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Sommario

Le proteine fotorecettrici di luce blu contenenti il dominio fotosensore LOV (Light, Oxygen and 

Voltage), scoperto per la prima volta nelle fototropine di piante nel 1997, sono presenti in circa il 

13 % dei batteri attualmente sequenziati. Sebbene il loro ruolo come fotorecettori sensoriali sia 

stato dimostrato solo per un ristretto numero di casi,  il  meccanismo di risposta alla luce e il 

relativo fotociclo transiente appaiono ben conservati con le fototropine di piante.  Le reazioni 

fotochimiche  si  incentrano  sul  cromoforo  flavin-mononucleotide  (FMN),  un  derivato  della 

riboflavina. 

Lo studio di questi fotorecettori di nuova generazione è di grande interesse sia dal punto di vista 

biologico,  per la definizione di un nuovo ed inatteso paradigma di percezione della  luce nei 

procarioti, che dal punto di vista biofisico, poiché molti aspetti strutturali e funzionali rimangono 

da  definire.  La  questione  chiave  resta  infatti  l’elucidazione  del  meccanismo  primario  di 

trasduzione  del  segnale  innescato  dalla  luce  in  queste  proteine  modulari  dove  il  dominio 

fotosensore è accoppiato a domini effettori di diversa funzionalità. Inoltre rimane in molti casi da 

dimostrare che il dominio effettore sia effettivamente regolato dal dominio fotosensore LOV, in 

analogia alle fototropine di piante. 

Nel presente lavoro sono state studiate struttura e funzione di due proteine LOV batteriche: YtvA 

da Bacillus subtilis e una LOV-chinasi da Pseudomonas syringae pv. tomato (PST-LOV). YtvA 

comprende un dominio  LOV seguito  da un dominio  STAS (sulphate transporter anti-sigma 

factor antagonist); PST-LOV è invece composta da un dominio LOV, una histidine kinase (HK) 

e  un  Response  Regulator  (RR).  Per  l’aspetto  strutturale,  abbiamo  utilizzato  un  approccio 

sperimentale multidisciplinare comprendente cromatografia su gel, analisi di spettri di dicroismo 

circolare e modellistica computazionale (I). Per YtvA tale studio ha portato alla realizzazione di 

un modello di dimero del dominio LOV, di recente verificato con una struttura cristallina. Sono 

stati altresì proposti due modelli a bassa risoluzione di proteina intera, sia per YtvA che per PST-

LOV. Lo studio sulla  funzionalità  molecolare  di  YtvA ci  ha permesso di  determinare  che il 

dominio  STAS  lega  nucleotidi  trifosfati  (NTP)  e  che  avviene  una  effettiva  trasmissione 

interdominio del cambiamento conformazionale innescato dal fotociclo del dominio LOV (II). 

Tali  studi  sono  stati  condotti  utilizzando  un  derivato  fluorescente  del  GTP (marcato  con  il 



fluoroforo  BODIPY TR  2’-(o-3’)-O-(N-(2-aminoethyl-urethane,  abbreviato  in  GTPTR). 

Abbiamo inoltre individuato un aminoacido chiave per la trasmissione del segnale LOV-STAS, 

Glu105: la mutazione E105L infatti  sopprime completamente la trasmissione LOV-STAS dei 

cambiamenti conformazionali fotoindotti al sito di legame per il GTPTR (III).  

Lo  studio  sulla  funzionalità  di  PST-LOV  ha  portato  invece  alla  dimostrazione  del  primo 

meccanismo di risposta al segnale tipo “two component” stimolato dalla luce blu nei batteri: 

esperimenti con ATP radioattivo hanno infatti dimostrato che l’attività chinasica è stimolata dalla 

luce blu, tramite l’attivazione del dominio LOV. Inoltre, attraverso l’analisi di diversi costrutti 

della  proteina,  abbiamo  stabilito  che  l’accettore  finale  del  fosfato  inorganico  proveniente 

dall’ATP legato al dominio chinasico, è il  dominio RR, come ci si aspetterebbe da un tipico 

sistema “two component” batterico (IV). 
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Struttura della dissertazione 

Dopo l’ introduzione e la sessione di materiali e metodi verranno presentate le 4 pubblicazioni, 

nell’ordine  indicato  in  calce  al  sommario.  A corollario  di  queste,  verranno discussi  ulteriori 

risultati e tecniche di analisi non inclusi nelle pubblicazioni stesse. Infine verranno presentate le 

conclusioni generali, anche alla luce di nuovi dati emersi di recente. 
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1 Introduzione

Durante questo Dottorato di Ricerca ci siamo occupati dei meccanismi molecolari primari che 

sottendono a fotorisposte mediate da proteine fotorecettrici batteriche di nuova generazione, che 

utilizzano il cosiddetto paradigma LOV (Light, Oxygen and Voltage), scoperto in fotorecettori di 

piante chiamati  fototropine (phot), per catturare ed elaborare un input luminoso nella regione 

spettrale UVA-Blu (ca. 310-480 nm) . Il lavoro si inquadra in uno scenario, fino a pochi anni fa 

inesplorato,  nel  quale  si  investigano  sempre  più  di  frequente  la  struttura  e  la  funzione  di 

fotorecettori  batterici  correlati  a  quelli  vegetali,  nonché  il  loro  significato  evolutivo  e  le 

somiglianze e/o differenze di tipo meccanicistico. Tali fotorecettori, del tutto inattesi nei batteri, 

sono stati scoperti grazie alla grande quantità di sequenze genomiche che si stanno accumulando 

sugli organismi procariotici [1].

 1.1 Le fototropine ed il “paradigma LOV”

Gli effetti fisiologici della luce blu (BL) sulle piante [2, 3], dal fototropismo alla fotomofogenesi, 

sono stati studiati per oltre un secolo, ma solo nel 1993 è stato scoperto il primo fotorecettore di 

BL, denominato criptocromo (cry) in onore della sua natura elusiva, che è stato seguito nel 1997 

dall’identificazione delle fototropine [4, 5]. La realizzazione che sia cry che phot legano derivati 

della  riboflavina  come  cromofori  (vedi  figura  1-1),  portò  ad  uno  studio  approfondito  per 

caratterizzare le reazioni fotoindotte in tali fotorecettori, che non possono ovviamente basarsi su 

una fotoisomerizzazione. 

Figura 1-1 Struttura di FMN, flavin-mononucleotide da Fototropina. In 

azzurro  Azoto,  in  grigio  Carbonio,  in  rosso  Ossigeno,  in  arancio 

Fosforo.
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Le phot, ca 1000 aa, possiedono due piccoli  domini  fotosensori disposti in tandem: LOV1 e 

LOV2, lunghi ciascuno circa 110 aa, che sono stati purificati e caratterizzati separatamente dal 

resto della proteina.  La loro elevata  stabilità  ha permesso di descrivere in modo completo il 

paradigma fotochimico, qui denominato paradigma LOV, e la loro struttura tridimensionale (vedi 

figura 1-2).  Il  dominio LOV rappresenta  una sottoclasse dei domini  PAS (PerArntSims)  [6], 

moduli  sensori  e/o  regolatori  in  proteine  implicati  nella  rivelazione  e  traduzione  di  una 

molteplicitá di segnali.  I domini PAS, diffusi in tutti  i  regni viventi,  sono in grado di legare 

diversi cofattori (eme, flavine, acido p-coumarico) e di reagire quindi a diversi stimoli esterni 

(concentrazione  di  ossigeno,  luce,  stato  di  ossidoriduzione),  giocando  sempre  ruoli  molto 

importanti nei meccanismi regolatori degli organismi che li contengono [7, 8]. 

Figura 1-2 Struttura del dominio LOV2 da phy3, da  Adiantum capillus-veneris,  nell’immagine sono segnati  gli 
elementi della struttura secondaria con la loro denominazione topologica. In verde la molecola di FMN.

Il  paradigma fotosensore LOV si  basa sul legame di  una molecola  di  flavin-mononucleotide 

(FMN), che nello stato dark é legata in modo non covalente alla proteina e si trova nella forma 

ossidata.  Lo spettro  d’assorbimento  mostra  le  caratteristiche  3 transizioni  nella  regione  UV-

Visibile, tipiche dei derivati riboflavinici. La transizione S0S1 ha un massimo intorno ai 450 

nm (LOV447),  ma  presenta  risoluzione  vibrazionale  ben  definita  (vedi  figura  1-3)  [9,  10].  Il 

fotociclo che avviene in seguito ad assorbimento di BL, porta alla formazione reversibile di un 

legame  covalente  con  una  cisteina  del  dominio  LOV,  per  formare  un  fotoaddotto  con 
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assorbimento spostato verso il blu (LOV390), che a sua volta si forma in seguito al decadimento 

dello stato di tripletto dell´FMN, sulla scala temporale del microsecondo [11] (vedi figura 1-3). 

Lo stato fotoattivato LOV390 ritorna allo stato iniziale, al buio, con un tempo di vita (rec = tempo 

di recovery) variabile tra qualche secondo e qualche ora, a temperatura ambiente.
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Figura 1-3 A sinistra spettro d’assorbimento tipico di una proteina contenente il dominio LOV (YtvA in questo 
caso, vide infra) allo stato dark e allo stato light; nell’immagine sono evidenziati i picchi d’assorbimento relativi alle 
transizioni delle riboflavine (stato dark). A destra il fotociclo tipico dei domini LOV, accompagnato dallo schema di 
legame dell’FMN nello stato light e dark.

La  fotoattivazione  dei  domini  LOV  innesca,  nelle  phot,  l´attività  enzimatica  del  dominio 

effettore C-terminale Ser/Thr-chinasi, attivazione in ultima analisi responsabile delle molteplici 

fotorisposte  mediate  dalle  fototropine  in  vivo,  che includono il  fototropismo,  l´apertura  degli 

stomi, il movimento dei cloroplasti e l´espansione fogliare. Le basi molecolari dell’attivazione 

luce-indotta del dominio Ser/Thr-chinasi sono solo parzialmente note, non essendo disponibile 

finora  una  struttura  tridimensionale  della  proteina  intera.  Analogamente  non  è  chiaro  il 

significato  della  presenza  in  tandem  di  due  domini  LOV,  poiché  solo  LOV2  pare  essere 

indispensabile per evocare le fotorisposte [12, 13].
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 1.2 Il paradigma LOV nei procarioti: conservazione, evoluzione 
e prospettive

Il  meccanismo introdotto  nel  paragrafo  1.1 è  stato  il  primo  ad  essere  descritto  per  recettori 

sensoriali  di  BL  che  utilizzano  flavine  come  cromofori  attivi  [9,  14].  Questo  paradigma, 

apparentemente  così  elementare  in  quanto  il  fotociclo  comprende  solo  due  specie  transienti, 

appare sorprendentemente conservato nel mondo procariotico, in cui si sta configurando come la 

modalità  più diffusa di  rilevazione dello stimolo luminoso,  almeno tra i  batteri  coltivabili  in 

laboratorio. Oltre il 13% dei batteri il cui genoma è stato sequenziato contengono infatti proteine 

LOV, per cui si è riusciti in diversi casi a dimostrare le reazioni fotoindotte e di cui si inizia a 

comprendere il ruolo fisiologico, per un numero purtroppo ancora ristretto di organismi. La zona 

spettrale d’interesse per il paradigma LOV assume un’importanza rilevante a livello biologico: la 

luce blu,  che è in  grado di penetrare  in  profondità  nell’acqua più di  tutte  le  altre  lunghezze 

d’onda, è infatti potenzialmente pericolosa per gli organismi viventi essendo in grado di eccitare 

con  alta  probabilità  fotosensibilizzatori  ubiquitari,  come  le  porfirine,  che  formano  stati  di 

tripletto  con  alta  efficienza.  Gli  stati  di  tripletto,  in  ambiente  aerobico,  promuovono  la 

formazione di stati eccitati dell’ ossigeno (es. ossigeno singoletto), specie altamente tossiche per 

le cellule. [15]. Dalla luce UVA derivano anche i ben noti danni provocati al DNA, che possono 

avere conseguenze più o meno gravi all’interno dell’organismo che li ha subiti. In virtù di queste 

considerazioni appare chiaramente importante, anche per gli organismi più primitivi, lo sviluppo 

di sistemi sensori di BL. E’ probabile che il meccanismo di risposta alla BL, avvalendosi di 

cofattori sintetizzati attraverso una delle vie metaboliche piú antiche, cioè la riboflavina ed i suoi 

derivati,  abbia subito un processo di trasferimento dai microrganismi fotosintetici  alle piante. 

Non è escludibile anche un meccanismo più complesso di co-evoluzione fra piante e batteri, che 

vede un’elaborazione nel tempo di meccanismi di risposta simili allo stesso stimolo luminoso, 

grazie alla condivisione dello stesso ambiente [1]. La principale differenza fra i domini LOV 

provenienti dalle piante e dai batteri non sta nella sequenza amminoacidica, che appare infatti 

molto simile  nelle due categorie,  quanto piuttosto nell’architettura  proteica:  le fototropine da 

piante infatti  presentano due domini LOV in tandem (vedi paragrafo 1.1), mentre le proteine 

batteriche mostrano sempre un unico dominio LOV, associato ad una grande varietà di potenziali 

domini effettori: Histidine-kinase, response regulator, helix turn helix, STAS eccetera [16-18]. Il 
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quadro che si viene a presentare è quindi quello di una grande modularità di domini effettori 

(vedi figura 1-4) notoriamente legati a certi tipi di risposte biologiche, che si trovano affiancati a 

domini  sensori  di  stimoli  diversi.  L’obiettivo  che  sorge  spontaneo  nell’approccio  a  questo 

argomento di ricerca è quindi quello di comprendere i meccanismi primari di trasmissione del 

segnale, e quindi anche di individuare le superfici di interazione tra dominio sensore e domini 

effettori .

 

Figura  1-4 Struttura  a  domini  di  alcune  proteine  LOV  batteriche.  STAS:  sulfate  transporter/antisigma-factor 
antagonist;  SPOIIE: Sporulation stage II,  protein E C-terminal/Protein phosphatase 2C-related;  HisKIN: histidine 
kinase; RR: response regulator; HtH: Helix-Turn-Helix regulatory protein. 

Come già affermato precedentemente sono ancora pochi i dati raccolti  relativamente al ruolo 

fisiologico delle proteine LOV batteriche,  tuttavia l’interesse nei confronti  di questo ramo di 

ricerca sta dando nuovi risultati e per alcuni organismi è stata chiarita la funzione di tali proteine. 

Per esempio in Brucella abortus, una LOV-kinasi regolata da BL è legata all’infettività batterica: 

è  stato  infatti  dimostrato  che  negli  organismi  contenenti  la  proteina  wild  type l’infezione  è 

stimolata dalla BL, negli  organismi contenenti  mutanti  fotochimicamente inattivi  invece ne è 

limitata [19]. Un secondo esempio di dimostrata funzionalità è costituito dalla proteina LOV da 

Caulobacter crescentus, che in seguito ad assorbimento di BL va a modificare il suo grado di 

adesione ad una superficie e tra cellule distinte. L’interpretazione di questo fenomeno dal punto 

di  vista  funzionale/biologico  è  stata  attribuita  alla  necessità  di  una  maggiore  capacità  di 

attaccamento agli elementi nutritivi presenti nell’acqua nella zona superficiale, in cui sono meno 

concentrati che sul fondo, e dove la luce è più intensa [16, 20].

