3-31: Rappresentazione degli atomi deltera principale coinvolti nel trasferimento di
polarizzazione durante I'esperimerithi{ 'H} NOE:

NOE L
lHN — 15N (tl) N lHN (tZ) H_(l_/ _H
L’esperimento si compone delle seguenti parti: C—C—
- saturazione delle frequenze protonitHg tramite radiofrequenza (3-4 s) | [
- trasferimento della polarizzazione #ha™N per effetto NOE NOE H O

- eccitazione della magnetizzazione di N, ed evohz sotto I'effetto del

chemical shifdi N

- trasferimento inverso della polarizzazione

- acquisizione del FID delle magnetizzazioni inlez@ne sotto I'effetto dethemical shifprotonici

L'intensita dei®N{ *H} NOE & informativa sulla dinamica dei gruppi ammidic
guando il valore € prossimo a 1 significa che itdiEbne locale & essenzialmente
solidale con la proteina nel suo complesso, e ndicmle la dinamica lenta, tipica delle
macromolecole. Quando il segno si avvicina a Oiverda negativo, il backbone locale
presenta una dinamica interna piu rapida rispetfoedla globale della proteina, ed e
simile a quella di una piccola molecola che siienta rapidamente in soluzione.
Questo comportamento e tipico delle regioni fletisib

Figura 3.3-32: Ingrandimento della regione N-#tllo spettra™N{*H} NOE —TROSY. Concentrazione
STAS: 1.10 mM (in presenza fiD-octil glucopiranoside in concentrazione sub-ritéce), 298 K, B =
14.09 T, NS: 64. Picchi positive], picchi negativi ¢).
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Dallo spettro risulta nettamente evidente il dieecemportamento della coda C-

terminale (residui E148, T149, T150, V151, L15%petto al resto della proteina.
Tabella 3.2-9: Rapporti tra i volumi dei picchi ldebpettro®*N{*H} NOE —~TROSY in presenza e in
assenza di saturazione'ty, V<JV°.

Sequenzi | VJ/V° Sequenzi | VJ/V° Sequenzi | VJ/V° Sequenzi | VJ/V°
35C 86 A 120 N 0.831¢
2F 361 87 G 0.881¢ 121 F

3¢ 88 1 0.88¢0 122 A 0.677¢
39 F 89V 0.970 123 L 0.896"
T5 40 | 90 K 124 K 0.823¢
6V 0.814« 91E 125 E 0.870
7L 0.951° 53 K 92Y 126 L 0.950:
8G 0.910¢ 54 R 93 G 0.875; 127 L 0.838"
9Q 0.919¢ 55K 94 C 0.750¢ 128 F

10 L 0.850¢ 56T 0.574: 95V 1.063¢ 129 H

11 F 57 G 0.372¢ 96 G 130 ¢
12C 0.843: 58V 0.423¢ 97 1 0.813: 131 | 0.7¢0C
13T 0.688: 59 N 98'Y 0.344" 132 H 0.78%0
14 C 0.891° 60 G 0.455¢ 99V 0.927: 133 C 0.898:
15V 0.892¢ 61 ¢ 100 Y 134 A 0.985:
16 Y 0.930¢ 62 E 0.601: 101 L 0.920C 135V 0.720¢
17 1 0.818: 63 N 0.756¢ 102 A 0.799¢ 136 L

18 C 64 | 103 C 0.691¢ 137 C 0.905:
19 1 1.173¢ 65 H 104 C 0.900¢ 138 ¢ 0.958:
20C 0.783: 66T 1.027¢ 105 ¢ 0.8520 139 ¢ 0.940¢
21 A 67V 0.757: 106 A 140 v
22Y 0.956: 68 | 0.858¢ 107 ¢ 0.838¢ 141 R 0.862¢
23 E 69 L 1.017¢ 108 v 0.899¢ 142 E 0.953:
24 E 0.822¢ 70C 0.9:50C 109 v 1.023¢ 143 A 0.843:
25V 0.857: 71F 110 N 1.001¢ 144 M 0.5120
26 K 0.94¢ 72T 111 C 0.845: 145 A 0.481"
27 E 0.701¢ 73 C 112 L 0.839¢ 146 E 0.147:
28 1 0.745¢ 1137 0.896¢ 147 C

