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Caratterizzazione funzionale e strutturale di RsgA da Pseudomonas aeruginosa
Premessa
Pseudomonas aeruginosa è un batterio opportunista che causa serie infezioni in pazienti immunocompromessi, ospedalizzati e affetti da fibrosi cistica (1). Queste infezioni sono difficili da trattare a causa della bassa suscettibilità di questo batterio agli antibiotici e alla sua capacità di sviluppare una resistenza acquisita. Un nuovo approccio nello sviluppo di farmaci antibatterici è quello di bloccare le funzioni ribosomiali prevenendone la biogenesi e quindi diversi fattori di assemblaggio ribosomiale rappresentano promettenti target terapeutici (2). Ribosome small subunit-dependent GTPase (RsgA) è una GTPasi circolarmente permutata, conservata in molte specie batteriche, coinvolta nella maturazione del ribosoma; questa proteina si lega alla subunità ribosomiale 30S in modo GTP-dipendente. Inoltre, interagisce con diverse proteine ribosomiali responsabili dell’assemblaggio del ribosoma (3). Il gene rsgA è richiesto per la sopravvivenza e la virulenza di differenti specie batteriche e la sua delezione influenza la morfologia e la crescita cellulare. RsgA è il target di un secondo messaggero, il (p)ppGpp, che coordina la risposta stringente a situazioni di stress, come una deprivazione di nutrienti (4). La caratterizzazione strutturale e funzionale di RsgA da Pseudomonas aeruginosa e delle sue interazioni con altre proteine ribosomiali non solo è importante per una migliore comprensione delle sue funzioni nell’assemblaggio del ribosoma ma soprattutto pone le basi per uno screening di inibitori specifici allo scopo di sviluppare nuovi farmaci antibatterici.

Metodologie e risultati
La proteina RsgA da Pseudomonas aeruginosa, clonata nel vettore pET28a+ ed espressa in E.coli (BL21) è stata purificata sfruttando diverse tecniche cromatografiche. Poiché la proteina RsgA viene purificata con il GDP legato (GDP-RsgA), è stato messo a punto un protocollo per ottenere la forma libera da nucleotidi. Il protocollo di purificazione per entrambe le forme è stato ottimizzato al fine di massimizzare la resa proteica. 
La cinetica di legame di RsgA al GDP e al GTP è stata studiata in diverse condizioni di forza ionica utilizzando lo stopped-flow e sfruttando la notevole variazione di fluorescenza dovuta all’associazione della proteina libera da nucleotide al mant-GDP/GTP (analoghi del GDP/GTP altamente fluorescenti). L’analisi di questi dati, effettuata mediante i programmi Matlab e Prism, ha permesso di calcolare le costanti microscopiche per la formazione e la dissociazione dei complessi GDP-RsgA e GTP-RsgA. Le costanti di dissociazione sono state confermate da esperimenti di dissociazione in cui il complesso mant-GDP/GTP-RsgA è stato spiazzato dalla presenza di un eccesso di GDP/GTP non marcato.
Una dettagliata analisi dell’attività GTPasica di RsgA è stata effettuata mediante HPLC, in cui il GDP prodotto è stato quantificato mediante cromatografia ad esclusione molecolare. I dati analizzati mediante l’equazione di Michaelis-Menten hanno permesso di stimare la KM e la vmax della reazione. L’ attività intrinseca di RsgA è stata valutata in presenza di diversi cationi monovalenti; inoltre è stata investigata la dipendenza dell’attività GTPasica da concentrazioni crescenti di NaCl e KCl. Questi esperimenti hanno permesso di stabilire che RsgA non ha un’attività sodio/potassio-selettiva, ma entrambi questi due cationi possono essere utilizzati nella reazione di idrolisi del GTP.
RsgA interagisce con diverse proteine ribosomiali e fattori di assemblaggio durante la maturazione del ribosoma, tra cui RbfA. Il legame di queste due proteine è stato investigato mediante la tecnica della risonanza plasmonica di superficie (SPR), utilizzando RsgA sia nella forma legata al GDP che in quella legata ad un analogo non idrolizzabile del GTP. Questa tecnica ha permesso di misurare le costanti di dissociazione del complesso RsgA-RbfA. Inoltre, è stato valutato l’effetto di RbfA sull’attività GTPasica di RsgA. La produzione di GDP nel tempo è simile in presenza o assenza di questo fattore, indicando che RbfA non ha alcun effetto sull’attività di RsgA.
La struttura della proteina con il GDP legato è stata risolta ad una risoluzione di 2.8 Angstrom, utilizzando la procedura del Molecular Replecement. Le condizioni di cristallizzazione sono state ulteriormente ottimizzate per ottenere cristalli che diffrangono ad una risoluzione più alta. Per valutare i cambiamenti conformazionali che occorrono nella struttura in seguito all’idrolisi del GTP, sono state effettuate prove di cristallizzazione della proteina libera da nucleotidi e della proteina in complesso con un analogo non idrolizzabile del GTP. Diversi cristalli sono stati portati al sincrotrone (ESRF, Grenoble ed ELETTRA, Trieste) e sono stati raccolti dati di diffrazione. I dati di diffrazione ottenuti sono stati analizzati con diversi programmi, quali CCP4, Phenix e Coot.
Partecipazione a corsi, convegni e congressi
AIC-SILS Conference, tenutasi a Roma dal 25 al 28 Giugno 2018.
43rd FEBS Congress, tenutosi a Praga dal 7 al 12 Luglio 2018.
Brevi periodi all’estero 
Presso il sincrotrone ESRF a Grenoble (Francia) per svolgere esperimenti inerenti al proprio progetto di tesi: dal 5 al 7 Giugno 2018.
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