5

LOV PpSB1 PpSB1 Pseudomonas putidaPseudomonas putida

YtvA YtvA Bacillus subtilisBacillus subtilis

A6W4X7 A6W4X7 Kineococcus radiotoleransKineococcus radiotolerans

PST PST Pseudomonas syringae tomatoPseudomonas syringae tomato

Q2NB98 Q2NB98 Erythrobacter litoralisErythrobacter litoralis

LOV STAS

LOV SPOIIE

LOV RR

LOV

HisKIN

HtH



 1.3 Problematiche affrontate durante il lavoro di ricerca

Considerando la grande modularità dei domini LOV nel mondo dei procarioti, e la facilità della 

gestione in laboratorio del segnale luminoso necessario per attivarle essi si configurano come i 

modelli ideali nello studio dei meccanismi molecolari di trasduzione “dominio sensore-dominio 

effettore”. La ricerca dei punti chiave legati alla trasmissione del segnale è stata quindi uno degli 

argomenti  affrontati  durante  questo lavoro di  ricerca;  le  indicazioni  emerse  durante  gli  studi 

precedenti sui possibili siti d’interazione alla base della trasmissione fornivano i seguenti risultati 

(vedi figura 1-2):

a. La  regione  proteica  che  lega  il  gruppo  fosfato  dell’FMN:  i  dati  strutturali  ottenuti 

attraverso diverse tecniche su domini LOV di fototropine isolati hanno dimostrato che i 

cambiamenti conformazionali che avvengono in seguito alla fotoattivazione sono di lieve 

entità e si concentrano nell’intorno del cromoforo [21, 22]. 

b. Il foglietto  (A, B G, H, I ): attraverso studi NMR su un costrutto del domino 

LOV2 da phot1 di  Avena sativa è stata evidenziata l’importanza di un elica a valle del 

dominio  LOV  per  la  fototrasduzione  del  segnale.  Infatti  il  costrutto  denominato 

AsLOV2-40,  costituito  dal  dominio  LOV e  da  40  amminoacidi  a  valle  del  dominio 

stesso, mostra che nello stato dark si forma un elica anfipatica C terminale (J) formata 

da 20 amminoacidi a contatto con la superficie esposta al solvente del foglietto   del 

domino LOV con la sua parte polare; in seguito ad illuminazione con luce blu la zona C-

terminale appare disordinata ed il contatto è rimosso [23]. Lo stesso gruppo di lavoro ha 

poi dimostrato che delle mutazioni sitospecifiche in grado di rimuovere l’interazione fra 

J e  dominio  LOV  portano  ad  un’attivazione  dell’attività  chinasica  costitutiva  (non 

fotoindotta) nella fototropina intera, mostrando l’importanza dell’unfolding dell’elica J 

nell’evento di autofosforilazione innescato dalla luce [24]. 

c. Il ponte salino formato da una lisina e da un acido glutammico ben conservati nei vari 

domini LOV e situati sulla superficie. Quest’idea risulta supportata dal fatto che il ponte 

salino  E-K  si  trova  alla  fine  di  un  set di  amminoacidi  altamente  conservati  che  si 

estendono dalla cavità contenente l’FMN e arrivano fino in superficie interconnessi da 

forze  di  van  der  Waals.  Questo  volume  subisce  cambiamenti  conformazionali  nella 

struttura cristallina del dominio LOV2 in seguito ad assorbimento di luce blu [25, 26]. 
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E’importante sottolineare il fatto che sebbene queste affermazioni suggeriscano un ruolo 

chiave  del  ponte  salino  nella  trasmissione  del  segnale,  non  esiste  ancora  alcun  dato 

sperimentale  che  dimostri  che  la  rottura  del  ponte  influisca  in  qualche  modo 

sull’autofosforilazione delle fototropine.

 

Il secondo punto d’interesse sorto nella ricerca è dato dallo studio della funzionalità molecolare 

delle  proteine  LOV  batteriche  in  rapporto  alla  BL.  I  possibili  domini  effettori  sono  stati 

analizzati in base alla loro funzionalità emersa in altre proteine, e si è ricercata una relazione tra 

lo stimolo luminoso, rilevato dal dominio LOV, e l´attivazione del dominio effettore.

 1.4 Gli obiettivi della ricerca 

Il nostro lavoro di ricerca si è concentrato sullo studio di due proteine batteriche contenenti il 

dominio LOV: YtvA da  Bacillus  subtilis e  PST-LOV da  Pseudomonas syringae  pv. tomato. 

YtvA  rappresenta  la  prima  proteina  batterica  per  cui  siano  state  evidenziate  le  reazioni 

fotochimiche  phot-simili  [27],  è  composta  da  261  amminoacidi,  presenta  un  dominio  LOV 

associato  ad  un  dominio  STAS, ed  è  completata  da un cappuccio  N-terminale  e  da  uno C-

terminale (vedi figura 1-4). Tale proteina evidenzia un fotociclo tipico delle proteine LOV, con 

la formazione di un addotto covalente che ritorna allo stato di buio con un tempo più lungo 

rispetto a quello delle phot di piante (2.600 sec a 25 °C contro i 330 sec per le proteine di piante). 

La seconda proteina che abbiamo analizzato è PST-LOV da  Pseudomonas syringae tomato, di 

534 amminoacidi,  composta da un dominio LOV seguito da un’istidina-chinasi (HK) e da un 

response regulator (RR) (vedi figura 1-4). Per entrambi gli oggetti dello studio, come abbiamo 

precedentemente  accennato  nel  paragrafo  1.3,  una  fase  della  ricerca  si  è  concentrata  sulla 

funzione proteica; in particolare per YtvA ci siamo basati sulla funzionalità del dominio STAS, 

per  cui  il  cui  ruolo  di  NTP-binding  (NTP  =  nucleotide  trifosfato  es.  ATP,  GTP)  é  stato 

ipotizzato,  sia nei procarioti che negli eucarioti [25], ma è stato dimostrato finora solo per la 

proteina SPOIIAA da Bacillus subtilis, coinvolta nei meccanismi di sporulazione [26]. Il nostro 

scopo era di rilevare il  legame degli NTP anche per il  dominio STAS di YtvA e mostrare l

´eventuale  influenza  dello  stimolo  luminoso,  essendo  il  dominio  STAS considerato  la  parte 

effettrice della proteina. Il gruppo di ricerca di Akbar ha descritto nel 2001 il ruolo di YtvA come 
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regolatore del fattore di trascrizione allo stress B durante situazioni di stress da sale e da etanolo 

[28]. Il meccanismo attraverso il quale YtvA interagisce con B probabilmente coinvolge altre 

proteine  regolatrici,  come  RsbR  e  YqhA  [28],  risulta  molto  interessante  immaginare  che 

l’interazione  proteica  possa  essere  regolata  dalla  luce,  in  quanto  la  luce  UVA/BL potrebbe 

rappresentare un fattore di stress rilevato dal dominio fotosensore di YtvA. 

La  proteina  PST-LOV dal  punto  di  vista  funzionale  è  particolarmente  interessante  dato  che 

contiene il sistema di trasmissione del segnale più diffuso nel regno dei procarioti,  ovvero il 

cosiddetto  two-component  system  [29].  Tale  sistema di  traduzione  del  segnale  si  basa su un 

dominio sensore  N-terminale (nel nostro caso il  dominio LOV), ed una chinasi  C-terminale 

contenente l’istidine-box fosfoaccettore, generalmente predisposto all’omodimerizzazione [28]. 

In risposta ad un dato segnale l’istidina si autofosforila ed il gruppo fosfato viene trasmesso ad 

un acido aspartico ben conservato di un response regulator (RR), ovvero del dominio accettore. 

La presenza di un dominio sensore LOV con elevata similarità di sequenza con le fototropine, 

accostata al tipico sistema procariotico chinasi-RR, rende questa proteina un candidato ideale per 

dimostrare l’esistenza di un sistema a due componenti batterico guidato dalla luce blu.

Un ulteriore argomento di ricerca approfondito durante questi tre anni coincide con l’indagine 

dei meccanismi strutturali alla base della trasmissione del segnale dal dominio sensore LOV al 

dominio effettore, che come evidenziato precedentemente non sono ancora chiari neppure nelle 

phot. Numerose sono tuttavia le esperienze in laboratorio che indicano una chiara trasmissione 

del segnale da LOV a STAS in YtvA; esperimenti di LIOAS hanno dimostrato che la formazione 

del  fotoprodotto  corrisponde ad una contrazione  del  volume proteico,  a  testimonianza  di  un 

riarrangiamento  dei  legami  idrogeno  all’interno  della  cavità  di  legame  dell’FMN  [29]. 

Esperimenti di FTIR sul dominio LOV di YtvA hanno mostrato cambiamenti conformazionali in 

seguito ad assorbimento di luce blu simili a quelli osservati per il dominio LOV da fototropine, 

tuttavia il confronto fra questo spettro e quello misurato per la proteina intera indica chiaramente 

una trasmissione del segnale al resto della proteina [23], dato confermato anche dagli spettri di 

fluorescenza sul dominio LOV e sulla proteina intera, che risultano diversi a testimonianza della 

posizione  chiave  giocata  dal  triptofano  ben  conservato  W103,  che  appartiene  al  foglietto   

centrale  [24].  Ci  siamo  chiesti  quindi  quali  siano  le  basi  strutturali  della  trasmissione 

intraporteica dei cambiamenti conformazionali fotoindotti.
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1.5 L´approccio sperimentale

Per indagare a fondo i meccanismi alla base della trasmissione del segnale sono state utilizzate 

diverse tecniche sperimentali incrociate, applicate alla proteina intera e a costrutti contenenti i 

singoli  domini:  per  YtvA sono stati  presi  in  esame  il  solo  dominio  LOV (YtvA-LOV),   il 

dominio LOV accompagnato dal cappuccio N-terminale (YtvA-NLOV) e la proteina intera. Per 

PST-LOV  oltre  alla  proteina  intera  sono  stati  prodotti  in  laboratorio  i  domini  LOV-HK, 

denominato PST-LOVRR  e, separatamente, l’RR, oltre che naturalmente la proteina intera. Le 

esperienze  di  laboratorio  su  YtvA  sono  state  inoltre  realizzate  su  proteine  sottoposte  a 

mutagenesi sito specifica su amminoacidi ritenuti  importanti  nella trasmissione del segnale.  I 

residui sottoposti a mutazione sono l’acido glutammico E105, situato sul foglietto   centrale, 

l’acido glutammico E56, deputato a formare il ponte salino con la lisina, l’acido aspartico D109, 

anch’esso situato sul foglietto . 

Per  analizzare  la  forma  strutturale  in  soluzione  i  diversi  costrutti  sono  stati  sottoposti  a 

cromatografia su gel, che in seguito ad una calibrazione con proteine di peso noto restituisce il 

peso  molecolare  delle  molecole  eluite,  e  quindi  la  loro  forma  dimerica  o  monomerica.  Per 

studiare invece la composizione in struttura secondaria dei costrutti  sono stati registrati  degli 

spettri di dicroismo circolare, sia allo stato di buio che allo stato di luce, sulla proteina intera, sui 

singoli domini e sui campioni mutati in modo da valutare le conseguenze del cambiamento di un 

singolo  amminoacido  sulla  composizione  globale  proteica.  Infine  grande  risalto  è  stato  dato 

anche  all’approccio  informatico,  con  esperienze  di  modellistica  computazionale  su  strutture 

cristalline ad elevata similarità di sequenza con le proteine oggetto dello studio ed esperienze di 

docking tese a creare possibili modelli d’interazione fra i diversi domini. 

Per  quanto  riguarda  invece  la  fase  di  studio  funzionale,  per  indagare  sperimentalmente  la 

capacità di YtvA di legare nucleotidi sono stati utilizzati dei derivati fluorescenti di GTP e ATP, 

in grado di cambiare proprietà spettrali di assorbimento e fluorescenza in seguito a legame con 

una macromolecola.  Per valutare  l’effettiva zona di legame sono state inoltre  utilizzate  delle 

soluzioni di GTP, GDP, GMP e ATP non fluorescenti, inoltre lo scopo dell’esperienza è stata 

anche la valutazione dell’influenza della luce su eventuali legami con nucleotidi.

Per investigare invece l’attività chinasica fotoindotta in PST sono stati allestiti esperimenti con 

ATP radioattivo sulla proteina intera allo stato di luce e allo stato di buio, in modo da evidenziare 
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eventuali differenze nello stato di autofosforilazione in rapporto alla presenza di luce blu. Inoltre, 

sempre con ATP radioattivo sono stati esaminati il costrutto contenente i domini LOV-HK e le 

eventuali conseguenze dell’aggiunta del dominio RR alla soluzione.    
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 2         Materiali e metodi

 2.1 Preparazione campioni

Le proteine  sono state  espresse  in  modo eterologo  utilizzando  cellule  in  E.  coli BL21 DE3 

(Stratagene,  Amsterdam,  The  Netherlands)  precedentemente  trasformate  con  il  plasmide 

pET28a.  Il  plasmide  reca  inserito  il  gene  di  interesse  ed  un  tag  di  istidine  N-terminale 

(sequenza:MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH)  che  ne  consente  la  purificazione  per  affinità  su 

colonna  di  nichel.  L’induzione  dell’espressione  è  stata  fatta  con  IPTG  (Isopropyl  β-D-1-

thiogalactopyranoside). Le proteine sono state in seguito purificate con cromatografia di affinità 

su una colonna Talon (Qiagen, Hilden, Germany) ed infine concentrate in tampone sodio-fostato 

10 mM, NaCl 10 mM, pH = 8. La purezza e l’integrità delle proteine sono state verificate con 

elettroforesi su gel. Per YtvA e i suoi costrutti il rapporto proteina-flavina era 1:1 nei campioni, 

come  verificato  attraverso  il  rapporto  di  assorbimento  UV/visibile,  che  era  inferiore  a  4,  a 

dimostrare l’assenza apoproteina [30]. 

Per  ottenere  la  proteina  PST-LOV  è  stato  in  precedenza  isolato  il  DNA  di Pseudomonas 

syringae tomato (PST) DC3000, da cui è stato clonato il gene corrispondente e successivamente 

inserito nel plasmide pET28a (lavoro svolto da Zhen Cao, MPI-Muelheim), sempre fornito di un 

tag His6. L’espressione eterologa in E. coli BL21 DE3 (Stratagene, Amsterdam, Paesi Bassi), è 

stata indotta con IPTG (30°C, 1mM, per 6 ore). PST-LOV è stata isolata dalle cellule rotte di 

E.coli (la lisi è stata ottenuta in azoto liquido grazie all’Ultraturrax, IKA, Staufen, Germania) 

attraverso un passaggio del lisato (separato attraverso ultracentrifugazione, 368.000 x g, 1 ora, 

4°C) sopra una colonna di cromatografia per affinità alla resina di Ni+  (Prochem, Englewood, 

CO). La proteina così ottenuta si è rivelata sufficientemente pura ed è stata quindi utilizzata per 

successivi studi senza ulteriori  processi di purificazione.  Gli spettri MALDI (Matrix Assisted 

Laser Desorption Ionization) sono stati misurati con un ABI Voyager DE Pro MALDI-time-of-

flight (TOF), utilizzando Sina e 2,5 acido diidrossibenzoico come matrice.

A partire dal costrutto per PST-LOV, sono stati in seguito clonati i geni per le proteine troncate 

(Zhen Cao, MPI-Muelheim): 

1) il dominio LOV associato al dominio motivo HPK (aa 1-402), denominato PST-LOVRR con 

un cappuccio His6 N-terminale
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2) il dominio RR separatamente (aa  403-534), con un cappuccio His6 C-terminale

La procedura di espressione e purificazione è analoga a quanto sopra descritto. Per valutare la 

composizione del cromoforo la proteina è stata denaturata attraverso il riscaldamento a 100°C 

per 10 min, in seguito a questo procedimento la proteina denaturata è stata eliminata attraverso 

centrifugazione a 14.000 rpm per 20 min. Il supernatante così ottenuto è stato concentrato con un 

Microcon YM3 (13.000 rpm, 1 h, millipore, Billerica, MA, molecular weight cutoff 3.000) e poi 

analizzato  direttamente  con  HPLC  (High  Performance  Liquid  Chromatography),  ciascuna 

iniezione è stata ripetuta due volte per seguire errori statistici. Per l’HPLC è stato utilizzato un 

sistema  Shimadzu  (LC10Ai;  Shimadzu  Deutschland,  Duisburg,  Germania),  impiegando  una 

colonna 250/4 C18-RP (Macherey e Nagel, Dueren, Germania). La colonna è stata allestita con 

una precolonna dello stesso materiale, come solventi sono stati utilizzati acetato d’ammonio 50 

mM a pH 6 (eluente B) e acetonitrile al 70% (eluente A). Come composti di riferimento sono 

stati utilizzati FMN, flavin-adenine dinucleotide (FAD) e riboflavina (acquistata presso Sigma-

Aldrich,  St  Louis,  MO).  Oltre  a  questo,  gli  spettri  dei  campioni  discesi  sono stati  registrati 

durante  la  separazione  con  un  sistema  ad  array di  diodi.  Un  gradiente  di  solvente  è  stato 

applicato (t=0, 5:95 A:B, t=20 min, 40:60 A:B, t=22 min, 40:60 A:B, t=29 min, 5:95 A:B).   

