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Abstract — Intrinsically disordered proteins are an abundant class of polymers
formed by Proteins or protein segments that are capable to accumulate well-defined
structures in their free states under native-like conditions. Such proteins are extremely
abundant in protein—protein interaction modules, where their disorder apparently
gives several advantages extending their binding properties and repertoires. To fully
understand how protein disorder contributes to protein—protein interactions it is crit-
ical to describe in detail the mechanism(s) of interactions. However, elucidating mech-
anisms in protein—protein interactions is usually very challenging. In this paper, I dis-
cuss how kinetics in combination with protein engineering and structural information
can be used to unveil the details of reaction mechanisms involving intrinsically dis-
oredered proteins.
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Uno dei concetti piti intuitivi, universalmente associato a qualsiasi strumen-
to pratico, ¢ che la forma determina la funzione. Di conseguenza, i fondamenti
della nostra comprensione del meccanismo mediante il quale le macromoleco-
le esercitano i loro ruoli si basano sul dogma struttura-funzione. Date queste
premesse, non sorprende che la scoperta che una grande frazione del proteo-
ma sia essenzialmente disordinata abbia rivoluzionato la nostra visione della
scienza delle proteine [1-6]. Infatti, mentre queste proteine mancano di uno
stato ordinato in condizioni fisiologiche, sono tuttavia pienamente funzionali e
spesso critiche per la vita cellulare.

Quando si confrontano proteine ordinate e disordinate, un problema di in-
teresse sta nel capire se I'eterogeneita conformazionale di queste ultime confe-
risce loro un valore potenziale. Infatti, sebbene sia chiaro che un sistema disor-
dinato ¢ intrinsecamente pitt malleabile e, quindi, pit incline ad adattarsi alle
mutevoli condizioni di vita [7-9], la nostra conoscenza delle proteine intrinse-
camente disordinate (IDP) non consente ancora di comprenderne a pieno le
eventuali potenzialitd. In questo contesto, gli studi meccanicistici sono di par-
ticolare importanza [10-21]. Infatti, studiando i meccanismi con cui le protei-
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ne disordinate riconoscono i loro partner, potrebbe es-
sere possibile evidenziare il ruolo specifico nella loro
funzione.

Le proteine intrinsecamente disordinate (IDP) sono
una classe di proteine che esercitano la loro funzione no-
nostante la mancanza di una struttura tridimensionale
ben definita, che a volte si ottiene solo legandosi ai loro
ligandi naturali. Questa caratteristica implica che il ri-
piegamento sia generalmente associato a un evento di le-
game, una problematica che rappresenta una sfida inte-
ressante per gli studi cinetici. In questa breve rassegna,
ricapitolo alcuni dei piti importanti risultati dei mecca-
nismi di ripiegamento indotti dal legame delle IDP otte-
nuti analizzando la loro cinetica di legame. Inoltre, con-
centrandomi sull’interazione tra la proteina NTAIL del
virus del morbillo, un IDP prototipo, e il suo partner fi-
siologico, il dominio X, ricapitolerd i principali approcci
teorici e sperimentali utilizzati per descrivere il ripiega-
mento indotto dal legame.

In questa rassegna, descriveremo alcuni dei principa-
li risultati di cinetica di riconoscimento mediata dagli
IDP. In particolare, ricapitoleremo dapprima alcune
delle piti importanti osservazioni che sono state osserva-
te su diversi sistemi proteici. Quindi, ci concentreremo
sull’interazione tra le proteine virali NTAIL e XD da
Morbillo, che hanno rappresentato 'oggetto del lavoro
diretto del mio laboratorio di ricerca, nel tentativo di in-
dividuare le caratteristiche peculiari di questa specifica
interazione e la sua importanza.

La cooperativita nel riconoscimento proteina-proteina me-
diata da IDP

La comprensione del meccanismo di una data reazio-
ne richiede la dissezione di ogni singola fase e la sua suc-
cessiva caratterizzazione. Di conseguenza, il modo classi-
co per comprendere la cinetica di una reazione chimica
&: primo, proporre lo schema cinetico pitt semplice che
descriva I'evoluzione temporale osservata di una data
reazione; secondo, perturbare le condizioni sperimentali
e / o la composizione chimica dei reagenti monitorando
gli effetti della perturbazione su ogni singolo evento mi-
surabile [22]. Un importante prerequisito per questo ap-
proccio risiede nella disponibilita di un metodo ottico ef-
ficiente per monitorare la reazione di interesse.

