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La biologia strutturale,
una chiave di lettura molecolare dei fenomeni vitali =

L sradizione vuole che, nella inaugurazione di un Anno Accademico, uno dei
punt centrali sin 1a « prolusiones, una leziane pitt o mena solenne nells quale il
G della comunith aceademiea espone 11 proprio programma di
inscgnamcnto. Ma il termine prolusione deriva dal latino <proludeses
:l;cswuﬂr.‘n dare Favvio al discorso o al cantos & una porcls composta nella quale
& facile riconescere «huderew, Dinque un gioco, che in antico voleva dire pure
ok, ppeescniazions tcuals s che ssune siglfica pardeotar, dal aludendo
disciturs della pedagogia al linguapgio mitematico, floscfico, psicologico. Del
resto, Aristoele pesseggando inscgnass anche fisics ¢ scinze patusal ed ull fine
del dhiscorso noi stcsst seopri i giochi di ri ‘molecale
che nie permettono I one & IlnLllu lgin dell'attiviti biok
Ci introduciama cosi alla conescenza della biologia strutturale, wna discipling
che diventa occasione d'incontro fra cultori di varie discipline, spinti dalla curiosit
di convscere problemi di un certo respiro anche se lontani dal loro campe di stdi,
pmumq che, per Vapprofondimento della connscenza stessa, richiedono la parte-
Ui o ppee diveise
La biologia strutturale & una scienza giovane, ina gib ricea di risultari impensa-
bili fino @ pochi anni f, resi possibili dalla disponibilita di mezodologie sperimea.
i e di calcolo sempre pii sofisticate. Si pud farla nascere nel 1953 con larticolo
in cui Watson ¢ Crick proposevano la strurira a doppia chica del DNA. Quesia
strurtura dalla sempliciti mcraviglioss, basata sull sccoppiamento specifico fra le
basi azotare del DNA, fu descritta in poco pilt di una paginesia, come spesso &
accaduto per le grandi scoperte. Larticolo di Watson ¢ Crick termina con un'affer-
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ico dell'understatement anglosussone: snon e & sfiuggito che
T'aceoppiamento specifico da ol postulato suggerisce un possibile mecoanisma per
il materiale geneticos,

Poco dope, alla fine degh ansi cinquanta, Je prime strurture: tridimensionali di
proteine, le stnuure dells mioglobina e dell'emoglobing risolie da Kendiew ¢ Perutz,
diedero una conferma che il ruolo della biologia struturale sid quello di fornire una
chiave di lettura a livello molecolare dei fenomeni bislogici. Esse permisers infari di
comprendete | Imeccanisoi con cul l'essigene molecolure viene legato dall'emogla-
bina a livello dei polmoni, trasporato ai tessuti ¢ B rilsscino alla micglobina che lo
imimagazzina pronta & cedkrko perché venga uiilizato per Il metabolismo,

Come premessa aecessana al nostro discorso pud esserc opparuno un ccno allc
metodalogic che permciono di determinare b posizions nello spazio. di tutt gl seemi
che compongono macromolecole complesse come il DNA ¢ le proteine of ai principi
s cui sono basate, Ancara ogai la gran pare delle strutture viene decerminata
eedianze la diffrazione dei raggi X non tanto da parte di fibre, come fecero Crick ¢
Wiatson, ma sopratmitto da parte di cristalli, come focero Kendrew ¢ Perutz. 11 pringi-
i & semplice: il passaggio dei g X attraverso v siruthurs regolare. proveca un
fenomeno ¢ diffraziane; pertunto la radiarione disperss dayl elementi petitivi delln
sruttura mostra un rafforzaments nclle direzion in cui ke onde sona in fise, mentre
i ullata pec interfecenzs nelle dinezioni in cu le onde sono fuor fase. Vengono
impicgati | raggi X, che hanno una lungheze d'oada dello ssesso ordine di granderza
dei legami covalenti, peeché, per otenere un quadro di diffrazione nitido, & necessario
che lunghezza d'onda della uiaione s ur oy i breve delaspacintrs egolare
fra gl leaneai della strutcur. Uintensith i owni mssiono di difrazione vieve po i
lizzata per ficostruire matenaticanents 'imamagine tridimensionale dells sumura del
‘cristallo tenendo conto della regola che piceols: spaziature nella struttura corrispon
dono a grosse spariarure nel quadro di diffeazione, e viceversa.