Il  derivato  fluorescente  del  GTP,  Guanosina-5’-trifostato,  BODIPY® TR 2’-(o  -3’)-O-(N-(2-

amminoetil)uretano), sale trisodico (GTPTR) è stato comprato da Molecular Probe (Eugene, OR, 

USA); mentre  dalla Sigma-Aldrich (Milano,  Italia),  sono stati  comprati  Guanosina-5’-[-thio] 

trifosfate sale tetrasodio (GTP),  Guanosina-5’-[-thio] difosfato sale trilitio (GDP), e Guanosina-

5’- monofosfato sale disodico (GMP).

 2.2 Cromatografia su gel

Gli  esperimenti  di  cromatografia  di  massa  su  gel sono  stati  realizzati  grazie  ad  una 

strumentazione PLC  Pharmacia,  utilizzando una colonna Superdex 75 HR 10/30 (Amersham 

Bioscences), equilibrata con soluzione tampone Sodio-fosfato 10 mM, pH = 8, NaCl 150 mM. 

La  curva  di  calibrazione  è  stata  costruita  utilizzando  il  kit  di  calibrazione  a  basso  peso 

molecolare della Amersham Bioscences,  composto dalle seguenti  proteine: albumina da siero 

bovino (69 kDa), ovalbumina (42,7 kDa),  -chimotripsina (25 kDa), mioglobina (16,9 kDa), e 

ribonucleasi (13,7 kDa). La proteine analizzate sono state caricate ad una concentrazione fra 1 e 

12



50 M per ottenere in uscita una concentrazione intorno agli 0,05 – 2,5 M. In alcuni casi si è 

proceduto anche alla raccolta dei campioni in uscita in modo da poterne analizzare lo spettro e 

verificare la discesa della proteina.

 2.3 Elettroforesi su gel

Per verificare la purezza dei campioni è stata utilizzata l´elettroforesi su gel, la realizzazione del 

gel prevede la preparazione di quattro soluzioni stock: 30 ml di  Acrilammide/BIS, ottenuta con 

8,76 g di acrilammide e 0,24 g di BIS-metilene acrilammide; 15 ml di Tris-HCl 1.5 M portato a 

pH 8.8 attraverso una soluzione di HCl 1N; Tris HCl  0.5 M portato a pH 6.8; 10% SDS (Sodio 

Dodecil Solfide). A partire da queste soluzioni sono stati preparati il sample buffer e il buffer di 

corsa. Il primo è così composto: 3.55 ml di acqua, 1.25 ml di Tris-HCl 0.5 M, 2,5 ml di glicerolo, 

2 ml di 10% SDS, 0,2 ml di bromofenolo blu e 50 l di -mercaptoetanolo; il buffer di corsa è 

invece composto da: 1 l di acqua, 3 g di Tris base, 14,4 g di glicina e 1 g di 10% SDS. 

La composizione finale del gel di corsa prevede : 6,8 ml di acqua, 8 ml di bis acrilammide, 5 ml 

di sample buffer e 0,2 ml di 10% SDS, mentre lo  stacking gel, ovvero la zona in cui verranno 

caricati i campioni, è così costituita: 6,1 ml di acqua, 1,3 ml di bis/acrilammide, 2,5 ml di sample 

buffer e 0,1 ml di 10% SDS. Entrambe le soluzioni appena descritte sono state fatte degasare per 

15 minuti, e di seguito sono stati aggiunti come innesco per la polimerizzazione 10 l di TEMED 

e rispettivamente 100 l di APS al 10% per il gel di corsa e 50 l per lo stacking gel, a questo 

punto si sono riempiti i vetrini con il gel di corsa per uno strato di circa 6 cm, dopo un’ora, a 

polimerizzazione  avvenuta,  è  stato  sovrapposto  lo  stacking gel,  nel  quale  sono stati  creati  i 

pozzetti di caricamento; una volta che anche il secondo strato è risultato completamente asciutto 

sulla  superficie  superiore  è  stato  aggiunto il  buffer  di  corsa.  I  campioni  sono stati  diluiti  in 

sample buffer 1:2, e sono stati denaturati a 40 °C per 4 minuti; caricati i campioni e i marker nei 

pozzetti  i  vetrini  sono stati  inseriti  nella  vaschetta  con buffer  di  corsa,  ed il  sistema è stato 

collegato ad un’alimentazione esterna. A corsa finita la colorazione è stata realizzata per mezzo 

della stailing solution, composta da: 200 ml di metanolo, 250 ml di acqua, 50 ml di acido acetico 

e 0,1 % blue comassie, nella quale il gel è stato lasciato a bagno per un paio d’ore. Dopo essere 

stato decolorato nella destailing solution il gel è stato fatto seccare per 2 h a 80 °C. 
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 2.4 Spettroscopia di assorbimento

Gli spettri di assorbimento di tutte le misure relative ai vari costrutti di YtvA sono stati registrati 

attraverso uno spettrofotometro Uv/visibile Jasco 7850, gli studi sui costrutti di PST-LOV sono 

stati  invece  condotti  attraverso  uno spettrofotometro  UV-2401PC della  Shimadzu  (Shimadzu 

Deutschland Gmbh, Duisburg, Germania) con temperatura fissa a 20°C, tampone fosfato 10 mM, 

NaCl 10 mM, pH 8. Le condizioni di fotoequilibrio, con accumulazione dello stato fotoattivato, 

sono state raggiunte grazie ad una lampada LedLenser® V8, con massimo di emissione a 470 nm 

(Zweibrüder Optoelectronics, Soelingen,Germania).

 2.5 Spettroscopia di fluorescenza

Gli spettri di fluorescenza sono stati registrati con uno spettrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50 a 

20°C con un cammino di eccitazione pari a 0,4 nm. Gli spettri sono stati corretti dividendo l’ 

intensità totale (integrata su tutte le lunghezze d’ onda) per la frazione di energia assorbita (1-10-

Abs),  dove  Abs = assorbimento  alla  lunghezza  d’onda d’eccitazione,  in  modo  da  ottenere  un 

segnale proporzionale al rendimento quantico di fluorescenza (F). Gli esperimenti di legame 

con GTPTR (binding) sono stati  realizzati  con YtvA nello stato attivato da luce-blu (cioè con 

l’FMN  legato  covalentemente  alla  cisteina  62)  ottenuto  illuminando  il  campione  con  una 

lampada  che  emette  luce  nel  blu  (vedi  paragrafo  2.4).  Gli  spettri  di  fluorescenza  sono stati 

sempre registrati con eccitazione a 590 nm, in modo tale che solo il GTPTR fosse in grado di 

assorbire la luce e che non potessero avvenire fenomeni di energy transfer nei confronti di altri 

fluorofori. La costante di dissociazione (KD) fra YtvA e il GTPTR, e il massimo di fluorescenza 

Fmax sono  stati  ricavati  realizzando  una  interpolazione  (fitting) dei  dati  sperimentali  con 

l’equazione non lineare [31]: 
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Dove  [P]tot è  la  concentrazione  di  YtvA  e  F  è  il  valore  assoluto  della  differenza  fra  la 

fluorescenza normalizzata del GTPTR da solo e in presenza di YtvA. Un  fitting accettabile dei 

valori sperimentali rispetto all’equazione sopra riportata indica che si forma un complesso 1:1 ed 
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è equivalente a ricavare un grafico di Scatchard lineare che intercetta l’asse x nel punto 1. La 

concentrazione di GTPTR è stata sempre tenuta a 1 M, mentre la concentrazione di YtvA è stata 

fatta variare fra 2 e 55 M.

Per misurare il F  della flavina legata a PST, è stato utilizzato come standard FMN (Fluka, Neu-

Ulm, Germania)  F = 0.26 [32]. Le misure sono state realizzate ad una temperatura di 10°C con 

una lunghezza d’onda di  eccitazione  di  450 nm in modo da raggiungere condizioni  simili  a 

quelle degli esperimenti fototermici [33]. Le altre misure di fluorescenza (con eccitazione a 295 

e 280 nm) sono state realizzate a 20°C. 

 2.6 Dicroismo Circolare

Gli  esperimenti  di  Dicroismo Circolare  (CD) sono stati  condotti  con uno spettropolarimetro 

Jasco J715 calibrato con acido d’ammonio d-10-camforsulfonico; le misure sono state realizzate 

nella  regione  del  lontano  ultravioletto  (190-250  nm)  ad  una  temperatura  di  20°C,  con  un 

cammino ottico di 0,2 cm, lo spettro del tampone è sempre stato sottratto prima di procedere 

all’analisi.  La  concentrazione  delle  proteine  è  stata  stimata  utilizzando  i  coefficienti  di 

assorbimento a 220 nm: YTVA220 = 492800 M-1cm-1, YLOV220 = 223900 M-1cm-1, N-YLOV220 = 267900 

M-1cm-1, PST220  = 971570 M-1cm-1, PST-LOV  RR220  = 740077 M-1cm-1, RR220  = 247277 M-1cm-1, i 

coefficienti d’assorbimento sono stati calcolati in rapporto a quello dell’FMN in una soluzione 

con  rapporto  proteina  -  cromoforo  1:1,  ovvero  FMN447 =  12500  M-1cm-1.  Il  coefficiente  di 

assorbimento del cromoforo a 220 nm è pari a: FMN220 = 34500 M-1cm-1, si può quindi concludere 

che  il  cromoforo  contribuisce  in  modo  trascurabile  all’assorbimento  nella  regione  UVB, 

dominato dal legame peptidico dei molti aminoacidi presenti. I coefficienti relativi a PST-LOV e 

ai suoi domini sono stati dedotti a partire da quello di YtvA riproporzionandolo per il numero 

degli  amminoacidi.  L’elliticità  media  per  residuo  aminoacidico  (MRW)  è  stata  calcolata 

utilizzando la seguente formula: MRW = obs/(10  cl) Dove obs è in mdeg, l è il cammino ottico 

= 0.2 cm,  c è la concentrazione dei residui (281 aa / proteina per YtvA, 122 aa / proteina per 

YLOV, 146 aa/ proteina per N-YLOV, 554 aa / proteina per PST-LOV, 422 aa / proteina per 

PST-LOVRR,  141 aa / proteina per RR, includendo anche il  tag),  MRW risulta quindi essere 

espressa in deg cm2 dmol-1. Tipicamente, la concentrazione proteica è nell’ordine del M e c = 
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10-6  281 = 2.8  10-4 mol l-1 per YtvA, c = 10-6  122 = 1.2  10-4 mol l-1 per YLOV, c = 10-6  

146 = 1.5  10-4 mol l-1 per N-YLOV, c = 10-6  554 = 5.5  10-4 mol l-1 per PST-LOV c = 10-6  

422 = 4.2   10-4  mol l-1 per  PST-LOVRR e c = 10-6  141 = 1.4   10-4  mol l-1 per RR. La 

predizione  della  struttura  secondaria  a  partire  dagli  spettri  CD  è  stata  realizzata  mediante 

l’algoritmo di calcolo CCA (Convext Constraint Analysis) [34, 35] supportato da un database di 

46 spettri proteici [35, 36]. Tale algoritmo si basa su due vincoli, come prima cosa la somma dei 

pesi frazionali di tutte le componenti spettrali deve essere pari a 1. In secondo luogo si definisce 

un volume di minimizzazione detto “di vincolo” che permette di estrarre un numero finito di 

curve componenti  da un set  di  spettri  senza fissarle su nodi spettrali.  CCA non utilizza dati 

cristallografici di raggi X nel processo di deconvoluzione: una volta che il software presenta le 

“curve pure” è l’operatore stesso che deve assegnarle ad una determinata struttura secondaria. Lo 

spettro totale viene sempre comunque considerato una combinazione lineare tra le varie curve 

pure. 

 2.7 Modelling computazionale

Il  modello  per  il  dominio  STAS  (residui  147-254)  è  stato  ottenuto  utilizzando  la  struttura 

cristallina TM1442 (codice PDB: 1VC1) come stampo [37], attraverso il software What if [38]. 

Il residuo P229, corrispondente ad un gap nell’allineamento è stato inserito nella struttura grazie 

al  software  DeepViewer  [39],  ed  il  loop K228-E230  è  stato  ricostruito.  Infine  attraverso  il 

calcolo  energetico  di  Gromos96 implementato  in  SwissPdbViewer [40]  è  stata  condotta  una 

minimizzazione energetica del modello complessivo. 

Le  simulazioni  di  docking del  dimero  YLOV sono state  realizzate  sul  Server  ClusPro [41], 

utilizzando i programmi DOT 1.0 [42] e ZDOCK v. 2.3 [43], a partire dal  modello strutturale di 

YLOV già pubblicato (codice di accesso PDB: 1IUM) [27]. L’algoritmo di  docking ClusPro 

valuta  miliardi  di  potenziali  complessi,  tenendone  solo  un  numero  predefinito  con  superfici 

favorevolmente  compatibili.  A  questo  gruppo  di  complessi  viene  poi  applicata  una  nuova 

sgrossatura attraverso criteri di forze elettrostatiche e buone energie libere. La valutazione dei 

modelli predetti da ClusPro è stata realizzata utilizzando il VADAR tool [44], che calcola alcuni 

parametri relativi alla catena amminoacidica quali la superficie accessibile e la percentuale di 
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catene  laterali  idrofobiche  accessibili.  La  qualità  dei  modelli  di  dimero  YLOV  predetti  da 

ClusPro è stata altresì analizzata mediante il  Structure Analysis and Validation  Server (SAVS) 

del  Laboratorio  della  genomica  e  proteomica  strutturale  all’Università  della  California,  Los 

Angeles  (UCLA)  (http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/),  che  implementa  i  programmi 

PROCHECK [45], WHAT_CHECK [46], ERRAT, VERIFY_3D [47], e PROVE [48]. Infine per 

predire la superficie di interazione del dimero YLOV sono stati utilizzati PPI-pred [49] ed il 

virtuale scanning di Alanina al Robetta server [50].  

Anche per ottenere la struttura modello del complesso dimerico YLOV-YLOV é stata utilizzata 

la stessa metodologia (vedi descrizione precedente anche sui metodi di valutazione dei diversi 

modelli).

 2.8 Esperimenti di radioattività

Sono stati realizzati esperimenti di auto e trans-fosforilazione utilizzando 32P--ATP (37mBq 100 

l, Hartmann Analytik, Braunschweig, Germania). Un tampone di reazione da 100 l contiene 

20  g  di  frammenti  di  PST-LOV  o  PST-LOVRR [51].  Le  reazioni  sono  state  realizzate  a 

temperatura ambiente sia nello stato di buio che in quello di luce. A dati intervalli temporali 10 

l  della  miscela  di  reazione  sono  stati  estratti  e  miscelati  con  10  l  di  stop  buffer  sodio 

dodecilsolfato (SDS) [51]. Per gli esperimenti di transfosforilazione un eccesso 10 x (m/m) del 

dominio RR è stato aggiunto nella provetta di reazione. Di nuovo 10 l della nuova miscela sono 

stati pescati a determinati intervalli temporali e miscelati con 10  l di stop buffer. Dopo aver 

riscaldato  a  55°C  per  5  minuti,  le  proteine  radioattive  sono  state  separate  su  gel  SDS-

pliacrilammide per elettroforesi (PAGE), e poi tenute nella cassetta BAS 2025 (Fujifilm, Tokyo, 

Giappone) per determinazione della radioattività. Gli autoradiogrammi sono stati ottenuti grazie 

ad un analizzatore di immagini di fluorescenza FLA-3000 (Fujifilm). L’intensità dei punti è letta 

come PSL mm-2 (PSL, luminescenza fotostimolata). La dimensione dei pixel è pari a 50 x 50 

m2. 
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3  L’analisi  conformazionale  della 
proteina sensibile alla luce blu YtvA 
rivela  un’interfaccia  competitiva  per 
la  dimerizzazione  LOV-LOV  e  le 
interazioni interdominio

La riproduzione dell’articolo è stata gentilmente concessa dalla Royal Society of Chemistry 
(RSC)
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3.1      Ulteriori considerazioni sulle esperienze di cromatografia

A completamento  dell’articolo  sopra riportato,  qui  di  seguito  mostrerò  ulteriori  esperienze  e 

considerazioni emerse durante gli studi sulla struttura di YtvA. 