29 F 80V 114 ¢ 0.987: 148 E -0.472¢
30G 0.817: 81G 115N 0.793: 149 7 -0.631¢
311 0.868¢ 82V 0.655: 116 R 150 T -1.279:
32K 1.117° 83 K 117 F 1.0Z0C 151V -0.966°
331 84T 0.896¢ 118 F 0.897: 152 L -1.133°
34 F 1.064: 85L 0.910:¢ 119 E 0.719¢

Figura 3.3-33: Rappresentazione grafica dei rappagv’in funzione della sequenza amminoacidica.
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L'analisi dei N{'H}NOE conferma sostanzialmente quanto predetto da
TALOS+ sulla base deichemical shift secondari. Il backbone degli ultimi 9
amminoacidi (coda C-terminale) si conferma estreerdm flessibile. Gli ultimi 5
amminoacidi presentano addirittura dei NOE negaiwono pertanto soggetti ad un
riorientamento molto piu rapido rispetto al resedlal proteina. Avendo un rilassamento
piu lento rispetto agli altri amminoacidi della pema, presentano dei picchi molto piu
intensi della media, come accennato nel commetdoFgjura 3.3-5. Un’'altra regione
flessibile é localizzata intorno e a monte deldesi60. A causa della sovrapposizione
dei segnali non é tuttavia possibile confermaremimdo completo le previsioni di
TALOS+. La maggior parte della sequenza presenecadei NOE compresi tra 0.7 e
0.9, coerentemente con quanto atteso per dei resdtanzialmente rigidi, e pertanto
soggetti ad una dinamica globale piu lenta.

3.3.6 OSSERVAZIONI CONCLUSIVE

Recentemente, nel laboratorio di cristallografianmlecolare del Prof. R.
Battistutta (con cui collaboriamo in questo progjete stata risolta la struttura ai raggi
X di un costrutto di STAS di Prestina piu cortgoagto al nostro di 9 amminoacidi (E.
Pasqualetto, R. Aiello). In entrambi i costruti® tegione corrispondente &op
variabile & stata rimossa e sostituita dal dipeptaly — Ser, riunendo l'elica; e il
filamentofs in modo analogo a quanto avviene negli ASA batieri

Il costrutto contenente la coda C-terminale (da stodiato) si € dimostrato
inadatto alla cristallizzazione, e, in effetti gt dato sembra coerente con
l'osservazione che gli amminoacidi terminali sostremamente mobili (NOE 0.5, $
< 0.5). Tale mobilitd costituisce probabilmente ustacolo per un impaccamento
ottimale nella struttura cristallina.

La struttura del dominio, in accordo con quantwiste dal modello basato sulla
struttura di ASA batterico, presenta wore costituito da un fogliettg3. Questo
foglietto, oltre ai filamentpi, B2, Pz € B4, presenta uPy N-terminale aggiuntivo e ups
al C-terminale. | quattr@ terminali sono circondati da cinqueeliche @, oz, o3, 04,
as). La struttura € stabilizzata da interazioni gotidrofobico che coinvolgono ciascun
lato del fogliettop e le eliche circostanti.

Le strutture secondarie assegnate con TALOS+ $ake deichemical shift
secondari si dimostrano in ottimo accordo con fatietre secondarie ottenute per via
cristallografica. Loscaffold complessivo della proteina &€ pertanto conservatoins
soluzione, sia nellambiente cristallino.

Dal confronto con il modello ottenuto per omolog@n la struttura degli ASA
batterici, si evidenzia un buon accordo tra le teirea secondarie previste e quelle
sperimentali. La differenza piu significativa rigda I'N-terminale, che, nel dominio
STAS di Prestina, presenta dioep che connettono il filamentp, ad un filamentgo
aggiuntivo, assente negli ASA batterici,fg a p2. A valle di o, la struttura RX
evidenzia inoltre un giro d’elicaof), che tuttavia non e nettamente evidenziato in
soluzione. Pertanto, la struttura dello STAS disBna si differenzia da quella degli
ASA per linserzione di 19 amminoacidi tfa e p.. L'importanza della regione N-
terminale e testimoniata dal fatto che dei costrutte presentano delezioni
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dell'estensione N-terminale (iniziando, in modo ignagli ASA, dal residuo 522 o 529,
anziché dal residuo 505) hanno un’elevata propeesal’aggregazione. La regione a
monte del dominio STAS propriamente detto (resi@0b-525 di Prestina) non
costituisce pertanto una semplice regidim&er, come affermato in letteratura, ma
appartiene a pieno titolo alla struttura del domini

Ne consegue che lo STAS si viene a trovare intstgetntatto con la superficie
interna della membrana plasmatica. Tale contatttrepbe essere mediato da
un’interfaccia idrofobica delineata dalle caten¢erali di alcuni residui, tra cui
P39(543), Y41(545), Y42(546), F76(651), V80(655).rferessante osservare che
guesti amminoacidi si trovano a livello delle semge2non assegnabili mediante NMR
in soluzione, verosimilmente a causa dello scambidormazionale. Non e escluso che
tali regioni necessitino del contatto con la memhbrper essere stabilizzate.

