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PREMESSA: 

Le proteine intrinsecamente disordinate (IDP) sono proteine mancanti di una struttura tridemensionale in condizioni native. Solitamente, in seguito all’interazione con uno specifico target, le IDP si ripiegano assumendo una struttura tridimensionale. 
Nel mio progetto di tesi sto studiando l’interazione tra il dominio C-terminale intrinsecamente disordinato della nucleoproteina del virus del morbillo (NTAIL, amminoacidi 400-525) e il dominio XD C-terminale della fosfoproteina virale, fondamentale per i processi di trascrizione e replicazione del genoma virale. Dopo il legame con XD, una regione di NTAIL chiamata alphaMoRE (amminoacidi 486-502) si ripiega ad α-elica mentre la regione vicina rimane disordinata. Studi cinetici hanno mostrato che la rimozione della regione di NTAIL che rimane disordinata porta ad un aumento della costante di velocità osservata (kobs) del processo di interazione (data dalla somma della velocità della reazione di legame con XD e del processo di ripiegamento di NTAIL), indicando che la regione disordinata riduce la velocità di ripiegamento di NTAIL. Per studiare questo effetto, ho prodotto e studiato la cinetica di interazione con XD di 9 mutanti troncati di NTAIL, ognuno 10 amminoacidi più corto rispetto al precedente, rimuovendo gradualmente la regione disordinata, osservando un aumento della velocità di folding dell’alphaMoRE, proporzionale alla riduzione della lunghezza della regione disordinata compresa tra i residui 451 e 481. Ho quindi prodotto e studiato la cinetica di interazione con XD di 19 mutanti sito-specifici in tale regione per determinare se l’effetto fosse dovuto solo alla lunghezza della sequenza (effetto entropico) o anche alle singole interazioni tra amminoacidi (effetto entalpico).  





METODOLOGIE E RISULTATI: 


Espressione e purificazione

Negli esperimenti di cinetica osserviamo il cambio di fluorescenza del triptofano. Abbiamo dunque prodotto un mutante di XD, Y480W, in cui la tirosina 480 è stata sostituita con un triptofano utilizzando il kit di mutagenesi QuikChange (Stratagene). XD Y480W è stato espresso nel ceppo BL-21 di E. coli e purificato tramite cromatografia per affinità, utilizzando una colonna al Nichel. Lo stesso protocollo di mutagenesi è stato adottato anche per la produzione dei mutanti sito-specifici di NTAIL nella regione compresa tra gli amminoacidi 451 e 481. Tutte le mutazioni effettuate sono conservative e la riuscita della mutagenesi è stata confermata da sequenziamento.
I mutanti sito-specifici sono stati espressi in cellule del ceppo T7 di E. coli e purificati tramite diversi passaggi di cromatografia: inizialmente una cromatografia ad affinità utilizzando una colonna al Nichel e poi, dopo aver trasferito la proteina in un tampone a pH opportuno abbiamo eseguito una cromatografia a scambio ionico. La purezza dei mutanti purificati è stata confermata da elettroforesi SDS-page.


Temperature-jump
Gli esperimenti di cinetica dell’interazione tra XD e i mutanti di NTAIL sono stati condotti utilizzando un apparato di Temperature-jump. In questa tecnica, definita di rilassamento, sono state mescolate una quantità costante di XD Y480W con diverse concentrazioni di ciascuna variante di NTAIL. Ogni soluzione, inizialmente all’equilibrio, è stata sottoposta ad un aumento di temperatura di 9°C che ha causato il distacco tra le due proteine. Il successivo ritorno alla temperatura iniziale ha portato nuovamente all’interazione tra XD e NTAIL causando un cambiamento nella fluorescenza del triptofano che è stato registrato dallo strumento. Le tracce ottenute dalla variazione della fluorescenza nel tempo, sono state fittate da un’equazione a singolo esponenziale dalla quale abbiamo potuto ricavare la kobs. Tutte le kobs calcolate per ciascun mutante sono state graficate in funzione della concentrazione di ciascun mutante. I risultati ottenuti hanno indicato che anche variazioni nei singoli residui possono influenzare il processo di folding dell’alphaMoRE, infatti, i mutanti sito-specifici in posizione 451, 454, 459, 465, 466 e 467 hanno mostrato un andamento lineare della kobs, diverso da quello iperbolico mostrato dal wt, indicando che quegli specifici residui sono coinvolti nella diminuzione della velocità di folding dell’alphaMoRE in seguito al legame con XD. Questi risultati portano alla conclusione che la regione di NTAIL che rimane disordinata anche dopo il legame con XD, causa una diminuzione della velocità di folding dell’alphaMoRE tramite una combinazione di effetti entropici, dovuti probabilmente all’ingombro sterico, ed entalpici, dovuti alle singole interazioni tra i singoli residui amminoacidici della regione che rimane disordinata e l’alphaMoRE.
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PARTECIPAZIONE A CORSI/CONGRESSI

7-10 Febbraio 2018 partecipazione al workshop “Physics of Biomolecules: Structure,
Dynamics and Function” che si è tenuto a  Bressanone (Italy) al quale ho partecipato con uno short talk 
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