Data la grande variabilità dei cromatogrammi proteici si è indagata la relazione fra la purezza 

delle diverse preparazioni di YtvA e la presenza dei picchi riscontrati. Per studiare tale relazione 

si sono accostati diversi approcci: attraverso l’elettroforesi su gel è stata valutata la purezza delle 

diverse  preparazioni  (denominate  a,  b,  c..)  e  su  questa  base  si  sono  analizzati  i  rispettivi 

cromatogrammi  (vedi  figura  numero  3-1).  Nell’articolo  I  i  cromatogrammi  di  figura  2  sono 

riferiti rispettivamente alle preparazioni: YtvAa per la figura A, YtvAf per la figura B.

Figura  3-1  A:  Cromatogramma  delle  due  preparazioni  YtvAb  e  YtvAc;  in  figura  l’assegnazione  della  forma 
strutturale proteica corrispondente ad ogni picco. B: Spettri di assorbimento delle due preparazioni YtvAb e YtvAc.

Figura 3-2 Gel di elettroforesi per 4 preparazioni di YtvA denominate a, b, c, d. Sulle due colonne laterali i markers, 
di cui in figura sono indicati i pesi molecolari. 
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Come si può notare dall’elettroforesi su gel la preparazione denominata YtvAb presenta meno 

frammenti  e  dimeri  rispetto  alla  preparazione  YtvAc,  risulta  cioè  essere  più  pura,  tale 

considerazione è confermata anche dallo spettro  d’assorbimento nello stato di  luce delle due 

preparazioni,  che  presenta  un  rapporto  fra  picchi  (e  quindi  una  presenza  di  apoproteina) 

maggiore  nel  secondo  caso  rispetto  al  primo.  Dai  cromatogrammi  si  osserva  che  YtvAb si 

presenta  principalmente  sotto  forma di monomero  oblungo (picco centrale),  con una piccola 

percentuale di dimero, mentre in YtvAc compare anche il picco corrispondente al monomero 

sferico  (a  destra)  e  la  percentuale  di  monomero  oblungo sembra  diminuire.  I  risultati  sopra 

riportati  vengono  confermati  dal  cromatogramma  di  figura  3-3,  esso  rappresenta  la  curva 

ottenuta  per  la  proteina  YtvAa  (utilizzata  nell’articolo  I),  che  come  si  evince  dallo  spettro 

d’assorbimento, non contiene apoproteina: YtvAa scende praticamente per intero sotto forma di 

monomero oblungo, e solo in piccola percentuale sotto forma di dimero. Per verificare di aver 

effettuato  l’analisi  sull’oloproteina  si  è  realizzata  anche  una  registrazione  di  cromatografia 

fissando la lunghezza d’onda di rilevazione a 340 nm, assorbimento tipico del cromoforo FMN; 

si può notare che lo spettro di eluizione è molto simile nei due casi, anche se l’FMN appare 

presente in concentrazione maggiore nel dimero (vedi figura 3-3). 
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Figura 3-3  Cromatogramma della proteina YtvAa registrato  a 280 nm, lunghezza d’onda d’assorbimento tipica 
degli amminoacidi (curva rossa) e a 340 nm, lunghezza d’onda d’assorbimento tipica dell’FMN (curva nera). Per 
evidenziare le differenze degli spettri registrati le due curve sono state rapportate alla stessa scala.
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Le  frazioni  eluite  durante  la  cromatografia  della  preparazione  YtvAe  sono  state  raccolte  e 

analizzate  attraverso  la  spettroscopia  di  assorbimento  per  verificare  il  contenuto  dei  diversi 

picchi.  Tale  operazione  ha  mostrato  che  in  YtvAe  il  picco  assegnato  al  monomero  sferico 

contiene una minor quantità di cromoforo rispetto al picco corrispondente al monomero oblungo 

(vedi  figura  3-4),  suggerendo  una  preferenza  per  la  conformazione  sferica  da  parte  della 

apoproteina. 
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Figura 3-4 A: Cromatografia di YtvAe: sono presenti tre picchi, il primo corrispondente al dimero, il secondo al 
monomero  oblungo,  il  terzo al   monomero  sferico.  B:  Spettri  d’assorbimento  delle  frazioni  raccolte,  YtvAe22 
(corrispondente prevalentemente al monomero sferico) presenta un rapporto negli assorbimenti maggiore,  quindi 
una maggior presenza di apoproteina rispetto a YtvAe20 (prevalentemente monomero oblungo).

Per indagare il  rapporto fra macrostruttura  proteica ed assenza di cromoforo  la preparazione 

YtvAh è  stata  denaturata  attraverso  riscaldamento  a  50°C in  modo  da  consentire  la  perdita 

dell’FMN; la mancanza di cromoforo sulla soluzione così ottenuta è stata verificata attraverso un 

esperimento di fluorescenza ed in seguito si è effettuata la cromatografia sulla preparazione in 

gioco; i risultati sono riportati nella figura numero 3-5. Come si vede la procedura induce la 

formazione  di  aggregati  in  seguito  alla  rinaturazione  proteica,  il  monomero  oblungo  cala 

drasticamente, mentre il monomero sferico subisce una riduzione inferiore. 

Prima di  realizzare  le  misure  di  cromatografia  sulla  apoproteina si  è  verificato  il  metodo di 

denaturazione termica anche tramite acquisizione di spettri CD: la denaturazione è stata seguita 

attraverso gli spettri registrati ad intervalli regolari in seguito a riscaldamento delle soluzioni di 

YtvAa e di YLOV nello stato light. Si può notare che la denaturazione di YLOV avviene ad una 

temperatura  inferiore  rispetto  alla  proteina  intera,  infatti  sono  evidenti  le  variazioni 
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spettroscopiche nel grafico che all’aumentare della temperatura mostra la tipica conformazione a 

random coil; non si notano invece grosse variazioni nella struttura secondaria di YtvAa fino alla 

temperatura di 40°C, vedi figura numero 3-5.   
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Figura 3-5 A: Spettri di dicroismo circolare per YtvAa in funzione dell’aumento di temperatura (denaturazione) a 
partire da 20°C fino a 40°C. B: Spettri di denaturazione registrati da 20 a 40 °C per YLOV. C: Cromatogramma di 
YtvAh e della stessa proteina in seguito ad estrazione del cromoforo. 

Attraverso la cromatografia su gel si sono studiate anche le macrovariazioni della conformazione 

proteica in rapporto agli stati dark o light: la stessa preparazione è stata analizzata sia in seguito 

ad illuminazione con luce blu, che in seguito ad incubazione al buio. Nella figura numero 3-6 

sono riportati i risultati ottenuti sia per il dominio LOV che per la proteina intera: in entrambi i 

casi appare chiaro un leggero shift verso sinistra del cromatogramma della proteina allo stato di 

luce rispetto allo stato  dark, questo indica che la proteina nello stato  light  occupa un volume 

maggiore  rispetto  allo  stato  dark  (di  circa  il  15%) dove sembra  mantenere  una struttura  più 
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compatta.  Quindi  anche  la  cromatografia  su  gel  indica  un  cambiamento  conformazionale 

fotoindotto, di piccola entitá, in accordo con i dati CD. 
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Figura 3-6 A: Cromatogramma del dominio YLOV allo stato dark e allo stato light,  il primo sembra assumere uno 
stato più compatto rispetto al secondo, avendo un tempo di eluizione superiore.  B: Cromatogramma della proteina 
intera YtvAh allo stato dark e allo stato light, le variazioni conformazionali in seguito ad assorbimento di luce blu 
sono simili a quelle subite dal solo dominio YLOV.

Per  valutare  l’importanza  di  amminoacidi  chiave  nella  conformazione  proteica  prove  di 

cromatografia sono state realizzate anche su proteine sottoposte a mutagenesi sitospecifica: nella 

figura numero 3-7 sono riportati il cromatogramma e lo spettro d’assorbimento di due diverse 

preparazioni di E105L, tale mutazione coinvolge la superficie esposta al solvente del   sheet 

centrale, che si ipotizza essere coinvolto nelle interazioni intraproteiche, segnatamente E105 si 

trova sullo strand  Gβ (vedi figura 1-2). E105La si presenta per la maggior parte sotto forma di 

monomero oblungo e in parte di dimero; E105Lc, che anche dallo spettro d’assorbimento non 

sembra  essere  una  buona preparazione  si  presenta  come monomero  sferico  e  in  parte  come 

dimero. La mutagenesi sitospecifica non sembra avere conseguenze sulla macroconformazione 

proteica,  anche in  questo caso il  picco corrispondente al  monomero sferico si  presenta  nella 

preparazione contenente più apoproteina, indicando che questa é la conformazione preferenziale 

assunta quando il cromoforo non è incorporato. 
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Figura 3-7 A: Cromatogramma di due preparazioni di E105L. B: Spettro d’assorbimento delle stesse preparazioni 
di E105L.

Una  seconda  sostituzione  prevede  la  mutagenesi  del  residuo  adiacente  L106  nella  proteina 

mutata YtvA-L106F, il cui cromatogramma è mostrato nella figura numero 3-8; L106 si trova 

nella cavitá cromoforica, sempre sullo  strand Gβ (vedi figura 1-2). Anche in questo caso non 

sembrano esserci modificazioni significative nella struttura macroscopica proteica, sono evidenti 

infatti i tre picchi riscontrati anche nella proteina nativa.
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Figura 3-8 Cromatogramma di L106F.

33

A B



3.2      Analisi di dicroismo circolare

Tramite esperienze di dicroismo circolare è stato confermato il ruolo chiave della cisteina 62 in 

YtvA, coinvolta nel legame covalente con FMN, tale residuo amminoacidico è stato sostituito da 

un’istidina incapace di legarsi al cromoforo. L’analisi realizzata sulla proteina mutata C62H non 

mostra variazioni fotochimiche, vedi figura numero 3-9; solo attorno ai 195-200 nm si nota uno 

scostamento, tale zona è però soggetta ad una variabilità intrinseca alla misura stessa.
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Figura 3-9 Spettro di dicroismo circolare ottenuto per il mutante C62H allo stato di buio e di luce.

Per studiare la struttura completa di YtvA, a corredo dei risultati riportati nell’articolo I, è stato 

anche  analizzato  tramite  dicroismo  circolare  un  costrutto  contenente  il  dominio  LOV,  il 

cappuccio  N  terminale  e  il  linker di  unione  allo  STAS,  per  un  totale  di  166  amminoacidi 

compreso l’His tag. Nella tabella numero 3-1 sono riportati i risultati dell’analisi ottenuta con 

l’algoritmo CCA degli spettri acquisiti, comparati con i costrutti N-YLOV e YLOV già riportati 

nell’articolo.  Il  confronto  fra  N-YLOV-linker  ed  N-YLOV  indica  circa  16  amminoacidi  in 

random coil,  su  un  totale  di  19  amminoacidi  di  linker,  a  differenza  delle  previsioni  che  lo 

ipotizzavano in  alfa  elica,  i  restanti  amminoacidi  sembrano assumere  la  conformazione  di   

antiparallelo. E’ importante sottolineare il fatto che neppure il linker previene la dimerizzazione 

(cromatogramma non riportato), quindi l’analisi  sulla struttura secondaria non corrisponde ad 

una forma monomerica del costrutto.
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Tabella 3-1 Confronto fra le analisi in struttura secondaria ottenute tramite l’algoritmo di calcolo CCA sugli spettri 
medi delle preparazioni YLOV, N-YLOV, N-YLOV-linker allo stato di buio e di luce.

Sec. structure †% YLOV
‡ (122 aa)

†% N-YLOV
‡ (147 aa)

†%N-YLOV-linker
‡ (166 aa)

dark light dark light dark Light
I. -helix 16.9  2.7

(21  3)

19.5  5.8

(24  7)

24.9  2.4

(37  4)

27.3  0.9

(40  1)

20.5  0.7

(34  1)

21.9  1.2

(36  2)
II. RC 23.9  4.1

(29  5)

22.8  3.9

(28  5)

24.9  0.9

(37  1)

23.6  0.9

(35  1)

30.8  0.2

(51  1)

30.6  0.6

(51  1)
III.  -

turns/others

27.9  1.1

(34  1)

28.8  2.3

(35  3)

27.5  1.0

(40  1)

28.3  1.5

(42  2)

25.2  0.3

(42  1)

26.0  0.7

(43  1)
IV. twisted/Par. 14.7  1.6

(18  2)

18.6  1.0

(23  1)

12.1  1.6

(18  2)

15.9  0.9

(23  1)

9.7  1.2

(16  2)

10.3  0.9

(17  2)
V.  Antipar. 16.2  4.1

(20  5)

10.2  4.7

(12  6 )

10.6  3.4

(15  5)

4.9  2.1

(7  3 )

13.8  1.4

(23  2)

11.2  1.6

(19  3)
§<  

2

1
)(




n

i
i fy  > 1.9  0.4 3.6  2.9 2.2  1.8 2.1  0.7 1.0  0.3 1.5  0.3

†: l’errore statistico è la deviazione standard e deriva da 5 set di misure su 2 diverse preparazioni per YLOV, 4 set di  
misure su 2 diverse preparazioni per N-YLOV; 2 set di misure su 2 diverse preparazioni per N-YLOV-linker; ‡: il 
numero di aa è riportato in parentesi tonde sotto la percentuale insieme all’errore statistico;  §:  errore quadratico 
medio, dove yi = curva sperimentale, f() = curva di fitting.

Una fase molto importante negli esperimenti di dicroismo circolare è costituita dall’analisi degli 

spettri acquisiti: numerosi sono gli algoritmi di calcolo utilizzabili per ricondurre lo spettro alla 

composizione  in  struttura  secondaria  e  prima di  scegliere  il  metodo CCA sono stati  vagliati 

diversi  sistemi,  in  particolare  quelli  contenuti  nel  pacchetto  online  “Dichroweb” 

(http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb),  che  contiene  cinque  algoritmi  di  calcolo  (SELCON3, 

CONTINLL, CDSSTR, VARSLC, K2d), da applicare in combinazione a 7 possibili  dataset di 

curve [52]. Un confronto è stato inoltre realizzato con l’analisi ottenuta attraverso “DSSP”, un 

metodo di previsione della struttura secondaria basato sulla sequenza amminoacidica proteica: 

tale metodologia prevede la definizione di legame H come base di partenza per lo studio, ed una 

conseguente definizione di turns e bridges come componenti primarie della struttura secondaria 

finale.  Nella  tabella  numero  3-2  sono  riportati  i  dati  ottenuti  mediante  l’applicazione  degli 

algoritmi CCA e DSSP sugli spettri medi di YtvA e di YLOV, mentre nella tabella 3-3 sono 

riportati  i  valori  ottenuti  con gli  algoritmi di calcolo contenuti  in Dichroweb. Esaminando le 

analisi degli stessi spettri conseguite con metodi diversi si può notare che le variazioni luce buio 
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sembrano essere più accentuate nei risultati ottenuti con gli algoritmi di Dichroweb rispetto a 

quelli derivati da CCA. Limitando il confronto all’analisi dello spettro medio di YtvA allo stato 

dark un buon accordo emerge fra CCA e CDSSTR, con entrambi i database. CONTIN sembra 

invece essere più efficace con il database numero 7. In complesso possiamo dire che il confronto

ci rassicura sulla bontà dei risultati trovati con CCA. 