Nl eristallo peraltro le molecole di protcine o di acidi nucleic vengono pu il
dire fissare in un'unica conformazione dalle forze del reticolo eristallino. Anche s gli
atomi possono 4postarsd intorna alla loso posizione media, ke molecole perdano b4
mobilita strutturale che penmetie bora ko svolgimento della funzione biologic. Noa
sorprende quind che in questi uliimi anni gh sforzi di moli ricereatori siano stati
tivolti proprio alla siluppo di nuove strategie per lo studio. degli aspersi dinamici
della strurmiea ¢ della loro correlazione con s funzione. Ad escmpio, da circa
vent'ann et macromalecok: relativamente piceole, ciok con pesi molecolari intorno
2 20000 Dhalton, & possibile determinare la struttura non nel cristallo ma in solwzione
mediante la risanunzn magnetica nucleare bidimensionale che fomisee la distanza fra
provoni spevifc delle macromolecole quando questa siainferore  ciro 0.5 oo

Vorrei non soffermanmi cltre sugli sspewi meradologict, ma tomare alls mic-
slobian al lla' Sioglalbiim ¢ Eseubtye 1& Gutieritiche sratturdi che resdobs I
mioglobina adutta al deposito dell'ossigena e emoglabina al suo tmsporta, Nella
mioglobira < nella emoglobina, rispettivamente un manomicro & un tetramero for.
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mato da due carene @ ¢ duc carenc B, ture le catence polipeptidiche hanno
struttua tridimensionale simile, che forma una tasca in cui & contenuo il gruppo
eme: al centro dell'eme un atomo di ferro cui si kega reversibilmente Uosdigeno
(Fig. 1. Laffinith pes Fossigeno peraliro & molto diversa nelle due proteine, perché
diversi sono i requisiti che devono possedere una prosein di deposite ¢ una di tre
spono. Quest'ultima in panicolare deve svolgere un compito sofisticata; deve
essere in grado oi begare Lossigeno alle presiont. parziali tipiche del polimon (cira
100 mm Hg) ¢ di cedeme successivamente una frazione apprezzabile ai tesau
dove In pressione parziale del gas & minore (circa 30 mm Hig). La proceina di depo-
sita invece ha un compita pits semplice, deve solo essere satura di ossigens alle
basse presioni pargiali dei tessuti. Gli organismi peraliro hanno anche un'alten
pecessitd, quella di afontanare anidride carbonica prodoss dil metabolismo.

Questi- problemi sono stati risolti brillantemente dalla natusa, come ippare
dall'analic delle curve di legame dell'ossigena della mioglobina ¢ dell’'emoglobina
{Fig 2). La mioglobing ha alta affiniti per Iossigeno ¢ quindi ne & satura anche alle
pressioni parziali caranteristiche dei ressuti. Lemoglobina invece & satur di
csigeno alle pression pariali del sangue anetioso, ma alls pressione di cssigenc
ek sangue venoso ha unia affiniti. pes il gas molto infesiore o quella della mioglo-
‘binm ¢ uiridi o rilascin. Defficiensa del tresporto & sumentata dall’andimento sig:
moide della curva di saturazione: a basse concentraziond di essigeno I'emoglobina
legea Possigeno debolmente, mentre, via via che aumenta Fossigeno legato, anche 'ad
linill e ad indicare che | quattzo gruppi eme che legano T ossigeno interagi-
in modor che if legane dei primi aumenta affinith per Nossigeno

.&.\. -[m Questi fenomeni ‘crano: noti ai fsiologi fin dai primi anni del secolo.
Christinn: Bobr ¢ Haldune, in panticolare, svevano notato unche uhire propricss del
Vemoglobina, impostantissime per Forganismo: a livello dei tossut, protani ¢ ani
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Fii. 2. Curva i ossigenazione della mioglobina ¢

dride carbonica, prodtii dal metabolisma cellulare, {avoriscona il ilascio dellossi
il legame dell'ossigeno favorisce il
rilascio dei protani ¢ quello dell'anidride carbonica e quindi if suo allontanamento.
La base strutturale di tutti questi fenomeni ¢ stata individuata da Perwz; egli
esservd che nei eriswlli di emoglobing assigenata ¢ desossigenata cambiano i rap-
porti spaziali fra le catene polipepudiche, cambia ciok la cosiddetta strutura qua-
ternaria. Quando si lega Lossigeno, il dimero detto o, ruota e scivola rispeito
all'altro in modo du portare le catene [ pis vicine fra loro (Fig. 3). La molecola di
emoglubina quindi & dotats di due possibili strutiure quatemarie, una carateristica
della forma desossigenata ¢ Valtra favorita nella forma ossigenata. La strustur ossi-
enata pessiode una pid alta affinith per Nossigeno od & ln sransizione a questo sato
che spicga la cooperativit del legame. Lo scivolamento delle subuniti fa 51 che
vengano rotti aleunt legami critici fra le subunita a fivello dellinterfaceia detta oy,
¢ che diminuisca sia Laffnita per i protoni di sleuni residus amminoacidict sia