Figura 3.3-34: Sequenza del costrutto chimericaligta e del dominio C-terminale della proteina
originale, con le rispettive numerazioni. Nelle fighe inferiori sono evidenziate le strutture setarie:
(MOD) dedotte dal modello computazionale basato sutlogia con gli ASA batterici,NMR) dedotte
daichemical shifsecondari mediante TALOS4CRX) ottenute dai dati di cristallografia ai raggi X.

B o-elica,[H: giro d'elica ¢o), [B: p-strand, (L): altro.

| caratteri in grasset@ contraddistinguono i residui allineabili con laustura degli ASA batteric i
residui non allineabili. Ih X sono identificati alui possibili contatti con la membrana.

1 SPSYTVLGQL PDTDVYIDID AYEEVKEI PG | KI FQ NAPI YYANSDLYSS
505 SPSYTVLGQL PDTDVYIDID AYEEVKEI PG | KI FQI NAPI  YYANSDLYSS
(V@ 0 —— -—-LE | EELL EEEEELEEEE LFEREEREER
NVR -L L- EEEEEL LLLLEEEELL LLLLLL LLLL EEEEEE--LL ----------
CRX LLLEEEEEEL LLLLLEEEHH HLLLLLLLLL EEEEEELLLE HREEEEFRER

2] Bo (00) $.MOD) B2 a
51 ALKRKTGVN- —--Goomom oo e S
555 ALKRKTGVNP AIIMGARRKA MRKYAKEVGMNIANATVVK VDAEVDGENA
VO - - - I —— —
NVR - - - LLLLLL ool oomom oo e —
=
- E NI HTVI L DFTQUNFNDS
605 TKPEEEDDEVKFPPIVIKTT FPEELQRFLPQGHI HTVI L DFTQVNFMDS
MOD ---mmmmmmm e e L LLLEEEE ELLEEEEEL.
NIVR  -mmmmmmmm e e e L LLEEEEE EELL--- - - -
CRX mmmmmmmmee o e e - - - EEEE ELLLLLLLL.

B3

80 VGVKTLAG V KEYGEDVA YV YLAGCSAQW NDLTSNRAFE NPALKELLFH
655 VGVKTLAG V KEYADVA YV YLAGCSAQYW NDLTSNRHE NPALKELLFH
|VDD LLLE EEELLL LLLL LLLLLLEEEL
NVR LLLEEE EEELLL LLLLL LL LLLL
R - - EEELLL. 'LLLLL AL

a  Ps

130 Sl HDAVLGSQ VREAMAEQET TVL152 cost rutto chinerico
705 SI HDAVLGSQ VREAMAEQET TVL727 proteina originale

MOD LBBBBL- - - - - - NOD
NVR L BEEHLLLLL LLL NMR
CRX L_L LLLLmmv - CRX
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Figura 3.3-35: Modello della struttura del domiS®AS
di Prestina dedotto per allineamento stutturaléadodhse
della similaritd di sequenza con gli ASA batteome
proposto da L. Aravind & E. V. Koonin, 2000). Il
dominio STAS previsto si dovrebbe estendere
A21(525) a S138(713), conldop variabile compreso tra
P(564) e E62(637). Di conseguenza, il modello t®ori
prevede che ilp; sia localizzato intorno al residuo
K26(530), in posizione immediatamente precedehfte. a
Le eliche sono colorate in rosso, le strutftire azzurro.

Le immagini sono state ottenute con il software BCS
CHIMERA, E. F. Pettersen et al., 2004).

Figura 3.3-36: Struttura cristallografica del
dominio STAS di Prestina, E. Pasqualetto, R.
Aiello, R. Battistutta. La struttura devia
significativamente dal modello nella regione
N-terminiale (residui 505-525). Tale sequenza,
in precedenza considerata un semplioker
tra l'ultimo dominio transmembrana del
trasportatore e il suo dominio STAS, si e
dimostrata, in realta, parte integrante dello
STAS stesso.

