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Titolo del programma:

	Caratterizzazione strutturale di emoproteine da organismi antartici mediante spettroscopia UV-VIS ad alta pressione


Attività svolta
	L’obiettivo generale di questo progetto, in collaborazione con il gruppo del Prof. G. Hui Bon Hoa e del Prof. M. Marden dell’INSERM di Parigi, è contribuire allo studio degli adattamenti molecolari, attraverso una caratterizzazione chimico fisica, di proteine presenti in organismi di origine antartica. 

Le emoglobine (Hb), sono un modello ideale per studiare i processi evolutivi e degli adattamenti fisiologici in risposta ai cambiamenti climatici attraverso la correlazione tra struttura e funzione e la molteplicità di funzioni. Le acque antartiche sono caratterizzate da una elevata concentrazione di ossigeno dovuta alla sua aumentata solubilità a bassa temperatura. Di conseguenza, gli organismi marini che vivono in questo ambiente estremo devono essere in grado di fronteggiare alti livelli di specie reattive dell’ossigeno.

La scoperta del gene della neuroglobina (Ngb) nel cervello dei pesci antartici a sangue rosso e nel cervello di almeno 13 delle 16 specie di “icefish” (Cheng et al., 2009a, b) ha importanti implicazioni nella conoscenza sulla funzione svolta da questa proteina. La Ngb lega l’ossigeno con alta affinità ed è espressa prevalentemente nelle cellule nervose giocando un ruolo neuroprotettivo durante lo stress da ipossia (Sun et al., 2001, 2003). Sebbene siano stati suggeriti anche altri ruoli, il ruolo fisiologico della Ngb non è stato completamente chiarito.
Recente è anche la scoperta nei batteri di una nuova famiglia di emoproteine monomeriche, 2/2 Hb, la cui alta affinità per l’ossigeno suggerisce un ruolo preferenziale di “scavenger” piuttosto che di trasportatore. 
Nel genoma del batterio antartico Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125 (PhTAC125), sono stati identificati tre geni che codificano tre 2/2 Hb (Giordano et al., 2007). La prima di queste emoglobine ad essere studiata è stata la 2/2Hb di gruppo II (2/2HbO) codificata dal gene PSHAa0030 (Giordano et al., 2007).
Nell’ambito della Short-Term Mobility 2010, traendo vantaggio dalla esperienza e dalle specifiche competenze del Prof. G. Hui Bon Hoa, l’attività di ricerca svolta all’INSERM di Parigi, ha perseguito il seguente obiettivo: caratterizzazione strutturale e funzionale della 2/2HbO del batterio antartico PhTAC125 e delle neuroglobine da pesci antartici, in particolare della Ngb da Dissostichus mawsoni, specie antartica a sangue rosso, e della Ngb da Chaenocephalus aceratus, icefish, il cui sangue è privo di globuli rossi e di Hb attraverso tecniche di alta pressione statica ed alta pressione associata alla laser flash fotolisi.
L’alta pressione è un interessante parametro per lo studio della dinamica e la stabilità delle proteine. Gli effetti della pressione sulle proteine influenzano infatti i loro parametri energetici ((G°) e volumetrici ((V°). Dal momento che le Hb sono caratterizzate da un caratteristico assorbimento nell regione UV e visibile, ci siamo concentrati in un primo momento su studi di alta pressione attraverso spettroscopia ottica. Ogni spettro è stato registrato ogni 50 MPa, in un intervallo di pressione da 0.1 MPa a 600 MPa. 
Per la 2/2HbO è stata studiata la barostabilità in funzione del pH nelle differenti forme “redox” dell’eme, registrando gli spettri alle diverse pressioni. 2/2HbO è un buon esempio per la visualizzazione degli effetti della pressione sullo stato di coordinazione del ferro eminico, essendo parzialmente esacoordinata sia nella forma ferrica che nella forma ferrosa, e, in particolare, nello stato ferrico presenta diversi stati esacoordinati. All’aumentare della pressione infatti aumenta la frazione di esacoordinazione. Non osserviamo questo aumento ad esempio nelle neuroglobine, in quanto già esacoordinate al 99% ad 1 atm. Gli effetti della pressione sulle Ngb da pesci antartici sono totalmente reversibili a 600 MPa, mentre per la 2/2HbO abbiamo osservato la reversibilità solo a pH 8.5 per la forma ferrica, ferrosa e per la forma legata al monossido di carbonio (CO) (circa il 99,91%), mostrando quindi anche una elevata dipendenza da pH. Altre proteine come ad esempio le diverse catene dell’ Hb umana, o del citocromo P450, non mostrano cambiamenti reversibili rispetto alla pressione.
Inoltre le tecniche di alta pressione e laser flash fotolisi sono state combinate per studiare le cinetiche di legame sia per le Ngb da pesci antartici che per la 2/2HbO. L’alta pressione determina in generale per le Hb esacoordinate un miglioramento complessivo della affinità rispetto al sesto ligando interno e le perturbazioni cinetiche indotte dalla pressione consentono meglio di descrivere la traiettoria del ligando nella matrice proteica. Le emoglobine studiate mostrano una perdita di oltre un fattore 100 nella ampiezza della fase di rebinding bimolecolare dopo la fotodissociazione. L’ alta pressione infatti chiude in modo efficiente i canali di migrazione delle proteine, diminuendo la velocità di migrazione del ligando verso l’esterno (Hamdane et al., 2005). 
In questo studio abbiamo dimostrato che l’ alta pressione è importante nel controllo del grado di esacoordinazione delle proteine dell’eme e di conseguenza anche delle rispettive proprietà funzionali in presenza di ligandi esogeni. 

I risultati ottenuti saranno confrontati con quelli di altre emoproteine di organismi temperati al fine di determinare aspetti funzionali comuni e specifici di queste emoproteine di origine antartica. Spesso, infatti, le proteine adattate al freddo differiscono dalle corrispondenti mesofile per poche caratteristiche strutturali e per variazioni di sequenza relativamente modeste in regioni funzionali, che determinano un’aumentata flessibilità locale.
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