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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 ¢ 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 1’elucidazione del meccanismo primario di
trasduzione del segnale innescato dalla luce in queste proteine modulari dove il dominio
fotosensore ¢ accoppiato a domini effettori di diversa funzionalita. 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 ¢ invece composta da un dominio LOV, una histidine kinase (HK)
e un Response Regulator (RR). Per 1’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 altresi proposti due modelli a bassa risoluzione di proteina intera, sia per YtvA che per PST-
LOV. Lo studio sulla funzionalita 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’-(0-3°)-O-(N-(2-aminoethyl-urethane, abbreviato in GTPry).

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

Glul05: la mutazione E105L infatti sopprime completamente la trasmissione LOV-STAS dei

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

Lo studio sulla funzionalita 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 1’attivita chinasica ¢ stimolata dalla

luce blu, tramite 1’attivazione del dominio LOV. Inoltre, attraverso 1’analisi di diversi costrutti

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

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

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

Dopo I’ 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 piu 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 quantita 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 ¢ stato scoperto il primo fotorecettore di
BL, denominato criptocromo (cry) in onore della sua natura elusiva, che ¢ 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), portd 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.




Le phot, ca 1000 aa, possiedono due piccoli domini fotosensori disposti in tandem: LOVI e
LOV2, lunghi ciascuno circa 110 aa, che sono stati purificati e caratterizzati separatamente dal
resto della proteina. La loro elevata stabilita 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
molteplicitd 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 ¢ 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 Sy—S; ha un massimo intorno ai 450
nm (LOV.;), ma presenta risoluzione vibrazionale ben definita (vedi figura 1-3) [9, 10]. 1l
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



assorbimento spostato verso il blu (LOVy), 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 LOV 3y ritorna allo stato iniziale, al buio, con un tempo di vita (7. = 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’attivitd 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, 1’apertura degli
stomi, il movimento dei cloroplasti e 1’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 ¢ chiaro il
significato della presenza in tandem di due domini LOV, poiché solo LOV2 pare essere

indispensabile per evocare le fotorisposte [12, 13].



1.2 Il paradigma LOV nei procarioti: conservazione, evoluzione
e prospettive

Il meccanismo introdotto nel paragrafo 1.1 ¢ stato il primo ad essere descritto per recettori
sensoriali di BL che utilizzano flavine come cromofori attivi [9, 14]. Questo paradigma,
apparentemente cosi elementare in quanto il fotociclo comprende solo due specie transienti,
appare sorprendentemente conservato nel mondo procariotico, in cui si sta configurando come la
modalita piu diffusa di rilevazione dello stimolo luminoso, almeno tra i batteri coltivabili in
laboratorio. Oltre il 13% dei batteri il cui genoma ¢ stato sequenziato contengono infatti proteine
LOV, per cui si ¢ 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 ¢ in grado di penetrare in profondita nell’acqua piu di tutte le altre lunghezze
d’onda, ¢ infatti potenzialmente pericolosa per gli organismi viventi essendo in grado di eccitare
con alta probabilita 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 pit o meno gravi all’interno dell’organismo che 1i ha subiti. In virtu di queste
considerazioni appare chiaramente importante, anche per gli organismi piu 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 piu antiche, cio¢ la riboflavina ed i suoi
derivati, abbia subito un processo di trasferimento dai microrganismi fotosintetici alle piante.
Non ¢ escludibile anche un meccanismo piu 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 varieta di potenziali

domini effettori: Histidine-kinase, response regulator, helix turn helix, STAS eccetera [16-18]. 1l



quadro che si viene a presentare ¢ quindi quello di una grande modularita 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 ¢ quindi quello di comprendere 1 meccanismi primari di trasmissione del

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

effettori .
Lov PpSB1 Pseudomonas putida
— LOV |—— STAS |- YtvA Bacillus subtilis
— LOV |—— SPOIE |— ABW4X7 Kineococcus radiotolerans

—‘ LOV )—‘ HisKIN )—| RR )— PST Pseudomonas syringae tomato

— LoV |—| HtH |- Q2NB98 Erythrobacter litoralis

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 gia affermato precedentemente sono ancora pochi i dati raccolti relativamente al ruolo
fisiologico delle proteine LOV batteriche, tuttavia 1’interesse nei confronti di questo ramo di
ricerca sta dando nuovi risultati e per alcuni organismi ¢ stata chiarita la funzione di tali proteine.
Per esempio in Brucella abortus, una LOV-kinasi regolata da BL ¢ legata all’infettivita batterica:
¢ stato infatti dimostrato che negli organismi contenenti la proteina wild type I’infezione ¢
stimolata dalla BL, negli organismi contenenti mutanti fotochimicamente inattivi invece ne ¢
limitata [19]. Un secondo esempio di dimostrata funzionalita ¢ 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 ¢ stata attribuita alla necessita di una maggiore capacita di
attaccamento agli elementi nutritivi presenti nell’acqua nella zona superficiale, in cui sono meno

concentrati che sul fondo, e dove la luce ¢ piu intensa [16, 20].



1.3 Problematiche affrontate durante il lavoro di ricerca

Considerando la grande modularita dei domini LOV nel mondo dei procarioti, e la facilita 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 ¢ 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 del’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
entita e si concentrano nell’intorno del cromoforo [21, 22].

b. 1l foglietto B (AP, BB GB, HP, IB ): attraverso studi NMR su un costrutto del domino
LOV?2 da photl di Avena sativa ¢ stata evidenziata I’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 (Jo) formata
da 20 amminoacidi a contatto con la superficie esposta al solvente del foglietto 3 del
domino LOV con la sua parte polare; in seguito ad illuminazione con luce blu la zona C-
terminale appare disordinata ed il contatto ¢ rimosso [23]. Lo stesso gruppo di lavoro ha
poi dimostrato che delle mutazioni sitospecifiche in grado di rimuovere I’interazione fra
Jo. e dominio LOV portano ad un’attivazione dell’attivita chinasica costitutiva (non
fotoindotta) nella fototropina intera, mostrando 1’importanza dell’unfolding dell’elica Ja
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 ser di amminoacidi altamente conservati che si
estendono dalla cavita contenente ’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].



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 ¢ dato dallo studio della funzionalitd molecolare
delle proteine LOV batteriche in rapporto alla BL. I possibili domini effettori sono stati
analizzati in base alla loro funzionalita emersa in altre proteine, e si € ricercata una relazione tra

lo stimolo luminoso, rilevato dal dominio LOV, e 1’attivazione del dominio effettore.

1.4 Gli obiettivi della ricerca

Il nostro lavoro di ricerca si ¢ concentrato sullo studio di due proteine batteriche contenenti il
dominio LOV: YtvA da Bacillus subtilis ¢ PST-LOV da Pseudomonas syringae pv. tomato.
YtvA rappresenta la prima proteina batterica per cui siano state evidenziate le reazioni
fotochimiche phot-simili [27], ¢ composta da 261 amminoacidi, presenta un dominio LOV
associato ad un dominio STAS, ed ¢ completata da un cappuccio N-terminale ¢ 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 piu 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 ¢ 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 ¢ concentrata sulla
funzione proteica; in particolare per YtvA ci siamo basati sulla funzionalita del dominio STAS,
per cui il cui ruolo di NTP-binding (NTP = nucleotide trifosfato es. ATP, GTP) ¢ stato
ipotizzato, sia nei procarioti che negli eucarioti [25], ma ¢ 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 |
‘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



regolatore del fattore di trascrizione allo stress 6° durante situazioni di stress da sale e da etanolo
[28]. Il meccanismo attraverso il quale YtvA interagisce con c” probabilmente coinvolge altre
proteine regolatrici, come RsbR e YqhA [28], risulta molto interessante immaginare che
I’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 ¢ particolarmente interessante dato che
contiene il sistema di trasmissione del segnale piu 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 I’istidine-box fosfoaccettore, generalmente predisposto all’omodimerizzazione [28].
In risposta ad un dato segnale I’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 similarita di sequenza con le fototropine,
accostata al tipico sistema procariotico chinasi-RR, rende questa proteina un candidato ideale per
dimostrare I’esistenza di un sistema a due componenti batterico guidato dalla luce blu.

Un ulteriore argomento di ricerca approfondito durante questi tre anni coincide con I’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 cavita di legame del’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 3
centrale [24]. Ci siamo chiesti quindi quali siano le basi strutturali della trasmissione

intraporteica dei cambiamenti conformazionali fotoindotti.



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 1
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-LOV g €, separatamente, I’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 1’acido glutammico E105, situato sul foglietto B centrale,
I’acido glutammico E56, deputato a formare il ponte salino con la lisina, 1’acido aspartico D109,
anch’esso situato sul foglietto 3.

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 ¢ stato dato
anche all’approccio informatico, con esperienze di modellistica computazionale su strutture
cristalline ad elevata similarita 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
capacita di YtvA di legare nucleotidi sono stati utilizzati dei derivati fluorescenti di GTP e ATP,
in grado di cambiare proprieta spettrali di assorbimento e fluorescenza in seguito a legame con
una macromolecola. Per valutare I’effettiva zona di legame sono state inoltre utilizzate delle
soluzioni di GTP, GDP, GMP e ATP non fluorescenti, inoltre lo scopo dell’esperienza ¢ stata
anche la valutazione dell’influenza della luce su eventuali legami con nucleotidi.

Per investigare invece I’attivita 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



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.

10



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 affinita su
colonna di nichel. L’induzione dell’espressione ¢ stata fatta con IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside). Le proteine sono state in seguito purificate con cromatografia di affinita
su una colonna Talon (Qiagen, Hilden, Germany) ed infine concentrate in tampone sodio-fostato
10 mM, NaCl 10 mM, pH = 8. La purezza e I’integrita 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 I’assenza apoproteina [30].

Per ottenere la proteina PST-LOV ¢ stato in precedenza isolato il DNA di Pseudomonas
syringae tomato (PST) DC3000, da cui ¢ stato clonato il gene corrispondente e successivamente
inserito nel plasmide pET28a (lavoro svolto da Zhen Cao, MPI-Muelheim), sempre fornito di un
tag Hises. L espressione eterologa in E. coli BL21 DE3 (Stratagene, Amsterdam, Paesi Bassi), ¢
stata indotta con IPTG (30°C, ImM, per 6 ore). PST-LOV ¢ stata isolata dalle cellule rotte di
E.coli (la lisi ¢ 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 affinita alla resina di Ni’ (Prochem, Englewood,
CO). La proteina cosi ottenuta si ¢ rivelata sufficientemente pura ed ¢ 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-LOV arr con

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

La procedura di espressione e purificazione ¢ analoga a quanto sopra descritto. Per valutare la
composizione del cromoforo la proteina ¢ stata denaturata attraverso il riscaldamento a 100°C
per 10 min, in seguito a questo procedimento la proteina denaturata ¢ stata eliminata attraverso
centrifugazione a 14.000 rpm per 20 min. Il supernatante cosi ottenuto ¢ 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 ¢ stata ripetuta due volte per seguire errori statistici. Per ’HPLC ¢ stato utilizzato un
sistema Shimadzu (LC10Ai; Shimadzu Deutschland, Duisburg, Germania), impiegando una
colonna 250/4 C18-RP (Macherey e Nagel, Dueren, Germania). La colonna ¢ 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 ¢ 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’-(0 -3’)-O-(N-(2-
amminoetil)uretano), sale trisodico (GTP1x) ¢ stato comprato da Molecular Probe (Eugene, OR,
USA); mentre dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia), sono stati comprati Guanosina-5’-[y-thio]
trifosfate sale tetrasodio (GTP), Guanosina-5’-[y-thio] difosfato sale trilitio (GDP), ¢ 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 ¢ 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), a-chimotripsina (25 kDa), mioglobina (16,9 kDa), e

ribonucleasi (13,7 kDa). La proteine analizzate sono state caricate ad una concentrazione fra 1 e
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50 uM per ottenere in uscita una concentrazione intorno agli 0,05 — 2,5 uM. In alcuni casi si €
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 ¢ stata utilizzata 1 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 7ris-HCI 1.5 M portato a
pH 8.8 attraverso una soluzione di HCI IN; 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 ¢ cosi composto: 3.55 ml di acqua, 1.25 ml di Tris-HC1 0.5 M, 2,5 ml di glicerolo,
2 ml di 10% SDS, 0,2 ml di bromofenolo blu e 50 ul di -mercaptoetanolo; il buffer di corsa ¢
invece composto da: 1 1di 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 1 campioni, € cosi 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 ul di TEMED
e rispettivamente 100 ul di APS al 10% per il gel di corsa e 50 ul 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, ¢ stato sovrapposto lo stacking gel, nel quale sono stati creati i
pozzetti di caricamento; una volta che anche il secondo strato ¢ risultato completamente asciutto
sulla superficie superiore ¢ 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 1 vetrini sono stati inseriti nella vaschetta con buffer di corsa, ed il sistema ¢ stato
collegato ad un’alimentazione esterna. A corsa finita la colorazione ¢ 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 ¢ stato lasciato a bagno per un paio d’ore. Dopo essere

stato decolorato nella destailing solution il gel ¢ 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

(Zweibriider 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 1’
intensita totale (integrata su tutte le lunghezze d’ onda) per la frazione di energia assorbita (1-10
Ab) " dove Abs = assorbimento alla lunghezza d’onda d’eccitazione, in modo da ottenere un
segnale proporzionale al rendimento quantico di fluorescenza (®r). Gli esperimenti di legame
con GTPw (binding) sono stati realizzati con YtvA nello stato attivato da luce-blu (cio¢ con
I’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 GTP 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 (Kp) fra YtvA ¢ il GTP1g, e il massimo di fluorescenza
AF . sono stati ricavati realizzando una interpolazione (fitting) dei dati sperimentali con

I’equazione non lineare [31]:
Kptl- A17M

[P]tut - AFma/ lma"
AF _

Dove [Pl € la concentrazione di YtvA e AF ¢ il valore assoluto della differenza fra la

fluorescenza normalizzata del GTPrx 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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¢ equivalente a ricavare un grafico di Scatchard lineare che intercetta 1’asse x nel punto 1. La
concentrazione di GTPx € stata sempre tenuta a 1 pM, mentre la concentrazione di YtvA ¢ stata
fatta variare fra 2 e 55 pM.

Per misurare il ®r della flavina legata a PST, ¢ stato utilizzato come standard FMN (Fluka, Neu-
Ulm, Germania) ®r= 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 ¢ sempre stato sottratto prima di procedere
all’analisi. La concentrazione delle proteine ¢ stata stimata utilizzando 1 coefficienti di
assorbimento a 220 nm: ¥ g550= 492800 M'cm™, Y*%Ve10= 223900 M'cm™, N Vg0 = 267900
M'em™, PTerne = 971570 Mlem™, PSTEOV ARRe 0 = 740077 Mem™, RReyy = 247277 M'em™, i
coefficienti d’assorbimento sono stati calcolati in rapporto a quello del’FMN in una soluzione
con rapporto proteina - cromoforo 1:1, ovvero ™ey; = 12500 M'em™. 1l coefficiente di
assorbimento del cromoforo a 220 nm & pari a: ""exo= 34500 M'cm™, si pud 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’elliticita media per residuo aminoacidico (®Owrw) € stata calcolata
utilizzando la seguente formula: Ourw = Ous/(10 x cl) Dove Oy, € in mdeg, 1 € il cammino ottico
= 0.2 cm, ¢ ¢ 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-LOVarr, 141 aa / proteina per RR, includendo anche il tag), ®yrw risulta quindi essere

espressa in deg cm® dmol™. Tipicamente, la concentrazione proteica ¢ nell’ordine del uM e ¢ =
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10° x 281 = 2.8 x 10" mol I"" per YtvA, ¢ =10° x 122 =1.2 x 10" mol I per YLOV, ¢ = 10 x
146 = 1.5 x 10*mol I"' per N-YLOV, ¢ = 10° x 554 = 5.5 x 10*mol I"' per PST-LOV ¢ = 10° x
422 = 4.2 x 10" mol 1" per PST-LOVagr € ¢ = 10° x 141 = 1.4 x 10" mol 1" per RR. La
predizione della struttura secondaria a partire dagli spettri CD ¢ stata realizzata mediante
I’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” ¢ I’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

I1 modello per il dominio STAS (residui 147-254) ¢ stato ottenuto utilizzando la struttura
cristallina TM 1442 (codice PDB: 1VC1) come stampo [37], attraverso il software What if [38].
Il residuo P229, corrispondente ad un gap nell’allineamento ¢ stato inserito nella struttura grazie
al software DeepViewer [39], ed il loop K228-E230 ¢ stato ricostruito. Infine attraverso il
calcolo energetico di Gromos96 implementato in SwissPdbViewer [40] ¢ 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 gia 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 ¢ stata realizzata utilizzando il VADAR tool [44], che calcola alcuni

parametri relativi alla catena amminoacidica quali la superficie accessibile e la percentuale di

16



catene laterali idrofobiche accessibili. La qualita dei modelli di dimero YLOV predetti da
ClusPro ¢ stata altresi analizzata mediante il Structure Analysis and Validation Server (SAVS)
del Laboratorio della genomica e proteomica strutturale all’Universita della California, Los
Angeles (UCLA) (http:/nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/), che implementa 1 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 ¢ stata utilizzata
la stessa metodologia (vedi descrizione precedente anche sui metodi di valutazione dei diversi

modelli).

2.8 Esperimenti di radioattivita

Sono stati realizzati esperimenti di auto e trans-fosforilazione utilizzando **P-y-ATP (37mBgq 100
pl, Hartmann Analytik, Braunschweig, Germania). Un tampone di reazione da 100 pl contiene
20 pg di frammenti di PST-LOV o PST-LOVare [51]. Le reazioni sono state realizzate a
temperatura ambiente sia nello stato di buio che in quello di luce. A dati intervalli temporali 10
pl della miscela di reazione sono stati estratti e miscelati con 10 pl di stop buffer sodio
dodecilsolfato (SDS) [51]. Per gli esperimenti di transfosforilazione un eccesso 10 x (m/m) del
dominio RR ¢ stato aggiunto nella provetta di reazione. Di nuovo 10 pul della nuova miscela sono
stati pescati a determinati intervalli temporali e miscelati con 10 pl 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 radioattivita. Gli autoradiogrammi sono stati ottenuti grazie
ad un analizzatore di immagini di fluorescenza FLA-3000 (Fujifilm). L’intensita dei punti ¢ letta
come PSL mm™ (PSL, luminescenza fotostimolata). La dimensione dei pixel & pari a 50 x 50

pum®.
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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 ¢ stata gentilmente concessa dalla Royal Society of Chemistry
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The Bacillus subtilis protein YtvA is related to plant phototropins in that it senses UVA-blue-light by
means of the flavin binding LOV domain, linked to a nucleotide-binding STAS domain. The structural
basis for interdomain interactions and functional regulation are not known. Here we report the
conformational analysis of three YtvA constructs, by means of size exclusion chromatography, circular
dichroism (CD) and molecular docking simulations. The isolated YtvA-LOV domain (YLOV, aa
25-126) has a strong tendency to dimerize, prevented in full-length YtvA, but still observed in YLOV
carrying the N-terminal extension (N-YLOV, aa 1-126). The analysis of CD data shows that both the
N-terminal cap and the linker region (aa 127-147) between the LOV and the STAS domain are helical
and that the central p-scaffold is distorted in the LOV domains dimers. The involvement of the central
P-scaffold in dimerization is supported by docking simulation of the YLOV dimer and the importance
of this region is highlighted by light-induced conformational changes, emerging from the CD data
analysis. In YtvA, the B-strand fraction is notably less distorted and distinct light-driven changes in the
loops/turn fraction are detected. The data uncover a common surface for LOV-LOV and intraprotein
interaction, involving the central p-scaffold. and offer hints to investigate the molecular basis of

light-activation and regulation in LOV proteins.

Introduction

B. subtifis YtvA is a blue-light responsive protein (261 aa), carrying
a flavin-binding LOV (light, oxygen, voltage) domain, with LOV
belonging to the PAS (PerArntSim) superfamily.' The photochem-
ical LOV paradigm has emerged during the last years, thanks
to the discovery and molecular characterization of phototropins
(phot), blue-light receptors for a variety of responses in plants.**
Phot are organized in two N-terminal LOV domains (LOV1 and
LOV2, ca. 110 amino acids) and a C-terminally located ser/thr
kinase domain. A self-phosphorylation reaction®® is activated by
UVA-blue light illumination of phot, thanks to the activation
the LOV domains that carry a flavin-mononucleotide (FMN)
as chromophore.” Light activation of LOV domains triggers a
photocycle that involves the reversible formation of a covalent
adduct between a conserved cysteine residue and position C(4a) of
FMN,"! formed upon decay of the FMN triplet state.'*"* Despite
the similarities in the light-triggered reactions, the two phot-LOV
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domains have not the same functional significance, with the self-
phosphorylation reaction being mostly mediated by LOV2,!5:1%
that also presents a larger quantum yield for the formation of the
covalent adduct.® The LOV paradigm is configuring as one of the
most conserved among distant phyla, and LOV proteins are now
well documented in eukaryotes and prokaryotes.'™ In bacteria
they are present in about 15-17% of the sequenced genomes,
and light-induced, phot-like reactions have been demonstrated
for some of them."*

Although the mechanistic details of the photochemical FMN-
Cys adduct formation are still under debate (see ref. 19 and
references therein, and ref. 21) the photocycle of LOV domains
is by far the best characterized part of the light-to-signal trans-
duction chain, thanks to the fact that isolated LOV domains
are readily expressed and have been functionally and structurally
analyzed.™*** A structure of full-length phot is not yet available
and little is known about the mechanism leading to kinase
activation and on the protein surfaces involved in domain-
domain interactions. Light-driven unfolding of the helical linker
connecting LOV2 and the kinase domain (Ju-linker) has been
recently proposed to trigger the self-phosphorylation reaction,
based on NMR spectroscopy and mutagenesis experiments.****
This idea has recently been challenged by the observation that
the Jo-linker is not needed either for LOV2-kinase interaction or
for light-driven phosphorylation of a heterologous substrate.'®

In prokaryotes the LOV light-sensing module is coupled to
diverse effector domains, such as kinases (similar to phot), phos-
phodiesterases, response regulators, DNA-binding transcription
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factors, regulators of stress sigma factors.''®* Therefore, besides
the intrinsic interest regarding their structure, function and phys-
iological role, they also represent a powerful tool to understand
fundamental and still open questions in the field of LOV-based
photoperception. (i) Are the light-induced reactions, centered on
the LOV domain, transmitted to effector partners by means of
the same molecular mechanisms, and do LOV domains interact
with partner domains by means of the same protein surface?
In photl-LOV2 the central p-scaffold has been demonstrated to
participate in interdomain communication, making contact with
the Je-linker.*** A similar process has been observed with phot2-
LOV2.¥ (ii) Why only one LOV domain is present in bacterial
LOV proteins, whereas phot possess two of such units organized in
tandem?'™*® The LOV2 domain has a higher photocycle quantum
yield than LOV1,” and acts as the principal light-sensing domain
triggering photl and phot2 kinase activity, whereas LOV1 might
have a regulative role.'* The amino acid sequence of bacterial LOV
domains has in general intermediate characteristics between LOV1
and LOV2.'8 (iii) Which factors govern LOV-LOV dimerization,
considered a key feature in PAS-mediated sensing/regulation,**
and which is the relevance of it during light sensing? It was
shown by gel filtration chromatography that phot!-LOVI has a
tendency to dimerize, whereas LOV2 is monomeric.* This has led
to the suggestion that LOVI is responsible for phot dimerization,
providing a possible functional role for the tandem organization
of LOV domains in phot.* By means of pulsed thermal grating
Terazima and coworkers, detected a transient volume increase
(about 1.8 times, with time constant of 300 ps) during light
activation of an extended phot1-LOV2 construct (including an N-
terminal cap and the Ja-linker), and interpreted this phenomenon
as a transient dimerization,” whose functional significance is not
known. Dimeric states have been detected by means of small-
angle X-ray scattering (SAXS) for the LOV domain of FKF1#
and phot LOV1 domains.* The SAXS experiments showed that
photl-LOV2 is a dimer (in contrast with ref. 30 and 31) whereas
phot2-LOV2 is monomeric.”® The LOV domain of WC-1 from
Newrospora has also been shown to homodimerize i vitro.™

In this work we have investigated three different constructs of
YtvA, in order to partially address these problems. In YtvA the
LOV domain is linked to a C-terminal STAS domain (sulfate
transporters antisigma-factor antagonists).” This architecture is
conserved in LOV proteins form other Firmicutes, e.g. in Listeria
and Oceanobacillus genera.”™ Recent work has shown that YtvA is
a positive regulator in the environmental signaling pathway that
activates the general stress factor o®*** and, most importantly,
that the cysteine involved in the photoadduct formation is needed
for its in vive function,” in turn regulated by blue-light activation.*
These last two recent studies allow to regard Ytva as a real flavin-
based blue-light photoreceptor in B. subtilis, not only a blue-light
sensitive protein. The STAS is thought to be the effector domain of
YivA, although little is known of its molecular functionality, with
the exception that it confers to YtvA the ability to bind GTP and
ATP™ in analogy with another STAS protein.* The constructs
that we used are the LOV core (YLOV, aa 25-126), the N-YLOV
comprising also the first 24 aa (aa 1-126) and the full-length
protein YtvA. We applied gel filtration chromatography to detect
possible dimers and circular dichroism spectroscopy for secondary
structure determination, improving the data analysis with respect
to previous work.* The data uncover acommon surface for YLOV

homodimerization and interdomain interactions, and corroborate
a molecular model of the YLOV dimer obtained by docking
simulations. Similarities and differences with phot-LOV domains
are discussed.