le propriess fisiologiche dell'cmoglobina in buse alla
varlazione strutturale complessiva prodota dal legame dell'vssigeno, Perutz ha pro-
posto, alla fine degli anni sessanta, un meccanisme sercechimico per spicgare come
Venengia del legame dellossigenc possa venire trasmessa dil ferro dell'eme alle inter
facce fra le subunita per produrre fa transizione molecolare dalla struttura desossi-
genata a quella ossigenata, Nellemoglobina umana infatti | gruppi cme sono rivoli
verso il solvente, lontani fra loso ¢ dalle nterfacee fra le subunitd (Fig. 1)




SIS g
3. Dhmeso aj, dellemoglobing umans ocllo stato il o

Fig. desossgenate.
Scrione a Incllo dl grupye cac della caters B ¢, in basio, rappresenusione schersatic dedle i
foreze nei contare fra  duc movowmeri

1 meccanismo i Peruiz prevede che possano presentare cooperativih el
Jegame dell ossigeno selo le emoglobine che possegpone due requisii: essere tetea-
metiche ed essere formate da due catene polipeptidiche i Us depin i
cecerioni fine alla scoperia di un’emoglobina che lega L'ossigeno in maniera coope-
rativa, pur exsendo dimericn e non tetmmerica ¢ formata da due catene non diver-
se. ma ideatiche. Questa emoglobina particolare, che ho avuro la fortuna di st
diare con il mio gruppo, provieae da un mollusco bivalve, la Seapharca inapurmal
vis, originario del Pacifica ¢ che si & insediato nell Adriatico negli anni 70. E stato
subito chisto che 'insolita presenza di cooperativiti in un omodimers dovesse
avere come base strutturale un assemblaggio delle subuniti diverso du quello delle
emoglobine tetrameriche dei vertebrati, Infatti |a struttura ai raggi X ba tivelato che
nel dimero di Scapharca i gruppi eme sano praticamente a contat a livello dellin-
texfiaccia fra e subunith (Fig. 1) ¢ che ossigenazione non provoca grosse variazioni
nella strururn quarernaria come nell'emoglobina umana, ma variazoni serutturali,
limitate alla tasea dell'eme, che lisciano inalterati i rapports spaziali fra le subunith
stesse. Proprio per questa ragione, Uaffinitd per Lossigeno dell‘emoplabina dimerica
di Scupharca non & sensibile  variazioni della composizione del mezzo; & una mac
china molecolare molto piin semplice dell'emoglobina dei verebrati, troppa sem
plice per soddisare le loro complesse esigenze fisiologiche.

