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PREMESSA: (max 250 parole)
GabR di Bacillus subtilis appartiene alla sottofamiglia dei regolatori trascrizionali batterici denominati MocR. I membri di questa sottofamiglia, oltre a possedere un dominio N-terminale di legame al DNA, hanno un dominio C-terminale di oligomerizzazione/legame degli effettori che è omologo agli enzimi PLP-dipendenti di tipo I, e un “linker” di lunghezza variabile tra i due domini. È stato riportato che GabR, indipendentemente dalla presenza di GABA, lega due sequenze ripetute dirette (ATACCA) della regione intergenica, compresa tra il suo stesso gene e l’operone gabTD, codificante gli enzimi di degradazione del GABA. Tuttavia, solo in seguito alla sua interazione con il GABA, GabR diventa attivatore trascrizionale dell’operone gabTD. La struttura cristallografica di GabR è stata risolta, anche in presenza dei suoi ligandi (PLP e GABA), ed ha mostrato che GabR è un omodimero “head-to-tail domain-swap”. Nella forma olo, il PLP è legato covalentemente ad un residuo di lisina come aldimmina interna. Invece, l’interazione con il GABA avviene tramite la formazione dell’aldimmina esterna tra GABA e PLP. Studi cristallografici hanno anche evidenziato un cambiamento conformazionale della proteina indotto dal legame con il GABA. Una parte del lavoro svolto quest’anno ha avuto lo scopo di mettere in luce l’effetto del GABA sull’attivazione del promotore gabTD e il ruolo di alcuni residui aminoacidici nel legame del GABA. Un’altra parte del lavoro ha riguardato le sequenze di DNA a cui GabR si lega, che sono state riconsiderate in quanto la struttura cristallografica non è compatibile con  il legame di GabR a due sequenze dirette.  

METODOLOGIE E RISULTATI: (Max 500 parole, senza immagini)
Il vettore pDG1728, contenente il promotore gabTD clonato a monte del gene lacZ, è stato integrato nel locus amyE del cromosoma di Bacillus subtilis wt e ∆gabR. È stata monitorata la crescita in terreno minimo di questi ceppi, sia in assenza che in presenza di GABA,  misurando l’OD600 a diversi tempi di incubazione; i campioni prelevati ai differenti tempi sono stati anche trattati per i saggi β-gal. La trascrizione dal promotore gabTD era attivata solo nel ceppo wt cresciuto in presenza di GABA. L’attivazione da parte del GABA iniziava durante la fase stazionaria della crescita, aumentando poi con il tempo di incubazione.

Per studiare il legame del GABA e il cambiamento conformazionale di GabR indotto dal GABA, sono state prodotte delle forme mutanti di GabR (R319A, R207A, D105-108), attraverso mutagenesi sito diretta del plasmide pASKgabR. Tutte le forme di GabR sono state espresse in E. coli e purificate come proteine aventi uno “Strep-tag” al C-terminale. Nel caso di GabR wt, R207A e D105-108A, lo spettro di assorbimento ha mostrato le tipiche bande, a 420 nm e a 330 nm, del PLP legato in forma di aldimmina interna. Al contrario, lo spettro di assorbimento di GabR R319A non ha mostrato queste bande. L’effetto del GABA su GabR wt e le forme mutanti (R207A e D105-108A) è stato studiato utilizzando diversi approcci: analisi spettrofotometrica, fluorimetrica e dicroismo circolare. Tuttavia, l’equilibrio di legame tra le varie forme di GabR ed il GABA è stato analizzato misurando la diminuzione dell’assorbanza a 420 nm, in funzione della concentrazione di GABA. Le relative costanti di dissociazione hanno indicato che i due mutanti continuano a legare il GABA, ma con una minore affinità rispetto al wt. L’interazione di GabR con l’intera regione intergenica gabR-gabTD è stata studiata tramite saggi EMSA. I mutanti hanno mostrato una minore affinità per il DNA rispetto al wt, indipendentemente dalla presenza di GABA. Quando il GABA era aggiunto l’affinità dei mutanti per il DNA diminuiva, così come quella della forma selvatica. 

L’analisi bioinformatica dei nostri collaboratori ha evidenziato una nuova combinazione delle sequenze ripetute di DNA (due ripetizioni dirette TGA/GTAC ed una inversa ATACCA), nella regione intergenica. La prima sequenza diretta era in parte sovrapposta alla prima sequenza ATACCA, precedentemente identificata. Quindi, sono stati progettati diversi frammenti, per verificare quale tra queste due sequenze costituisce il vero sito di legame. I saggi EMSA condotti con questi frammenti mutanti di DNA, hanno suggerito che effettivamente la coppia TG presente nella sequenza TGATAC, e assente nella sequenza ATACCA, è importante per il legame di GabR. Il legame di GabR alle altre due sequenze da noi identificate, è stato studiato sia in vitro con i saggi EMSA, che in vivo con i saggi beta-gal. In questi ultimi sono stati usati tre ceppi di Bacillus subtilis, precedentemente prodotti, ciascuno contenente un diverso promotore mutante a monte del gene lacZ. I risultati ottenuti indicano che queste due sequenze della regione intergenica sono importanti nell’attivazione del promotore gabTD e quindi per il legame di GabR al promotore bersaglio.
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PARTECIPAZIONE A CORSI/CONGRESSI
Corso di cinetica enzimatica: 10 ore totali di lezioni (2CFU), sostenute dal Prof.Malatesta e dalla Dott.ssa Serena Rinaldo. Dipartimento di Scienze biochimiche “A.Rossi Fanelli”, Novembre-Dicembre 2018.

8th BeMM Symposium in Biology and Molecular Medicine PhD School, Sapienza Università di Roma, 20 Novembre 2017.
30a Riunione Nazionale “A.Castellani” dei dottorandi di ricerca in discipline biochimiche. Brallo di Pregola (PV), dal 4 all’8 Giugno 2018.

EMBO workshop “Enzymes, biocatalysis and chemical biology: The new frontiers”. Università degli Studi di Pavia (Italia), dal 9 al 12 Settembre 2018.
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