Experimental
Protein samples and chemicals

For the N-YLOV protein, the DNA sequence encoding LOV
core + N-terminal cap (aa 1-126 of the full protein) was amplified
by PCR (Polymerase Chain Reaction). The recombinant plasmid
of full-length YtvA in (pET28a) was used as template, the primers
were:

5-CAGCCATATGGCTAGTTTTCAATCATT (forward)

5-TATTACTCGAGTTAGGTGATATCATTCTGAATTC
(reverse)

Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe,
Germany) was used for the PCR. PCR product, digested with
Ndel/Xhol (NEB. Ipswich, UK), was ligated into the expression
vector pET28a (Novagen-Merck, Darmstadt, Germany), which
was digested with the same restriction enzymes. An N-terminal
extension, including the 6xHis-tag (sequence: MGSSHHHH-
HHSSGLVPRGSH) was furnished, in the same way as for YtvA
and YLOV. For the details of full-length His-tagged YtvA and its
isolated LOV core (YLOV) generation, see previous reports.™*
The His-tagged proteins were expressed in E. coli BL21 DE3
(Stratagene, Amsterdam, The Netherlands) using IPTG (BioMol,
Hamburg, Germany) induction. The proteins were then purified
by affinity chromatography on Talon (Qiagen, Hilden, Germany)
and finally concentrated in Na-phosphate buffer 10 mM, NaCl
10 mM, pH = 8.

Chromatography

Gel filtration chromatography experiments were performed on
a Pharmacia FPLC apparatus, using a Superdex 75 HR 10/30
column (Amersham Biosciences), equilibrated with Na-phosphate
10 mM, pH = 8, NaCl = 0.15 M. A calibration curve was made
using bovine serum albumin (69 kDa), ovalbumin (42.7 kDa), o-
chymotrypsin (25 kDa), myoglobin (16.9 kDa) and ribonuclease
(13.7 kDa) (low M, calibration kit, Amersham Biosciences).
YtvA, YLOV and N-YLOV were loaded on the column at a
concentration between 1 and 50 pM, to give a final concentration
ranging from 0.05 to 2.5 pM at the detection peak, due to dilution
through the column.

Circular dichroism spectroscopy and data analysis

Circular dichroism (CD) experiments were carried out using a
Jasco 1715 spectropolarimeter, calibrated with ammonium d-10-
camporsulfonic acid. The measurements were carried out in the
far-UV spectral region (195-240 nm) at a temperature of 20 °C
and the buffer background was always subtracted. The optical
pathlength was 0.2 cm. Protein concentration was estimated from
the absorption coefficient at 220 nm, "™ = 492800 M~ em™',
L0V — 223900 M~ em™ and &5 = 267900 M~ em™',
calculated by comparison with &N = 12500 M~ em™',ina 1 : 1
protein to chromophore ratio (vide infra). The corresponding value
for FMN is &M = 34500 M~ cm™, thus introducing a negligible
error also in case that some apoprotein is present. The mean
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residue ellipticity Gygw was calculated from the concentration
of residues, ¢, (281 aa for YitvA, 122 aa for YLOV and 146
aa for N-YLOV, including the tag, according to the formula
Eypw = O,/ (10 x ¢f), where ¢ is in mol liter~', / = 0.2 cm
and @, is in mdeg and @y in deg cm® dmol~'. Typically,
the protein concentration was in the pM range and ¢ = 10-° x
281 = 2.8 x 107 mol liter™ for YtvA, ¢ = 107 x 122 =
1.2 x 10~* mol liter~! for YLOV and ¢ = 10-° x 146 = 1.4 x
10~* mol liter™' for N-YLOV. Prediction of secondary structure
composition was performed using the convex constraint analysis
(CCA) algorithm,** and an extended curves dataset comprising
46 protein spectra.®* In CCA, the sum of the fractional weights
of each component spectrum is constrained to be 1. In addition,
a constraint-called volume minimization is defined which allows
a finite number of component curves to be extracted from a set
of spectra without relying on spectral nodes. CCA does not use
X-ray crystallographic data in the deconvolution procedure. Once
the basis curves are obtained, they must be assigned to specific
secondary structures. The secondary structure was also predicted
from the amino acid sequence by means of bioinformatic tools,
using the consensus secondary structure prediction method at the
Paéle Bioinformatique Lyonnais.*

Docking simulation, evaluation of complexes and model validation

Docking simulations of the YLOV dimer were carried out at
the ClusPro Server,” using the DOT 1.0* and ZDOCK v.
2.3* programmes, employing the previously published YLOV
structural model (PDB databank accession code 1TUM).* The
ClusPro docking algorithm evaluates billions of putative com-
plexes, retaining a preset number with favourable surface com-
plementarities. A filtering method is then applied to this set of
structures, selecting those with good electrostatic and desolvation
free energies for further clustering. Evaluation of the ClusPro
predicted complexes was carried out using the VADAR tool,®
which calculates multi-chain parameters such as the accessible
surface area and the percentage of accessible hydrophobic side
chains. The quality of the ClusPro predicted YLOV dimer model
was verified by using the protein structure analysis and valida-
tion server (SAVS) of the NIH MBI Laboratory for Structural
Genomics and Proteomics at the University of California, Los
Angeles (UCLA) (http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/) that
implements the programs PROCHECK," WHAT_CHECK,*
ERRAT® VERIFY_3D,* and PROVE.™ Additionaly, PPI-
Pred®® and the computational interface alanine scanning tool at
the Robetta server™ were used to predict the dimerization interface
of the YLOV-monomer and of the YLOV dimers respectively.

Results and discussion
Gel filtration chromatography

The elution profile of YLOV (Fig. 1) reveals that the majority of
the protein is present in a state having M, = 36.44 kDa, namely
2.63 times larger than the theoretical M, (13.81 kDa, considering
also the 20 aa at the N-terminal His-tag). This suggests a dimeric
state that deviates from a spherical shape, as previously reported
for other LOV domains.**** Traces of a globular monomer are
observable in some preparations, as well as a small fraction of a
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Fig.1 Elution profiles of the YLOV (dashed line) and N-Y LOV (full line)

domains of YtvA. The main peaks correspond to My = 2.6 3 Myyav and
M, =21 x M, yy1av, respectively.

larger aggregate, most probably a trimer, with M, = 51.97 kDa.
Light activation does not appreciably affect the elution profile of
YLOV. N-YLOV is also mostly present in a dimeric state, with
apparent M, = 34.00 kDa, 2.06 times larger than the theoretical
M, (16.54 kDa, again including the His-tag). For N-YLOV the
shape of the dimer is therefore approximately spherical.

The full-length protein YtvA presents a larger heterogeneity
and the elution profile is different among different preparations
(Fig. 2). Up to three peaks can be identified, with peak 1 resulting
in M, = 72.85 kDa, peak 2 with M, = 48.39 kDa and peak 3
with M, = 35.07 kDa. The theoretical M, of YtvA is 31.36 kDa,
therefore we can assign the three peaks to a dimeric state (peak
1), an elongated monomer (peak 2, M, = 1.56 x M y,,) and a
spherical monomer (peak 3, M, = 1.12 x My, ). Peak 2 (elon-
gated monomer) represents in all YtvA preparations observed
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Fig. 2 Elution profile of 2 different YtvA preparations. Peak 1 corre-
sponds to My, =2.32 x Myyya (Maywa = 31.36 kDa); peak 2 corresponds
to M, = 1.56 x M,y,.: peak 3 corresponds to M, = 1.12 5 M,y ..
A YtvA:FMN=1: [ (noapoprotein). B. YivA : FMN = 2 : | (apoprotein
is present).
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(nine in total) the predominant protein fraction. Peaks 1 and 3 are
more evident in preparations that contain considerable amount
of apoprotein (without the flavin chromophore). Nevertheless,
even in these cases, the flavin chromophore is present in all three
fractions, as proven by detection at 390 nm (data not shown).
Again light activation does not result in appreciable changes in
the elution profile. For the three protein constructs, the elution
profile is not affected by concentration, in the low range employed
here (0.05-2.5 pM).

As a whole, the gel filtration experiments show that the LOV
domain of YtvA has a strong tendency to dimerize in solution
that is not hindered by the N-terminal cap. Dimerization is instead
prevented by the presence of the C-terminal domain of the protein,
pointing to the fact that the LOV core employs the same surface
(partially or totally) for homodimerization and for interdomain
interactions.

Circular dichroism spectroscopy

The UV-CD spectra for the three analyzed constructs of YtvA,
in the dark adapted state, are shown in Fig. 3. The mean residue
ellipticity, @ypw, was calculated as explained in the experimental
section. The spectra shown are an average of all measurements (5
sets of measurements with 2 different preparations for YLOV; 4
sets of measurements with 2 different preparations for N-YLOV;
11 sets of measurements, 9 different preparations for YtvA), but
each single spectral output was analyzed separately using the CCA
algorithm.
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Fig. 3 CD spectra in the UV region for (A) the YLOV (dashed line) and
N-YLOV (full line) domains and (B) full-length YtvA, in the dark adapted
state.

A critical step during CCA analysis of CD data, is the
assignment of the component curves (Fig. 4) to specific secondary
structures. In the literature there is a large agreement about the
CD spectrum of regular o-helices and unordered polypeptides
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Tig.4 The 5 component curves as extracted from the CCA analysis. The
assignment is as follows: 1, e-helix. II, unordered structures, 11I, turns
and other structures, TV, distorted/twisted p-strands/ parallel f-sheet, V,
antiparallel B-sheet (see text for details).

(random coil, RC) that can be assigned to curve 1 and II
respectively (ref. 58 and 59and references therein).

Curve V was assigned to the turn fraction® and the p-structures
were assigned to curve IV + V, whose sum is similar to the curve
corresponding to B-strands in Matsuo er a/.*® Based on the fact
that distorted/twisted p-sheets present a strong positive band in
the 190-220 region.* curve IV is assumed to include this fraction.
Furthermore, the antiparallel B-sheet has three allowed transitions
(the mn* transition is splitted),**** whereas the parallel -sheet has
two; therefore, we assigned curve V to the regular antiparallel p-
sheet and curve IV to twisted + parallel -sheet. Curve IV may
also receive contributions from turn structures, in that different
type of turns have very different CD spectra.***** The results of
the CCA analysis, with the curve assignment as discussed above,
are reported in Table 1, both for the dark and light-adapted state.

To test the quality /reliability of our component assignment, we
made a prediction of secondary structure composition based on
the three dimensional models of the LOV and STAS domains'*
and on the consensus method for the remaining parts of the
protein.* The N-cap and the linker region are predicted to be
largely helical, whereas the His-tag (20 aa in length) is, as expected,
predicted to be unordered (Table 2).

The comparison with CD data is very good in the case of the
helical fraction, although for YtvA the statistical error associated
with this component is quite large. This may be due to the
variability in the preparations, and/or to the fact that component
I and V are in some cases difficult to separate (see Fig. 4 and
Table 1). The results confirm that the N-cap and the linker region
are mostly helical. For full-length YivA also the turn/loops
and p-strands predicted fractions match the sum of component
IT + IIT and IV + V, respectively, within the experimental error,
(Table 2). supporting our curve assignment. In the case of LOV
and, particularly, N-LOV, the fraction of [-strands is smaller than
expected, to the advantage of the RC/turns/others component.
Furthermore, LOV domains do not contain parallel B-sheets!*#
and the large percentage associated to component IV has to be
assigned to the distortion/twisting of the central. antiparallel p-
scaffold. This is in contrast with YtvA, for which the number of
aa associated to component IV, can be readily explained with
the presence of four parallel p-strands localized on the STAS
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Table 1 Results of the CCA analysis on CD spectra

LOV*® (122 aa)® (*4)

N-LOV* (147 aa)® (% YtvA® (281 aa)® (%a)

Secondary structure Dark Light Dark Light Dark Light
1. o-Helix 169427 19.5+58 249424 27.3+09 300+ 4.7 32.0+6.5
213 (24+7) (37+4) 0£1) (87 £13) (90 £ 18)
1L, RC 239+4.1 228439 249409 23.6+09 224+ 1.0 217 £3.5
294 3) (28 £5) B7£1) (B5+£1) (63 £ 3) (61 £ 10)
111, B-Turns/others 279+ 1.1 288 4+23 275+1.0 283415 16.8+ 3.6 187 £3.5
34+D (35+3) 0+ 2+2 (47 +£10) (52 £ 10)
1V, p-Twisted/ p-parallel 147+ 1.6 18.6 £ 1.0 121+ 1.6 15.9+09 99+4.1 1L.0£3.7
(18 +2) B+1) (18+2) 231 (28 £11) (31 £ 10)
V., p-Antiparallel 162+ 4.1 102 +4.7 10.6 + 3.4 49421 199+56 16.6 £ 5.8
(20 5) (12+6) (15 5) 7£3) (56 £ 16) (47 £ 16)
(Z[)‘,—_)"(A)]’)f 1.9+ 0.4 3.6+£29 22+ 1.8 21407 62+2.8 52423
i=1

" The statistical error is the standard deviation and comes from 5 sets of measurements on 2 different preparations for LOV, 4 sets of measurements on 2
different preparations for N-LOV, 11 sets of measurements, and 9 different preparations for YtvA. ® The number of aa is given in parentheses, below the

percentage, together with the statistical error. © Average squared error, where y, = experimental curve, f(4) = fitting curve,

Table 2 Comparison between expected and CD-derived secondary structure composition

YivA segments Helices Turns/loops (-Strands
Number of aa Number of aa Numberof aa

His-Tag* — 20 —

N-Cap,_,,* 10 13 1

LOVos 126 24 36 42

Linker iy 14" 18 2

STAS 05" 36 41 31

C-Endyss 261° 2 4 1

YtvA© 90 116 75

N-LOV* 34 69 43

LOv* 24 56 42

CCA analysis—dark state a-Helix RC/turns/ others B-Strands

YtvA 87 £ 13 1104+9 84417

N-LOV 3714 77£1 33+5

LOV 2143 634 3BLS5

“Consensus secondary structure prediction at the Pole Bioinformatique Lyonnais server.* * Structural homology models of the LOV core' and of the

STAS domain.* ¢ Predicted number of aa for each of the constructs analyzed.

domain and a modest distortion of the overall p-fraction.* These
observations suggest that dimerization in YLOV and N-YLOV
markedly affects the central [(-sheet of the LOV core (see the
docking section).

Inspection of Table | and of the light — dark difference spectra
(Fig. 5) shows that light activation of the three analyzed constructs
does not result in large secondary structure conformational
changes, as previously noticed for full-length YtvA.* A further
distortion of the central f-sheet is induced in YLOV and N-YLOV,
and the difference spectra are very similar for the two proteins.

Light-induced changes of the central p-sheet have been recently
demonstrated with low temperature Fourier transformed infra-
red spectroscopy (FTIR) also for phy3-LOV2.* The CD light-
difference spectrum of photl-LOV2 was interpreted as a loss
of helical structure, but without the support of a detailed data
analysis.®”

In full-length YtvA there is still a perturbation of the p-fraction,
but a distinct change in the turn fraction (positive shoulder at
ca. 230 nm in Fig. 5), missing in YLOV and N-YLOV. The
determinations are affected by a large error, but confirmed by
previous data as obtained with FTIR, that show a distinct

200 210 220 230 240
wavelength / nm

Fig. 5 Light — dark plots of the mean residue ellipticity ygw for YivA
(squares + line), LOV {circles + line) and N-LOV (full line), calculated
from the average CD spectra (see Fig. 1 and Table 1).

difference between YtvA and YLOV in the light-induced changes
of the turns fraction (around 1700 cm~').*® These results could be
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interpreted as a conformational change transmitted from the LOV
core to the STAS domain, but actually we have no hint to localize
precisely the position of the altered turn fraction, that could even
be on the LOV domain itself and its changes being not detectable
in the LOV dimers, Temperature-dependent FTIR experiments
show indeed that changes in the turn fraction occur before the
conformational alterations of the B-sheet in phy3-LOV2, the latter
changes only detectable at room temperature.® In this view, the
light-induced conformational changes could reach the f-scaffold
only in the YLOV and N-YLOV dimers and be limited by the
presence of the second domain, so that the changes on the turn
fraction can persist during the lifetime of the adduct in YtvA.

The YLOV-YLOV dimer

The ClusPro best ranked model (ZDOCK generated) is shown in
Fig. 6. A very similar model is ranked at the first position by using
the DOT docking software (not shown).

The evaluation of the complexes performed with the VADAR
tool,* reveals that this model has a quite large buried surface area
as well as a high percentage of buried hydrophobic side-chains
(33.76%) (see electronic supplementary information, ESIT). This
feature would favour dimerization in an aqueous environment, and
agrees with the fact that YLOV is a stable dimer in solution, even
at very low concentrations. The quality of the model, evaluated
at the SAVS server (http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/) was
as an overall good, with 84.1% of residues in most favoured
regions, 12.5% of residues in additionally allowed region, 2.3% of
residues in generously allowed regions and only 1.1% of residues
in disallowed regions of the Ramachandran plot. The Verify-
3D score (96.1) and the Errat-quality factor™ (98.9) were very
high, both indicative of a reasonable and good resolved model-
structure. Finally, the dimerization surface predicted with PPI-
Pred®® and Robetta,” identified high scoring regions for YLOV-
YLOV interactions within AP, B, Hp and I strands and the
Hp-1p loop (Fig. 6).

In the dimer models of Fig. 6, the two YLOV domains face each
other with the central p-sheet, presenting an antiparallel mirror
symmetry. The interface is mostly stabilized by hydrophobic
interactions. This feature is not in common with phy3-LOV2,
where a bunch of charged/polar amino acids forms an extended
HB (hydrogen bonds) network with the corresponding residues
on the second monomer, centered around Hisl011, Glnl013
(HpP) and Aspl017 (HP-1IB loop). Interestingly, His1011 and
GlInl013 of LOV2 domains (Thr and A/T respectively on LOV1
domains), and this feature may account for the fact that LOV1
has a stronger tendency to dimerize than LOV2 in an aqueous
environment.” Although the dimerization of phy3-LOV2 and the
specific orientation of the two monomers may be an artifact of
crystallization, a complex very similar to the phy3-LOV dimer is
readily obtained by the docking algorithm (not shown) and the
residues at the interface are part of the hot spots predicted by PPI-
Pred and Robetta (Fig. 6). We note that for YLOV, complexes with
similar orientation as phy3-LOV are also detected by the ClusPro
docking algorithm (cluster 2 and 8 in the DOT output and cluster
10 in the ZDOCK output, see ESIT). Our choice of the model in
Fig. 6 (cluster 1 for both DOT and ZDOCK outputs) is based
on the ClusPro ranking, on the high surface complementarity
and interactions symmetry, and on the presence of a cluster of
hydrophobic amino acids at the interface, that nicely accounts for
the stability of the dimer in solution.

The antiparallel mirror symmetry and the interface observed
in our YLOV-YLOV model and in the phy3-LOV dimer is very
similar to the one reported for homo and heterodimers of the
ARNT PAS-B domain in solution®™ and in dimers of the heme-
binding PAS domain of E. coli Dos (EcDos)™ and R. meliloti
FIXL (RmFIXL).™ An antiparallel mirror symmetry has also
been suggested for the LOV-LOV dimer of the FKF1 protein
and for phot-LOV1 on the basis of small-angle X-ray scattering
experiments, although in that case the authors favoured a different
model for the complex, where the two LOV domains do not face
each other via the central p-sheet.**

Fig. 6 (A) The YLOV dimer model (see text for details). (B) The phy3-LOV2 dimer in the crystal unit cell (PDB accession code 1G28, chains a,c).
(C) Residues at the dimer interface (within 4 A, shadowed), mapped on the sequence of Y LOV and phy3-LOV2. For comparison the interaction hot-spots
predicted by PPI-Pred® (in bold) and by Robetta™ are also shown (in bold and underlined). Arrows indicate the residues interacting with FMN in
phy3-LOV2. Secondary structure elements are shown below the phy3-LOV2/YLOV alignment and indicated with conventional letters. E = strands, H =
helices, C = unordered. The nomenclature of the secondary structure elements is after Harper e al.®
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The model as in Fig. 6 not only corresponds to the best qual-
ity/validation parameters, but also agrees with the observations
that in YLOV the B-scaffold is distorted/twisted within the dimer,
as indicated by the CD data. With this respect we have to remind
that the docking simulation requires that the partners within the
complex are kept rigid, a feature that may not be verified in the
real complex, as again suggested by the distortion of the p-scaffold.
Therefore, the model structure reported in Fig. 6 has to be taken
with care and, albeit probably qualitatively correct, may not match
the solution dimer-structure as far as the details are concerned.