Tabella 3-2 Confronto fra l’analisi degli spettri medi di Ytva e di YLOV ottenuti con l’algoritmo di calcolo CCA e 
con DSSP; essendo il secondo un metodo basato solo sulla sequenza amminoacidica non è stato possibile ottenere 
una differenziazione degli stati dark e light della proteina.

Sec. structure †%YtvA CCA
‡ (281 aa)

% YtvA 

DSSP
‡ (281 aa)

†% YLOV CCA
‡(122 aa)

% YLOV 

DSSP
‡(122 aa)

dark light dark light
I. -helix 30.9  4.7

(87  13)

32.0  6.5

(90  18)

25.7 

(72)

16.9  2.7

(21  3)

19.5  5.8

(24  7)

19.7

(24)
II. RC 22.4  1.0

(63  3)

21.7  3.5

(61  10)

27.4

(77)

23.9  4.1

(29  5)

22.8  3.9

(28  5)

31.1

(38)
III. -turns/others 16.8  3.6

(47  10)

18.7  3.5

(52  10)

13.9

(39)

27.9  1.1

(34  1)

28.8  2.3

(35  3)

12.3

(15)
IV. twisted/Par. 9.9  4.1

(28  11)

11.0  3.7

(31  10)

24.9

(70)

14.7  1.6

(18  2)

18.6  1.0

(23  1)

29.5

(36)
V.  Antipar. 19.9  5.6

(56  16)

16.6  5.8

(47  16)

8.0

(23)

16.2  4.1

(20  5)

10.2  4.7

(12  6)

7.4

(9)

§<  
2

1
)(




n

i
i fy  > 6.2  2.8 5.2  2.3 1.9  0.4 3.6  2.9

†: l’errore statistico è la deviazione standard e deriva da 11 set di misure su 9 diverse preparazioni per YtvA e da 5 
set  di  misure  su  2  diverse  preparazioni  per  YLOV;  ‡:  il  numero  di  aa  è  riportato  in  parentesi  tonde  sotto  la 
percentuale insieme all’errore statistico;  §: errore quadratico medio, dove yi = curva sperimentale,  f() = curva di 
fitting.
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Tabella 3-3 Confronto fra l’analisi di struttura secondaria sugli spettri medi di YtvA dark e YtvA light ottenuta con 
CCA e con gli algoritmi contenuti nel pacchetto Dichroweb.

Sec. 

structure
†%YtvA CCA

‡ (281 aa)

%YtvA 

CDSSTR4
‡ (281 aa)

%YtvA 

CDSSTR7
‡ (281 aa)

%YtvA 

CONTIN4
‡ (281 aa)

%YtvA 

CONTIN7
‡ (281 aa)

dark light dark light dark light dark Light dark light
I. -helix 30.9  4.7

(87  13)

32.0  6.5

(90  18)

30,4

(86)

42,3

(119)

35,3

(99)

47

(132)

32,2

(90)

40,8

(115)

28,0

(79)

43,4

(122)
II. RC 22.4  1.0

(63  3)

21.7  3.5

(61  10)

26,3

(74)

23,7

(66)

24,3

(68)

21,4

(60)

32,9

(93)

23,6

(66)

21,8

(61)

23,3

(66)
III.  -turns/

others

16.8  3.6

(47  10)

18.7  3.5

(52  10)

19,4

(55)

15,4

(42)

18,3

(51)

15,7

(44)

14,6

(41)

22,2

(62)

20,7

(58)

20,4

(57)
IV.  twisted/

Par.

9.9  4.1

(28  11)

11.0  3.7

(31  10)

9,4

(27)

7,7

(22)

9,6

(27)

7,1

(20)

8,1

(23)

7,7

(22)

10,6

(30)

7,5

(21)
V.  Antipar. 19.9  5.6

(56  16)

16.6  5.8

(47  16)

14

(39)

11,3

(32)

12,7

(36)

8,7

(25)

12,2

(34)

5,7

(16)

18,9

(53)

5,4

(15)

†: l’errore statistico è la deviazione standard e deriva da 11 set di misure su 9 diverse preparazioni; ‡: il numero di aa 
è riportato in parentesi tonde sotto la percentuale insieme all’errore statistico.

3.3      Modelling computazionale

Oltre  al  modello  di  dimero  del  dominio  LOV  presentato  nell’articolo,  attraverso  la 

modellizzazione  proteica  si  sono affrontate  altre  strade  per  indagare  la  struttura  di  YtvA:  la 

modellizzazione  comparativa  si  basa  sul  fatto  che  proteine  appartenenti  alla  stessa  famiglia 

abbiano folding simili, seguendo questa teoria si è tentato di estendere la struttura già presentata 

di  YLOV anche  ai  23  residui  N-terminali  esclusi  nella  struttura  depositata  con codice  PDB 

1IUM. Attraverso il motore di ricerca BLAST sono state trovate nella PDB bank due proteine 

con una elevata  similarità  di  sequenza  rispetto  alla  struttura  da modellizzare.  La  prima  è  la 

proteina  FixL_Rhime,  proteina  batterica  contenente  EME e  sensibile  alla  concentrazione  di 

ossigeno  all’interno  della  cellula,  la  seconda  è  la  proteina  DOS,  da  Escherichia  coli,  una 

fosfodiesterasi  per l’AMP ciclico  regolata  dall’eme.  Fra le  strutture  presenti  nella  banca-dati 

corrispondenti alle due proteine (codici 1DO6; 1EWO per FixL e 1S66, 1S67, 1VB6 per DOS) 

sono state scelte le due con maggior risoluzione, grazie poi all’algoritmo CLUSTALW sono state 

allineate le tre sequenze (vedi figura numero 3-10). 
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1S67L     16                NAADGIFFP ALEQNMMGAV LINEN---DE VMFFNPAAEK
1EW0      122   GSHMLETEDV VRARDAHLRS ILDTVPDATV VSATD---GT IVSFNAAAVR
YtvaLOV_  1                                 VGVV ITDPALEDNP IVYVNQGFVQ
                                             . * .          ..  * .   

1S67L     52    LWGYKREEVI GNNIDMLIPR DL-RPAHPEY IRHNREGGKA RVEGMSRELQ
1EW0      169   QFGYAEEEVI GQNLRILMP- EPYRHEHDGY LQRYMATGEK RIIGIDRVVS
YtvaLOV_  25    MTGY-ETEEI LGKNCRFLQG KHTDPA---- EVDNIRTALQ NKEPVTVQIQ
                  **   * *   .   ..                     .       .   . 

1S67L     101   LEKKDGSKIW TRFALSKVSA EGKVYYLALV RDAS                 
1EW0      218   GQRKDGSTFP MKLAVGEMRS GGERFFTGFI RDLT-                
YtvaLOV_  70    NYKKDGTMFW NELNIDPMEI EDKTYFVGIQ NDI-                 
                  .***. .    . .  .       .. ..   *   

Figura 3-10 Allineamento di sequenza di 1S67L, dalla proteina DOS, 1EWO, di FixL e YLOV.

In seguito a queste analisi preliminari si è deciso di utilizzare la struttura 1EWO per modellare 

N-YLOV, dato che la sovrapposizione fra le due risulta particolarmente buona e che la proteina 

DOS presenta un’elica troppo corta. A questo punto grazie a Deep Viewer è stato realizzato 

l’allineamento strutturale fra le due, si è quindi potuto procedere alla modellizzazione vera e 

propria grazie a What if. Ottenuto il modello rozzo siamo passati su Deep Viewer per realizzare 

una minimizzazione energetica. A questo punto il dominio LOV e l’elica N-terminale appena 

modellata sono stati importati su Deep Viewer utilizzando come stampo FixL e collegati con un 

legame  peptidico.  In  seguito  ad  un’ulteriore  minimizzazione  energetica  è  stato  ottenuto  il 

modello presentato nella figura numero 3-11.

Figura 3-11 Modello di N-YLOV (in giallo) confrontato 
con la struttura cristallina di FixL (bianco) che ha fatto da 
stampo.  In  verde  la  molecola  di  FMN,  cofattore  di  N-
YLOV.
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Una volta che il modello è stato ottenuto si è proceduto ad un esperimento di docking attraverso i 

software DOT e ZDOCK come già descritto nell’articolo I al paragrafo “materiali e metodi”. 

Delle prime dieci strutture ottenute da entrambi i software solo la settima e l’ottava di ZDOCK 

sono confrontabili alla struttura cristallina del dimero di FixL, come si può vedere nella figura 3-

12. La proteina forma un legame con la sua omologa affacciando i due foglietti  beta, le alfa 

eliche N-terminali si incrociano per compattare la figura finale.

Figura 3-12 Confronto fra il modello dimerico di N-
YLOV ottenuto con il software ZDOCK (struttura nr. 
8) in giallo, ed il dimero FixL (struttura cristallina) in 
bianco.

La maggior  parte  dei  modelli  in  uscita  dai  programmi  utilizzati  prevede che si  formino  dei 

legami idrofobici  fra i  loop di collegamento del beta  sheet centrale,  la struttura appare meno 

compatta rispetto a quella mostrata in figura 3-12. Come esempio mostriamo il modello numero 

3 ottenuto con il software DOT (in figura 3-13). 

Figura  3-13  Dimero  di  N-YLOV 
ottenuto con DOT (modello numero 3).
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Al momento in cui si procedeva con le esperienze oggetto di questa tesi di dottorato una struttura 

cristallina dimerica non era ancora stata ottenuta, solo nel 2007 Andreas Moglich e Keith Moffat 

hanno pubblicato il dimero di N-YLOV allo stato di luce e allo stato di buio mostrati nella figura 

3-14 [53]. La struttura cristallina mostrata è chiaramente diversa dal modello di N-YLOV da noi 

creato, dato che il monomero stesso si differenzia per l’orientazione dell’elica N terminale nello 

spazio.  Positivo  è  invece  il  confronto  con  il  modello  YLOV-YLOV  presentato  nel  nostro 

articolo:  anche  se  l’orientazione  è  diversa  il  dominio  LOV  pone  come  interfaccia  alla 

dimerizzazione  il  foglietto   tipico  del  PAS  fold.  Come  si  può  notare  le  variazioni 

macroscopiche nella struttura secondaria e terziaria in seguito ad assorbimento di luce blu sono 

poco significative e riguardano prevalentemente i turn e i foglietti beta coinvolti nel legame.

Figura 3-14 Sovrapposizione delle strutture cristalline 
al buio e alla luce del dimero N-YLOV presentate da 
Keith e Moffat. In blu è stato evidenziato lo stato dark, 
in giallo lo stato light.
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4  Proprietà  di  legame  della 
proteina     sensibile       alla luce 
blu YtvA da  Bacillus subtilis con 
NTP 

    

La riproduzione dell’articolo è stata gentilmente concessa da Elsevier
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4.1         Calcolo della costante di dissociazione

La costante di dissociazione in un sistema di binding recettore-ligando (KD) può essere calcolata 

in  diversi  modi  a  partire  da  una  titolazione  eseguita  con concentrazione  di  ligando  bassa  e 

costante e concentrazione di recettore in eccesso e variabile. 

Il legame ligando-recettore è stato evidenziato, nelle nostre esperienze di laboratorio, tramite la 

variazione del segnale di fluorescenza di un derivato fluorescente del GTP, indicato con GTPTR 

(vedi articolo II),  che subisce un aumento dell’intensità di fluorescenza e uno  shift del picco 

d’assorbimento  in  seguito  a  legame  con  una  proteina  (vedi  articolo  II);  la  variazione  di 

fluorescenza rappresenta la percentuale di ligando legato in funzione della concentrazione del 

recettore.  Il  primo  passo  nella  titolazione  è  la  ricerca  del  valore  di  saturazione  Fmax, 

corrispondente all’aumento di fluorescenza massimo nella condizione in cui tutto il GTPTR sia 

legato  alla  proteina  ( =  1,  dove   è  la  frazione  di  legante  legata).  Tale  valore  può essere 

ricavato  in  due modi:  graficando  F, ovvero la  variazione  di  fluorescenza  del  GTPTR legato 

rispetto  al  GTPTR libero  in  soluzione,  in  funzione  della  concentrazione  di  YtvA ([YtvA])  e 

ricavando il valore della curva all’infinito, oppure graficando 1/F in funzione di 1/[YtvA] e 

calcolando l’inverso dell’intercetta sull’asse delle ordinate (vedi figura 4-1).

0 10 20 30 40 50 60

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

 

 

Model: Hyperbl
Chi^2 = 1176099.47852
P1 97574.60131 ±5643.44261
P2 39.47514 ±4.19209

D
F

[YtvA] / mM
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

0,00001

0,00002

0,00003

0,00004

0,00005

0,00006

0,00007

0,00008

0,00009

0,00010

 

 

 1/F
 Linear Fit

1/


F

1/[YtvA]

Figura  4-1  A  sinistra  F  in  funzione  di  [YtvA],  i  punti  sono  stati  interpolati  con  una  curva  iperbolica,  P1 
corrisponde a  Fmax.  A destra grafico di  1/F in funzione di  1/[YtvA], l’inverso dell’intercetta  con l’asse delle 
ordinate individua Fmax.

Dal  grafico  mostrato  in  figura  4-1  si  ottiene  un  Fmax pari  a  97574  con  l’interpolazione 

iperbolica, a 95080 con il metodo dell’inverso dell’intercetta; per continuare con il calcolo di KD 

è  stata  utilizzata  la  media  dei  due  valori:  96000.  Definendo  F/Fmax come  grado  di 
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saturazione  proteica,  la  concentrazione  di  proteina  libera  ([YtvA]f)  è  definita  come: 

   GTPYtvA  , dove [GTP] nel nostro caso è pari a 1 (vedi tabella 4-1). 

Tabella 4-1 Titolazione YtvA-GTPTR con [GTP] 1 M e [YtvA] variabile in eccesso.

[YtvA] (M) F (frazione di 
GTPTR legato)

[YtvA]f

54 57.039 0,59415 53,4
32 42.004 0,43754 31,6
20 33.618 0,35019 19,6
10 20.238 0,21081 9,8
5 11.175 0,11641 4,9

La concentrazione di recettore libero è indispensabile per ricavare la costante di dissociazione, 

secondo i passaggi seguenti:

Chiameremo R il recettore, in questo caso YtvA, L il ligando, in questo caso GTPTR. La reazione 

di binding per un unico sito di legame si può descrivere con:

RLLR 

La velocità di associazione è pari a:     onon kLRV 

La velocità di dissociazione è pari a:   offoff kRLV 

Quando si raggiunge l’equilibrio la velocità di dissociazione è pari alla velocità di associazione, 

ovvero:       offon kLRkLR   da cui si ricava la seguente:

   
  D

on

off K
k
k

LR
LR




Ponendo   DKR   si ottiene    LRL   

Ovvero quando la  concentrazione  di  recettore  libero  è pari  alla  costante  di  dissociazione,  la 

quantità di ligando libero è esattamente uguale alla quantità di ligando legato, infatti quando il 

ligando ha elevata affinità per il recettore la costante di dissociazione è piccola, basta cioè una 

piccola concentrazione di recettore per legare la metà dei ligandi. 

Graficando la concentrazione di proteina libera  Pf in funzione di  , cioè della percentuale di 

GTPTR legato, in corrispondenza di =1/2 si ottiene Pf =KD. Nella figura numero 4-2 i punti sono 
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stati  interpolati  con una curva iperbolica,  per cui è stato possibile  ricavare il  valore di  Pf in 

corrispondenza di =1/2:
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Figura 4-2  Grafico di   in funzione di  [YtvA]f,  l’interpolazione con modello d’iperbole permette di derivare il 
valore di [YtvA]f in corrispondenza di =1/2.
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Px   In questo caso KD = 37,7 M

A partire dagli stessi dati iniziali è possibile ricavare la costante di dissociazione anche con un 

altro metodo, detto di Scatchard, che qui di seguito descriveremo.