Figura 3.3-37: Allineamento tra la
struttura cristallografica e il modello del
dominio STAS di Prestina. Si nota la
significativa deviazione della regione N-
terminale della struttura dal modello.

Tra i residui L52(556) e H65(640),
owvero a livello della sequenza deleta, la
struttura cristallografica presenta una
lacuna. In questa regione le informazioni
fornite dal’lNMR risultano perfettamente
complementari ai dati cristallografici e,
coerentemente con essi, suggeriscono che
si tratti di unloop flessibile ($ molto
bassi).
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Figura 3.3-38: Struttura cristallografica del domiSTAS di Prestina con strutture secondarie eneate
laterali. | residui verosimilmente coinvolti nefiterazione con la membrana plasmatica sono eviaénzi
in giallo[]. Le due immagini differiscono per urmazione verso destra di circa 90°.

Figura 3.3-38: Struttura cristallografica del domiSTAS di Prestina con strutture secondarie eneate
laterali. | residui il cubackbonenon é risultato assegnabile al’NMR sono evidethiniaverdef] .
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E interessante notare che la regione N-terminaérdgisce con I'estremita C-
terminale, in particolare con lelicais. Questa interazione non e un artefatto
cristallografico, ma viene confermata anche in zolwe, grazie all'individuazione di

numerosi vincoli NOE a lungo raggio negli speti**C-3D NOESY.

Tabella 3.2-10: NOE individuati tra amminoacidiltditerminale e amminoacidi del C-terminale.

residuo | nucleoi | residuo nucleoj residuo | nucleoi | residuo nucleoj
HG2 164 HB
HN 133 HD1 HG2 T6€ HB
D18 HA 1131 HG2
HA HN V135 HA
119 HN 164 HB
HB2 HD2
HB2 Y16 HB3 131 HES HE1
G8 dell7# | HN T6€ HB
HB2 HA
Y16 HB3 HD1 V135 HB
HB3
HD S138 HB2
L7 G8 dell7# | HN HB3
HA 0139 HG2
HD1 Y16 HB2 HG3
HB3 V58* HG2
G8 dell7# | HN HG13 | 1131 HG2
Y16 HA V135 HG1
G8 dell7# | HN G8 de l17# HN
HA HB2
HD2 D18 HB2 133 HG2 D70 HB3
HB3 1131 HG2
119 HN G8 de l17# HN
HB2 QS HN
Q35 HB3 HD1 1131 HG2
HA L10 HN HD1
128 HD1 V135 HA
133 HD1 HA HG2
HB2 1131 HG2 HG13 168 HD1
133 HD1 D70 HB3
HB3 1131 HG2 1131 HG2 V135 HB
Y16 133 HD1 HA
HD 1131 HG2 HD1 D70 HB2
H132 HB2 HB3
128 HD1 . HN
1131 HG2 HA V135 (w-elica) g
HE HA L136 (@-elical | HN
H132 HB2 HB2 D14 HB2
HB3 H132 V15 HB
HG2 131 HG2 HB3 D14 HB2
H65 HD2 T13¢ HA
Y22 HE HD2 HB2
128 HD1 133 HD1 D14 HB3
1131 HG2 HE1 T13¢ HA
V135 HA H65 HD2
HB :igl Egg HA L136 (o-elica Em
V135 S 138 @-elica)
H65 HE1 HB
131 HG12
T6€ HB HG2 0139 HG2
HG13 H65 HE1 HG3
T6€ HB

#: Gli Hy di G8 e 117 sono sovrapposti ed & impossibileirdiserne i contributi. *: Amminoacido non
disponibile nella struttura cristallografica. §:r@atto piu stretto rispetto alla struttura crisigtafica.
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L'interazione tra le due estremita sembra esseabilgizata da un ponte
idrogeno tra le catene laterali di Y16(520) e H¥8Z() e da uncore idrofobico
costituito dai residui L7(511), Y16(520) e 128(53Rl}terminali, e da 1131(706) e
V135(710) al C-terminale.

La porzione C-terminale del dominio STAS di Prestia molto simile alla
struttura degli ASAAnti-Sigma factor Antagonisbatterici; pertanto, 'assimilazione di
gueste proteine batteriche e delle regioni C-teaidei SulP ad un unico tipo di
dominio, lo STAS $ulfate Transporter and Anti-Sigma factor antagtnissulta
pienamente giustificabile da un punto di vista tstmale, malgrado le sensibili
differenze.
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