In the structure of EcDos and RmFIXL PAS domains, the
dimers are further stabilized by the helical N-cap and the dimers
retain an elongated shape.™™ In the case of N-YLOV, although the
N-capis helical (from CD data), the dimer is instead approximately
spherical (gel filtration). This observation, together with low
similarity to the corresponding sequences in EcDos and RmFIXL,
does not allow to build a reliable model of the N-cap in YLOV
and of its orientation with respect to LOV core.

Similar considerations apply to a structural model of the
full-length protein. The LOV-STAS linker region is predicted
to be helical and CD data confirm the prediction (see above),
nevertheless we cannot safely state that it assumes an orientation
similar to that in phot1-LOV2, namely underneath the central -
scaffold of the LOV core,* because of low sequence similarity.
The amino acid sequence of YtvA Jo-linker is much more similar
to the C-terminal extension of the heme binding PAS domain of
FIXL from B. japonicum, actually protruding outside the PAS
core.™ Although this might be, in the latter case, an artifact of
crystallization (in the absence of the associated kinase domain),
such orientation of the Ju-linker cannot be excluded. This would
imply a direct interaction of the STAS domain with the LOV
core, competing with the dimerization surface, different to the
structural features proposed for phot as a basis for the self-
phosphorylation reaction.* We must also consider that alternative
complex conformations may exist: the linker is not needed for the
activation of the kinase activity in phot2 towards a substrate, a
reaction carried out vig direct interaction between the separately
expressed LOV2 and kinase domains.”® As a whole we still have
too little structural and functional information about the N-cap
and Ja-linker to build a reliable model of full-length YtvA. In
order to gain further structural information, e.g. orientation of
the helical linker with respect to the LOV core and its relevance in
the LOV-STAS interaction, we are designing separated constructs
for the STAS domain and the LOV core furnished with the linker
region.

‘We wish to point out that with CD experiments we can only
see modifications in the secondary structure elements, but protein
movements could occur without large conformational changes
of the secondary structure. Furthermore our experiments are
not time resolved, therefore we cannot detect transient structural
changes occurring within the time-scale for the formation of the
adduct (ca. 2 ps)."Another problem is represented by the fact
that we are working with a system that only partially resembles
physiological conditions. In fact, from a very recent paper we know
that YtvA functions within a large macromolecular complex,
about which we presently do not have any structural information.™
Some hints about the way the STAS domain is activated may
come from our recent experiments showing that YtvA binds
Nucleotide TriPhosphate (NTP = GTP, ATP)* and that light-

induced conformational changes are transmitted from the LOV-
core to the NTP binding cavity on the STAS domain.*These
changes are very small and certainly do not imply large structural
changes in YtvA, but may have a larger significance within the
macromolecular complex mentioned above,

Conclusions

In this work we have investigated the conformation of YtvA
in solution. The analysis of CD spectra by means of the CCA
algorithm and curve assignment has been improved with respect
to previous work and can be now reliably employed to determine
the secondary structural composition of LOV proteins. The LOV
domain of YtvA has been proven to be an elongated dimer,
stabilized by interactions that involve the p-scaffold, for which
we have modelled a structure that agrees with experimental data
and bioinformatic analysis. In the N-YLOV construct, the helical
N-terminal capis expected to participate in dimerization, although
we could not model the complex due to lack of information about
the orientation of this segment. In the full-length protein YtvA,
dimerization appears only in case that apoprotein is present, most
probably with the formation of heterodimers (apoprotein/ FMN-
bound YtvA). The data strongly suggest that the p-scaffold is
involved both in YLOV dimerization and intraprotein interactions
with the linker and/or STAS domain, confirming that this region
is a good candidate as a surface responsible for signal transmission
to the effector domains in LOV proteins. This latter aspect
highlights a sharp similarity with phot-LOV2,* but the missing
light-driven unfolding of the Jo-linker also points to a distinct
difference between phot and YtvA, in the way the effector domain
is activated. Furthermore, the data presented here suggest that
dimerization of LOV domains might play an important regulative
role by competing with domain-domain interactions and should
be thoroughly investigated.
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3.1  Ulteriori considerazioni sulle esperienze di cromatografia

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

considerazioni emerse durante gli studi sulla struttura di YtvA.

Data la grande variabilita dei cromatogrammi proteici si ¢ 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 1’elettroforesi su gel ¢ stata valutata la purezza delle

diverse preparazioni (denominate a, b, c..) e su questa base si sono analizzati i1 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.
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Figura 3-1 A: Cromatogramma delle due preparazioni YtvAb e YtvAc; in figura 1’assegnazione della forma
strutturale proteica corrispondente ad ogni picco. B: Spettri di assorbimento delle due preparazioni YtvAb e YtvAc.
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Come si puo notare dall’elettroforesi su gel la preparazione denominata YtvAb presenta meno
frammenti e dimeri rispetto alla preparazione YtvAc, risulta cio¢ essere piu pura, tale
considerazione ¢ 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 ’analisi sull’oloproteina si ¢ realizzata anche una registrazione di cromatografia
fissando la lunghezza d’onda di rilevazione a 340 nm, assorbimento tipico del cromoforo FMN;
si puo notare che lo spettro di eluizione ¢ molto simile nei due casi, anche se 'FMN appare

presente in concentrazione maggiore nel dimero (vedi figura 3-3).
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Elution volume/ml

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 quantita 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 ¢ stata denaturata attraverso riscaldamento a 50°C in modo da consentire la perdita
dell’FMN; la mancanza di cromoforo sulla soluzione cosi ottenuta € stata verificata attraverso un
esperimento di fluorescenza ed in seguito si ¢ effettuata la cromatografia sulla preparazione in
gioco; 1 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 ¢ verificato il metodo di
denaturazione termica anche tramite acquisizione di spettri CD: la denaturazione ¢ stata seguita
attraverso gli spettri registrati ad intervalli regolari in seguito a riscaldamento delle soluzioni di
YtvAa e di YLOV nello stato light. Si puod 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 ¢ 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 /ight occupa un volume

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

fotoindotto, di piccola entitd, in accordo con i dati CD.
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Figura 3-6 A: Cromatogramma del dominio YLOV allo stato dark e allo stato /ight, il primo sembra assumere uno
stato piu 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 I’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 3 sheet
centrale, che si ipotizza essere coinvolto nelle interazioni intraproteiche, segnatamente E105 si
trova sullo strand Gf (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 € 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 piu apoproteina, indicando che questa ¢ la conformazione preferenziale

assunta quando il cromoforo non ¢ incorporato.

32



L L L L 10 ! ! ! ! !
3000 4 A B
0,8
—— E105La E105L
_— a
g —— E105Lc

o 2000 4 0,6 - —— E105Lc
Qo Q
< 2
el
2 8
N S 04
© 8
g 1000 <
b4 0,2

0,0

04
T T T T T T T T T
800 1000 1200 1400 250 300 350 400 450 500 550
Elution volume/ml x/nm

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 L.106 nella proteina
mutata YtvA-L106F, il cui cromatogramma ¢ mostrato nella figura numero 3-8; L106 si trova
nella cavitd cromoforica, sempre sullo strand G (vedi figura 1-2). Anche in questo caso non
sembrano esserci modificazioni significative nella struttura macroscopica proteica, sono evidenti

infatti 1 tre picchi riscontrati anche nella proteina nativa.
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Figura 3-8 Cromatogramma di L106F.
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3.2 Analisi di dicroismo circolare

Tramite esperienze di dicroismo circolare ¢ stato confermato il ruolo chiave della cisteina 62 in
YtvA, coinvolta nel legame covalente con FMN, tale residuo amminoacidico ¢ 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 ¢ pero soggetta ad una variabilita intrinseca alla misura stessa.

15000 L L L L
10000 —— C62H dark
—— C62H light
o
£ 5000 -
(8]
5
2 0
©
i
3 -5000
=
=
['4
= -10000 -
®
-15000
T T T T
200 210 220 230 240

Wavelenght / nm

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, ¢ stato
anche analizzato tramite dicroismo circolare un costrutto contenente il dominio LOV, il
cappuccio N terminale e il /inker di unione allo STAS, per un totale di 166 amminoacidi
compreso I’His tag. Nella tabella numero 3-1 sono riportati i risultati dell’analisi ottenuta con
I’algoritmo CCA degli spettri acquisiti, comparati con i costrutti N-YLOV e YLOV gia riportati
nell’articolo. I confronto fra N-YLOV-linker ed N-YLOV indica circa 16 amminoacidi in
random coil, su un totale di 19 amminoacidi di /inker, a differenza delle previsioni che lo
ipotizzavano in alfa elica, i restanti amminoacidi sembrano assumere la conformazione di 3
antiparallelo. E’ importante sottolineare il fatto che neppure il /inker previene la dimerizzazione

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

una forma monomerica del costrutto.

34



Tabella 3-1 Confronto fra le analisi in struttura secondaria ottenute tramite 1’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 "% N-YLOV "%N-YLOV-linker
£(122 aa) (147 aa) (166 aa)
dark light dark light dark Light
L. a-helix 169+2.7 | 19.5+5.8 249+24 27.3+0.9 20.5+0.7 219+1.2
(21 +3) (24 +7) (37 +4) (40 + 1) (34 + 1) (36 +2)
II. RC 23.9+4.1 | 22.8+3.9 249+0.9 23.6+0.9 30.8+0.2 30.6 0.6
(29 £5) (28 £5) B7+1) (B5+1) (51+1) (51+1)
1L B-1279+1.1 | 288+23 275+1.0 283+1.5 252+0.3 26.0+0.7
turns/others (B4+1) (35+3) (40 + 1) (42 +2) 42+ 1) (@3+1)
IV. Buwisted/ Prar. 147+1.6 | 18.6+1.0 121+ 1.6 159+0.9 9.7+1.2 10.3+0.9
(18+2) 23+1) (18+2) (23£1) (16 £2) (17£2)
V. B Antipar. 16.2+4.1 [ 10.2+4.7 10,6 +£3.4 49+2.1 13.8+1.4 11.2+1.6
(20 £5) (12+6) (15+5) (7+3) (23 +2) (19 £3)
'§<i[y,-—f(/1)]_> 19404 36429 22418 21407 1.0+0.3 1.540.3
i=1

T: I’errore statistico ¢ 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 & riportato in parentesi tonde sotto la percentuale insieme all’errore statistico; ¥: errore quadratico
medio, dove y; = curva sperimentale, f{A) = curva di fitting.

Una fase molto importante negli esperimenti di dicroismo circolare ¢ 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 ¢ stato inoltre realizzato con 1’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 1’applicazione degli
algoritmi CCA e DSSP sugli spettri medi di YtvA e di YLOV, mentre nella tabella 3-3 sono
riportati 1 valori ottenuti con gli algoritmi di calcolo contenuti in Dichroweb. Esaminando le

analisi degli stessi spettri conseguite con metodi diversi si pud notare che le variazioni luce buio

35


http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb

sembrano essere piu 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 piu efficace con il database numero 7. In complesso possiamo dire che il confronto

ci rassicura sulla bonta dei risultati trovati con CCA.

Tabella 3-2 Confronto fra 1’analisi degli spettri medi di Ytva e di YLOV ottenuti con I’algoritmo di calcolo CCA e
con DSSP; essendo il secondo un metodo basato solo sulla sequenza amminoacidica non ¢ stato possibile ottenere
una differenziazione degli stati dark e light della proteina.

Sec. structure o4 YtvA CCA % YtvA % YLOV CCA % YLOV
t (281 aa) DSSP (122 aa) DSSP
1(281 aa) (122 aa)
dark light dark light
1. a-helix 309+4.7 32.0+6.5 25.7 16.9+2.7 19.5+5.8 19.7
#7+13) | (90£18) (72) (21+3) Q4+7) 4)
II. RC 224+1.0 21.7+3.5 27.4 23.9+4.1 22.8+3.9 31.1
63+3) | (61%10) (77) (29 + 5) (28 £5) (38)
III. B-turns/others 16.8 £3.6 18.7+3.5 13.9 279+1.1 288+2.3 12.3
@7+10) | (52+10) (39) Gatl) | 35+3) (15)
IV. Buwisted/ Brar. 99+4.1 11.0+3.7 24.9 147+1.6 18,6+ 1.0 29.5
Q81 | (31£10) (70) (18 +2) 23+ 1) (36)
V. B antipar. 19.9+5.6 16.6 5.8 8.0 16.2+4.1 10.2+4.7 7.4
(56+16) | (47+16) 23) 20+5) | 12z+6) )
n 2
‘§<;[yf —fD) > | 62228 | 52423 19404 | 36429

¥: I’errore statistico ¢ 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 ¢ riportato in parentesi tonde sotto la
percentuale insieme all’errore statistico; %: errore quadratico medio, dove y; = curva sperimentale, f{4) = curva di
fitting.
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Tabella 3-3 Confronto fra I’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. %YtvA %YtvA %YtvA %YtvA
"%YtvA CCA
structure ' (281 aa) CDSSTR4 CDSSTR?7 CONTIN4 CONTIN7
: aa
1 (281 aa) 1 (281 aa) 1(281 aa) 1 (281 aa)
dark light dark light dark light dark | Light dark light
I. a-helix 309+4.7 | 320£6.5 | 30,4 42,3 35,3 47 32,2 40,8 28,0 434
(87£13) [ (90+18) (86) (119) (99) (132) | (90) | (115) (79) (122)
II. RC 224+1.0 | 21.7£3.5 | 263 23,7 243 21,4 32,9 23,6 21,8 233
(63+3) | (61£10) (74) (66) (68) (60) (93) (66) (61) (66)
HII. B-turns/ | 16.8+3.6 | 18.7+3.5 | 19,4 15,4 18,3 15,7 14,6 22,2 20,7 20,4
others 47+£10) [ (52£10) (55) (42) (51) (44) (41) (62) (58) (57)
IV, Buwised/ | 99+4.1 | 11.0+£3.7 9,4 7,7 9,6 7,1 8,1 7,7 10,6 7,5
Brar. 28+ 11) [ (31£10) (27) (22) (27) (20) (23) (22) (30) (21)
V. B ntipar. 199£5.6 | 16.6£5.8 14 11,3 12,7 8,7 12,2 5,7 18,9 54
(56+16) | (47£16) (39) (32) (36) (25) (34) (16) (53) (15)

¥: I’errore statistico & la deviazione standard e deriva da 11 set di misure su 9 diverse preparazioni; *: il numero di aa
¢ 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 ¢ tentato di estendere la struttura gia presentata
di YLOV anche ai 23 residui N-terminali esclusi nella struttura depositata con codice PDB
ITUM. Attraverso il motore di ricerca BLAST sono state trovate nella PDB bank due proteine
con una elevata similarita di sequenza rispetto alla struttura da modellizzare. La prima ¢ la
proteina FixLL Rhime, proteina batterica contenente EME e sensibile alla concentrazione di
ossigeno all’interno della cellula, la seconda ¢ la proteina DOS, da Escherichia coli, una
fosfodiesterasi per I’AMP ciclico regolata dall’eme. Fra le strutture presenti nella banca-dati
corrispondenti alle due proteine (codici 1DO6; 1IEWO 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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Figura 3-10 Allineamento di sequenza di 1S67L, dalla proteina DOS, 1IEWO, di FixL e YLOV.

In seguito a queste analisi preliminari si ¢ deciso di utilizzare la struttura 1IEWO 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 ¢ stato realizzato

I’allineamento strutturale fra le due, si ¢ 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 I’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 ¢ 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 ¢ stato ottenuto si € proceduto ad un esperimento di docking attraverso i
software DOT e ZDOCK come gia descritto nell’articolo I al paragrafo “materiali e metodi”.
Delle prime dieci strutture ottenute da entrambi i software solo la settima e 1’ottava di ZDOCK
sono confrontabili alla struttura cristallina del dimero di FixL, come si pud vedere nella figura 3-
12. La proteina forma un legame con la sua omologa affacciando i1 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 Moftat
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 ¢ chiaramente diversa dal modello di N-YLOV da noi
creato, dato che il monomero stesso si differenzia per I’orientazione dell’elica N terminale nello
spazio. Positivo ¢ invece il confronto con il modello YLOV-YLOV presentato nel nostro
articolo: anche se l’orientazione ¢ diversa il dominio LOV pone come interfaccia alla
dimerizzazione il foglietto [ tipico del PAS fold. Come si pud notare le variazioni
macroscopiche nella struttura secondaria e terziaria in seguito ad assorbimento di luce blu sono

poco significative e riguardano prevalentemente i furn 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 ¢ stato evidenziato lo stato dark,
in giallo lo stato /ight.
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4 Proprieta di legame della

proteina sensibile alla luce
blu YtvA da Bacillus subtilis con
NTP

La riproduzione dell’articolo ¢ stata gentilmente concessa da Elsevier
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Abstract The blue-light sensitive protein YtvA from Bacillus
subrifis is built of a photoactive, flavin-binding LOV (Light,
Oxygen and Voltage) domain and a STAS domain with un-
known function. Here we show that YtvA binds a fluorescent
derivative of guanosine triphosphate (GTPyy) that can be dis-
placed by both GTP or ATP. Unspecific NTP (N=G or A)
binding is supported by the molecular model of YtvA-STAS.
Blue-light activation of YtvA results in small and dark-reversible
spectroscopic changes for GTPypg, suggesting that light-driven
conformational changes are transmitted from the LOV core to
the GTPyy binding site. These results support the idea that
STAS domains may have a general NTP binding role and open
a way to investigate the molecular functionality of YtvA-STAS.
© 2006 Federation of European Biochemical Societies. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: LOV-proteins; Blue-light photoreceptor; GTP-
binding proteins; ATP-binding proteins; STAS domain;
Fluorescence

1. Introduction

Blue-light is a ubiquitous stimulus for living organisms and
represents a driving evolutionary force. given its unique capa-
bility to penetrate deeply into sea water [1]. Furthermore blue-
light is potentially dangerous because it is readily absorbed by
endogenous photosensitizers [2]. In this view it is not surprising
that the long sought blue-light plant photosensors have turned
out to bear riboflavin derivatives as chromophores, biosynthe-
sized through one of the most ancient enzymatic pathways [3].
Among flavin-photosensors, phototropins (phot) that trigger a
variety of blue-light responses in plants, are those best charac-
terized at the molecular level [4]. Phot proteins possess two N-
terminal photoactive LOV (light, oxygen and voltage) domains
that bind oxidized flavin mono-nucleotide (FMN) as chromo-
phore, absorbing maximally at ca. 450 nm in the dark [5], and
exhibit a typical PAS (PerArntSim) fold [6]. Blue-light illumi-
nation of phot-LOVs triggers a photocycle involving the
reversible formation of a blue-shifted FMN-cysteine C(4a)-
thiol adduct (referred to as light-activated state), ultimately

'Corrcspnnding author. Department of Physics, University of Parma,
Viale G.P. Usberti 7/A, 43100 Parma, Italy. Fax: +39 0521 905223,
E-mail address: losia@fis.unipr.it (A. Losi).

inducing auto-phosphorylation of phot via activation of the
C-terminal kinase domain [4] (and references therein). Thanks
to ongoing genome projects is has become evident that the
LOV paradigm is widely spread also among prokaryotes,
where LOV proteins are highly modular and include kinases,
phosphodiesterases, transcriptional regulators etc. [7-10].
YtvA from Bacillus subtilis was the first bacterial LOV-protein
for which a phot-like photochemistry has been demonstrated
[7]. Tt is built of an N-terminal LOV and a C-terminal STAS
domain (Sulphate Transporters AntiSigma-factor antagonists)
[11]; this architecture is conserved in LOV proteins form other
Firmicutes, e.g. in Listeria and Oceanobacillus genera [9]. The
physiological role of YtvA as a putative photoreceptor is cur-
rently under investigation and a molecular function for its
STAS domain is still uncharacterized. A prominent feature is
that the sequence of the STAS domain includes two classical
GTP-binding motifs, DxxG and NKxD [12.13]. A general role
of STAS domains as NTP-binding units has been anticipated
[11] and GTP binding was demonstrated for SPOIIAA, a
STAS protein involved in B. subtilis sporulation [14]. We also
previously noted that the ATP-binding signature of Ser/Thr
threonine kinases is partially conserved in YtvA-STAS [7].
‘We therefore decided to investigate the binding of nucleotides
by using a red-light fluorescent derivative of GTP [15] and ex-
change experiments, demonstrating that both ATP and GTP
can associate to YivA. Furthermore we modeled the STAS do-
main of YtvA (YtvA-STAS). highlighting similarities with
small GTP-binding proteins.

2. Materials and methods

His-tagged YtvA and its isolated LOV core (YtvA-LOV) were ex-
pressed in E. coli (BL21) (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands)
using IPTG (BioMol, Hamburg, Germany)-induction and employing
the pET28a plasmid (Novagen-Merck, Darmstadt, Germany), as
described [7,16]. The proteins were purified by affinity chromatography
on Talon (Qiagen, Hilden, Germany) and finally concentrated in Na-
phosphate buffer 10 mM, NaCl 10 mM, pH 8. Guanosine 5-triphos-
phate, BODIPY® TR 2'<(or-3")-0-(N-(2-aminoethyl) urethane),
trisodium salt (GTPrg) was purchased from Molecular Probe (Eugene.
OR, USA). Guanosine-5'-[y-thioJtriphosphate tetrasodium salt (GTP)
and adenosine 5'-(3-thiotriphosphate) tetralithium salt (ATP) were
from Sigma-Aldrich (Milano, Italy). Absorption spectra were
recorded with a UV-2102PC spectrophotometer (Shimadzu Germany.,
Duisburg, Germany). Steady-state fluorescence measurements were
carried out on a Perkin-Elmer LS50 luminescence spectrometer.
GTPrg was excited at 590 nm. The output signal was divided by the
fraction of absorbed energy (1-107“, where A is the absorbance at
the excitation wavelength) in order to obtain a signal that is
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proportional to the quantum yield (referred to as normalized fluores-
cence). Unless otherwise stated. binding experiments were carried out
with YtvA in its blue-light activated state (i.e. FMN covalently bound
to Cys 62), achieved by illuminating the sample with a blue-light emit-
ting Led-Lenser™ V8 lamp (470 nm, Zweibriider Optoelectronics, Soe-
lingen, Germany) as previously described [16]. The blue-light was
switched-off just prior recording of the absorption and fluorescence
spectra, ensuring that at least 95% of the sample is present as FMN-
Cys adduct, given the long lifetime for the recovery to the dark state
(denoted as YtvAsso from the absorption maximum of the bound fla-
vin), T = 3500 s at 20 °C [16,17]. At 470 nm the absorption spectrum
of GTPrg has a deep minimum and cannot anyway be excited during
the measurements given that the blue-light was kept off. The fluores-
cence spectra were always recorded upon excitation at 590 nm (where
solely GTPtg absorbs) and no energy transfer can occur from or to
other fluorophores.