La concentrazione totale del ligando è pari alla somma della concentrazione di ligando libero e 

legato:      LRLLTOT 

Utilizzando la definizione riportata precedentemente per KD: 
   

 LR
RLKD




si ottiene:             
D

TOT

D K
RLRL

K
RLLR 




  

         RLRRLKLR TOTD     Dividendo tutto per   DKR   si ottiene:
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    detta equazione di Scatchard.

Essendo:   LR [LTOT],    fYtvAR  ,   1TOTL M si ottiene:

  


DDf KKYtvA
11

   

Realizzando l’interpolazione lineare di / [YtvA]f in funzione di  è quindi possibile ricavare KD 

in due modi: come inverso dell’intercetta sull’asse delle ordinate e come inverso del coefficiente 

proporzionale. 

Qui di seguito un esempio della metodologia di lavoro appena descritta su una preparazione di 

YtvA.
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Figura 4-3 Grafico di Scatchard della titolazione di YtvA con GTPTR.

La costante di dissociazione calcolata come inverso dell’intercetta con l’asse delle ordinate è pari 

a 1/0,02713=36,9. Quella calcolata come inverso del coefficiente è pari a 1/0,02776=36. Nella 

tabella seguente sono riportati a confronto i valori ottenuti con i tre metodi appena descritti. 

Tabella 4-2 Costante di dissociazione calcolata con tre metodi diversi: per KD
1 vedi figura 3-2, KD

2 è l’inverso 
dell’intercetta con le ordinate del grafico di  Scatchard, KD

3 è l’inverso del coefficiente proporzionale del grafico di 
Scatchard (vedi figura 4-3).

KD
1 KD

2 KD
3

37,7 M 36,9 M 36 M
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Le  procedure  di  determinazione  della  costante  di  dissociazione  appena  descritte  sono  state 

eseguite anche per studiare il legame con GTPTR di preparazioni di YtvA contenenti apoproteina 

in eccesso, qui di seguito riportiamo un esempio.

La titolazione è stata eseguita mantenendo la concentrazione di GTPTR bassa e costante (1 M) e 

la  concentrazione  di YtvA variabile  in  eccesso.  Nella  figura 4-4 la curva che approssima la 

variazione  di  fluorescenza  in  funzione  della  concentrazione  proteica,  si  può  notare  che 

l’andamento  non  è  iperbolico  come  nel  caso  della  preparazione  precedente,  infatti  per 

l’interpolazione si è dovuta utilizzare una curva di Boltzman; Fmax risulta essere pari a 81500. Il 

valore corrispondente alla variazione massima di fluorescenza è stato ricavato anche mediante il 

grafico doppiamente inverso di 1/F in funzione di 1/[YtvA]; anche in questo caso il grafico è 

diverso  da  quello  ottenuto  per  la  preparazione  precedente,  non  essendo  possibile  utilizzare 

l’interpolazione lineare la curva è stata approssimata con un’esponenziale del tipo:  bxaey  . 

L’inverso  dell’intercetta  con  l’asse  delle  ordinata  rappresenta  Fmax,  e  risulta  essere  pari  a: 

77312.
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Figura 4-4 A sinistra ricerca di Fmax come punto asintotico della curva F in funzione di [YtvA]. A destra ricerca 
di Fmax come doppio inverso della variazione di fluorescenza in funzione della concentrazione proteica. La curva di 
fitting è bxaey  .

Utilizzando  anche  in  questo  caso  la  media  dei  due  valori  ottenuti  per  Fmax (79400)  si  è 

proceduto alla creazione del grafico di  Scatchard (vedi figura 4-5), che mette in relazione la 

percentuale di ligando legato con la concentrazione di proteina libera. I punti corrispondenti alla 

titolazione  possono  essere  interpolati  con  una  curva  quadratica,  il  valore  corrispondente 
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all’inverso dell’intercetta con l’asse delle ordinate dà la costante di dissociazione: 33,7 M. La 

curva di  titolazione  mostra  l’andamento  tipico  del  binding su siti  multipli  a diversa affinitá: 

molto probabilmente un secondo sito di legame è costituito dalla tasca contenente normalmente 

l’FMN  sul dominio LOV.
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Figura 4-5 Grafico di Scatchard della preparazione apoproteica di YtvA con GTP. 

4.2       Misure di binding su diversi costrutti derivati da YtvA

Per identificare la regione proteica di YtvA responsabile del legame con GTPTR si sono realizzate 

delle prove su costrutti proteici contenenti il solo dominio LOV, il dominio STAS e il LOV più il 

cappuccio N-terminale. Nella figura numero 4-6 lo spettro d’assorbimento del GTPTR libero in 

soluzione confrontato con una preparazione di GTPTR 1 M lasciata ad incubare con YLOV e N-

YLOV, si può notare che lo spettro non subisce alcun tipo di variazione se unito al solo dominio 

LOV, mentre un leggero  shift è presente nel caso del dominio N-YLOV, anche se in misura 

nettamente inferiore rispetto alle esperienze di binding con YtvA. 
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Figura 4-6 Spettro di assorbimento di GTPTR in soluzione (nero), in aggiunta a YLOV (rosso) e in aggiunta a N-
YLOV (verde).

Per ottenere la costante di dissociazione relativa alla reazione di legame fra N-YLOV e GTPTR è 

stata realizzata  una titolazione con concentrazione costante di GTPTR 1  M e concentrazione 

proteica  in  eccesso.  Il  procedimento  utilizzato  per  calcolare  KD è  lo  stesso  impiegato  nella 

preparazione  della  proteina  intera:  Fmax è  stato  calcolato  come  inverso  dell’intercetta 

dell’interpolazione  lineare  e  come  tendenza  all’infinito  della  variazione  di  fluorescenza  in 

rapporto alla concentrazione proteica. I due valori ricavati sono rispettivamente pari a: 21719 e 

26269, nel calcolo di  è stato utilizzato il valor medio dei due: 24.000.

A partire da Fmax sono stati calcolati   e  /Pf per realizzare il grafico di  Scatchard e ricavare 

quindi la costante di dissociazione, che risulta essere pari a 46,4 come inverso del coefficiente 

proporzionale ed a 49,1 come inverso dell’intercetta con l’asse delle ordinate.  
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Figura 4-7 Grafico di Scatchard della titolazione GTPTR N-YLOV.
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Il  secondo  metodo  di  derivazione  della  costante  di  dissociazione  è  quello  corrispondente 

all’interpolazione  di   in  funzione  di  Pf come  nella  figura  4-8;  qui  di  seguito  i  calcoli  per 

ricavare la concentrazione di proteina libera in corrispondenza di =1/2.
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Figura 4-8  in funzione della concentrazione di proteina libera, in grafico l’interpolazione con curva iperbolica.

Utilizzando invece il metodi di “Mazzini” (vedi articolo II) la costante di dissociazione risulta 

essere pari a 66 M, come si può vedere nell’interpolazione riportata nella figura 4-9.
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Figura 4-9 Grafico di [N-YLOV] in funzione della variazione di fluorescenza del GTPTR rispetto allo stato libero in 
soluzione. I punti sono stati interpolati con la curva non lineare di Mazzini (vedi articolo II).
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Nella  tabella  numero  4-3 sono messi  a  confronto  i  diversi  valori  ottenuti  per  la  costante  di 

dissociazione di N-YLOV con GTPTR attraverso i metodi sopra riportati. 

Si può affermare che N-YLOV lega il GTPTR con una costante di dissociazione superiore, quindi 

il binding risulta più debole rispetto alla proteina intera e soprattutto, la posizione del massimo di 

assorbimento  é  diversa,  indicando  un  sito  di  legame  differente,  probabilmente  aspecifico; 

l’analisi  effettuata  è comunque indicativa del  fatto che il  cappuccio N-terminale  partecipa al 

legame con GTPTR. 

Tabella 4-3 Risultati a confronto della costante di dissociazione calcolata con tre metodi diversi: per KD
1 vedi figura 

numero 4-8, KD
2 è l’inverso dell’intercetta con le ordinate del grafico di Scatchard, KD

3 è l’inverso del coefficiente 
proporzionale del grafico di Scatchard, KD

4 è dedotta con il fitting non lineare attraverso la curva di “Mazzini”.

KD
1 KD

2 KD
3 KD

4

50,1 M 49,1 M 46,4 M 66,2

Proseguendo con lo studio di legame del GTPTR con i singoli domini di YtvA, una titolazione è 

stata  eseguita  anche  con  GTPTR 1  M  e  STAS  in  concentrazione  variabile.  Il  picco 

d’assorbimento del GTPTR non subisce  shift significativi, così come la fluorescenza del GTPTR 

con  lunghezza  d’onda  di  eccitazione  pari  a  590  nm  (vedi  figura  4-10).  Tale  esperienza 

sembrerebbe  mostrare  la  mancanza  totale  di  affinità  fra  il  nucleotide  e  il  dominio  proteico, 

contrariamente a quanto ipotizzato nell’articolo II. E’ da sottolineare il fatto che la preparazione 

di STAS a disposizione per l’esperienza, analizzata anche con elettroforesi, fosse particolarmente 

ricca di frammenti proteici e impurità, per poter affermare qualcosa di più definitivo quindi la 

tecnica andrebbe ripetuta su una preparazione proteica più pura. 
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Figura 4-10 Nel grafico a sinistra assorbimento del GTPTR libero in soluzione e lasciato ad incubare con STAS in 
concentrazione variabile (da 5 a 50  M). Nella figura di destra fluorescenza d’assorbimento del GTPTR libero in 
soluzione e lasciato ad incubare con il dominio STAS mantenendo la lunghezza d’onda di eccitazione pari a 590 nm. 
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5 Proprietà di legame con NTP del 
recettore di luce blu YtvA ed effetti 
della mutazione E105L

La riproduzione dell’articolo è stata gentilmente concessa da Springer Science
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5.1 Studio di ATP-binding

Lo studio delle  proprietà  di  legame di  YtvA nei  confronti  di  nucleotidi  è proseguito  con la 

titolazione  proteica  con  un  derivato  fluorescente  dell’ATP,  indicato  come  ATPTR;  anche  in 

questo  caso  si  sono analizzate  tramite  spettroscopia  di  assorbimento  e  di  fluorescenza  delle 

soluzioni  contenenti  proteina  in  concentrazione  variabile  (da  2  a  35  M)  e  ligando  in 

concentrazione bassa e costante (1,2 M). Lo spettro d’assorbimento di ATPTR mostra un picco 

centrato intorno ai 590 nm in soluzione, ed uno shift dello stesso, con un sensibile aumento del 

coefficiente di assorbimento all’aumentare della concentrazione proteica, vedi figura numero 5-

1.  In prima analisi  è possibile  affermare quindi che l’ATP tende a legarsi  ad YtvA, tesi  già 

evidenziata nell’articolo II grazie agli esperimenti di competizione fra nucleotidi marcati e non.

Figura 5-1 Assorbimento di ATPTR in funzione della concentrazione proteica, YtvA in concentrazione variabile da 2 
a 35 M, ATPTR in concentrazione costante pari a 1,2 M.
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La seconda fase sperimentale prevede la registrazione degli spettri di fluorescenza delle soluzioni 

di ATPTR e proteina già analizzate con spettroscopia di assorbimento: è possibile notare uno shift  

verso il rosso proporzionale alla concentrazione di YtvA presente in soluzione; a differenza di 

quanto osservato durante le esperienze con GTPTR però l’intensità di fluorescenza diminuisce 

all’aumentare del legame fra nucleotide e proteina. Questo fenomeno può essere dovuto al fatto 

che l’adenosina è un donore di elettroni più debole rispetto alla guanosina e quindi agisce come 

quencher più debole quando il nucleotide è libero in soluzione, evidenziando così i fenomeni di 

quenching interni alla cavità di legame nella proteina. In seguito alla dimostrazione del legame 

fra YtvA ed ATPTR sono state realizzate anche prove negli stati dark e light ed è stato possibile 

così  dimostrare  che  anche  l’ATPTR,  così  come  il  GTPTR,  subisce  un  cambiamento 

conformazionale fotoindotto (vedi figura numero 5-2).

Figura 5-2 A: Spettri di fluorescenza di ATPTR con eccitazione a 590 nm, concentrazione di ATPTR costante e pari a 
1,2 M, concentrazione proteica variabile da 2 a 35 M. B: Spettri d’assorbimento di una soluzione YtvA 55 M e 
ATPTR 1,2 M allo stato dark ed allo stato light. 

5.2 Modello di YtvA

L’esperimento di docking fra i modelli dei due domini LOV e STAS riportato nell’articolo III è 

stato completato con la creazione di un modello per la proteina intera, senza però il cappuccio N-

terminale, poiché i dati provenienti dagli altri esperimenti relativamente a tale componente non si 

sono rivelati sufficienti per poterlo orientare nello spazio. A tale scopo l’algoritmo di calcolo 

ZDOCK non ha prodotto modelli ragionevoli per l’introduzione del linker, probabilmente perché 

la componente idrofobica dell’algoritmo di calcolo risulta troppo importante: il dominio STAS 
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tende in quasi tutti i complessi risultanti  a legarsi alla zona elicale del dominio LOV, quindi 

senza possibilità di collegamento mediante il linker. Il software DOT ha prodotto invece strutture 

più interessanti, e molto simili fra loro, fra tutte queste abbiamo scelto la numero 9 (diversa dal 

complesso riportato nell’articolo) per procedere alla creazione di un modello per YtvA. Tale 

scelta è stata motivata dall’analisi di una serie di fattori, primo su tutti la previsione di PPIpred 

sulle  zone  di  legame  per  STAS  e  LOV;  grande  peso  ha  avuto  anche  la  valutazione  della 

conformazione in cui i due domini potessero essere legati con più facilità. In seguito alla scelta 

realizzata  il  linker è  stato  modellato  in  alfa  elica  (amminoacidi  104-121),  come previsto  dai 

programmi di predizione di struttura secondaria a partire dalla sequenza amminoacidica (vedi 

paragrafo 3). I domini LOV e STAS sono quindi stati entrambi legati al linker, e le due zone di 

contatto sono state messe in loop. Tutte queste operazioni sono state eseguite grazie al software 

“What if”,  implementato in “SPDBViewer”; una minimizzazione energetica sui due loop creati 

è stata eseguita mantenendo bloccato il resto della struttura, a completamento del modello creato 

è stata effettuata una minimizzazione finale sull’intera sequenza amminoacidica.  Sul modello 

creato  sono  state  compiute  delle  verifiche  standard  per  valutarne  la  coerenza:  il  grafico  di 

Ramachandran  non mostra  la  presenza di elementi  in zone non permesse,  non sono presenti 

clash e  gli  amminoacidi  che  tendenzialmente  devono  formare  legami  idrogeno  si  trovano 

orientati  verso il solvente.  Nella figura numero 5-3 è riportato il modello appena descritto, a 

destra sempre lo stesso modello in cui sono stati evidenziati i punti rilevanti nello studio eseguito 

su YtvA: in blu il triptofano W103, che negli esperimenti di fluorescenza si è mostrato sensibile 

alle  variazioni  conformazionali  proteiche  in  seguito  ad  assorbimento  di  luce  blu,  nel  nostro 

modello viene a trovarsi accanto alla zona linker, soggetto quindi alle variazioni conformazionali 

che verosimilmente trasmettono il segnale d’assorbimento del fotone dal dominio LOV al resto 

della proteina. La sequenza DLSG, deputata al legame con nucleotidi, si trova accanto al loop 

H-I(vedi figura 1-2), che come noto è coinvolto nelle variazioni luce-buio (vedi articolo II). 