Le strutiure cristallografiche delle mioglabine ed cmoglobin sppens descmlr
non rivelano peraliro come Possigeno entri ed esca dalla tasea in cui & legaro if
gruppo eme che. quinde vengano rappresenta futti gl atomi, appare circondate
dalla proteira. i & persa dunque linformazione sulla dinamica molecolare, sulls
mobilita della smumura che & legata intimamente alls funzione. Movimenti molto
capidi deyli amminoacidi nells tasca dell'eme, che permettono e controllane T'ac-
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cosso ¢ In fuoriuscita dell'ossigeno, sono predetti da studi teorici di simulazione al
caleolatore ¢ possono anche exsere messi in evidenza can esperimen
capida. con misure che si spingono nellambito dei nano- < dei picosecondi. Un
rolo importante hanno ad esempio le futtuiont dellistidin distale che permer-
tono la fusruscita dell'ossigeno. Tn questa contesto non posso non ricordare alcuni
esperimenti pionicristici di diffrazione ai ragel X esepuiti dal gruppo i Keith
Moffat wilizzando luce di sincrotzone pulsata. Sfruttando la propricti: del monos-
sido di carbonio di essere facilmente forodissociabile, ne & stato seguito il percorso
] dopo averlo fotolizzato dircttamente in un cristallo di mioglo-
pioneristic, con una risohizione temporale dell'ordine dei nano-
secondi, rrrw.uww-uwhnlc fino a pochi anni fa.
Un'altra sfida affrontara dai crisullograli con succcssa erescente & rappresen-
S ik chmiop ko 3 st g p R, it o e
aigani oppure da complessi di proteine diverse o di proseine con acidi nucleici. La
festitins, I proteins ubiquitaria di deposito del ferto, che ba I stessa struttura nei
barteri, nelle piante, fine all'nomo & un escmpio di protcina complessa, Ventiquatiro
subunita, ognuna di dimensioni paragonabili s quelle della mioglobina, formano uma
sfera enva (Fig. 4) che permente di immugazzinare fin o 4500 atomi di ferro, impe-
dendo cos o questo metallo, indispensable per e le forme ci vita, di formare
prectpitar di idrossido ferrico ¢ di pariecipare a reasioni che producona radicali
estremumente tossici Come tuste le strutture complesse, quelln dela ferritina & carst-
terizzata dia diversi clemcnri di simmetria, assl di simmetria binaria, termaria, quatcr-
i le subunita formano dei canali che
scio proteico, a scconda dele necessith
dell'organismo, La strotuza della ferritina si adatta quindi perfettamente al ruolo
della proseina nel metabolismo del ferro. Non somprende pertunto che durame l'e-
velurione ne sia stata conservata Varchitettura euratieristics a 24 sub.
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Come rutte e regole, anche questa ha un'eccezione: |'abbiamo scoperta, ancora
i volta oon wna certa dose di forruna, suudiando la ferriting di Lierss dnnocud, un
btterio Gram-pasitiva. Del resto, dicono i tedeschi, per fare ricerca servang tre G
Gliick (fortuns appunto) Geduld (pazicnza) © Geld (denaro)! 1l guscio protcico di
Guesta ferriting insoliva & costituito da solé 12 ¢ non da 24 subunita (Fig. 4). Sono
persliro conservati i canali con simmeteia tesaria che jremmctiono lingsesso del ferro
allinterno del guscio proteico. Uno degi sspeat pilt intrigant di questa ricerca & che
la struttura della molecola, sia in termini di architctrura che di sequenz amminosci-
dica delle subunish, somiglia a quella delle proteine Dps (DNA binding protcins from
atarved cells), una famighia di proteine espeesse dai battert in condizioni di siness
nutrizionale ¢ ossidarivo, che legano il DNA in manieca aspecifica, ciné: senza specifi-
citi per una deteeminata sequenza di bast azotate: Sono stati g individuati aleuni

degi ch li che rend roteina capace d ferro e Fal-
s di legare il DNA; una ricerca che si prospenta affascinante anche per le implica
ani in termini dell'eveluziene di nueve funzioni biologiche nelle proteine.

Le proteine Dps legano if DNA in manicrs aspecifica. Pii interessanti per il
tema di eggi sona invece le proscine che interagiscona con il DNA in maniera spe-
cifica, che riconoscone cio sequenze determinare delle basi szosare lungo la doppia
clica. Le proteine che possicdono questa proprieta sono dette ‘regolatrici’ in
quanta permetiona ad esemjia |3 replicarione ¢ la trascrizione del DNA ¢ regoluno
Fanivith dei geon, selezionando quelli che devono esscre truscritt in proteine o
quelli che devono rimanere inartivi. Per comprendere in che modo si svolgono
queste funzioni cosi importanti per l vita, ma estremamente complesse, la biologi
strutturale si & combinata in maniera molto efficace con la penctica molecolare

Bisogna titornare quindi alla doppia elica di Crick ¢ Warson pez capirc come,
almeno in teoria, potrebbero essere riconasciune sequenze specifiche delle basi azo
tate. 1 margini delle basi, che presentano gli accoppiamenti adenina - imina, gua
nina - citosing, son esposti al solvente sul fondo sia del solco maggiore che del
soleo minore della doppia elica. Essi presentano atomi di ossipeno € di azoto, in
posizioni diverse nelle diverse coppie (Fig, 5), che possono formare legami idro
Eeno con residhui smminoacidici i proteine, come aceettori o come donaton, Pus-
stamo dise quindi che 4 ogni coppin di basi corrispoade un ‘codice di riconosci-
mento specifica’ basato sul susscpuirsi di somi in grado di accettare o donare
legami idrogeno, un codice che in linea di principio pub exsere leo dirctiamente
da proteine che si leghino ol soleo maggiore el DNA. Per conferire specificita
all'interazione vengono usati i legami idropeno perché somo gh unici fra 1 legami
deboly ad essere altamente direzionali.