The dissociation constant (Kp) between YtvA and GTPpg and the
maximum fluorescence enhancement (AF,,,) were evaluated by fitting
the experimental data with the non-linear equation (rearranged from
Eq. 2in [18])

Kp 41— FAE

UM e 1)

Mg ]
v

[Pl =

where [ Pl is the concentration of Yiva and AF is the absolute value
difference in the normalized fluorescence between GTPrg alone and in
the presence of YtvA. An agreeable fitting of the experimental data to
Eq. 1 indicates that a 1:]1 complex is formed and is equivalent to obtain
a lincar Scatchard plot, intercepting the x-axis in 1 [18]. The concentra-
tion of GTPrgr was kept constant at | uM and [YtvA] was varied
between 2 and 55 uM.

The 3-D structure of YtvA-STAS (residues 147-254) was built using
the TM1442 crystal structure [19] as template (PBD entry code 1VCI),
after a multialignment with all the STAS proteins, as reported in the
Pfam database (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/, accession
number PF01740). Because of low sequence identity with known STAS
structures, the secondary structure alignment was used to select the
template (see supplementary material, S1). The model was built with
the tools available in the What If [20] software: the residue P229. cor-
responding to a gap in the alignment, was successively inserted into the
structure by means of the DeepView software [21] and the K228-E230
loop was rebuilt. An energy minimization of the modelled protein was
carried out with the GromosY6 force field implementation of
SwissPdbViewer [22]. The model was positively evaluated with the
Whatlf protein model check [20].

3. Results

3.4. NTP binding to YA

GTPqg in phosphate buffer has an absorption maximum at
590 nm and a fluorescence spectrum centered at 620 nm. Upon
addition of YtvA (in the blue-light activated state [7]), the
absorbance is shifted to the red, with concomitant enhance-
ment of GTPyg fluorescence (Fig. 1).

The fluorescence increment reaches a plateau after about
40 min of incubation (at 20 °C). Similar features have been ob-
served for GTP binding proteins, upon binding of fluorescent
GTP derivatives [15,23]. The experimental data could be read-
ily fit with Eq. | indicating a 1:1 stoichiometry. The derived
Ky = 38 uM reveals a binding site with relatively low affinity.
Displacement experiments with excess of non-fluorescent
GTP (100 pM) result in a partial reversal of the absorption
red-shift and in a diminished fluorescence, indicating a compe-
tition for the same binding site (Fig. 2). Due to the low binding
constant, the exchange is not complete, as instead happens for
G-proteins [15]. ATP has a similar effect, albeit with a slower
time-course. Prolonged incubations with ATP or GTP result
in identical spectroscopic features for the two nucleotides
(Fig. 2). The displacement experiments confirm that the nucle-
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Fig. 1. (Top) Absorption and (bottom) fluorescence spectra of 1 uM
GTPyy in buffer (dashed line) and in the presence of 55 uM YtvA (full
line) in the light-activated state. The fluorescence was recorded upon
590 nm excitation.

otide moiety effectively binds to the protein and that the ob-
served spectroscopic effects are not due to a simple binding
of the GTPy; BODIPY part. Control experiments with
YivA-LOV showed that the binding of GTPyi does not occur
for this peptide, but that the full protein is needed.

Dark incubation of GTPr-loaded YtvA results in small but
reproducible spectroscopic changes, with a further red-shift of
the absorption spectrum (Fig. 3) and an additional enhance-
ment of fluorescence (ca. 8% for conditions as in Fig. 3). These
changes are reversible upon further blue-light irradiation of the
flavin chromophore.

3.2, Structural model of YivA-STAS

The 3-D model of the STAS domain of YtvA is shown in
Fig. 4 and is characterized by an extended B-sheet that includes
four parallel p-strands. with intervening o-helices. A typical
GTP-binding motif DxxG (here DLSG) [13] occupies part of
Dp and the adjacent loop and characterizes the YtvA-like fam-
ily [10] (Fig. 4).

By searching through deposited structures and sequences of
GTP-binding proteins, we found limited similarity of YtvA-
STAS with proteins belonging to the SRP (signal recognition
proteins) family [13]. Fig. 5 shows the sequence and secondary
structure alignment within the homology region of YtvA-
STAS and the GTP-binding domain of SRP54, a Ffh (54
homologue) protein from Thermus aquaticus. The magic-fit op-
tion in DeepView also readily superimposes these protein re-
gions (PDB access ID for Ffh is 1JPJ [24]). In P-loop
GTPases the DxxG G3 (or Walker B) motif is positioned on

43



3820

100 - - -

GTP,.-Fluorescence

90 T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000
time/ s

24004

1600

Fluorescence /a.u

800 /-

0 T T T
600 625 650 675 700

wavelength /nm

Fig. 2. Displacement of GTPrr by GTP and ATP. Top: at time = 0,
GTPyp-loaded YivA (see Fig. 1 for conditions) was incubated with
100 uM GTP (solid line) or ATP (dotted line) and the fluorescence at
620 nm was monitored (590 nm excitation). The initial fluorescence rise
is due to the time needed to reach an homogeneous temperature within
the cuvette after mixing and is observed also with GTPtg alone (not
shown). Bottom: prolonged incubation of GTPrg-loaded YtvA with
100 uM GTP led to a marked decrease of fluorescence after 1 (dotted
line) and 15 h at 4 °C (dashed line). Incubation with ATP in the same
conditions gave the same spectra (not shown).
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Fig. 3. Spectroscopic changes of 1 uM GTPrg in the presence of
55 uM YtvA upon re-conversion to the dark state YtvA sy (black line)
and additional blue-light activation (red line). At these concentration
about 50% of GTPyg is bound to the protein.

strand 4 according to a recent nomenclature [13] and overlaps
with the DxxG pattern of YivA-STAS. The topology of the
two proteins is also the same within the homology region

V. Buttani et al. | FEBS Letters 580 (2006) 3818-3822

Fig. 4. Model of YtvA-STAS. In dark, the position of the two GTP-
binding motifs. The secondary structural elements (ux-helices and p-
strands) have been named consecutively from AP (N-terminus) to lu
(C-terminus).

DLSG

Fig. 5. Top, sequence allignment of YtvA-STAS and SRP54 (007347)
in the homology region. Cylinders, =-helices; arrows, [B-strands.
Bottom, topology of YtvA-STAS and SRP54. For the latter a recent
numeration has been adopted, according to which the G3 (DxxG) and
G4 (INT]KxD) motif are on strand 4 and 6, respectively [13].

(Fig. 5). The same occurs with other SRP proteins, such as
FtsY [25] (not shown).

The position of the second GTP recognizing motif [NT]KxD
(G4, strand 6 in SRP54) is instead not the same in YtvA-STAS
(Fig. 5). As previously noted [11], no P-loop, that has the
function to properly position the triphosphate moiety of a
bound nucleotide in N'TPases [13], is present in STAS domains.
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4. Discussion

The binding of GTP and ATP to YtvA is in line with the
suggested idea that STAS domains may have a general NTP
binding role [11]. To our knowledge, this has been demon-
strated only for the SPOIIA protein [14] and for YtvA (this
work), and it may be representative of a novel NTP-binding
fold. It has been suggested that the conserved Df-Eo loop that
in STAS domains hosts the DxxG motif is involved in phos-
phate binding and the p-sheet scaffold could accommodate
the rest of the NTP molecule [11]. In SPOIIAA a DSSG pat-
tern is localized in the same loop as in YtvA-STAS, but shifted
towards the Ex-helix [11]. Interestingly, in bacterial STAS do-
mains the DxxG motifl is localized as in YivA (involving Df)
or as in SPOIIAA (involving En) and the two positions are
mutually exclusive, pointing to a functional role for this pat-
tern. In fact phosphorylation of the first serine in DSSG is cru-
cial for the biological activity of SPOITAA and at the same
time impairs NTP binding and hydrolysis [14].

The affinity of YivA for NTP appears to be low. with Kp, in
the uM range. Although the binding constant may be larger
for NTP that do not carry the bulky BODIPY fluorophore,
from the exchange experiments we do not expect that the affin-
ity can dramatically increase. For SPOIIA the Kp, is 0.25 and
2.5 uM for GTP and ATP, respectively. Kps in this range have
also been determined for SRP proteins [26,27]. For SRP pro-
teins the low aflinity has been attributed to the fact that the
empty binding site is largely stabilized by a network of hydro-
gen bonds, that need to be broken to accommodate the nucle-
otide [28]. The quite large red-shift in the absorption spectrum
of the bound GTPyr could reflect an altered equilibrium
among the three delocalized structures of the BODIPY chro-
mophore, indicating a polar/aprotic [29] binding cavity with
a definite hydrogen bonds network. This issue will be further
investigated with the aid of fluorescence quenching studies
and solvatochromic effects.

The binding of GTP and ATP appears to be unspecific in
YtvA, in agreement with the fact that the [NT]KxD G4 motif
does not seem to be positioned in the correct protein region to
stabilize the guanosine moiety via hydrogen bonds with the
aspartate residue [12]. A low nucleotide discrimination has also
been observed for the SRP protein FtsY, for which the aspar-
tate of G4 plays in fact a negligible role [30]. Instead, GTP
specificity is greatly enhanced by complexation of FtsY within
the SRP particle. A similar discrimination mechanism, e.g. dri-
ven by protein-protein interactions, may be operating in
YivA.,

Finally, we would briefly discuss a possible physiological
role for NTP binding to YtvA, based on the available informa-
tion about this protein. It is known that YtvA is a positive reg-
ulator in the activation of the general stress transcription
factor " [31], whose activity is controlled post-translationally
by a phosphorelay-signal transduction network [32]. A sepa-
rate pathway triggers sporulation, during which another alter-
native transcription factor, 6", regulates the expression of
more than 253 genes in the mother cell [33]. In cells over-
expressing ¢ Y(vA is one of the genes that is upregulated
(supplementary material in [33]). Furthermore YtvA is down-
regulated in cells overexpressing SPOIIID, a transcriptional
regulator involved in the synthesis of spore coat proteins (sup-
plementary materials in [34]). Therefore YivA seems Lo be in-
volved either in stress response or in sporulation. It is
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interesting to note that in B. subtilis both responses are related
to a drastic drop of ATP and GTP [35.36], pointing to a func-
tional role for the observed NTP binding.
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be
found, in the online wversion, at doi:10.1016/ febslet.
2006.06.007.
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4.1 Calcolo della costante di dissociazione

La costante di dissociazione in un sistema di binding recettore-ligando (Kp) puo 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 ¢ stato evidenziato, nelle nostre esperienze di laboratorio, tramite la
variazione del segnale di fluorescenza di un derivato fluorescente del GTP, indicato con GTP
(vedi articolo II), che subisce un aumento dell’intensita 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 ¢ la ricerca del valore di saturazione AF .,
corrispondente all’aumento di fluorescenza massimo nella condizione in cui tutto il GTPx sia
legato alla proteina (a0 = 1, dove a ¢ la frazione di legante legata). Tale valore puo essere
ricavato in due modi: graficando AF, ovvero la variazione di fluorescenza del GTPrr legato
rispetto al GTPrr libero in soluzione, in funzione della concentrazione di YtvA ([YtvA]) e
ricavando il valore della curva all’infinito, oppure graficando 1/ AF in funzione di 1/[YtvA] e

calcolando I’inverso dell’intercetta sull’asse delle ordinate (vedi figura 4-1).
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Figura 4-1 A sinistra AF in funzione di [YtvA], i punti sono stati interpolati con una curva iperbolica, P1
corrisponde a AF.... A destra grafico di 1/AF in funzione di 1/[YtvA], ’inverso dell’intercetta con I’asse delle
ordinate individua AFx.

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

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

¢ stata utilizzata la media dei due valori: 96000. Definendo o=AF/AF,. come grado di
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saturazione proteica, la concentrazione di proteina libera ([YtvA]y) ¢ definita come:

[Ytv4]- a - [GTP], dove [GTP] nel nostro caso & pari a 1 (vedi tabella 4-1),

Tabella 4-1 Titolazione YtvA-GTPtr con [GTP] 1 uM e [YtvA] variabile in eccesso.

[YtvA] (uM) AF o (frazione di [YtvA]¢
GTPqr legato)
54 57.039 0,59415 534
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 ¢ indispensabile per ricavare la costante di dissociazione,
secondo 1 passaggi seguenti:

Chiameremo R il recettore, in questo caso YtvA, L il ligando, in questo caso GTPr. La reazione
di binding per un unico sito di legame si puo descrivere con:

R+L < RL

La velocita di associazione & pari a: V,, = [R] [L] k,,

La velocita di dissociazione ¢ pari a: V,; = [RL] ko

Quando si raggiunge 1’equilibrio la velocita di dissociazione ¢ pari alla velocita di associazione,

ovvero: [R]-[L] k,, = [LR]'koﬁ- da cui si ricava la seguente:

[R]-[L]_ ko _

123
Ponendo [R]=K p Sl ottiene [L]z [LR]
Ovvero quando la concentrazione di recettore libero ¢ pari alla costante di dissociazione, la
quantita di ligando libero ¢ esattamente uguale alla quantita di ligando legato, infatti quando il
ligando ha elevata affinita per il recettore la costante di dissociazione € piccola, basta cio¢ una
piccola concentrazione di recettore per legare la meta dei ligandi.

Graficando la concentrazione di proteina libera P, in funzione di «, cioe della percentuale di

GTPqr legato, in corrispondenza di a=1/2 si ottiene P,=Kp. Nella figura numero 4-2 1 punti sono
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stati interpolati con una curva iperbolica, per cui ¢ stato possibile ricavare il valore di P, in

corrispondenza di a=1/2:

T T T T T
0,6 i
0,5+ [ ] 4
0,4 - 4
8
T 0,3+ .
y=P1x/(P2+x)
Model: Hyperbl
Chi*2 = 0.00016
0,2 H P1 1.00043 +0.06389 1
P2 37.71651 +4.49215
0,1 4 -
T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
[Y’[VA]f

Figura 4-2 Grafico di « in funzione di [YtvA4],, I’interpolazione con modello d’iperbole permette di derivare il
valore di [Y#vA],in corrispondenza di a=1/2.

P -x 0,5 P,
=" 05 P+05x=P-x x=7—2 ] Ky»=37,7 uM
y (1’2+x) A x=P - -x (Pl—0,5) n questo caso Kp=37,7 n

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

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

La concentrazione totale del ligando ¢ pari alla somma della concentrazione di ligando libero e
legato: [Lror |= [L]+[LR]

[L]-[R]

Utilizzando la definizione riportata precedentemente per Kp: Kp =~1,1°

[LR]
si ottiene: [LR]= [LI];L[)R] = ([LTOT];{[jR])'[R]

[LR]- K, =[L,,; ]-[R]-[LR]-[R] Dividendo tutto per [R]- K, si ottiene:
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[LR] _ [Lror] [LR]
] K, K,

detta equazione di Scatchard.

Essendo: [LR]= o x[Lyor], [R]= [YWAf J, [Lor]=1 uM si ottiene:

a 1 1 o
vd, | K, K,

Realizzando I’interpolazione lineare di o/ [YtvA]¢ in funzione di a ¢ quindi possibile ricavare Ky
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.

0,024 4

o  of[YtVA]
Linear Fit

0,022

0,020

o

o

=

feo)
1

y=0,02713-0,02776x
0,016

alfa/[YtvA],

0,014

0,012 4

0,010 T T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

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

La costante di dissociazione calcolata come inverso dell’intercetta con I’asse delle ordinate ¢ pari
a 1/0,02713=36,9. Quella calcolata come inverso del coefficiente ¢ 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 Kp' vedi figura 3-2, Kp® ¢ I’inverso
dell’intercetta con le ordinate del grafico di Scatchard, Kp® & I’inverso del coefficiente proporzionale del grafico di
Scatchard (vedi figura 4-3).

K K’ K’
37,7 uM 36,9 uM 36 uM
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Le procedure di determinazione della costante di dissociazione appena descritte sono state
eseguite anche per studiare il legame con GTPrx di preparazioni di YtvA contenenti apoproteina
in eccesso, qui di seguito riportiamo un esempio.

La titolazione ¢ stata eseguita mantenendo la concentrazione di GTPrr bassa e costante (1 uM) 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 pud notare che
I’andamento non ¢ iperbolico come nel caso della preparazione precedente, infatti per
I’interpolazione si ¢ dovuta utilizzare una curva di Boltzman; AF,,, risulta essere pari a 81500. Il
valore corrispondente alla variazione massima di fluorescenza ¢ stato ricavato anche mediante il
grafico doppiamente inverso di 1/AF in funzione di 1/[YtvA]; anche in questo caso il grafico ¢

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

a+bx

I’interpolazione lineare la curva ¢ stata approssimata con un’esponenziale del tipo: y=e

L’inverso dell’intercetta con 1’asse delle ordinata rappresenta AF., € risulta essere pari a:

77312.

90000 T T T T T T T T T T T T T T
0,00016 -

80000

0,00014 + Model: Exp2PMod2 T

Chi*2 = 2.8543E-11
0,00012 a -11.25561 £0.15775 i
. b 4.98568 $0.3278

70000

60000

0,00010 4
50000

AF
1/AF

0,00008

Model: Boltzman
A1 -11003.53241 +17037.35575
A2 815084398  £2446.39723 0,00006 -
X0 6.83141 +1.51577 b
dx 3.36316 +0.96188

40000

30000

20000 0,00004

10000 B 0,00002

0 T T T T T T T T 0,00000 T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0,0 0,1 0,2 03 04 05 0,6

[YtvA] 1/[YtvA]

Figura 4-4 A sinistra ricerca di AF...« come punto asintotico della curva AF in funzione di [YtvA]. A destra ricerca

di AF...x come doppio inverso della variazione di fluorescenza in funzione della concentrazione proteica. La curva di
a+bx

fittinge y =€

Utilizzando anche in questo caso la media dei due valori ottenuti per AF.. (79400) si ¢
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 1’asse delle ordinate da la costante di dissociazione: 33,7 uM. La
curva di titolazione mostra I’andamento tipico del binding su siti multipli a diversa affinita:

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

PFMN sul dominio LOV.

0,08

o aIfa/IPf
Polynomial fit °

0,07

0,06 ]
N
<8 0,05 A .
©

0,04 -

Y =0,02969+0,16042 X-0,1449 X*
0,03 i
T T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

alfa

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 GTPx si sono realizzate
delle prove su costrutti proteici contenenti il solo dominio LOV, il dominio STAS e il LOV piu il
cappuccio N-terminale. Nella figura numero 4-6 lo spettro d’assorbimento del GTPx libero in
soluzione confrontato con una preparazione di GTPrx 1 uM lasciata ad incubare con YLOV e N-
YLOV, si puo notare che lo spettro non subisce alcun tipo di variazione se unito al solo dominio
LOV, mentre un leggero shift ¢ presente nel caso del dominio N-YLOV, anche se in misura

nettamente inferiore rispetto alle esperienze di binding con YtvA.
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——GTP,,
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Figura 4-6 Spettro di assorbimento di GTPr 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 GTP1x ¢
stata realizzata una titolazione con concentrazione costante di GTPrr 1 uM e concentrazione
proteica in eccesso. Il procedimento utilizzato per calcolare Kp ¢ lo stesso impiegato nella
preparazione della proteina intera: AF... ¢ 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 o ¢ stato utilizzato il valor medio dei due: 24.000.

A partire da AF,..x sono stati calcolati o e o/P; 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 1’asse delle ordinate.

0,020 T T T T T

0,018

® alfa/P,

0,016
Linear Fit

0,014

alfa/P,

0,012

y=0,02036-0,02157x
0,010

T T T T T
0,1 0,2 03 0,4 05 0,6

alfa

Figura 4-7 Grafico di Scatchard della titolazione GTPwx N-YLOV.
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Il secondo metodo di derivazione della costante di dissociazione ¢ quello corrispondente
all’interpolazione di a in funzione di P; come nella figura 4-8; qui di seguito 1 calcoli per

ricavare la concentrazione di proteina libera in corrispondenza di a=1/2.

y:g 0,5-P,+0,5-x="P -x x=M In questo caso Kp = 50,1
(P2 +x) (P1 _0:5) ’

06 T T T T T

0,54

0,44

©
8
s 0.3 B
Model: Hyperbl
0,2 4 Chir2 = 0.00028 7
P1 1.08555 +0.14329
P2 58.67482 +12.4642
0,14 B
T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

[N-YLOV],
Figura 4-8 o in funzione della concentrazione di proteina libera, in grafico I’interpolazione con curva iperbolica.

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

essere pari a 66 uM, come si puo vedere nell’interpolazione riportata nella figura 4-9.

60 T T T T T T
50 1 Model: mazzini 7
Chi*2 = 1.98367
m 28027.17664  +2741.70894
k 66.16947 +10.94812
40 -
3
et 304 -
>
Z
20 B
e [N-YLOV]
10 -
0 T T T T T T
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

AF

Figura 4-9 Grafico di [N-YLOV] in funzione della variazione di fluorescenza del GTP 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 GTPrr attraverso i metodi sopra riportati.

Si puo affermare che N-YLOV lega il GTP1r con una costante di dissociazione superiore, quindi
il binding risulta piu debole rispetto alla proteina intera e soprattutto, la posizione del massimo di
assorbimento ¢ diversa, indicando un sito di legame differente, probabilmente aspecifico;
I’analisi effettuata ¢ comunque indicativa del fatto che il cappuccio N-terminale partecipa al

legame con GTP1x.

Tabella 4-3 Risultati a confronto della costante di dissociazione calcolata con tre metodi diversi: per Kp' vedi figura
numero 4-8, Ky’ & I’inverso dell’intercetta con le ordinate del grafico di Scatchard, Kp®é I’inverso del coefficiente
proporzionale del grafico di Scatchard, Kp* ¢ dedotta con il fitting non lineare attraverso la curva di “Mazzini”.