La seconda sequenza deputata al legame con GTP (NKLD), si trova invece esposta al solvente 

nella zona diametralmente opposta rispetto al dominio LOV, tale sequenza effettivamente non 

risulta  però conservata  nelle  proteine YtvA-like.  L’acido glutammico E105 (in rosa) si  trova 

accanto al linker, quindi in buon accordo con le affermazioni riportate nell’articolo precedente, 

che  lo  identificano  come  amminoacido  essenziale  nella  trasmissione  delle  informazioni  dal 

dominio LOV al dominio STAS. 
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Figura 5-3 Modello di YtvA ottenuto grazie al docking fra i modelli LOV e STAS, a destra evidenziati in figura il 
triptofano W103, in blu, l’acido glutammico E105 in rosa, le sequenze deputate al legame con i nucleotidi in rosso.

Un secondo tentativo di modellizzazione è stato realizzato a partire dal modello di PpSB2 da 

Pseudomonas putida [54]. Tale proteina, costituita da 151 amminoacidi, comprende un dominio 

sensore LOV seguito da un segmento C-terminale (31 amminoacidi) ad alfa elica; nell’articolo 

presentato  da  Krauss  il  segmento  elicale,  di  carattere  anfipatico  si  allinea  ai  foglietti   del 

dominio  LOV,  con  cui  realizza  un  legame  idrofobo  attraverso  la  parte  non  polare;  gli 

amminoacidi carichi negativamente restano invece esposti al solvente. Le sequenze di YtvA e di 

PpSB2  sono  state  allineate  attraverso  il  software  “Clustal  W”  (vedi  figura  numero  5-4),  e 

conseguentemente il  modello  di  YtvA-LOV è stato sovrapposto a quello di  PpSB2. Il  linker 

elicale di connessione di YtvA è stato modellato sulla parte C-terminale di PpSB2 ed attraverso 

il software “GetMol” il dominio LOV e il linker sono stati uniti. In SPDBViewer si è eseguita la 

minimizzazione  energetica,  ed  il  modello  così  ottenuto  è  stato  sottoposto  a  docking  con  il 

modello del dominio STAS presentato nell’articolo II, attraverso i software DOT e ZDOCK. Fra 

i cluster di soluzioni proposte è stato scelto il terzo modello risultante dal software DOT in base 

a considerazioni energetiche e conformazionali. Il modello è stato quindi completato legando il 

backbone,  creando  un  loop fra  gli  amminoacidi  119-123 ed  eseguendo  una  minimizzazione 

69



energetica finale,  tutte  queste operazioni  sono state  eseguite  con il  programma SPDBViewer 

(vedi figura numero 5-5). Il grafico di Ramachandran sul modello ottenuto è positivo: gli unici 

amminoacidi che non sono compresi  nelle zone di maggior probabilità sono infatti quelli già 

evidenziati nei singoli domini. Non sono inoltre presenti amminoacidi che fanno clash, neppure 

con lo scheletro. Infine gli amminoacidi che non formano legami idrogeno attesi sono esposti al 

solvente. 

YLOV                               MASFQSFGIPGQLEVIKKALDHVRVGVVITDPALEDNPIVYVNQGFVQMT
PpSB2                              ------MSPMINAKLLQLMVEHSNDGIVVAEQEGNESILIYVNPAFERLT
                                         :.   : ::::  ::* . *:*:::   ::. ::*** .* ::*

YLOV                               GYETEEILGKNCRFLQGKHTDPAEVDNIRTALQNKEPVTVQIQNYKKDGT
PpSB2                              GYCADDILYQDCRFLQGEDHDQPGIAIIREAIREGRPCCQVLRNYRKDGS
                                   ** :::** ::******:. * . :  ** *::: .*    ::**:***:

YLOV                               MFWNELNIDPMEIEDK--TYFVGIQNDITKQKEYEKLLEDSLTEITAL--
PpSB2                              LFWNELSITPVHNEADQLTYYIGIQRDVTAQVFAEERVRELEAEVAELRR
                                   :*****.* *:. * .  **::***.*:* *   *: :.:  :*:: *  

YLOV                               -------
PpSB2                              QQGQAKH
Figura 5-4 Allineamento fra le sequenze amminoacidiche di YLOV e PpSB2, in giallo la sequenza di YtvA che è 
stata modellata ad alfa elica sul modello di PpSB2.

        

Figura 5-5  Modello di YtvA creato su PpSB2. In evidenza nella figura a destra: in blu il triptofano del dominio 
LOV, W103; in rosa l’acido glutammico E105; in rosso i domini che hanno capacità di legare nucleotidi. 
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Il modello presentato è in accordo con le considerazioni espresse nel paragrafo 3: il foglietto  

del dominio LOV si trova infatti all’interfaccia fra i due domini e crea un legame principalmente 

idrofobico con il  linker e le eliche del dominio STAS. Nella figura 5-5 è evidenziato anche il 

triptofano  W103,  che  si  viene  a  trovare  in  prossimità  del  linker,  ed  è  quindi  sensibile  alle 

variazioni conformazionali proteiche in seguito ad assorbimento della luce, a conferma di quanto 

ottenuto sperimentalmente nell’analisi di fluorescenza su YtvA. L’amminoacido E105 si trova in 

prossimità del loop di unione al linker, quindi in buona posizione per poter mediare la risposta 

fotochimica al domino effettore. Il modello non è però in accordo con tutti i dati sperimentali: i 

partner  più  probabili  al  legame  con  E105,  ovvero  le  lisine  K134 e  K130 (non  evidenziate 

nell’immagine), non si trovano in una posizione tale da consentire il contatto, inoltre le sequenze 

“NKLD” e “DLSG” (evidenziate  in rosso nella  figura 5-5),  deputate  al  legame con GTP, si 

trovano dalla parte opposta rispetto al dominio LOV, affacciate al solvente. 

5.3 Docking GTP-dominio STAS

Il legame fra dominio STAS e GTP è stato analizzato anche mediante esperienze di  docking 

computazionale,  lo  studio  dell’interazione  fra  le  due  molecole  tiene  conto  delle  componenti 

entalpica ed entropica: la prima rappresenta la somma fra energia interna del ligando ed energia 

d’interazione, mentre la seconda, più complessa da valutare, tiene conto della desolvatazione. In 

questo genere di  analisi  due sono i  limiti  principali:  la mancanza del solvente esplicito,  e la 

rigidità della proteina, cui non è consentito variare conformazione; la molecola di ligando invece 

è  tenuta  flessibile  negli  angoli  delle  torsioni.  Il  software utilizzato  per  l’analisi  in  oggetto  è 

“Autodock Tools”, che esegue un campionamento conformazionale e sfruttando un algoritmo 

genetico porta ad un set di conformazioni probabili di interazione fra proteina e ligando. Ogni 

job di docking consiste di più run, alla fine dei quali vengono selezionati gli individui migliori; 

tutte le conformazioni prescelte nei vari run vengono poi sovrapposte affinché si possa valutare 

la Root Mean Square Deviation (RMSD). Le strutture vengono successivamente raggruppate in 

cluster secondo una soglia impostata di RMSD, le strutture più  clusterizzate sono quelle  più 

probabilmente corrette. La carica del recettore è stata calcolata mediante Kollman, che connette 

le cariche parziali note di ogni amminoacido, per il ligando invece è stato utilizzato Gasteid.
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Prima di  realizzare  l’esperienza  di  docking con STAS e GTP si  è  simulato  il  legame fra la 

molecola di GTP e la proteina Ffh, da Thermus aquaticus, coinvolta nei sistemi di traslocazione 

durante la sintesi proteica, che è emersa fra le sequenze depositate durante la ricerca di proteine 

leganti GTP similari al dominio STAS di YtvA (vedi articolo II). Tale proteina, essendo stata 

cristallizzata con una molecola di GNP (codice PDB: 1jpj), permette di verificare la correttezza 

della metodologia utilizzata. Il secondo cluster a minor energia è praticamente sovrapposto alla 

struttura  effettivamente  ritrovata  in cristallizzazione (vedi immagine  numero  5-6),  il  risultato 

positivo permette di utilizzare lo stesso approccio anche con il dominio STAS.

    

Figura 5-6 Struttura cristallina di Ffh, in verde il nucleotide cristallizzato, in rosso il risultato di docking.

Nell’esperienza,  grazie  al  software  Sybyl  7.0,  è  stata preparata  la molecola  di  GTP--thio,  la 

stessa utilizzata nelle esperienze di fluorescenza, con un atomo di zolfo al posto dell’ossigeno 

legato al fosfato . La popolazione di partenza è stata fissata a 150 individui, ed il numero di run 

è stato definito pari a 100. 

La struttura più clusterizzata e ad energia minore coincide anche con la seconda nell’istogramma 

dell’energia (vedi figura numero 5-7), e vede il GTP che si lega allo STAS con i gruppi fosfati 

nella  zona di legame con nucleotidi  predetta  (DLSG). La struttura  più  clusterizzata presenta 

invece i gruppi fosfati del GTP vicino alla sequenza NKLD (vedi figura 5-7), che è presente solo 

in YtvA, e non nelle proteine YtvA-simili. Si può quindi concludere che il legame di GTP con il 

dominio  STAS,  già  dimostrato  attraverso  esperienze  di  fluorescenza,  avviene  molto 

probabilmente  nelle  zone  deputate  in  letteratura  al  legame  con  nucleotidi,  sebbene  la 
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conformazione ottenuta sia in contrasto con quanto atteso, essendo la sequenza DXXG (detta 

anche Walker B) il cosidetto switch, che interagisce con il fosfato terminale.

        

Figura 5-7 Risultati di docking fra dominio STAS e GTP, a sinistra in rosso la sequenza DLSG, a destra la sequenza 
NKLD.
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6  Un  sistema  di  trasduzione  del 
segnale tipo  Two-component guidato 
da  luce  blu  nel  patogeno  di  piante 
Pseudomonas syringae pv. tomato

La riproduzione dell’articolo è stata gentilmente concessa dalla Biophysical Society
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6.1       Cromatografia

La  proteina  PST-LOV,  oggetto  dello  studio  nell’articolo  sopra  riportato,  non  è  stata  finora 

cristallizzata come proteina intera; per acquisire informazioni riguardanti la sua conformazione 

sono state eseguite delle esperienze di cromatografia su gel per tre costrutti: PST-LOV (proteina 

intera, amminoacidi: 1-534 compreso l’His-tag), PST-LOVRR (dominio LOV e Histidine Kinase, 

amminoacidi:  1-422  compreso  l’His-tag),  RR  (Response  Regulator,  amminoacidi:  423-564 

compreso His-tag). In figura numero 6-1 gli spettri di eluizione dei tre costrutti con lunghezza 

d’onda d’assorbimento  centrata  a  280 nm;  si  può notare  che tutti  e tre  i  preparati  scendono 

principalmente sotto forma di monomero e che sono presenti altri picchi minori corrispondenti a 

frazioni proteiche. In particolare PST-LOV è pari a 75064 kDa (1,22  MWPST-LOV), PST-LOVRR 

è pari a 62579 kDa (1,35   MW PST-LOVRR) ed infine RR è pari a 16814 kDa (1,05   MWRR). Si 

può quindi concludere in prima analisi che la proteina intera sia un monomero non perfettamente 

sferico in soluzione, il RR appare invece come monomero sferico, benché il picco di eluizione 

sia  piuttosto  allargato  e  suggerisca  la  presenza  dei  dimeri,  mentre  i  domini  PST-LOVRR 

assumono  una  conformazione  leggermente  oblunga;  tali  risultati  appaiono  in  contrasto  con 

l’attesa dimerizzazione della chinasi proteica.
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Figura 6-1 Cromatografia di PST-LOV in nero, in rosso PST-LOVRR, in verde RR.
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6.2  Dicroismo circolare

I tre costrutti analizzati mediante cromatografia su gel sono stati sottoposti anche a spettroscopia 

di dicroismo circolare; gli spettri sono stati acquisiti allo stato di buio e allo stato di luce, tranne 

il dominio RR che non contenendo elementi fotosensibili ha prodotto un solo spettro. I risultati 

sono stati  analizzati  con l’algoritmo di  calcolo  CCA. In tabella  6-1 sono riassunti  i  risultati 

ottenuti,  la percentuale di struttura secondaria è stata trasformata in numero di amminoacidi. 

Confrontando gli spettri al buio per la proteina intera e i domini separati si evince che la struttura 

 di RR nella proteina intera si srotola a favore di  -elica e  random coil quando tale dominio 

viene  espresso  separatamente.  La  struttura  della  proteina  intera,  confrontata  alle  analisi  di 

consensus prediction appare più ordinata  di quanto ci  si aspetti:  la componente  random coil 

appare inferiore in favore di una maggior componente  parallela e  antiparallela. In tabella 

sono state riportate anche le variazioni luce-buio tradotte in numero di amminoacidi per i vari 

costrutti. La variazione in seguito ad illuminazione con luce blu è decisamente più importante 

per PST-LOV rispetto ai singoli domini, si assiste infatti ad una trasformazione nello stato di 

luce da -elica a struttura  (parallelo e antiparallelo), anche la componente turn appare inferiore 

nello stato di luce. Nel costrutto PST-LOVRR si assiste ad una variazione sensibilmente inferiore 

in seguito ad illuminazione con luce blu, si può quindi dedurne una trasmissione del segnale da 

dominio fotosensore a RR.

Tabella 6-1 Risultati dell’analisi CCA sugli spettri di dicroismo circolare allo stato di luce e di buio per PST-LOV, 
PST-LOVRR (domino LOV e  His kinase),  e per RR; la composizione in struttura secondaria è stata tradotta in 
numero di amminoacidi. L’analisi rappresenta la media di due preparazioni diverse.

PST-
LOV 
dark

PST-LOV
light

PST-LOV
dark-light

PST-
LOVRR 

dark

PST-
LOVRR 

light

PST-
LOVRR 

dark-light

RR

alfa elica 199 185 -14 124 127 3 42
random coil 103 108 5 83 78 -5 3
beta turn 107 99 -8 88 91 3 25
other-beta 
parallelo 69 73 4 65 69 4 39

beta 
antiparallelo 76 89 13 62 57 -5 32
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6.3          Modello

Lo  studio  su  PST-LOV  è  proseguito  con  l’applicazione  di  metodi  computazionali  per 

l’elaborazione di un modello di proteina intera. In figura numero 6-2 sono presentati i domini 

analizzati. 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSENKTRVDNAATGDIQHQGKDIFFAAVETTRMPMIVTDPNRPDNPIIFSNRAFLEMTGYTAEEIL
GTNCRFLQGPDTDPAVVQSIRDAIAQRNDISAEIINYRKDGSSFWNALFISPVYNDAGDLIYFFASQLDISRRKDAEEALRQAQKM
EALGQLTGGIAHDFNNLLQVMGGYIDLIGSAAEKPVIDVQRVQRSVYHAKSAVERASTLTKQLLAFARKQKLQGRVLNLNGLVSIV
EPLIERTFGPEVAIETDLEPALKNCRIDPTQAEVALLNIFINARDALIGRENPKVFIETRNLLVDELANMSYDGLLPGRYVSIAVT
DNGIGMPASIRDRVMDPFFTTKEEGKGSGLGLSMVYGFAKQSGGAARIYTEEGVGTTLRLYFPVDEAGLTNTESPQASDRRLGSSE
RILIVEDRPDVAELAKMVLDDYGYVSEIVLNAREALKKFESGNMYDLLFTDLIMPGGMNGVMLAREVRRRYPKVKVLLTTGYAESS
IERTDIGGSEFDVVSKPCMPHDLARKVRQVLDGPNGIA
Figura 6-2 Sequenza di PST-LOV, in grassetto l’His-tag, in verde il dominio LOV, in giallo il dominio Histidine 
Kinase, in azzurro il Response Regulator.

In rete sono state ricercate le sequenze con alta similarità rispetto ai vari domini: LOV, HK e RR. 