1l meccanismo di riconoscimento delle IDP general-
mente coinvolge almeno una fase di interazione ed una
fase di ripiegamento [10, 23]. Tuttavia, questi passaggi
possono portare a un complesso strutturalmente etero-
geneo, che esplora diverse conformazioni alternative ed

¢ quindi indicato con il termine inglese “fuzzy” o morbi-
do [7-9]. A causa di questa complessita, ne consegue che
lo schema cinetico minimo per comprendere il ripiega-
mento indotto dal legame di un IDP coinvolge almeno
un passaggio bimolecolare (legame) e monomolecolare
(piegatura). L'ordine temporale in base al quale questi
due passaggi possono verificarsi, perd, puo teoricamente
cambiare, in modo che il legame possa verificarsi prima
(adattamento indotto) o dopo (selezione conformazio-
nale) il ripiegamento dell' TDP [15, 24].

La prima caratterizzazione cinetica del ripiegamento
indotto dal legame di un IDP ¢ stata fornita da Hagen e
collaboratori [25], che hanno studiato I'interazione tra il
piccolo peptide TA3 e la proteina YPrA utilizzando la
tecnica sperimentale del salto di temperatura. Un’osser-
vazione sorprendente, derivante da questo elegante la-
voro, & che nonostante la complessita intrinseca del pie-
gamento indotto dal legame, 'apparente reazione avvie-
ne con una chiara semplicita, in modo tale che la cinetica
osservata & semplice come un singolo esponenziale.
Questo risultato, che rappresentera un tema ricorrente
nei successivi studi cinetici sugli IDP [10-21], suggerisce
che il ripiegamento indotto dal legame avvenga in modo
cooperativo in modo tale che solo gli stati completamen-
te disordinato-non legato e completamente ordinato-le-
gato possono essere osservati.

Entita delle costanti di velocita osservate nella cinetica

IDP

Sin dalla scoperta delle IDP, sono stati proposti nu-
merosi modelli per spiegare il potenziale valore del di-
sordine di una proteina. In particolar modo, ¢ stato sug-
gerito che disordine possa aumentare il loro raggio di
cattura di un polimero e quindi accelerare la cinetica di
legame [26]. Questo scenario, tipicamente denominato
“meccanismo fly-casting”, implicherebbe i) che le co-
stanti di velocita di legame nelle interazioni IDP sono
maggiori di quelle osservate nelle proteine strutturate;
ii) dovrebbe esserci una correlazione tra la (in)stabilita
della proteina e le costanti della velocita di legame. En-
trambe le ipotesi sono state testate in lavori diversi
[13,27-29] e, ad oggi, non & stata fornita alcuna prova
sperimentale convincente e inequivocabile per il mecca-
nismo fly-casting.

E stato dimostrato che le costanti della velocita di
associazione degli IDP possono variare da 10° a 10°
M ~1s 1 mentre le costanti della velocita di dissociazio-
ne sono comprese tra circa 0.1 e 1000 s ~'. Si & quindi
concluso che 'ampiezza delle costanti di velocita osser-
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vate era dello stesso ordine di quelle misurate per le pro-
teine ripiegate [10]. Tuttavia, un’analisi piti attenta dei
dati cinetici ha suggerito che il legame si & svolto a forze
ioniche elevate, riportando la cosiddetta ‘costante di ve-
locita basale’ (ciog la costante di velocita di associazione
misurabile dove il contributo della carica netta delle mo-
lecole ¢ schermato), restituisce valori pit elevati per IDP
rispetto a quelli ottenuti da proteine ripiegate [23, 30].
Pertanto, mentre questo risultato potrebbe indicare che
il disordine proteico accelera effettivamente il riconosci-
mento tra i partner interagenti, poiché I'ampiezza delle
costanti di velocita osservate misurate in condizioni fisio-
logiche non differisce in modo significativo nei sistemi
ordinati e disordinati, ¢ improbabile che questo e etto
svolga un ruolo significativo in vivo.

La nucleazione eterogenea e il ripiegamento delle IDP

Data la sua importanza vitale, la comprensione del
meccanismo di ripiegamento delle proteine ha rappre-
sentato un ruolo centrale nella scienza da decenni [31].
Pertanto, molti sforzi sperimentali sono stati dedicati al-
la descrizione del ripiegamento delle proteine globulari
e sono stati proposti diversi modelli per catturare i det-
tagli di questa complessa reazione.