Kp' Ky’ Ky’ Kp'

50,1 uM 49,1 uM 46,4 uM 60,2

Proseguendo con lo studio di legame del GTPrr con i singoli domini di YtvA, una titolazione ¢
stata eseguita anche con GTPrr 1 pM e STAS in concentrazione variabile. Il picco
d’assorbimento del GTPrr non subisce shift significativi, cosi come la fluorescenza del GTPxr
con lunghezza d’onda di eccitazione pari a 590 nm (vedi figura 4-10). Tale esperienza
sembrerebbe mostrare la mancanza totale di affinita 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 I’esperienza, analizzata anche con elettroforesi, fosse particolarmente
ricca di frammenti proteici e impurita, per poter affermare qualcosa di piu definitivo quindi la

tecnica andrebbe ripetuta su una preparazione proteica piu pura.

L L L L L L L L L L
0,10 1 1 1 1 1

1000

——GTP,, + STAS50
0,08 4 GTP,, + STAS30
——GTP,, + STAS20

——GTP,, + STAS50
—— GTP,, + STAS30
GTP,, + STAS20
—— GTP, + STAS10
GTP,, + STASS
——GTP,,

800 4
GTP,, + STAS10
0,06 —— GTP,, + STAS5

GTP,, 600
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GTP,, Fluorescence (a.u.)
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8
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Figura 4-10 Nel grafico a sinistra assorbimento del GTP libero in soluzione e lasciato ad incubare con STAS in
concentrazione variabile (da 5 a 50 uM). Nella figura di destra fluorescenza d’assorbimento del GTPx 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 Proprieta di legame con NTP del
recettore di luce blu YtvA ed effetti
della mutazione E105L

La riproduzione dell’articolo ¢ stata gentilmente concessa da Springer Science
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Abstract  YtvA is a blue-light-sensing protein from
Bacillus subtilis related to plant phototropins. It carries a
LOV (light. oxygen and voltage) domain, binding FMN
(flavin mononucleotide) as chromophore, and a STAS
(sulphate transporters and antisigma-factor antagonists)
domain with poorly characterized function. We have re-
cently shown that YtvA binds triphosphate nucleotides
(NTP) and highlighted a structural similarity between the
STAS domain and small GTP-binding proteins. In this
work we further investigated the NTP-binding properties of
YtvA, employing a fluorescent derivative of GTP (GTPrg)
and mutagenesis experiments. The main results are as
follows: (a) competition experiments indicate that the
affinity of YtvA tor GTP is much higher than that for GDP
and GMP. (b) Blue-light-induced structural changes are
transmitted from the LOV core to the NTP-binding cavity,
establishing a possible intraprotein signal-transduction
pathway. (c) A mutation in the central f-scaffold of the
LOV core, EI05SL, impairs the light-driven spectroscopic
changes of bound GTPrp. This result is supported by
circular dichroism data. in that YtvA-E105L does not
show the light-induced conformational change in the turn
fraction that characterizes YtvA, implying that E105 is
functionally important. (d) In the structural model of the
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LOV-STAS complex, based on docking algorithms, the
interface includes the If—Hf loop on the LOV core. as well
as parts of the central fi-scaffold. E105 is predicted to
interact with the LOV-STAS linker region, suggested to
play a role in phototropin signaling.

Keywords LOV domain - STAS domain - Fluorescence -
Modeling

Introduction

The discovery of the “'LOV paradigm’ from the group of
Briggs (Christie et al. 1999; Salomon et al. 2000} repre-
sents a turning point in the field of photosensory biology.
Phototropin (phot) proteins are responsible for a variety of
blue-light-driven effects in plants, aiming at maximizing
the efficiency of the photosynthesis process, meanwhile
minimizing overexposure damages (Briggs and Christie
2002). The LOV (light, oxygen and voltage) domains
(LOVI and LOV2) of phot are readily expressed as
autonomously folding protein domains (ca. 110 aa) and
have been extensively characterized during the last few
years. In the dark, phot-LOV domains bind non-covalently
the FMN (flavin mononucleotide) in its oxidized form and
absorb maximally at about 450 nm (LOV,4;) (Christie
et al. 1999; Salomon et al. 2000). Blue-light illumination
triggers a photocyele with the formation of a blue-shifted,
metastable FMN-cysteine C(4a) thiol adduct (LOVigq)
(Salomon et al. 2000, 2001}, via the ps decay of the FMN
triplet state (Kottke et al. 2003: Losi et al. 2004a; Swartz
et al. 2001). LOV39q slowly reverts to LOV 47 in the dark
on the second-to-minute time-scale (depending on the
specific system) (Kasahara et al. 2002). LOV domains
belong to the PAS (PerArntSim) superfamily and the
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structure retains the typical PAS fold, with a central anti-
parallel five-stranded f-scaffold, flanked by connecting
helices (Crosson and Moffat 2001, 2002; Fedorov et al.
2003). In the following, the secondary structure elements
are named in alphabetical order, followed by greck alpha or
greek beta to denote helices and strands, respectively: from
the N- to C- terminus of the LOV core: Af, Bf, Ca, Do,
Ex, Fo, G Hp, and [f. The reactive cysteine is located
within the Da—Ea loop.

T'he LOV photochemical paradigm has apparently been
conserved among distant phyla and LOV proteins are
widely found in prokaryotes (Crosson et al. 2003; Losi
2006). Phot-like photochemical reactions have been dem-
onstrated for Bacillus subtilis YtvA (Losi et al. 2002),
Pseudomonas purtida SB2-LOV (Krauss et al. 2005) and a
LOV-HK (histidine-kinase) protein from Caulobacter
crescentus (Losi 2004). Genes coding for LOV proteins are
up to now detectable in about 15% of the sequenced pro-
karyotic genomes, making them the most spread blue-light
photosensors in microorganisms (Losi 2006). Although
information on the in vivo function of bacterial LOV
proteins is still sparse, recent works reported that YtvA acts
as a positive regulator of the general stress transcription
factor @B in B. subtilis (Akbar et al. 2001), specifically in
the environmental branch of the complex pathway leading
to ¢B activation (Gaidenko et al. 2006), in a clearly shown
blue-light regulated way (Avila-Perez et al. 2006). Con-
sistently, cysteine 62 that forms the adduct with FMN
during YtvA photocycle (Losi et al. 2002), is essential for
YtvA to exert its positive regulation on ¢B during envi-
ronmental stress (Gaidenko et al. 2006). These data indi-
cate that YtvA is indeed a blue-light photoreceptor in B.
subtilis, although light is not the sole environmental input
that can be sensed by this protein (Gaidenko et al. 2000).
These recent studies allow regarding YivA as a real flavin-
based blue-light photoreceptor in B. subrilis, not only a
blue-light sensitive protein. Furthermore it has been sug-
gested that YovA might be involved in light-control of
sporulation, via cross talks of the stress response and
sporulation pathways (Avila-Perez et al. 2000). Indeed, the
alternative transcription factor oE regulates during sporu-
lation the expression of more than 253 genes in the mother
cell (Eichenberger et al. 2003), and in cells overexpressing
gk, YtvA is upregulated [supplementary material in
Eichenberger et al. (2003)]. In addition, YtvA is down-
regulated in cells overexpressing SPOIID, a transcrip-
tional regulator involved in the synthesis of spore coat
proteins [supplementary materials in Eichenberger et al.
(2004)], supporting a still putative regulatory function of
YtvA within the sporulation pathway.

STAS is thought to be the effector domain of YtvA,
although little is known of its molecular functionality and
we cannot exclude that it is actually a second sensing
o~
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domain that acts synergistically with the light-sensitive
LOV core. We have recently shown that the STAS domain
confers to YtvA the ability to bind guanosine triphosphate
(GTP) and adenosine triphosphate (ATP), meanwhile
highlighting a topological similarity between the STAS
domain and small GTP-binding proteins (Buttani et al.
2006). A general role of STAS domains as NTP-binding
units (N = nucleoside) had been anticipated (Aravind and
Koonin 2000) and GTP binding was demonstrated for
SPOIAA, a small STAS protein involved in B. subtilis
sporulation (Najafi et al. 1996). Interestingly, activation of
the stress and sporulation pathways in B. subtilis are related
to a drastic drop of ATP and GTP (Piggot and Hilbert
2004; Zhang and Haldenwang 20035), pointing to a func-
tional role for the in vitro observed NTP-binding properties
of YtvA.

In this work we further analyze the nucleotide-binding
properties of YtvA, by employing a red-light fluorescent
derivative of GTP (BODIPY® TR-GTP, referred to as
GTPg) (McEwen et al. 2001). Competition experiments
employing non-fluorescent guanosine derivatives were
carried out in order to assess the relative affinity of YtvA
towards GTP, GDP and GMP. Besides, we investigated the
effects of the EIO5SL mutation (Losi et al. 2005) on the
GTP-binding properties of YtvA. E105 is a charged amino
acid, unique to YtvA-like LOV proteins and is localized on
the Hf} strand, within the central fi-sheet of the LOV core
(Losi et al. 2005), a molecular surface suggested to be
involved in intraprotein interactions (Buttani et al. 2007)
and signal transduction in LOV proteins (Harper et al.
2003, 2004). We also present a low-resolution structural
model of truncated YtvA, based on docking simulations
between the LOV and STAS domains and in agreement
with the experimental data.

Experimental

His-tagged YtvA and YtvA-E105L were expressed in
E. coli (BL21) (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands)
using IPTG (BioMol, Hamburg, Germany)-induction and
employing the pET28a plasmid (Novagen-Merck, Darms-
tadt, Germany), as described (Losi et al. 2002, 2003, 2005).
The proteins were purified by affinity chromatography on
Talon (Qiagen, Hilden, Germany) and finally concentrated
in Na-phosphate buffer 10 mM, NaCl 10 mM, pH = 8.
Protein purity was routinely checked by gel clectrophore-
sis. The flaviniprotein ratio was 1:1 in the samples em-
ployed here, as judged from the UV/VIS absorbance ratio,
that was < 4, meaning that no apoprotein is present (Losi
et al. 2005). Guanosine-5-triphosphate, BODIPY® TR
2'~(0r-3)-0-(N-(2-aminoethyly urethane), trisodium salt
(GTPrg), was purchased from Molecular Probe (Eugene,
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OR., USA); Guanosine-5'-[p-thio]triphosphate tetrasodium
salt (GTP), Guanosine-5'-[y-thio]| diphosphate trilithium
salt (GDP) and Guanosine 5’-monophosphate disodium salt
hydrate were from Sigma-Aldrich (Milano, Italy). Absor-
bance spectra were recorded with a Jasco 7850 UV/V is
spectrophotometer.  Steady  state  fluorescence  emission
spectra were recorded with a Perkin—Elmer LS-50 spec-
trofluorimeter, at 20°C. GTPyg was excited at 590 nm with
an excitation path length of 0.4 ¢m. The spectra were di-
vided for the fraction of absorbed energy, (1-10"4") where
Abs = absorbance at the excitation wavelength, Aex =
590 nm, in order to obtain a signal that is proportional to
the quantum yield of fluorescence, ®g. Unless otherwise
stated, binding experiments were carried out with YtvA in
its blue-light activated state (i.c., FMN covalently bound
to Cys 62), achieved by illuminating the sample with
a blue-light emitting Led-Lenser® V8 lamp (470 nm,
Zweibriider Optoclectronics, Solingen, Germany) as pre-
viously described (Buttani et al. 2006). The fluorescence
spectra were always recorded upon excitation at 590 nm
(where solely GTPrg absorbs and no energy transfer can
occur from or to other fluorophores). The dissociation
constant (Kp) between YivA and GTPrg and the maximum
fluorescence enhancement (AF,,,, ) was evaluated by fitting
the experimental data with the non-linear equation [rear-
ranged from Eq. 2 in Favilla and Mazzini (1984)]:

Kp+1— A
D Al ey (I)

[Pl[ul = %7 l

AF
where [Py 18 the concentration of Ytva and AF is the
absolute difference value in the normalized fluorescence
between GTPqg alone and in the presence of YtvA. An
agreeable fitting of the experimental data to Eq. 1 indicates
that a 1:1 complex is formed and is equivalent to obtain a
linear Scatchard plot, intercepting the x-axis in 1 (Favilla
and Mazzini 1984). The concentration of GTPri was kept
constant at 1 uM and [YtvA] was varied between 2 and
55 uM.

Circular dichroism spectroscopy and data analy

Circular dichroism (CD) experiments were carried out
using a Jasco J715 spectropolarimeter, calibrated with
ammonium  d-10-camphorsulphonic acid. The measure-
ments were carried out in the far-UV spectral region
(190-250 nm) at a temperature of 20°C and the buffer
background was always subtracted. The optical pathway
was (1.2 cm. Protein concentration was estimated from the
absorption coefficient at 220 nm, ¥V = 492,800 M
em ™' (Buttani et al. 2007). The corresponding value for

FMN is ™™g, = 34,500 M~ em™, thus introducing a

negligible error. The mean residue ellipticity Oyrw was
calculated from the concentration of residues, ¢, (281 aa/
protein for YtvA, including the tag), according to the
formula Owmrw = Ound(10 % cl), where ¢ is in mol I,
1 =0.2 cm, O,y is in mdeg and Oy in deg cm” dmol .
Typically, the protein concentration was in the pM range
and ¢=10°x 281 =28 % 10* mol I"" (Buttani et al.
2007). Prediction of secondary structure composition was
performed using the convex constraint analysis (CCA)
algorithm (Perczel et al. 1991), as previously described
(Buttani et al. 2007).

Docking simulation, evaluation of complexes
and model validation

The structural model of the LOV (aa 25-126) and STAS
(aa 147-254) domain of YtvA has been previously pre-
sented (Buttani et al. 2006; Losi et al. 2002). In order to
obtain a model structure of the LOV-STAS interaction
complex, the two domains were docked together using the
ClusPro Server, including ZDOT 1.0 (Mandell et al. 2001)
software and the ZDOCK v.2.3 (Chen et al. 2003). The
ClusPro docking algorithm evaluates billions of putative
complexes, retaining a preset number with favourable
surface complementarities. A filtering method is then ap-
plied to this set of structures, selecting those with good
electrostatic and desolvation free energies for further
clustering. The quality of the ClusPro predicted LOV-
STAS complexes was verified by using the protein struc-
ture analysis and validation server (SAVS) of the NIH MBI
Laboratory for Structural Genomics and Proteomics at the
University of California, Los Angeles (UCLA) (http://
www.nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/) that implements the
programs PROCHECK (Laskowski et al. 1993), WHAT
CHECK (Hooft et al. 1996)(4)., ERRAT (Colovos and
Yeates 1993), VERIFY_3D (Luthy et al. 1992) and
PROVE (Pontius et al. 1996).

Results

GTPg binding to YtvA and competition
with unlabeled nucleotides

The spectral properties of GTPpr have been reported in
(Buttani et al. 2006). In phosphate buffer GTPrg absorbs
maximally at 590 nm, with emission centered at 620 nm.
Upon addition of YtvA (in the blue-light activated state),
we observed an enhancement of GTP-g fluorescence and a
concomitant red-shift (ca. 13 nm) and hyperchromicity of
the absorption spectrum in the visible region (Buttani et al.
2006). Analysis of the experimental data with Eq. 1 gave a
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dissociation constant Kp = 38 uM, with a single binding
site. This is only true if no apoprotein is present (UV/VIS
ratio in the dark state <4 (Losi et al. 2005), since flavin-
free YtvA binds GTPrr with very high affinity. Two
binding sites with different affinity were preliminary
identified, one of them being most probably on the
apo-LOV core (Losi et al., unpublished). Displacement
experiments with excess of non-fluorescent GTP (100 puM)
resulted in a partial reversal of the absorption red shift and
in a diminished fluorescence, indicating a competition for
the same binding site as GTPrgr. Due to the low-binding
constant, the exchange was not complete (Buttani et al.
2006). ATP had a similar effect, albeit with a slower time-
course. The displacement experiments confirmed that the
nucleotide moicty effectively binds to the protein and that
the observed spectroscopic effects are not due to an
unspecific binding of the GTPz BODIPY® moiety.

Conversely, an equivalent excess of guanosine diphos-
phate (GDP) or guanosine monophosphate (GMP) is not
sufficient to displace GTPrg bound to YtvA and under
these conditions we could not record any loss of GTPy
fluorescence (Fig. 1) and back shift of the absorption
maximum (not shown).

The slight increase in the fluorescence observed upon
adding GDP or GMP is due to the partial dark recovery of
YtvA (Buttani et al. 20006). These results indicate that the
affinity of YtvA for GDP and GMP is much lower than for
triphosphate nucleotides.

Effects of the E105L mutation

Glutamate 105 is localized on the Hf strand, in close
vicinity with the conserved W103, which was shown to be
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Fig. 1 Time course of fluorescence for GTPrg bound to YtvA upon
addition of GTP (dashed line), GDP (dotted line) and GMP (full line).
For the experiments, 1 pM GTPpg was incubated ovemight with
44 uM YevA. 100 uM of non-labeled nucleotides were then added,
immediately before starting to record the fluorescence change at
620 nm (excitation at 590 nm)
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a marker of intraprotein interactions in YtvA (Losi et al.
2005) and in phot-LOV2 (Harper et al. 2003). In between,
another conserved residue, N104, is hydrogen bonded to
04 on FMN (Crosson and Moffat 2001) and undergoes
changes in the lit state of LOV domains (Freddolino et al.
2006). E105 is found in YtvA, YtvA-like family and other
bacterial proteins, but is invariably a hydrophobic aa (L, |
or M) in phot LOV domains (Losi 2004). For these reasons,
E105 could be functionally important in YtvA and repre-
sent a specific activation pathway, driven by the formation
of the photoproduct.

In the light-adapted state YivA-E105L binds GTPrg as
shown by the increase in fluorescence and the red-shift in
the absorption and emission spectra, as in YtvA-WT (wild
type) (Fig. 2).

The data obtained by fluorescence titration experiments
as described in Buttani et al. (2006) are well fitted
with Eq. 1, indicating a 1:1 stoichiometry. The obtained
Kp =35 uM is very similar to the one for YtvA-WT
(Kp = 38 pM). Also in YtvA-E105L, GTPrg can be par-
tially displaced by an excess of GTP (not shown).

Despite the sharp similarities in the binding properties,
GTPrr-loaded YtvA-WT and YtvA-E105L show signifi-
cant differences when they switch between the dark-
(YtvAusg) and light-activated state (YtvAsgg). GTPrg
bound to YtvA undergoes slight but well reproducible
light-driven spectroscopic changes (Fig. 1, 3) In YtvAyse-
WT, the absorption maximum further shifts to the red and
the fluorescence slightly increases (Buttani et al. 2006).
T'hese changes are fully reversible and indicate that the
light-driven conformational changes, centered on the LOV
domain, are transmitted to the GTPrr-binding cavity on the
STAS domain. For YtvA-E105, upon reversion to the dark-

3000
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Fig. 2 Visible absorption (leff) and emission spectra (right) for
GTPry in phosphate buffer (dotted line) and in the presence of 55 pM
YtvA-E105L (full line). The emission spectra were recorded upon
590-nm excitation. The output was divided by 1-107*", in order to
normalize for the difference in absorbance [see “‘Experimental’” and
Buttani et al. (2006)]
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3 Absorption spectra of YtvA-bound GTPrg in the visible
spectral range in the dark- (full lines) and the light- (dashed line)
adapted state for a YtvA-WT and b YtvA-E105L. Conditions were as
in Fig. 1. The E105L substitution impairs the spectroscopic changes
of bound GTPg in switching from YtvA, s, (dark) to YtvAag, (light)

adapted state, no further red shift in the absorption spec-
trum or of the fluorescence intensity are detected. This
suggests that the transmission of light-driven conforma-
tional changes from the LOV core to the STAS domain is
impaired (Fig. 3).

In agreement with this result, a careful inspection of the
circular dichroism spectra (Buttani et al. 2007) and of a
larger number of investigated samples than previously
reported (Losi et al. 2005) indicates that in YtvA-E105L
a light-driven change in the turn fractions, characteristic
of full length YtvA, is not observed (Table 1), a feature
particularly evident in the light—dark difference spectra
(Fig. 4).

The conformational changes observed in YtvA-E105L
more closely resemble those in the isolated LOV domain

(Buttani et al. 2007) and their transmission to the rest of

protein is impaired or occurs via a different pathway. This
confirms the observations made with GTPy.

Structural modeling of the LOV-STAS interaction
complex in YtvA

Despite its stability as a full-length protein in solution, it
was not possible up to now to obtain a crystal structure
of YtvA, potentially due to an intrinsic conformational
heterogeneity (Buttani et al. 2007). Therefore, we have

tricd to obtain structural information by means of

molecular modeling and domain—domain docking simu-
lation. The structure of Ytva-LOV exhibits the charac-
teristic PAS fold, a pocket including the helix-turn-helix

Table 1 Results of the CCA analysis on CD spectra

YivA (%)
(281 aa)®

N-LOV (%)*
(147 aa)®

YivA-E105L (%)"

(281 aa)®

Secondary Structure

Light

Dark

Light

Dark

Light

Dark

+ 6.5 (90 = 18)
217 235 (61 = 10)

187 £3.5 (52 = 10)

320

309+ 47 (87 £ 13)
224 +£1.0(63£3)

7320940 1)
23609351

2

249 £24 (37 £ 4)

5.2 (100 £ 15)

356+

34.7+£6198x17)

22

I z-Helix
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22617634 24009 (37 1)

S205(631)
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27521040 = 1)

176 £ 0.4 (49 = 1)

III. f-turns/others
V. Buvisied/ Ppar

V. fa

&

a

11.0 £ 3.7 (31 = 10)
16.6 = 5.8 (47 = 16)

090 +41(28+11)
19.9 £ 5.6 (56 = 16)
8

159+09 23+ 1)

03+28(26+8) 121 £ 1.6 (18 £2)

6.7+28(19+8)
189+ 40(53 = 11)
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¥
he statistical error is the standard deviation and is obtained from three sets of measurements on three different preparations for YtvA-E105L, four sets of measurements on two different

preparations for N-LOV (LOV core + N-terminal cap), eleven sets of measurements, and nine different preparations for YtvA. Data for N-LOV and YtvA are taken from Buttani et al. (2007)

age, together with the statistical error
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Fig. 4 Light-dark circular dichroism spectra, displayed as difference
in the mean residue ellipticity, A®ygrw, for YtvA-E105L (full line)
compared with YtvA-WT (dashed line) and YtvA-LOV (dorted line)
(the latter two spectra were taken from ref. (Buttani et al. 2007) for
comparison). In YtvA-W'T, the positive band at £ > 230 nm has been
assigned to a variation in the turns fraction occurring upon formation
of the photoproduct YtvAae (Buttani et al. 2007)

Co-Ex (with the intervening Dx) and the helical con-
nector Fa as walls, and a five-stranded antiparallel
p-scaffold as floor (Af, Bff and Gf, Hp, 1f) (Losi et al.
2002). The extended p-scaffold constitutes a sort of
pavement for the FMN chromophore, by forming a
hydrophobic pocket around the dimethyl benzyl ring and
surrounding the isoalloxazine ring by providing polar and
apolar interactions. The STAS domain is characterized by
an extended f-sheet that includes four parallel f-strands
(CBf. SDp. SEf. SHf, the superscript “*S™ denotes the
STAS domain), with intervening o-helices (SCf, SEf,
SGff). The first strand, SAf, is antiparallel to the remai-
ning four (Buttani et al. 2006).