E stato emogzionamte vedere confirmate queste idee da un numero sempre cre-
scente di strumure risoke negli ultimi 13 anni, e scoprire che proteine che svolgono
I stessa funzone in organismi molta diversi usano gl stessi motivi strutturali per
riconoscere il DNA ¢ legarsi ad esso, Fardy solo un esempior il motivo sintiurake
noto come elica-ansa-clica prosente in proteine che attivana o reprimeno Fespres-




Fig. 3. Ruppresentasiane della doppis clicx del DNA ¢ del ‘codice d ricanoscimaento’ delle coppie
di basi azoisce adenimasimina, A-T, ¢ ciesina guanina, UG, da parte delle proveine, Sorw inhicati
o livello del selo maggiore )0 seiar ) ep

loto, dispesizione. divers per o coppes di bas, ¢ peemets i oomoscimcnto

sione genica dai batteri fino all'vomo. Nel repressore om del fago lambada, una delle
due eliche; quella di Ficonoscimento, forma legami idrogeno specifici-con le basi
del DNA nel solco maggiore; V'altrs clica, di posizionamento, si adagia lungo I
DNA. Lo stesso motive elica-ansa-clica si ritrova nelle proteine di insetti ¢ verte
Wl e tmbigin botpaites prlicalics detic, vrssationiis: e che - leganoal
DNA per controllare i processi di diffcrenziamento cellulare.

Vorrei finirc con un accenno alle ricerche di biologia strurrurale che hanno
chiarito uno dei misteri dell'immunalogia, cioé come wn linfocita T del sistema im-
munitario fesca « distinguere Go che «d proprios da cid che %non & propriow, che
& estraneo all'organismo stesso € v :lmru“n Le cellule T sono. n\:cu:sunc perché
i wnticorpi solubili, lc & il secondo sistema di di
sostanze estrance del nestro organisme, sono efficaci contro
celluliri, ma danna scarsa. protesione verso agenti
virus e i micobatteri, Le eellule T eliotossiche (eellule T killer) hanno sulla men-
rann recettori che esaminano. continuamente Lo superficie di e le cellule ed
identificanc z(udbt che mostrano marcator strune ¢ che petanto vanso uccise. 11
‘meccunisino, che si pud chiumare ‘taghia ¢ cspani’ & inegnoso: quasi tutie ke cellule
dei vertebrati espongone sulla superficic un campione di pept
digestione di proteine presenti nel citosol; questi peptidi sano legats a proteine inte-
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grali di membrana dette MHC (major histocompaiibility comples) di classe 1 Pep-
vidi estranci, ad esempio peptidi virall, legati # queste proseine segnalane che una
cellula & infettata & la marcano affinché venga veeisa dalle cellule T killer. La cellula
T killer rilascia infatti una proteina — la pecfosing — che forma pori nells mem.

brana della cellufa inferts, provocande la fuoriuscita di foni e quindi la more
della cellula. Riuscire a capire come il recettore della cellula T riesca a riconascere
contemporaneamente la molecols MHC ¢ Nantigenc virale ¢ considerato il
dellimmunologia, Nel 1987 & state fatto il primo passa; venne pubblicata da Don
Wiley ¢ collaboratori un’immagine ormai fimesa in cui si vede il pepride viralc ada-
ginrsi in un soleo profondo della molccola MHC, dove il peptide rimane legato
senacemente perché tutte e sue idiche i adattano

piceoli incavi del solco (Fig. 6). Questa immagine piis di mille parole spiega ,m.m
1 peptide virale ricsca a imanere artaceato per giomi alla superficie della cellula
infiettata senza lasciarls mai; se cosi faccsse sarchbe L fine della risposta
rin, Per il passo successive, per comprendere come il recettore dela ecllula T i
niosca il complesso fra peptide virle ¢ molecols MHC
sari 2 Don Wiley ¢ collsboratori ben nove ansi. Il risulrato & spettacolare, La st
tuira del complesso fra tunti ¢ tre ghi awori di questo complicuto gioco di riconesci
menti mostra che il recentore interagisce, mediante anse & composizione am
cidica variabile, sia con il peptide virale, seppellendolo quasi, sia con la m
MHC. E interessante che la struttura tridimensionale della purte della molecola
implicata nell'interazione sia nei recettori delle cellule T che nelle molecale MHC
¢ia simike a quella delle immunaglobuline, i anticorpi solubil, ad indicare la gene.
raliti dei principi di riconascimento in ttte le molecole del nostro sistema immu-
nitasio ed uns probabile origine evolusiva comune. Sono gid molte Jc applicarion

munita-

~
peplide

Fig. 6. Strutturs del complesso fra una molecols MH. & elasse | ed un pepride vicale
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di vaccini virali alla

di queste ricerche in campo biomedico: vanno dalla p
comprensione dei meccanismi di rigetto nei trapianti

Tn conchusion, la biologia struttorale, grazie alle molteplici interfacee con
discipline che spaziano dalla biochimica alla fisiologia, dallimmunologia alla gene-
tica molecolare. alla patologia, di una chiave di kstura armai indispensabile per ln
conascenza del fenoment vital