Un’osservazione ricorrente negli studi sul ripiega-
mento delle proteine globulari risiede nella robustezza
inaspettata della reazione [31-33]. Infatti, mentre il ri-
piegamento implica la formazione e la rottura di centi-
naia di deboli interazioni non covalenti, diversi studi
sperimentali e computazionali hanno evidenziato che il
ripiegamento & generalmente iniziato dalla formazione
di un piccolo nucleo con collasso simultaneo dell’intero
dominio [34]. Sebbene tale nucleo sia debole e relativa-
mente esteso all’interno della proteina globulare, ¢ piut-
tosto robusto e resistente ai cambiamenti nelle condizio-
ni sperimentali, nella composizione della sequenza e / o
nella connettivita della sequenza [35].

Considerando queste premesse, non ¢ difficile capire
come una delle scoperte pill sorprendenti nella cinetica
delle IDP fosse rappresentata dall’osservazione di una
notevole duttilita del loro meccanismo di ripiegamento.
Infatti, studiando il ripiegamento di una stesso IDP con-
tro diversi partner con leggere differenze strutturali nel-
la sua tasca di legame, si & scoperto che ilfenomeno di ri-
piegamento & macroscopicamente perturbato [19]. Una
spiegazione plausibile di questo fenomeno ¢& che, poiché
il nucleo di ripiegamento ¢ diviso tra I'TDP e il suo par-
tner, il ripiegamento pud avvenire solo tramite nuclea-
zione eterogenea e, pertanto, si osservano percorsi alter-

nativi con condizioni mutevoli e / 0 composizione della
sequenza. Questo risultato, che & stato originariamente
osservato per il ripiegamento dei domini di transattiva-
zione di MLL e c-Myb a KIX [19, 20], ¢ stato conferma-
to anche per I'interazione tra NCBD e ACTR [36] e per
quella tra NTAIL e XD [37]. Queste ultime proteine
rappresentano un esempio paradigmatico di ripiega-
mento indotto dal legame. Pertanto, nella seconda parte
di questa rassegna, ricapitoleremo i principali risultati
che abbiamo ottenuto dalla loro cinetica di legame.

Linterazione tra NTAIL e XD. Ruolo fisiologico e caratte-
ristiche strutturali

Il dominio C-terminale della nucleoproteina del virus
del morbillo (NTAIL) ¢ un esempio paradigmatico di un
dominio intrinsecamente disordinato. Il virus del morbil-
lo (MeV) ¢ un membro della famiglia Paramyxoviridae e
un grave patogeno umano. Il genoma di MeV ¢ costituito
da un RNA a filamento singolo non segmentato di pola-
ritd negativa che & avvolto da una matrice regolare di mo-
nomeri della nucleoproteina (N) all’interno di un nucleo-
capside elicoidale. Quest’ultimo ¢ il substrato utilizzato
dalla RNA polimerasi RNA-dipendente (RdRp) per la
trascrizione dei geni virali e la replicazione del genoma. Il
RdRp & composto dalla proteina grande (L) e dalla fosfo-
proteina (P), con la P necessaria per il recupero della
proteina L sul modello del nucleocapside.

La proteina N ¢ costituita da un dominio N-terminale
strutturato (NCORE, amminoacidi 1-400) che & respon-
sabile del legame all’'RNA e dell’autoassemblaggio di N
[38-40], e da un dominio C-terminale intrinsecamente di-
sordinato (NTAIL, amminoacidi 451-525) [41]. La pro-
teina P possiede un dominio N-terminale lungo, intrinse-
camente disordinato (PNT) [38] e una regione C-termi-
nale (PCT) organizzata in moduli strutturati e disordinati
alternati [42]. PCT comprende due regioni strutturate: il
dominio di multimerizzazione P (PMD) che adotta una
struttura a spirale [43, 44] e il dominio X C-terminale
(XD) che ¢ responsabile del legame di P a [45]. XD con-
siste in un fascio di tre -eliche antiparallele [46, 47]. Seb-
bene MeV XD sia piegato, gli studi di spettrometria di
massa a ionizzazione spray di elettroni hanno rivelato che
¢ strutturalmente eterogeneo, popolando almeno due
conformazioni alternative in condizioni native [48]. Que-
sta conclusione ¢ supportata anche da un recente studio
cinetico che ha identificato la presenza, in condizioni na-
tive, di un intermedio pieghevole di XD che rappresenta
fino al 30% della popolazione proteica [49].