In the modeled LOV-STAS complex best ranked by
ClusPro (cluster 1), the C-terminal end of the LOV core is
too far away from the N-terminus of the STAS domain to
be linked with the 20 aa long linker; therefore, it was not
taken into consideration. The second-best-ranked model
complex (cluster 2) is shown in Fig. 5, together with the
model for the LOV-LOV dimer that we have recently re-
ported (Buttani et al. 2007). The Verify-3D score (Luthy
et al. 1992) (>93) and the Errat-quality factor for cluster 2
(Colovos and Yeates 1993) (90.1) were quite high, both
indicative of a reasonable and well-resolved model-struc-
ture.

I'he model complex proposed in Fig. 5 is in agreement
with several observations: (a) the two domains are
favourably oriented with their terminal ends to be joined
with the linker: (b) from previous works we know that the
isolated LOV domain of YtvA forms a dimmer, where the
interface is mostly built via the central f-scaffold, and that
the same surface is involved in LOV-STAS interactions

@ Springer

a HB-Ip loop

Fig. 5 a Model of the LOV-STAS interaction complex in YtvA as
compared with the (b) LOV-LOV dimer (Buttani et al. 2007). In
black regions at the contact interface (residues within 4 A). Tn both
cases the interface comprises residues in the central f-scaffold of the
LOV core, namely belonging to Afi, Bf. Hf, 1§ and the Hf-1ff loop
(indicated in a). On the STAS domain SAﬁ. SCo and the SCJ—SD,H
loop participate in the LOV-STAS interaction. The J-linker, joining
the LOV and the STAS domains, is schematically drawn to indicate
its proximity to E105

(Buttani et al. 2007). Accordingly, in cluster 2, the LOV
core offers the same interacting surface as within the LOV—
LOV dimer; (¢) E105 is not part of the LOV-STAS
interface; rather it is likely to interact with the linker, that is
rich in positively charged lysine residues, and by this
pathway it facilitates the transmission of conformational
changes to the STAS domain. The same is true for W103, a
marker of intraprotein interactions in YtvA (Losi et al.
2004b), most probably also showing a direct contact with
the linker (Losi et al. 2005); (d) the LOV-STAS interface
includes the HB-1ff loop and part of the adjacent Hf, 1f
strands on the LOV core. These structural elements have
been recently suggested to be part of the activation path-
way of phot-LOV2 (Freddolino et al. 2006). Furthermore,
two conserved residues that form hydrogen bonds with C4
on FMN, N104 and Q123, are localized on Hf and 1f,
respectively, and are likely to undergo changes upon for-
mation of the photoadduct (Crosson and Moffat 2002;
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Fedorov et al. 2003). This point will be further discussed
(See ““Discussion’").

We could not model with sufficient confidence the
remaining parts of the protein, namely the N-terminal cap
(aa 1-24), the J-linker (aa 127-145) and the C-terminal end
(aa 255-261). It has been derived from circular dichroism
data that the N-cap is largely helical (Buttani et al. 2007),
but we have no hint about its orientation. Also for the
J-linker we cannot state from circular dichroism data
(Buttani et al. 2007) with certainty that it is helical like in
phot-LOV2 (Harper et al. 2003). Preliminary data on an
extended YtvA-LOV construct show that the J-linker is
unordered in the dark state and does not prevent LOV—
LOV dimerization (Losi et al., unpublished), in sharp
contrast with phot-LOV2 (Harper et al. 2003).

Discussion

I'he binding of GTP and ATP to YtvA is in line with the
suggested idea that STAS domains may have a general
NTP-binding role (Aravind and Koonin 2000). To our
knowledge, this has up to now only been demonstrated for
the SPOIIA protein (Najafi et al. 1996) and for YtvA
(Buttani et al. 2006), and it may be representative of a
novel NTP-binding fold. It has been suggested that the
conserved SDS—"Ea loop that in STAS domains hosts the
DxxG motif is involved in y-phosphate binding, as in P-
loop GTPases (Leipe et al. 2002), and the ff-sheet scaffold
could accommodate the rest of the NTP molecule (Aravind
and Koonin 2000). This would resemble lipid binding by
Secl4 domains, which have the same structural fold but
show no detectable sequence similarity to the STAS do-
mains (Aravind et al. 1999). The Secl4 family groups
substrate carriers or transfer proteins, e.g., guanine nucle-
otide exchange factors (Schmidt and Hall 2002), phos-
phatidylinositol/phosphatidylcholine transfer proteins (Sha
et al. 1998) and alpha-tocopherol transfer proteins (Meier
et al. 2003). A similar binding configuration between GTP
and YtvA-STAS would explain the lack of a P-loop pat-
tern, in which the ligand would be deeply embedded within
the cavity, formed by the parallel fi-scaffold and the two
helical segments *Cz and SEa.

The spectroscopic changes undergone by bound GTPrg
upon YtvA light—dark conversion, suggest that NTP bind-

ing has a functional significance, related to the role of

YtvA as a photoreceptor during activation of the general
stress factor gB and, possibly, during sporulation (Avila-
Perez et al. 2006). Indeed it has been observed that in B.
subtilis both responses are related to a drastic drop of ATP
and GTP (Piggot and Hilbert 2004; Zhang and Haldenwang
2005). It can be imagined that the STAS domain of YtvA is
not an effector/catalytic domain, as previously suggested,

but rather a sensing unit for the level of NTPs within the
cell. This would configure YtvA as a double sensor, for
light and metabolic state, somehow reminiscent of the
blue-light and redox state sensor Appa in Rhodobacter
sphaeroides (Braatsch et al. 2002). In agreement with this
suggestion, still largely to be verified, we have up to now
no hints that YtvA has a GTPase activity. Prolonged
incubation and dark-light cycling of YtvA does not alter
the affinity of GTPyg that is not blocked on the y-phosphate
and therefore could be hydrolyzed. The displacement
experiments show nevertheless that the affinity for GDP is
much lower than for GTP, so that, in case of hydrolysis of
the y-phosphate, GDPrg should be released. Nevertheless,
a weak hydrolytic activity as observed for SPOIIAA
(Najafi et al. 1996) cannot be excluded. It is possible that
an essential cofactor is missing: it is well known that in
many ATPases and GTPases Mg is required for the
hydrolytic activity (Leipe et al. 2002), but in YtvA even
very low concentrations of this cation induce extensive
precipitation, preventing any titration experiments (not
shown).

The results obtained with YtvA-ELOSL, for which the
light-driven effects on bound GTPyg are negligible, point
to a critical role of this residue in transmitting the con-
formational changes from the light-sensitive LOV core to
the STAS domain, a result confirmed by circular dichroism
experiments (Figs. 3, 4; Table 1). In future experiments,
this mutation might help to define a physiological role for
the NTP-binding activity of YtvA and its link with light
sensing. It has been proven that, in the absence of other
stress factors, Cys 62 is required for YtvA to exert its
positive regulatory role on ¢B, but it is not required for the
positive effect of YtvA overexpression in the presence of
salt stress (Gaidenko et al. 2006). Furthermore, transcrip-
tional analysis of the yrvA structural gene indicated that it
provides the entry point for at least one additional envi-
ronmental input, mediated by the Spx global regulator of
disulfide stress (Gaidenko et al. 2006). The effects of the
E105L substitution and of the C62A/E105L double muta-
tion on the complex physiological responses mediated by
YtvA should help to understand the relevance of the NTP-
binding properties of the protein with respect to its light-
sensing role.

Previous spectroscopic data (Losi et al. 2005) and the
LOV-STAS model complex presented here, indicate that
E105 does not interact directly with the STAS domain, but
rather with the interdomain J-linker region. This is similar
to the configuration in the NMR-derived structural model
of phot-LOV2, where the initial portion of Hff containing
W491 (corresponding to W103 in YtvA) and L493 (E105
in YtvA) interact directly with the initial part of the J-linker
(Harper et al. 2003). The J-linker in phot-LOV2 is partially
helical in the dark state and undergoes light-driven

.
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unfolding (Harper et al. 2003), a process thought to be
involved in regulation of the Kinase activity (Harper et al.
2004). This feature is not observed in YtvA (Buttani et al.
2007; Losi et al. 2005), although we have provided evi-
dence here that the linker region might be functionally
important, via interactions with the Hf strand of the LOV
core. Future mutagenesis experiments will help in func-
tional mapping the residues important in intraprotein
communication in YtvA.

Ihe LOV-STAS complex modeled here agrees well
with previous data, indicating that in the full-length protein
a LOV-domain mediated dimerization is prevented from
the presence of the STAS domain. Dimerization is in fact
still observed in an extended LOV construct that comprises
the N-terminal cap (Buttani et al. 2007), and it is also not
prevented by the presence of the J-linker (Losi et al.,
unpublished). In general, the relevance of LOV-LOV
dimerization in LOV proteins has been poorly investigated,
although dimerization is considered a key feature in PAS-
mediated sensing/regulation (Taylor and Zhulin 1999
Gilles-Gonzalez and Gonzalez 2005), and LOV 1 might be
responsible for phototropin dimerization (Salomon et al.
2004). We note also that LOV-LOV dimerization and its
competition with intraprotein interactions might provide a
functional explanation for the presence of two LOV do-
mains in plant phot [see Buttani et al. (2007) for a detailed
discussion].

According to the model in Fig. 5, the interaction surface
on the LOV core comprises the Hf-Iff loop, a region
suggested to be important in activation of phot-LOV2
(Freddolino et al. 2006). The two main pathways for LOV
domains activation highlighted by means of molecular
dynamics simulations (Freddolino et al. 2006), appear
therefore to be both represented in YivA: (a) conforma-
tional changes within Hf on the LOV core, most probably
driven by the light-induced movement of N104 (a LOVI-
like pathway) (Freddolino et al. 2006), could be transmitted
to the STAS domain via the linker region; (b) the Hf-If
loop and adjacent regions within the f-scaffold might
interact directly with the STAS domain, thereby being af-
fected by conformational changes triggered by the move-
ment of Q123, another conserved residue hydrogen bonded
to O4 on FMN and located on 1ff. This would represent a
LOV2-like pathway (Freddolino et al. 20006).
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5.1 Studio di ATP-binding

Lo studio delle proprieta di legame di YtvA nei confronti di nucleotidi ¢ proseguito con la
titolazione proteica con un derivato fluorescente dell’ATP, indicato come ATPrg; 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 puM) e ligando in

concentrazione bassa e costante (1,2 uM). 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 € possibile affermare quindi che ’ATP tende a legarsi ad YtvA, tesi gia

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

I . I . I . I . I . I . I
—ATP,,
ATP, +YtvA 35
—— ATP,_+YtvA 20
ATP, +YtvA 15
0104 —— ATPTR+YtVA 5
—— ATP__+Y1VA 2

0,15

0,05

Absorbance

0,00

T T T T T T T T T T T T T
500 525 550 575 600 625 650
Al nm

Figura 5-1 Assorbimento di ATP+r in funzione della concentrazione proteica, YtvA in concentrazione variabile da 2
a 35 pM, ATP+r in concentrazione costante pari a 1,2 uM.
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La seconda fase sperimentale prevede la registrazione degli spettri di fluorescenza delle soluzioni
di ATPx e proteina gia analizzate con spettroscopia di assorbimento: ¢ possibile notare uno shift
verso il rosso proporzionale alla concentrazione di YtvA presente in soluzione; a differenza di
quanto osservato durante le esperienze con GTPr perd I’intensita di fluorescenza diminuisce
all’aumentare del legame fra nucleotide e proteina. Questo fenomeno puo essere dovuto al fatto
che I’adenosina ¢ un donore di elettroni piu debole rispetto alla guanosina e quindi agisce come
quencher piu debole quando il nucleotide ¢ libero in soluzione, evidenziando cosi i fenomeni di
quenching interni alla cavita di legame nella proteina. In seguito alla dimostrazione del legame
fra YtvA ed ATP sono state realizzate anche prove negli stati dark e light ed ¢ stato possibile
cosi dimostrare che anche I’ATPtr, cosi come il GTPrr, subisce un cambiamento

conformazionale fotoindotto (vedi figura numero 5-2).

n Il " | " ] " Il n [l t Il " l
4000 L L L L L T+
A ATp B Dark state
TR
w00 ATP, +YtVA 35 Light state
—— ATP_+YtvA 20 @
2 ATP +YIVA 10 2 0,5+ 55micromol + ATP__
€ 20004 ——ATP*YtVA 5 g
8 —— ATP,+YtA 2 =
S 3
3 R
L 1000 4 <
0
600 620 640 660 680 700 00-t—T——T 7T 7 T
350 400 450 500 550 600 650 700

%/ nm
% Inm

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

5.2 Modello di YtvA

L’esperimento di docking fra 1 modelli dei due domini LOV e STAS riportato nell’articolo I1I ¢
stato completato con la creazione di un modello per la proteina intera, senza pero 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 ’algoritmo di calcolo
ZDOCK non ha prodotto modelli ragionevoli per I’introduzione del /inker, 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 possibilita di collegamento mediante il /inker. Il software DOT ha prodotto invece strutture
piu interessanti, € 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 ¢ 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 piu facilita. In seguito alla scelta
realizzata il linker ¢ 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 /inker, 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 /oop creati
¢ stata eseguita mantenendo bloccato il resto della struttura, a completamento del modello creato
¢ 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 ¢ 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 ¢ 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
HB-IB (vedi figura 1-2), che come noto ¢ 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 pero 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.

68



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, I’acido glutammico E105 in rosa, le sequenze deputate al legame con i nucleotidi in rosso.

Un secondo tentativo di modellizzazione ¢ 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 B 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 ¢ stato sovrapposto a quello di PpSB2. 1l linker
elicale di connessione di YtvA ¢ stato modellato sulla parte C-terminale di PpSB2 ed attraverso
il software “GetMol” il dominio LOV e il /inker sono stati uniti. In SPDBViewer si ¢ eseguita la
minimizzazione energetica, ed il modello cosi ottenuto ¢ stato sottoposto a docking con il
modello del dominio STAS presentato nell’articolo II, attraverso i software DOT e ZDOCK. Fra
1 cluster di soluzioni proposte ¢ stato scelto il terzo modello risultante dal software DOT in base
a considerazioni energetiche e conformazionali. Il modello ¢ stato quindi completato legando il

backbone, creando un loop fra gli amminoacidi 119-123 ed eseguendo una minimizzazione
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energetica finale, tutte queste operazioni sono state eseguite con il programma SPDBViewer
(vedi figura numero 5-5). Il grafico di Ramachandran sul modello ottenuto ¢ positivo: gli unici
amminoacidi che non sono compresi nelle zone di maggior probabilita sono infatti quelli gia
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 MASFQSFGIPGQLEVIKKALDHVRVGVVITDPALEDNPIVYVNQGEFVQMT

PpsSB2 === MSPMINAKLLQLMVEHSNDGIVVAEQEGNESILIYVNPAFERLT

. . o e o o -:*'*:*::: T, ::*‘k* .* ::*

YLOV GYETEEILGKNCRFLQGKHTDPAEVDNIRTALONKEPVTVQIQNYKKDGT

PpSB2 GYCADDILYQDCRFLQGEDHDQPGIAIIREAIREGRPCCQVLRNYRKDGS
* * :::** ::******:‘ * . H * % *::: .* ::**:***:

YLOV MEWNELNIDPMEIEDK--TYFVGIQNDITKQKEYEKLLEDSLTEITAL--

PpSB2 LFWNELSITPVHNEADQLTYYIGIQRDVTAQVFAEERVRELEAEVAELRR
:‘k*‘k*‘k.* ‘k:' * . *‘k::*‘k*'*:* * *: [ :*:: *

yrov.  mem—————

PpSB2 QQGOAKH

Figura 5-4 Allineamento fra le sequenze amminoacidiche di YLOV e PpSB2, in giallo la sequenza di YtvA che ¢
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 I’acido glutammico E105; in rosso i domini che hanno capacita di legare nucleotidi.
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Il modello presentato ¢ in accordo con le considerazioni espresse nel paragrafo 3: il foglietto 3
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 ¢ evidenziato anche il
triptofano W103, che si viene a trovare in prossimita del linker, ed ¢ 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
prossimita del /oop di unione al /inker, quindi in buona posizione per poter mediare la risposta
fotochimica al domino effettore. Il modello non ¢ perd in accordo con tutti i dati sperimentali: i
partner piu probabili al legame con E105, ovvero le lisine K134 ¢ 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 ¢ 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, piu complessa da valutare, tiene conto della desolvatazione. In
questo genere di analisi due sono i limiti principali: la mancanza del solvente esplicito, e la
rigidita della proteina, cui non ¢ consentito variare conformazione; la molecola di ligando invece
¢ tenuta flessibile negli angoli delle torsioni. Il software utilizzato per 1’analisi in oggetto ¢
“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 piu 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 piu clusterizzate sono quelle piu
probabilmente corrette. La carica del recettore ¢ stata calcolata mediante Kollman, che connette

le cariche parziali note di ogni amminoacido, per il ligando invece ¢ stato utilizzato Gasteid.

71



Prima di realizzare ’esperienza di docking con STAS e GTP si ¢ simulato il legame fra la
molecola di GTP e la proteina Ffth, da Thermus aquaticus, coinvolta nei sistemi di traslocazione
durante la sintesi proteica, che ¢ 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 ¢ 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, ¢ stata preparata la molecola di GTP-y-thio, la
stessa utilizzata nelle esperienze di fluorescenza, con un atomo di zolfo al posto dell’ossigeno
legato al fosfato y. La popolazione di partenza ¢ stata fissata a 150 individui, ed il numero di run
¢ stato definito pari a 100.

La struttura piu 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 1 gruppi fosfati
nella zona di legame con nucleotidi predetta (DLSG). La struttura piu clusterizzata presenta
invece 1 gruppi fosfati del GTP vicino alla sequenza NKLD (vedi figura 5-7), che ¢ presente solo
in YtvA, e non nelle proteine YtvA-simili. Si puo quindi concludere che il legame di GTP con il
dominio STAS, gia 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 ¢ stata gentilmente concessa dalla Biophysical Society
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ABSTRACT The open reading frame PSPT02896 from the plant pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato encodes a
protein of 534 amino acids showing all salient features of a blue light-driven two-component system. The N-terminal LOV (light,
oxygen, voltage) domain, potentially binding a flavin chromophore, is followed by a histidine kinase (HK) motif and a response
regulator (RR). The full-length protein (PST-LOV) and, separately, the RR and the LOV+HK part (PST-LOVagg) were
heterologously expressed and functionally characterized. The two LOV proteins showed typical LOV-like spectra and
photochemical reactions, with the blue light-driven, reversible formation of a covalent flavin-cysteine bond. The fluorescence
changes in the lit state of full-length PST-LOV, but not in PST-LOVsgg, indicating a direct interaction between the LOV core
and the RR module. Experiments performed with radioactive ATP uncover the light-driven kinase activity. For both PST-LOV
and PST-LOVagr, much more radioactivity is incorporated when the protein is in the lit state. Furthermore, addition of the
RR domain to the fully phosphorylated PST-LOV ygr leads to a very fast transfer of radioactivity, indicating a highly efficient

HK activity and a tight interaction between PST-LOV g5 and RR, possibly facilitated by the LOV core itself.

INTRODUCTION

Light is an energy source and an ever present stimulus on
earth. The short wavelength region, i.e., the ultraviolet (UV)
and blue light range, however, can be harmful to organisms
because of the deleterious effects on DNA (UV range) (1) or
the capability to excite, with high yield, ubiquitously present
photosensitizing compounds, e.g., porphyrins and flavins
(blue light effects) (2). Photoexcitation converts such com-
pounds with high efficiency into the triplet state, which in the
presence of oxygen generates the highly oxidative oxygen
singlet state and other reactive oxygen containing species (3).
Blue light detecting photosensors are thus of the utmost
importance for any organism, allowing the development of
repair systems (4), the formation of protective (shielding)
substances, or—for motile organisms—the escape from
regions with high UV/blue light intensity (5). At least three
systems have been identified recently that fulfill this function.
Allare based on flavin derivatives that serve as chromophores
in these photoreceptors. They were named cryptochromes;
light, oxygen, voltage (LOV) proteins: and blue-light-sensing
using flavins (BLUF) proteins (6). The most widely spread of
these flavin-based photoreceptors are the LOV domain-
containing proteins (LOV) (7). They are assumed to be
present in all plants, and prokaryotic genome analysis
revealed the presence of LOV proteins in ~15% of all
sequenced genomes (6). In prokaryotes the light-sensing
LOV module is coupled to diverse effectors domains, such as
kinases (similar to the plant phototropins), phosphodiester-
ases, response regulators (RRs), DNA-binding transcription
factors, and regulators of stress o factors (7,8). The majority
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of LOV domains is found together with histidine kinase (HK)
motifs or with transcription factors in the same open reading
frame (ORF) or arranged in a single operon, allowing an
efficient physiological response of the cell to a light pulse.

This relatively simple, stereotypical structure of photorecep-

tors, together with their nstantaneous (=light triggered)
activation or deactivation makes these sensory proteins ex-
cellent candidates to study signal transduction mechanisms.

A considerably large percentage of the bacterial LOV
proteins are members of the histidine protein kinase (HPK)
kinase superfamily (6,8). In bacteria, signal transducing
HPKs, together with phosphoaspartyl RRs, are the key
elements of two-component signal transduction systems (9).

The HPKs generally contain an N-terminal sensing domain

(e.z., LOV) and a C-terminal kinase core, but additional
domains may be present. The kinase core of HPK features the
phosphoaccepting histidine box (H-box) within the homo-
dimerization domain and, downstream to it. the highly
conserved homology boxes of the nucleotide-binding, cata-
Iytic domain (N-, D-, F-, and G-boxes) (10). In response 1o a
signal, HPKs autophosphorylate the H-box histidine residue
from which the phosphoryl group is transferred to a conserved
aspartic acid residue in the receiver domain of an RR (9).
HPKs can be further divided into subfamilies according to
their sequence similarity (10). The hybrid HPK-RR LOV
proteins from Pseudomonadales and Xanthomonadales
(y-proteobacteria) are highly homologous and form adistinct
family (6,8). The kinase domain is characteristic of the HPK4
class: besides a typical H-box, these proteins exhibit the PE-
TTK signature in the so-called F-box. Furthermore, their
LOV domains are among those that are most homologous to
(plant) phot-LOVs. Given these features, namely, the asso-
ciation of an “‘ideal”” phot-like LOV domain with prototyp-
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ical kinase and RR motifs, they are good candidates to test the
molecular properties of this novel, putatively a blue light-
driven two-component signaling system in bacteria. Addi-
tionally, although there is noreport on light-elicited responses
in these organisms, a few links have been established among
plant defense systems, plant photosensors, and bacterial
pathogens belonging to Pseudomonales (11-13), prompting
an investigation of bacterial photosensors in view of their
potential role during the infectivity process.