Le  sequenze  prescelte  sono  state  allineate  con  la  sequenza  di  PST-LOV  da  Pseudomonas 

syringae  pv. tomato,  vedi  allineamenti  di  sequenza delle  struttura  prescelte  come modelli  in 

figura 6-3:  il  dominio  LOV è stato  modellato  su phy3-LOV2 da  Adiantum Capillus-Veneris 

(codice  pdb  1G28).  Il  dominio  HK  è  stato  modellato  sulla  porzione  citoplasmatica  di 

un’histidine  kinase da  Thermotoga  Maritima (codice  pdb  2C2A).  Il  dominio  RR  è  stato 

modellato  sulla struttura cristallina di  un regolatore di  risposta  da  Streptococcus pneumoniae 

(codice pdb 2A9P). 

                   10        20        30        40        50        60
PST-LOV    MPMIVTDPNRPDNPIIFSNRAFLEMTGYTAEEILGTNCRFLQGPDTDPAVVQSIRDAIAQ
Phy3-LOV2  KSFVITDPRLPDNPIIFASDRFLELTEYTREEVLGNNCRFLQGRGTDRKAVQLIRDAVKE
            .:::***. *******:.  ***:* ** **:**.******* .**  .** ****: :

                   70        80        90       100
PST-LOV    RNDISAEIINYRKDGSSFWNALFISPVYNDAGDLIYFFASQLDI
Phy3-LOV2  QRDVTVQVLNYTKGGRAFWNLFHLQVMRDENGDVQYFIGVQQEM
           :.*::.:::** *.* :*** :.:. : :: **: **:. * ::   

             
               10        20        30        40        50        60
PST-RR -ERILIVEDRPDVAELAKMVLDDYGYVSEIVLNAREALKKFESGNMYDLLFTDLIMPGGM
2A9P   MKKILIVDDEKPISDIIKFNMTKEGYEVVTAFNGREALEQFEAE-QPDIIILDLMLP-EI
       ::****:*.  :::: *: : . **    .:*.****::**:    *::: **::*  :

               70        80        90       100       110       120
PST-RR NGVMLAREVRRRYPKVKVLLTTGYAESSIERTDIGGSEFDVVSKPCMPHDLARKVRQVLD
2A9P   DGLEVAKTIR-KTSSVPILMLSAKDSEFDKVIGLELGADDYVTKPFSNRELQARVKALLR
       :*: :*: :* : ..* :*: :.  ..  :  .:  .  * *:**   ::*  :*: :* 
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               10        20        30        40        50        60
PST-LOVRR -EALRQAQKMEALG-------QLTGGIAHDFNNLLQVMGGYIDLIGSAAEKPVIDVQRVQ
2C2A      MENVTESKELERLKRIDRMKTEFIANISHELRTPLTAIKAYAETIYNSLG--ELDLSTLK
           * : :::::* *        :: ..*:*::.. * .: .* : * .:     :*:. ::

               70        80        90       100       110       120
PST-LOVRR RSVYHAKSAVERASTLTKQLLAFARKQK----LQGRVLNLNGLVS-IVEPLIERTFGPEV
2C2A      EFLEVIIDQSNHLENLLNELLDFSRLERKSLQINREKVDLCDLVESAVNAIKEFASSHNV
          . :    .  :: ..* ::** *:* ::    :: . ::* .**.  *:.: * : . :*

               130       140       150       160       170       180
PST-LOVRR AIETD-LEPALKNCRIDPTQAEVALLNIFINARDALIGRENPKVFIETRNLLVDELANMS
2C2       NVLFESNVPCPVEAYIDPTRIRQVLLNLLNNG-VKYSKKDAPDKYVK---VILDEKD--G
           :  :   *.  :. ****: . .***:: *.      :: *. :::   :::**    .

              190       200       210       220       230       240
PST-LOVRR YDGLLPGRYVSIAVTDNGIGMPASIRDRVMDPFFTTKE----EGKGSGLGLSMVYGFAKQ
2C2A      G--------VLIIVEDNGIGIPDHAKDRIFEQFYRVDSSLTYEVPGTGLGLAITKEIVEL
                   * * * *****:*   :**::: *: ...    *  *:****::.  :.: 

              250       260       270
PST-LOVRR SGGAARIYTEEGVGTTLRLYFPVD----------
2C2A      HGGRIWVESEVGKGSRFFVWIPKDRAGEDNRQDN
           **   : :* * *: : :::* *                                    

Figura 6-3  Allineamento di sequenza ottenuto con ClustalW fra i  domini di PST-LOV e le strutture cristalline 
scelte. Accanto ad ogni dominio la sovrapposizione fra la struttura cristallina (in giallo) e il modello ottenuto per i 
domini di PST-LOV (in azzurro).

A partire dai modelli ottenuti per i domini LOV e HK di PST-LOV si è proceduto al docking con 

il  software  “Cluspro”,  che  implementa  gli  algoritmi  ZDOCK e  DOT (vedi  paragrafo  2.7),  i 

modelli proposti in uscita sono stati analizzati secondo criteri chimico-fisici, e grande importanza 

è stata data alla predizione di zone proteiche interazione ottenuta con “PPIpred” e il “Robetta 

server”. Il modello prescelto è il quarto proposto dal software ZDOCK, mostrato nella figura 6-4; 

per unire i due domini sono stati aggiunti grazie al programma “SPDBViewer” gli amminoacidi 

appartenenti al  linker, sono stati posti in struttura  coil come da predizione ed è stato creato un 

loop. Infine si è eseguita una minimizzazione energetica su tutta la struttura con “GROMOS”. Si 

può notare che anche in questo caso, come in YtvA, che la zona interessata alle interazioni sul 

dominio LOV è quella del foglietto . 
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Figura 6-4 A sinistra il risultato numero 4 sviluppato dall’algoritmo di calcolo ZDOCK del server ClusPro, in rosso 
le zone predette da PPIpred deputate all’interazione intraproteica. A destra il modello PST-LOVRR .

Per completare il modello la struttura appena ottenuta è stata sottoposta a docking, sempre con i 

software DOT e ZDOCK, con il dominio RR. Il complesso prescelto, ovvero la terza struttura 

proposta  da  ZDOCK,  è  stato  completato  aggiungendo  gli  amminoacidi  della  zona  linker, 

mettendoli  in  coil come  da  predizione  e  minimizzando  energeticamente  l’intero  modello. 

Nell’immagine sono evidenziati i possibili residui istidinici deputati al legame con fosfato e al 

conseguente trasferimento al RR (vedi figura 6-5).

Il modello così ottenuto è stato confrontato con la composizione in struttura secondaria rilevata 

dai dati CD; nella tabella 6-2 sono riportati i risultati dell’analisi con CCA degli spettri allo stato 

dark per PST-LOV e PST-LOVRR e dello spettro di RR, dato che i modelli strutturali assegnano 

solo tre tipi di struttura secondaria agli amminoacidi della proteina, per poter comparare i due 

approcci diversi si è indicata come componente  la somma di “beta antiparallelo” e “other-beta 

parallelo”, mentre il “random coil” è stato fatto corrispondere alla somma di “random coil” e 

“beta turn”. I segmenti amminoacidici non modellizzati (vedi figura 6-2) sono stati completati 

nella tabella con la previsione di struttura secondaria da consensus prediction, i 20 amminoacidi 
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componenti  l’His-tag  sono  stati  indicati  come  random coil.  I  modelli  di  PST-LOV e  PST-

LOVRR mostrano un buon accordo con le analisi degli spettri CD, il modello di RR è invece 

quello  che si discosta maggiormente con l’analisi  dello spettro CD, esso presenta infatti  una 

componente superiore di struttura alfa e random rispetto alle previsioni, a discapito di una minor 

componente .

Tabella 6-2 Confronto fra l’analisi degli spettri medi CD allo stato dark analizzati con l’algoritmo di calcolo CCA e 
la composizione in struttura secondaria prodotta dal modello da noi presentato per PST-LOV, PST-LOVRR e RR.

PST-LOV 
dark
CCA

PST-LOV
expected

PST-
LOVRR

dark

PST-
LOVRR

expected

RR RR
expected

alfa elica 199 188 124 124 42 52
beta strand 145 120 127 92 71 27
Random 
coil

210 246 171 206 28 62

Figura 6-5 Nell’immagine il modello finale di PST-LOV, in 
giallo il dominio LOV, in verde l’HK, in arancio il RR. In 
rosa sono stati evidenziati i due residui istidinici dell’HK.

Come si può notare il modello proposto è in buon accordo con i risultati sperimentali secondo i 

quali  il  dominio  RR si  presenta  in soluzione come monomero  sferico,  il  dominio  HK come 
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monomero  oblungo e  la  proteina  intera  anch’essa  come monomero  leggermente  oblungo.  Il 

dominio  LOV è  in  grado,  attraverso  il  foglietto  ,  di  trasmettere  al  resto  della  proteina  le 

variazioni conformazionali indotte dalla luce blu. L’istidina in grado di fare da accettore-transfer 

di fosfati  si trova in posizione opposta rispetto al  Response Regulator, è noto tuttavia che le 

chinasi agiscono normalmente come dimeri, anche se dalle esperienze di cromatografia non sono 

emersi  complessi  proteici,  il  meccanismo di  transfosforilazione  non si  può quindi  descrivere 

univocamente con questo modello.
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7 Conclusioni

L’approccio  multidisciplinare  affrontato durante  questi  tre  anni  di  ricerca  ha portato  risultati 

interessanti  e  stimolanti  verso  il  proseguo  dello  studio  nella  direzione  avviata,  le  proteine 

batteriche contenenti domini LOV si confermano modelli flessibili, diffusi e facilmente gestibili 

per l’indagine dei meccanismi di risposta e di trasduzione della luce. I risultati più gratificanti 

riguardano:

a. Il modello di struttura di un dimero del dominio LOV da YtvA di Bacillus subtilis. Tale 

modello,  ottenuto  grazie  a  metodologie  di  docking  e  convalidato  da  tecniche 

spettroscopiche  e  biochimiche,  si  é  potuto  confrontare  positivamente  con  la  struttura 

cristallina ottenuta successivamente dal gruppo di Keith Moffat [53]. Inoltre tali  studi 

hanno rivelato che il -scaffold del LOV-core é coinvolto nelle interazioni intraproteiche 

e, di conseguenza, partecipa verosimilmente alla comunicazione interdominio. 

b. L’attestazione del legame di nucleotidi trifosfati (NTP) al dominio STAS di YtvA, e i 

cambiamenti conformazionali fotoindotti al sito di legame. Questi studi hanno rilevato 

una  importante  funzionalità  molecolare  della  proteina,  oltre  alla  fotosensibilitá,  e 

dimostrano una effettiva comunicazione interdominio LOV-STAS, questa volta di tipo 

funzionale. Il  -scaffold del LOV-core si é rivelato cruciale, come suggerito dagli studi 

conformazionali  di  cui  al  punto  a),  in  quanto  la  mutazione  E105L  sopprime  la 

trasmissione  dei  cambiamenti  fotoindotti  alla  cavitá  di  legame per  gli  NTP.  Dati  piú 

recenti  indicano  che  anche  la  mutazione  D109L  ha  un  effetto  analogo  (Aba  Losi, 

manoscritto in preparazione), rivelando come questi due residui carichi, caratterizzanti la 

famiglia  di  proteine  YtvA  nelle  Firmicute,  siano  determinanti  per  la  funzionalitá 

molecolare. Recentissimo é il legame con studi di tipo fisiologico: YtvA é un regolatore 

positivo  del  fattore  di  trascrizione  B,  attivitá  che  cresce  significativamente  quando i 

batteri vengono esposti alla luce blu [55]. Le mutazioni E105L e D109L sopprimono la 

dipendenza  dalla  luce  di  tale  attivitá  in  colture  batteriche  (Klaas  Hellingwerf, 

comunicazione personale). Queste osservazioni sono importantissime per legare i nostri 

studi  in vitro con gli effetti in vivo, in quanto i) confermano che il legame degli NTP ha 

rilevanza  fisiologica;  ii)  svelano  che  la  comunicazione  interdominio  LOV-STAS  é 

indispensabile  per gli  effetti  fotoindotti  osservati  in  vivo;  iii)  identificano il  ruolo del 
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dominio STAS come effettore o come switch secondario nel processo di trasduzione del 

segnale;  iv)  confermano  il  ruolo  cruciale  del  -scaffold del  LOV-core  nella 

fotoattivazione di YtvA. 

c. La  dimostrazione  dell’attività  chinasica  fotoregolata  in  PST-LOV,  da  Pseudomonas 

syringae pv. tomato, essendo la prima scoperta in assoluto di trasduzione del segnale di 

un sistema prettamente batterico, come quello del two component signal system, unito ad 

un  modulo  di  risposta  alla  luce,  il  dominio  LOV,   già  evidenziato  negli  organismi 

superiori.  Similmente,  anche  nelle  fototropine  di  piante  l´attivitá  chinasica  di 

autofosforilazione é accentuata dall’illuminazione. Dati recenti dimostrano che l´attivitá 

chinasica fotoregolata delle proteine LOV batteriche é legata a risposte fisiologiche, quali 

l´infettivitá e l´adesione cellulare [19, 20]. Poiché Pseudomonas syringae é un importante 

patogeno  vegetale,  é  plausibile  che  PST-LOV abbia  un ruolo  nella  regolazione  delle 

interazioni  con  la  pianta  ospite,  un  aspetto  che  merita  sicuramente  un’analisi 

approfondita. 

Lo studio invece che risulta essere più incompleto allo stato attuale  è quello che riguarda la 

modellizzazione strutturale per la proteina intera, sia per YtvA che per PST-LOV. Non è stato 

infatti finora possibile ottenere  un risultato che ben si accordasse a tutte le informazioni relative 

ai punti critici per la funzionalità e la struttura stessa. In particolare per YtvA, che è stata la 

proteina  più  approfonditamente  studiata  da  questo  punto  di  vista,  probabilmente  manca  una 

similarità  di  sequenza  adeguatamente  elevata  del  dominio  STAS  con  strutture  cristalline 

depositate  nella banca dati  PDB. La bassa risoluzione del modello  del dominio STAS va ad 

inficiare anche gli esperimenti di docking con il linker e il dominio LOV, e quindi i tentativi di 

unione dei due domini. Anche l’analisi eseguita sul legame degli NTP,  analizzato con modelli 

computazionali  va  ad  inserirsi  in  questo  contesto,  e  non  risulta  quindi  particolarmente 

significativa ed attendibile. 

Gli studi realizzati durante questi anni di attività pongono la base per il proseguo della ricerca in 

questo settore, dove tanti punti vanno chiariti e tanti spunti meritano di essere approfonditi. Lo 

studio di proteine oggetto di mutagenesi sitospecifica si è rivelato particolarmente produttivo per 

l’individuazione  dei  punti  chiave  nella  trasmissione  del  segnale  intraproteica.  Una  grande 
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attenzione va quindi posta al proseguimento di tale tipo di approccio sperimentale, che nel caso 

di YtvA ha dato ottimi risultati che si stanno anche verificando funzionalmente (vedi punti a e b). 

Un’operazione simile potrebbe essere portata avanti con PST-LOV, la cui risposta è facilmente 

identificabile  con  esperimenti  di  autoradiogrammi  utilizzando  ATP  radioattivo.  Una  volta 

focalizzata l’attenzione sulle zone d’interesse per la trasmissione del segnale sarebbe interessante 

confrontare  le  risposte  in  proteine  diverse,  per  indagare  la  similarità  e  le  differenze  di 

trasmissione del segnale in proteine LOV differenti, sostanzialmente verificandone la modularitá. 

Come evidenziato da indagini  sulla  dinamica molecolare  [56],  i  domini  LOV possono avere 

almeno due diversi pathways di attivazione, i.e. diverse regioni del LOV-core attraverso cui puó 

propagarsi il segnale. E´verosimile quindi che le proteine LOV possano esibire l´uno o l´altro 

pathway di attivazione, che si siano poi concretizzati nella evoluzione di due domini entrambi 

fotoattivi  (LOV1 e LOV2), ma con diverso significato funzionale nelle fototropine di piante. 

Oltre  a  ciò  uno  sviluppo  futuro  potrebbe  anche  essere  quello  di  individuare  le  zone  di 

trasmissione per i domini effettori, e confrontare risposte uguali per stimoli diversi. 
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