We present studies on the molecular and spectroscopic
properties of the LOV-HPK-RR hybrid protein (gene name
PSPTO2896) from P. syringae pv. tomato DC3000 (Pst
DC3000), an important plant pathogen whose genome was
recently sequenced (14). The recombinant protein from ORF
PSPTO2896 will be named PST-LOV. To this purpose three
protein constructs were built: i), the full protein PST-
LOV2896 encompassing the LOV, HPK, and RR domains;
ii), the truncated PST-LOV2896,gr (comprising the LOV
and HPK domain); and iii), the separated RR.

Pseudomonas syringae has gained remarkable interest due
to its capability to infect a wide variety of plants, exhibiting
strain-to-host specificity with ~50 known pathovars (pv.)
(15). Three strains, P. syringae pv. syringae B728a, P.
syringae pv. tomato DC3000, and P. syringae pv. phaseo-
licola 1448 A have been genome sequenced (14,16,17). An
inspection revealed ORFs with strong homology to LOV
domains. The ORF PSPTO2896 from the genome of P.
syringae pv. tomato DC3000 encodes a LOV protein of 534
amino acids (PST-LOV), corresponding to a molecular mass
of 58.9 kDa. Sequence alignment reveals a domain archi-
tecture with a typical LOV domain (aa 33—136) containing
all salient amino acids required for flavin-mononucleotide
(FMN) binding, followed by a HK motif and an ATP-
binding domain (aa 154-389). The final part of PST-LOV is
built as an RR domain (aa 409-534), making this protein a
typical two-component system, in this case the HPK activity
being fused to the RR domain (Fig. 1). The HK domain is
characteristic of the HPK4 class (8,10). Although generally
RRs contain one or more output domains downstream of the
receiver domain, in some cases, as in the here investigated
protein, only the receiver domain is present, often fused with
the cognate HPK (hybrid HPK-RR) (10). In this case, no RR-
output domain was identified in the vicinity of this encoding
gene.

Analysis of this protein and the demonstration of light-
induced signal transduction between the two domains would
add blue light as a stimulus to the two-component system,
which is present in many prokaryotic microorganisms.

MATERIALS AND METHODS

Cloning and biochemistry

Pyt DC3000 was grown in Luria-Bertani medium overnight at 37°C.
Genomic DNA was isolated with Qiagen DNeasy Tissue kit (Qiagen,
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FIGURE | Principal architecture of two-component systems. Both
arrangements that have been used in this study, ie., the HK and RR as a
fusion protein and as two separate proteins, are shown.

Duesseldorf, Germany). i) Full-length protein: The ORF PSPTO2896 was
amplified by polymerase chain reaction (PCR) from genomic P. syringae
DNA, using the primers 5"-TCCAGTACATATGTCGGAAAACAAGAC-
CCGTGTCG (forward) and 5'-TACAATCTCGAGTCAGGCAATGCCG-
TTGGGAC (reverse); PCR conditions: 95°C 2 min, 25 times (95°C 30 s,
58°C 45 5, 72°C 2 min), 72°C 10 min, 4°C hold. Both primers contained
restriction sites (shown in bold) for insertion of the PCR product into the
plasmid pET28a (Novagen-Merck, Darmstadt, Germany), which is
furnished at its 5"-end with an octadecanucleotide encoding for a His, tag.
Heterologous expression in Escherichia coli BL21 DE3 (Stratagene,
Amsterdam, The Netherlands) was induced by IPTG (30°C, 1 mM, for 6
h). PST-LOV was isolated from the lysed E. coli cells (lysis was by an Ultra-
turrax, TKA, Staufen, Germany, in liquid nitrogen) by passage of the crude
lysate (separated from the cell debris by ultracenwrifugation, 368,000 < g,
1 h, 4°C) over a Ni -resin affinity chromatography column (Prochem,
Englewood, CO). Such obtained protein was practically pure and was used
for further studies without additional purifications. Matrix-assisted laser
desorption ionization (MALDI) spectra were measured with an ABI
Voyager DE Pro MALDI-time-of-flight (TOF), using Sina and 2.5-
dihydroxybenzoic acid as matrix. ii) Truncated proteins: For generation of
protein fragments holding the LOV domain and the HPK motif (aa 1-402),
and separately the RR (aa 403-534), the two parts of PST-LOV were
amplified by PCR from the full-length encoding DNA, using the primers
S"-TCCAGTACATATGTCGGAAAACAAGACCCGTGTCG (LOV and
HPK forward), 53-CTCGAGTCACGATCCCTGAGGTGA (LOV and
HPK reverse), and 5'-CCATGGATAGACGCCTGGGCAGCA (RR for-
ward), 53"-TACAATCTCGAGGGCAATGCCGT (RR reverse); again, the
restriction site motifs used from cloning into pET28a are shown in bold. The
front part of PST-LOV was fumished with an N-terminal His, tag, whereas
the RR domain was followed by a C-terminal Hisg tag. Further procedures,
i.e., cell growth, IPTG-induction, harvest, and purification were performed
as for the full-length protein (see above).

Chromophore composition

The protein-bound chromophore was released by heat denaturation. The
sample was kept at 100°C for 10 min, after which time the sample was
centrifuged to remove denawred protein (14,000 rpm, 20 min). The
supematant was passed through a Microcon YM3 centrifugal concentrator
(13,000 rpm, 1 h, Millipore, Billerica, MA, molecular weight cutoff 3'000)
and directly used for high performance liquid chromatography (HPLC)
analysis. Each injection was repeated two times to follow statistical errors.

HPLC: A HPLC system from Shimadzu (LC10A%; Shimadzu Deutschland,
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Duisburg, Germany) was used, employing a 2504 CI8-RP column
(Macherey and Nagel, Diiren, Germany). The column was equipped with
a precolumn of the same material, and 50 mM ammonium acetate, pH 6
(eluent B) and 70% acetonitrile in B (eluent A) were used as solvents.
Authentic FMN, flavin-adenine dinucleotide (FAD). and riboflavin (pur-
chased from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) were used as reference
compounds. Besides that, spectra of the eluted samples were recorded during
the separation by a diode array detection system. A solvent gradient (t = 0,
5:95 AB. t = 20 min, 40:60 A:B, t = 22 min, 40:60 A:B. t = 29 min, 5:95
A:B) was applied.

Spectroscopy

All measurements were carried out in phosphate buffer 10 mM, pH = 8,
NaCl 10 mM. Absorption spectra and Kinetic traces were recorded at 20°C
with a temperature-controlled Shimadzu UV-2401PC spectrophotometer.
Origin 7.5 (OriginLab, Northampton, MA) was employed for data treatment
and kinetic fitting. Photoequilibrium conditions, with accumulation of the
photoactivated state, were achieved illuminating the sample with a blue light
emitting Led-LenserV8 lamp (Zweibriider Optoelectronics, Solingen,
Germany). Steady-state fuorescence spectra have been recorded with a
temperature-controlled  Perkin-Elmer 1L.S-50 luminescence spectrometer
(Perkin-Elmer. Beaconsfield, England). To measure the fluorescence
quantum yield (©g) of the bound flavin chromophore, FMN (Fluka, Neu-
Ulm, Germany) was used as a standard (0 = 0.26) (18), and measurements
were carried out at 10°C with 450 nm excitation to achieve conditions
similar to the laser-induced optoacoustic spectroscopy (LIOAS) experiments
(vide infra). Other fluorescence measurements (excitation at 295 and 280
nm) were carried out at 20°C.

Laser-induced optoacoustic spectroscopy

For the LIOAS experiments, excitation at 450 nm was achieved by pumping
the frequency-tripled pulse of aneodymium-doped yttrium aluminum gamet
laser (SL 456G, 6-ns pulse duration, 355 nm. Spectron Laser System.
Rugby, Great Britain) into a B-barium borate optical parametric oscillator
(OPO-C-355, bandwidth 420515 nm, Laser Technik Vertriebs, Ertestadi-
Friesheim, Germany) as previously described (19). The cuvette holder
FLASH 100 (Quanmum Northwest, Spokane, WA) was temperature
controlled to £0.02°C. The signal was detected by a V103-RM ultrasonic
transducer and fed into a 5662 preamplifier (Panametrics, Waltham, MA).
The pulse fluence was varied with a neutral density filter and measured with
a pyroelectric energy meter (RTP735 head connected to a meter RI7620 from
Laser Precision, Libertyville, TL). The beam was shaped by a 1 > 12 mm slit,
allowing a time resolution of ~60 ns by employing deconvolution
techniques (20). The experiments were performed in the linear regime of
amplitude versus laser fluence, and the total incident energy normally used
was ~20 pJ/pulse (this corresponds o 7.5 % 107" einstein for 450 nm
excitation, photon energy 265.82 kJ/mol). The sample concentration was
~7.5 uM, corresponding to 0.9 X 1077 mol in the excitation volume Vy, =
0.12 mL. These conditions correspond to 0.08 photon per protein molecule.
New coccine (Fluka) was used as calorimetric reference (21). The time
evolution of the pressure wave was assumed to be a sum of monoexponential
functions. The deconvolution analysis yielded the fractional amplitudes ()
and the lifetimes (7;) of the transients (Sound Analysis 3000, Quantum
Northwest). The time window was between 20 ns and 5 us. At a given
temperature and for each resolved ith step, the fractional amplitude ¢, is the
sum of the fraction of absorbed energy released as heat (a) and the structural
volume change per absorbed einstein (AV}), according to Eq. 1 (22.23)

AViqp
=a+— -+ (1
@i B B )
£y is the molar excitation energy, B = (OV/AT)/V is the volume

expansion coefficient, ¢, is the heat capacity at constant pressure, and p is the
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mass density of the solvent. In this work we used the so-called “two
temperature”” (TT) method to separate @; from AV, (24). The sample
waveform was acquired at a temperature for which heat transport is zero,
Tg=o = 3.7°C and at a slightly higher temperature Tg=o = 10°C. At Tg—y the
LIOAS signal is only due to AV, The reference for deconvolution was
recorded at Tg-.q, and Egs. 2a and 2b were then used w derive e; and AV

AV, = q’-‘n;:n X .|'_.J\E (2a)
P Tg=o

ap = ‘Pi‘Tﬁ:.n - (px‘TB:n' (2b)

To minimize the photoconversion of the dark stae and to avoid ex-
perimental artifacts related to the long recovery kinetics of the adduct, we
used low repetition rates for the excitation (1/25 Hz). Under the conditions
employed the absorption decrease at 450 nm was <5% at the end of each
experiment. Two sets of experiments were carried out for each protein, and a
total of eight deconvolution fittings at each temperature.

Size exclusion chromatography

Gel filtration chromatography experiments were performed on a Pharmacia
(Piscataway. NI) fast protein liguid chromatography apparatus, using a
Superdex 75 HR 10/30 column (Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK), equilibrated with a Na-phosphate buffer, 10 mM, pH = 8, NaCl = 0.15
M. as previously described (25). Bovine serum albumin (69 kDa).
ovalbumin (42.7 kDa), e-chymotrypsin (25 kDa), myoglobin (16.9 kDa),
and ribonuclease (13.7 kDa) (low Mw calibration kit, Amersham Biosci-
ences) were used for calibration of the column. The proteins were loaded on
the column at a concentration between | and 50 pM to give a final
concentration ranging from 0.05 to 2.5 M at the detection peak. due to
dilution through the column.

Radioactivity experiments

Auto- and transphosphorylation experiments were performed using Py
ATP (37 mBq 100 ul, Hartmann Analytik, Braunschweig, Germany). A 100
pl reaction buffer (26) contains 20 g PST-LOV or LOV-HK fragment. The
reactions were performed at room temperature in dark and light separately.
At given time points, 10 wl of the reaction mixwre was extracted and
quenched with 10 ul sodium dodecylsulfate (SDS) stop buffer (26). For
transphosphorylation experiments, a 10 excess (m/m) of the RR domain
was added into the reaction tube. Again, 10 wpl of the new mixwre was
withdrawn at different time points and quenched with 10 ul SDS stop buffer.
After heating at 55°C for 5 min, radioactive proteins were separated on SDS-
polyacrylamide-gel electrophoresis (PAGE) gels, which were keptin a BAS
cassette 2025 (Fujifilm, Tokyo, Japan) for detection of radioactivity.
Autoradiograms were obtained from a fluorescence image analyzer FLA-
3000 (Fujifilm). Spot intensity is read as PSL mm * (PSL, photostimulated
luminescence). Pixel size was 50 % 50 um”.

RESULTS AND DISCUSSION

Steady-state absorption measurements and
kinetics of the dark recovery reaction

Heterologous expression of PSPTO2896 and PSPTO2896 sz
in E. coli BL21 DE3, followed by His tag mediated affinity
purification vielded recombinant proteins of expected size
(MALDI- mass spectrometry: 61,049.2 and 46,299.3, ex-
pected mass: 61,098.4 and 46,367 .4, respectively, including
the 20 aa long His tag) with an absorbance spectrum typical
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for an oxidized flavin species (A, = 447 nm, Fig. 2) under
dark conditions. Blue light irradiation produced bleaching in
the visible region, with concomitant loss of flavin fluorescence
and appearance of a species absorbing maximally at ~390nm,
all features characterizing the formation ofthe covalent adduct
in LOV proteins (27.28). The absorption spectra of purified
PST-LOV zgy inthe dark- and light-adapted state are shown in
Fig. 2, together with the light-dark difference spectrum.
Similar spectra are obtained for PST-LOV, albeit with a
slightly larger scattering (not shown).

The high UV/Visible ratio in the dark state (Absagy/
Absyy; = 8.6) indicates that a certain amount of apoprotein is
present (29). The calculated absorption coefficient of apo-
PST-LOV agg at 280 nmis 22,015 M~ 'em ™! (ProtParam tool
atthe ExPASy Proteomics Server http://expasy.org), whereas
for bound FMN it is ~26,250 M~ 'em ™" (29). From these data
we can estimate that Absagg/Absyys = ~4 fora 1:1 protein/
FMN ratio (no apoprotein present). Therefore, in the sample
shown in Fig. 2 we may estimate that the protein/FMN ratio is
~~3.5. The full-length PST-LOV protein shows an even larger
amount of apoprotein, as the protein/EMN ratio is ~4.5 for
the measured AbssgofAbsys = 12.5 (ideal ratio Absygy/
Absg = 4.5 fora 1:1 complex). The full-length protein was
subjected to a chromophore extraction to determine the
chromophore composition (which could influence the spec-
troscopic properties). HPLC analysis showed preferentially
EMN as chromophore (86%), accompanied by some FAD
(13.3%), and a small amount of riboflavin (0.7%). It should be
mentioned that especially older samples show a change of the
latter two flavin derivatives due to decomposition of FAD: a

Absorbance
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FIGURE 2 (Top) Absomption and (bottom) absorption difference spectra
(light-dark) of PST-LOV sy before and after blue light irradiation.
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6-month-old sample, kept at —40°C and identically prepared,
showed a composition of 86:4:10 for FMN/FAD/riboflavin.

The absorption spectrum in the visible region is typical for
FMN-binding LOV proteins, showing the three vibrational
bands of the Sp— S| transition (29,30). In the ultraviolet-A
(UVA) range (5,— S> transition), the absorption maximum is
red shifted (381 nm) with respect to YtvA (376 nm) and to Cr-
phot-LOV1 and PpSB2-LOV (both showing a broad band
centered at ~360 nm). In riboflavin derivatives this band is
the most sensitive to the polarity of the microenvironment
(31), and it is characteristically different between phot-LOV
and LOV2 (shifted more to the red in LOV2) (28). The light-
dark difference spectrum resembles the formation of the
covalent adduct in LOV domains, generating the character-
istic bleaching of the Sy— S, transition (Fig. 2).

In the dark, the photoadduct slowly reverts to the dark state,
as can be followed by recording the recovery of absorbance at
447 nm, the full-length PST-LOV being slightly faster than the
truncated protein (Fig. 3). The kinetic trace can best be fitted
with a double exponential decay function, yielding an average
life time of 5650 s for the full-length protein and 6210 s for the
truncated protein. We can, however, not exclude that the
biexponential behavior is an artifact due to a slight change in
the scattering during the long-lasting measurements.

The average lifetime for the dark recovery reaction, {7,..),
is extremely long for both constructs (Table 1), even when
compared to other bacterial LOV proteins (7., = 3200 s for
YivA, at 20°C) (19).

Fluorescence of the conserved W111

Phot-LOV domains and the vast majority of bacterial LOV
domains carry a single, conserved tryptophan residue localized
on the HB strand (8). The specific function of this residue is
unknown; in YtvA (W103), itis involved in intraprotein inter-
actions (32), most probably via contacts with the N-terminal
cap (A. Losi and V. Buttani, unpublished) and/or with the

Abs,,_
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FIGURE 3 Dark-recovery time course (20°C) for full-length PST-LOV
(solid line) and for the truncated protein PST-LOV ypg (dashed line), ob-
tained by measuring the absorbance at 447 nm. Experimental data were fitted
by a two-exponential decay function.
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TABLE 1 Kinetic and spectroscopic data of recombinant
proteins PST-LOV and PST-LOV 4gy from P. syringae pv. tomato

20°C LOV+ kinase Full-length protein
Al 27% * 1% 65% * 2.5%
Tlfs 3505 = 33 3950 * 55

A2 T3% * 1% 35% * 2.5%
725 7210 = 24 8820 = 36
(T)fs* 6210 5650

Hrpd = SAT100.

linker region C-terminal to the LOV core (29). The fluores-
cence of W103 in full-length YtvA is blue shifted with respect
to the isolated YtvA-LOV (32), but no major changes are
observed upon formation of the photoadduct. Conversely, in
phot1-LOV2 W491 undergoes conformational changes upon
formation of the photoadduct due to the unfolding of the
linker region (33,34). In PpSB2-LOV the fluorescence of
W97 slightly increases in the photoadduct with a concomitant
broadening of the band, reverting to the original value after
dark conversion of the protein (35).

In PST-LOV sgr and PST-LOV, the fluorescence maxi-
mum of WIII (again the only tryptophan in the whole
protein) is localized at ~332 nm, slightly blue shifted with
respect to YtvA (335 nm) (32). Only very small changes are
detectable by selective excitation of the Trp residue with 295
nm light (not shown). Excitation at 280 nm, however, caused
a reversible change for the full-length protein, namely a
slight increase of the fluorescence intensity and a spectral
broadening. This reversible, light-induced change is much
smaller in the truncated PST-LOV zpg (Fig. 4).
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FIGURE 4 UVA fuorescence of (A) PST-LOV and (B) PST-LOVypp
after 280 nm excitation in the dark- (thin line) and light- (thick line) adapted
states.
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The fluorescence change observed for PST-LOV may
originate from conformational changes involving tyrosine(s)
that increase energy transfer to WI11 in the light state as

suggested for YivA (32), since these aromatic residues also
are excited at 280 nm. This idea is supported by the fact that
the change is not detected upon selective excitation of W111
at 295 nm. The important observation here is the difference
between the truncated protein, PST-LOV sgg. and the full-
length protein, PST-LOV, the former one showing practi-
cally no change of the fluorescence in the dark or lit state,

whereas the full-length protein exhibits an increase of

fluorescence upon illumination. These data demonstrate an
interaction between the LOV-HK and the RR domains that
changes upon illumination. Most probably this involves one
or more amino acids on the LOV core that change their
conformation or environment upon formation of the photo-
product. A mutation of the tryptophan111 to identify its role in
this process failed and produced only (misfolded) apoprotein
void of any chromophore.

LIOAS measurements

The LIOAS signals at Tg_y = 3.70°C are similar to those
recorded for other LOV proteins (19,30,35,36) with a

transient species formed within 20 ns (time resolution of

the measurement) showing a small contraction (AV, 0.8
ml/einstein), assigned to the FMN triplet state (PST-LOVr).
The triplet decays with a lifetime of 72 = ~1.5 us into a
long-lived species, assigned to the covalent, blue-shifted
photoadduct (PST-LOV 344). Different from the LOV pro-
teins previously analyzed, the formation of the adduct does
not correspond to a further, larger contraction but to a very
small expansion, AV> <2 0.5 mlfeinstein (Table 2).

With the knowledge that the FMN triplet state, both in
solution and in LOV proteins, lies at ~200 kJ/mol
(30,36,37), it is possible to calculate the triplet formation
quantum yield, @, from Eq. 3:

(I;[.r‘[ 1 a; [
“A

-

(3)

where Er is the average energy for the fluorescence emission
(232 kJfmol, 515 nm).

®p = 0.25 is the flavin fluorescence quantum yield, and
Ey 265.8 kl/mol is the photon energy at 450 nm. The
triplet quantum yield and also the yield of adduct formation
is on the order of 0.45-0.5, typical for LOV proteins. The
energy level of the adduct was calculated by means of Eq. 4
and requires the measure of @300, This was done relative to
YtvA, as previously reported (19).

Esg0
E,

a, (IJ-[-L‘—_[ 4 LI (4)
A

Finally, the molecular volume changes are evaluated by
means of Eqs. Sa and Sb:
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TABLE 2 LIOAS data for the PST-LOV proteins

Cao et al.

ay (7, < 20 ns) AV, (mLjmol) oo (7o s ¥) AV, (mLfmol)
PSPTO2896, ke 0.34 = 0.03 1.57 = 0.34 0.16 = 0.02 (1.6 = 0.27) +0.22 * 0.12
PSPTO2896 0.44 = 0.03 1.49 = 0.15 0.13 £0.03(1.4 = 0.2) +0.31 = 0.18

The statistical error originates from an averaging of eight values for each temperature.

*Average value at 3.70°C and 10°C.

i AV, _
AVy D, (5a)
AV,
AV AV +— (5b
390 I By )

The results are reported in Table 3 and compared with other
LOV proteins.

The values of @ and Pq, are, within experimental error
(~20%), very similar for all the proteins analyzed, as well as
the high energy level for the adduct that stores ~50% of the
excitation energy. The latter aspect points to a strained
conformation and small conformational changes with respect
to the unphotolyzed state, a peculiar characteristic of LOV
domains (19,35,36). The ws decay kinetics of the triplet state
into the adduct indicates that the photocycle is similar to
other LOV proteins (30,38,39). A notable difference is that
the total structural volume change cormresponding to the
formation of the adduct, AVsg. is very small and almost
entirely derives from the formation of the triplet state (Table
3, Eqgs. 5a and 5b). Actually, the formation of the adduct

corresponds to a small expansion (AV; in Table 2) instead of

being a quite large contraction as in other LOV proteins
(19,35,36). This does not necessarily imply that, as a whole,
the protein conformational changes are smaller. In photore-
ceptors the light-induced AVs recorded by means of the
LIOAS technique may receive different contributions, e.g.,
changes in the protein secondary structure, in hydrogen
bonds (HBs) around the chromophore, or solvation/electro-

TABLE 3 Photophysical and energetic parameters of
PST-LOV proteins

Oy Eigykl/mol  dyy, AVmLjmol AVig/mL/mol

PST-LOVage  0.58 144 0.51 25 2.0
PST-LOV 047 149 0.41 29 2.1
*PpSB2-LOV ~ 0.46 133 0.42 1.74 16.0
yva 0.62 136 0.49 0.71 12.5
TywA-LOV 0.69 113 0.55 0.67 17.2
*Cr—phu[-LO\’l 0.63 171 0.6 1.15 8.0

The values of Ezgy AV, and AViy, are affected by the measurement error
(<<10%, see Table 2) and by the quantum yield determination, whose error
depends on a variety of factors (e.g.. absorption coefficients, reference
standard values, and energy level of the triplet state). Repeated measure-
ments (four) for P4y, gave an experimental variation within 8%.
#Full-length SB2 LOV protein from Pseudomonas putida (35).
+Fu]]—]cng[h YA from Bacillus subtilis and its isolated LOV domain,
YivA-LOV (19).

*lsolated LOVI domain of phototropin from Chlamydomonas reinhardtii
(36).
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striction effects (40). In LOV domains the negative AV,
originates mainly from a rearrangement of the HB network
around the flavin chromophore, which results in an overall
contraction as shown by means of mutagenesis studies on
Cr-phot-LOV1 (36). In the relatively large PST-LOV and

PST-LOV sgr constructs, other conformational changes of

opposite sign might compensate for this HB rearrangement,
resulting in an overall small expansion. This hypothesis is
supported by a comparison of the results obtained with full-

length YtvA and the isolated YivA-LOV in that the value of

AV, is more negative in the latter system (19).

Phosphorylation assay

Systems like the PST-LOV protein presented here—com-

posed of input domains ready to detect a broad variety of

incoming stimuli, thereby activating its HK domain, which in
turn activates a signal-transducing RR protein (or protein
domain)—are well known and precisely characterized in many
other prokaryotic organisms (9). Whereas two-component
signal transduction systems are furnished with highly variable
input domains and also induce quite different physiological
responses, the central building blocks, i.e., the HK activity and
the RR (domain), show a remarkable sequential and structural
conservation. The central reaction step is the transfer of a
phosphate group, initially bound upon activation to a fully

conserved histidine of the receptor., 1o an aspartate residue of

the RR.

An analysis of this reaction with PST-LOV by addition of

ATP would result in a phosphorylated full-length protein
with no insight into the different steps. An attempt to dissect
this reaction would be possible by separating both protein
domains. This approach yielded the truncated LOV-HK
protein (46 kDa) and the RR domain (16 kDa) as indepen-
dently expressed proteins, as described above. For functional
studies, the full-length protein as also a C-terminally
truncated construct consisting only of the LOV domain
and the HK motif was subjected to light-dependent phos-
phorylation assays. The separately expressed RR protein,
added later in the course of the experiment, would allow us to
identify the essential phosphate transfer from HK to RR ina
separate experiment. In both full-length and C-terminally
truncated PST-LOV, radioactive phosphate is incorporated,
but in a much higher yield upon blue light irradiation than
under dark conditions (Fig. 5).

It should be taken into account that the very slow recovery
rate of the dark state impedes the reaction such that any
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FIGURE 5 Assay of phosphorylation activity of PST-LOV. Full-length
and C-terminally truncated protein were incubated with PPy ATP (see
Materials and Methods), either in the dark or upon blue light irradiation.
Aliquots were withdrawn at indicated time points and were separated on an
SDS-PAGE electrophoresis gel. The gels were then covered with foil and the
incorporated radioactivity was determined. (A) Full-length protein. From left
to tight: time course (0-20 min) of **P-phosphate incorporation under blue
light irradiation and in the dark. The time course of radioactivity
incorporation is shown below. The slight downward deviation of the data
point at 10 min might be due to an experimental (pipetting) error. (B)
C-terminally wuncated fragment containing solely the LOV and the HK
domains. This autoradiogram also shows phosphate transfer to the RR after
being added to the reaction mixture. Addition is indicated by an arrow. The
time course of phosphate incorporation {and phosphate transfer) is shown
below. Note that the final data point for the HK domain drops
instantaneously upon RR addition (solid friangle at 10 min).

scattering light accumulates in the lit state and thus mimics
apparent activity of the dark state. The reaction reaches a
plateau for both constructs within ~ 10 min, indicating that 1),
apparently the residual amount of illuminated sample is fully
phosphorylated and ii), the removal of the RR domain does

903

not impede the phosphorylation of the histidine residue in the
HK domain. Addition of the RR to the fully phosphorylated
LOV-HK fragment (Fig. 5 B, arrow) resulted in a practically
instantaneous phosphate transfer to the RR. The apparently
lower radioactivity in the samples of RR taken after very early
time points (2 and 3 min)is due to the experimental conditions
such that a large excess of the RR was added. The ongoing
incorporation of radioactivity into the RR, even after the HK
domain does not show any radioactivity, is due to **P-y-ATP,
which is still present in the reaction mixture that is rapidly
attached to the RR by the very active HK domain.

Implications from the P. syringae LOV protein for
the transduction mechanism of LOV proteins

The experiments demonstrate a blue light-driven, flavin-
bearing HK activity in prokaryotes, which thereby adds blue
light to the large number of stimuli that are recorded by this
bacterial two-component signal transduction system (41). A
similarly built sensory protein, carrying a photoactive yellow
protein (PYP)-domain has recently been described (42). The
different chromophore structure in both types of proteins
becomes immediately clear from an mspection of the
absorption spectra: broad and unstructured in the PYP-case
and fine structured for the flavin-protein.

A very similar reactivity was recently demonstrated for
red light activated bacterial phytochromes, also furnished
with an HK domain and a separate RR (26,43). These
findings show the modular setup for many bacterial systems,
where a broad variety of input signals induce an ensemble of
output responses, mediated by a highly conserved signal
processing mechanism.

The observation that W1 11 or a neighboring tyrosine (e.g.,
Y103} is probably in close vicinity to the RR domain implies
the direct interaction of RR with the light-responsive LOV
core. This agrees with the low resolution structure (4.2 A) of
ThKA from Thermotoga maritima, a PAS-HK kinase in
complex with its RR, i.e., a similar architecture to PST-LOV
(44) (the LOV domain is a PAS fold (45)). In this complex the
RR isin direct contact with both the HK and the PAS domain,
and it was suggested that RR not only acts as an efficient
phosphoryl carrier but also exerts a regulative role on the
PAS-sensing domain (e.g., by a feedback regulation of
sensing) (44). Itis also conceivable that the LOV core directly
interacts with the HK domain, given the enhancement of the
self-phosphorylation activity upon light-activation, again in
agreement with the structure of ThK A, The highly conserved
W11 and Y103 correspond to W103 and Y95 in YtvA (32)
and are localized on strand HB and Gf, respectively,
neighboring K105 in the GB-HB loop. K105 in tum is
involved in a salt bridge with E64, a feature of LOV domains
suggested to be important in light-to-signal transduction (7).
Molecular dynamics simulations suggest that light-induced
modifications of the E-K salt bridge are typical for LOV1
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activation and are triggered by achange in HBs between FMN
and N99 (corresponding to N110 in PST-LOV). Note that this
asparagine is directly adjacent to the conserved Trp (46). Con-
versely, LOV2 activation could be mostly related to confor-
mational changes in the HB-18 loop (46). This preferential
activation for LOV 1 and LOV2 via distinct pathways might
be related to their specific role within phototropins, with LOV
being necessary and sufficient to elicit the majority of light-
elicited phot responses and LOV1 probably playing a
regulatory role (47,48). In bacterial LOV proteins, the LOV
domain has intermediate characteristics between LOV 1 and
LOV2 (8), in agreement with the data presented here that
point both to a light triggered activation of the kinase activity
and to regulation via interactions with RR; this intermittent
function probably even indicates its ancestry to the LOV
proteins of eukaryotes.

Beyond the biochemical characterization presented here, a
question on the biological role of this protein remains. Such an
approach probably requires the generation of knockout
mutants and investigations on modified pathogenicity of such
constructs. A search of the locus of this gene (PSPTO_2896)
revealed several ORFs encoding signaling or DNA-regulat-
ing proteins which could be involved in signal transduction:
ORF 2901, DNA-binding protein; ORFs 2903, 2906, tran-
scriptional regulators: and ORF 2907, GGDEF domain/EAL
domain protein. However, no detailed investigation has yet
been performed.

CONCLUSION

The results presented here add blue light as a stimulus to the
large family of bacterial two-component signal transduction
systems. The data demonstrate a functional system, showing
light-regulated communication between the various domains
of this protein. The aspect of blue light regulation, employing
receplor structures in P. syringae very similar to those used by
plants, points to a putative role of the bacterial photoreceptors
in light-regulated host pathogen interactions, a research field
with a strong scientific and potentially economic impact. Yet,
only a few reports onthat topic are available, clearly demanding
much stronger research activity.

Nate added in proof: During the time this manuscript was being processed,
an exciting report from T. Swartz and co-workers showed that an LOV-
kinase regulates infectivity in the animal pathogen Brucella abortus. In the
same work they have characterized the kinase activity of a few other
bacterial LOV proteins (49).
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6.1 Cromatografia

La proteina PST-LOV, oggetto dello studio nell’articolo sopra riportato, non ¢ 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 I’His-tag), PST-LOVarr (dominio LOV e Histidine Kinase,
amminoacidi: 1-422 compreso I’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 pud 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 ¢ pari a 75064 kDa (1,22 x MWosr.Lov), PST-LOV arr
¢ pari a 62579 kDa (1,35 x MW psriovare) €d infine RR € pari a 16814 kDa (1,05 x MWxgg). Si
puo 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-LOVgr
assumono una conformazione leggermente oblunga; tali risultati appaiono in contrasto con

’attesa dimerizzazione della chinasi proteica.

1800
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Figura 6-1 Cromatografia di PST-LOV in nero, in rosso PST-LOV agr, 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 1’algoritmo di calcolo CCA. In tabella 6-1 sono riassunti i risultati
ottenuti, la percentuale di struttura secondaria ¢ stata trasformata in numero di amminoacidi.
Confrontando gli spettri al buio per la proteina intera e i domini separati si evince che la struttura
B di RR nella proteina intera si srotola a favore di a-elica e random coil quando tale dominio
viene espresso separatamente. La struttura della proteina intera, confrontata alle analisi di
consensus prediction appare piu ordinata di quanto ci si aspetti: la componente random coil
appare inferiore in favore di una maggior componente B—parallela e f—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 ¢ decisamente piu importante
per PST-LOV rispetto ai singoli domini, si assiste infatti ad una trasformazione nello stato di
luce da a-elica a struttura 3 (parallelo e antiparallelo), anche la componente turn appare inferiore
nello stato di luce. Nel costrutto PST-LOV s si assiste ad una variazione sensibilmente inferiore
in seguito ad illuminazione con luce blu, si puo 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-LOVre (domino LOV e His kinase), e per RR; la composizione in struttura secondaria ¢ stata tradotta in
numero di amminoacidi. L’analisi rappresenta la media di due preparazioni diverse.

PST- PST-LOV | PST-LOV PST- PST- PST- RR

LOV light dark-light | LOVgrr LOVarr | LOVagrr

dark dark light | dark-light
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 69 73 4 65 69 4 39
parallelo
beta 76 89 13 62 57 5 32
antiparallelo
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6.3 Modello

Lo studio su PST-LOV ¢ proseguito con I’applicazione di metodi computazionali per
I’elaborazione di un modello di proteina intera. In figura numero 6-2 sono presentati i domini

analizzati.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSENKTRVDNAATGDIQHQGKDIFFAAVETT
SRRKDAEEALRQAQKM

EALGQLTGGIAHDFNNLLQVMGGYIDLIGSAAEKPVIDVQRVORSVYHAKSAVERASTLTKQLLAFARKQKLOGRVLNLNGLVSIV
EPLIERTFGPEVAIETDLEPALKNCRIDPTQAEVALLNIFINARDALIGRENPKVFIETRNLLVDELANMSYDGLLPGRYVSIAVT
DNGIGMPASIRDRVMDPFFTTKEEGKGSGLGLSMVYGFAKQSGGAARIYTEEGVGTTLRLYFPVDEAGLTNTESPQASDRRLGSSE
RILIVEDRPDVAELAKMVLDDYGYVSEIVLNAREALKKFESGNMYDLLFTDLIMPGGMNGVMLAREVRRRYPKVKVLLTTGYAESS
IERTDIGGSEFDVVSKPCMPHDLARKVRQVLDGPNGIA

Figura 6-2 Sequenza di PST-LOV, in grassetto I’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 similarita 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 ¢ stato modellato su phy3-LOV2 da Adiantum Capillus-Veneris
(codice pdb 1G28). Il dominio HK ¢ stato modellato sulla porzione citoplasmatica di
un’histidine kinase da Thermotoga Maritima (codice pdb 2C2A). Il dominio RR ¢ stato
modellato sulla struttura cristallina di un regolatore di risposta da Streptococcus pneumoniae

(codice pdb 2A9P).

10 20 30 40 50 60
PST-LOV MPMIVTDPNRPDNPIIFSNRAFLEMTGYTAEEILGTNCRFLOGPDTDPAVVQSIRDATAQ
Phy3-LOV2 KSFVITDPRLPDNPIIFASDRFLELTEYTREEVLGNNCREFLQOGRGTDRKAVQLIRDAVKE
::***. *******:. ***:* * % **:**.******* .** .** ****:
70 80 90 100
PST-LOV RNDISAEIINYRKDGSSEFWNALFISPVYNDAGDLIYFFASQLDI
Phy3-LOV2 QRDVTVQVLNYTKGGRAFWNLFHLQVMRDENGDVQYFIGVQQEM
oK seakk ok _k skKkk s w ws Kk kke Kk e

10 20 30 40 50 60
PST-RR -ERILIVEDRPDVAELAKMVLDDYGYVSEIVLNAREALKKFESGNMYDLLFTDLIMPGGM
2A9P MKKILIVDDEKPISDIIKENMTKEGYEVVTAFNGREALEQFEAE-QPDIIILDLMLP-ET

e e kKKK ok e e e K. . * x ek KKK K e o kK. Koo s KKk e oKk

70 80 90 100 110 120
PST-RR NGVMLAREVRRRYPKVKVLLTTGYAESSIERTDIGGSEFDVVSKPCMPHDLARKVRQVLD
2A9P DGLEVAKTIR-KTSSVPILMLSAKDSEFDKVIGLELGADDYVTKPFSNRELQARVKALLR

ek e ke ek . kKo . . Kk ke koK ek ek e ek
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10 20 30 40 50 60

PST-LOVae —EALRQAQKMEALG------- QLTGGIAHDENNLLQVMGGYIDLIGSAAEKPVIDVQRVQ
2C2A MENVTESKELERLKRIDRMKTEFIANISHELRTPLTATKAYAETIYNSLG--ELDLSTLK
Kootk X A T R R S N
70 80 90 100 110 120
PST-LOVae RSVYHAKSAVERASTLTKQLLAFARKQK----LOGRVLNLNGLVS-IVEPLIERTFGPEV
2C2A EFLEVIIDQSNHLENLLNELLDFSRLERKSLQINREKVDLCDLVESAVNAIKEFASSHNV
LR oroER kR P
130 140 150 160 170 180
PST-LOVag AIETD-LEPALKNCRIDPTQAEVALLNIFINARDALIGRENPKVFIETRNLLVDELANMS
2C2 NVLFESNVPCPVEAYIDPTRIRQVLLNLLNNG VKYSKKDAPDKYVK---VILDEKD--G
: : . N HES HE .
190 200 210 220 230 240
PST-LOVss YDGLLPGRYVSIAVTDNGIGMPASIRDRVMDPFFTTKE----EGKGSGLGLSMVYGFAKQ
2C2A G-—=————- VLIIVEDNGIGIPDHAKDRIFEQFYRVDSSLTYEVPGTGLGLAITKEIVEL
* * * *****:* **::: . . * *:****::.
250 260 270
PST-LOVazg SGGAARIYTEEGVGTTLRLYFPVD-———=-—--——-—
2C2A HGGRIWVESEVGKGSREFFVWIPKDRAGEDNRQDN

* K e ek K ke e .. ek K

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 ¢ 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
¢ stata data alla predizione di zone proteiche interazione ottenuta con “PPIpred” e il “Robetta
server”. Il modello prescelto ¢ 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 ¢ stato creato un
loop. Infine si ¢ eseguita una minimizzazione energetica su tutta la struttura con “GROMOS”. Si

puo notare che anche in questo caso, come in YtvA, che la zona interessata alle interazioni sul

dominio LOV ¢ quella del foglietto f3.
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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-LOV agr .

Per completare il modello la struttura appena ottenuta ¢ 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, ¢ stato completato aggiungendo gli amminoacidi della zona linker,
mettendoli in coil come da predizione e minimizzando energeticamente 1’intero modello.
Nell’immagine sono evidenziati 1 possibili residui istidinici deputati al legame con fosfato e al
conseguente trasferimento al RR (vedi figura 6-5).

Il modello cosi ottenuto ¢ 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-LOVagr € 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 € indicata come componente 3 la somma di “beta antiparallelo” e “other-beta
parallelo”, mentre il “random coil” ¢ 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, 1 20 amminoacidi
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componenti 1I’His-tag sono stati indicati come random coil. I modelli di PST-LOV e PST-

LOV g mostrano un buon accordo con le analisi degli spettri CD, il modello di RR ¢ invece

quello che si discosta maggiormente con 1’analisi dello spettro CD, esso presenta infatti una

componente superiore di struttura alfa e random rispetto alle previsioni, a discapito di una minor

componente [3.

Tabella 6-2 Confronto fra 1’analisi degli spettri medi CD allo stato dark analizzati con 1’algoritmo di calcolo CCA e
la composizione in struttura secondaria prodotta dal modello da noi presentato per PST-LOV, PST-LOV e ¢ RR.

PST-LOV | PST-LOV PST- PST- RR RR
dark expected LOV rr LOVarr expected
CCA dark expected
alfa elica 199 188 124 124 42 52
beta strand 145 120 127 92 71 27
Random 210 246 171 206 28 62
coil

Figura 6-5 Nell’immagine il modello finale di PST-LOV, in
giallo il dominio LOV, in verde I’HK, in arancio il RR. In
rosa sono stati evidenziati i due residui istidinici dell’HK.

Come si puo notare il modello proposto ¢ in buon accordo con i risultati sperimentali secondo 1

quali il dominio RR si presenta in soluzione come monomero sferico, il dominio HK come

&9




monomero oblungo e la proteina intera anch’essa come monomero leggermente oblungo. Il
dominio LOV ¢ 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, ¢ 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 pud 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 I’indagine dei meccanismi di risposta e di trasduzione della luce. I risultati piu 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 ¢ potuto confrontare positivamente con la struttura
cristallina ottenuta successivamente dal gruppo di Keith Moffat [53]. Inoltre tali studi
hanno rivelato che il B-scaffold del LOV-core é coinvolto nelle interazioni intraproteiche
e, di conseguenza, partecipa verosimilmente alla comunicazione interdominio.

L’attestazione del legame di nucleotidi trifosfati (NTP) al dominio STAS di YtvA, e 1
cambiamenti conformazionali fotoindotti al sito di legame. Questi studi hanno rilevato
una importante funzionalita molecolare della proteina, oltre alla fotosensibilita, e
dimostrano una effettiva comunicazione interdominio LOV-STAS, questa volta di tipo
funzionale. Il B-scaffold del LOV-core si ¢ rivelato cruciale, come suggerito dagli studi
conformazionali di cui al punto a), in quanto la mutazione E105L sopprime la
trasmissione dei cambiamenti fotoindotti alla cavitd di legame per gli NTP. Dati pia
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 funzionalita
molecolare. Recentissimo ¢ il legame con studi di tipo fisiologico: YtvA ¢ un regolatore
positivo del fattore di trascrizione c°, attivitd che cresce significativamente quando i
batteri vengono esposti alla luce blu [55]. Le mutazioni E1I05L e D109L sopprimono la
dipendenza dalla luce di tale attivitd 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 1) confermano che il legame degli NTP ha
rilevanza fisiologica; ii) svelano che la comunicazione interdominio LOV-STAS ¢

indispensabile per gli effetti fotoindotti osservati in vivo; iii) identificano il ruolo del

91



dominio STAS come effettore o come switch secondario nel processo di trasduzione del
segnale; 1iv) confermano il ruolo cruciale del B-scaffold del LOV-core nella
fotoattivazione di YtvA.

c. La dimostrazione dell’attivita 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, giad evidenziato negli organismi
superiori. Similmente, anche nelle fototropine di piante 1’attivitd chinasica di
autofosforilazione € accentuata dall’illuminazione. Dati recenti dimostrano che 1'attivita
chinasica fotoregolata delle proteine LOV batteriche ¢ legata a risposte fisiologiche, quali
l'infettivita e 1’adesione cellulare [19, 20]. Poiché Pseudomonas syringae € un importante
patogeno vegetale, ¢ 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 piu incompleto allo stato attuale ¢ quello che riguarda la
modellizzazione strutturale per la proteina intera, sia per YtvA che per PST-LOV. Non ¢ stato
infatti finora possibile ottenere un risultato che ben si accordasse a tutte le informazioni relative
al punti critici per la funzionalita e la struttura stessa. In particolare per YtvA, che ¢ stata la
proteina piu approfonditamente studiata da questo punto di vista, probabilmente manca una
similarita 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 I’analisi eseguita sul legame degli NTP, analizzato con modelli
computazionali va ad inserirsi in questo contesto, € non risulta quindi particolarmente

significativa ed attendibile.

Gli studi realizzati durante questi anni di attivita 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 € rivelato particolarmente produttivo per

I’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 ¢ facilmente
identificabile con esperimenti di autoradiogrammi utilizzando ATP radioattivo. Una volta
focalizzata 1’attenzione sulle zone d’interesse per la trasmissione del segnale sarebbe interessante
confrontare le risposte in proteine diverse, per indagare la similarita e le differenze di
trasmissione del segnale in proteine LOV differenti, sostanzialmente verificandone la modularita.
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 pud
propagarsi il segnale. E’verosimile quindi che le proteine LOV possano esibire 1'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 cid0 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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