Linterazione NTAIL-XD gioca quindi un ruolo criti-



56

Stefano Gianni

co nel mantenere la polimerasi ancorata al nucleocapsi-
de durante la sua scansione. Oltre a questa funzione nel-
'ancoraggio e nel governo delle dinamiche di sintesi del-
I'RNA, questa interazione ¢ stata proposta anche regola-
re effetto inibitorio esercitato dalle appendici disordi-
nate che ricoprono il nucleocapside sull’accesso della
polimerasi al modello nucleocapsidico [54]. A causa di
questi molteplici ruoli critici, I'interazione NTAIL-XD
deve essere strettamente controllata. In linea con questo
requisito, studi mutazionali hanno dimostrato che le so-
stituzioni casuali introdotte all'interno di Box2 portano
a una riduzione della forza di legame [55]. Questo risul-
tato implica che la sequenza Box2 & scarsamente evoluti-
va, perché ¢ stata scelta naturalmente per legare XD in
modo ottimale. A sostegno di questa osservazione, la se-
quenza amminoacidica di Box2 ¢ piuttosto ben conser-
vata nei ceppi MeV presenti in natura [55].

Distinzione tra adattamento indotto e selezione conforma-
Zionale

Una delle scoperte piu interessanti nell’interazione
tra NTAIL e XD risiede nell’analisi dell’ordine degli
eventi che si verificano durante il ripiegamento indotto
dal legame. Infatti, studi spettroscopici hanno mostrato
che 'a-MoRE di NTAIL ¢ in parte pre-strutturato come
a-elica in assenza di XD [46,56,57] con questa proprieta
conservata in vari paramixovirus [58]. La preconfigura-
zione parziale dei MoRE facilita il processo di ripiega-
mento indotto da legame: la struttura residua trattiene lo
spazio conformazionale campionato dall'IDP, riducen-
do cosi il numero di conformeri in soluzione e rendendo
la transizione strutturale alla conformazione (parzial-
mente) piegata energeticamente meno impegnativo
[51]. Questi risultati supporterebbero un meccanismo
che coinvolge, almeno in parte, la selezione conforma-
zionale, in cui la struttura elicoidale preformata & stabi-
lizzata selettivamente legandosi a NTAIL. D’altra parte,
il comportamento di risonanza di NTAIL negli esperi-
menti di titolazione NMR con XD ha evidenziato la for-
mazione di un intermedio di legame [46]. Questa evi-
denza sperimentale & stata presto considerata indicativa
di un meccanismo di piegatura dopo legame, scenario
che ¢ stato successivamente supportato da simulazioni
di dinamica molecolare [59].

Nel tentativo di risolvere questa apparente ambigui-
ta, sono stati eseguiti esperimenti di cinetica rapida
[24]. In particolare, & stato utilizzato un test cinetico,
discusso in precedenza [60, 61], che permette di discri-
minare 'adattamento indotto dalla selezione conforma-

zionale. In breve, si pud dimostrare che I'esecuzione di
esperimenti di pseudo-primo ordine rispetto ai due li-
gandi pud o distiguere tra i due modelli: solo I’adatta-
mento indotto restituisce costanti di velocita identiche
quando si confrontano le due condizioni del primo or-
dine [62]. T dati sperimentali ottenuti hanno rivelato la
presenza di cinetiche complesse, che hanno consentito
la descrizione di almeno due fasi cinetiche [24]. Inoltre,
un confronto tra esperimenti condotti variando la con-
centrazione di NTAIL o XD rispettivamente ha per-
messo di dimostrare in modo inequivocabile che la rea-
zione si verificava attraverso uno scenario di ripiega-
mento dopo il legame. In questo caso, il percorso di
reazione dominante avviene attraverso 'accumulo di un
intermedio parzialmente ripiegato seguito da un succes-
sivo evento di ripiegamento monomolecolare. Questi ri-
sultati hanno rappresentato il primo studio cinetico in
cui & stato chiarito 'ordine degli eventi che si verificano
nel ripiegamento indotto dal legame di un IDP. Questo
comportamento & stato successivamente osservato in al-
tre proteine [63], suggerendo che il ripiegamento dopo
il legame rappresenta un meccanismo generale di rico-
noscimento negli IDP. Sottolineiamo, tuttavia, che sono
necessari ulteriori studi per rafforzare ulteriormente
questo modello.

Analisi dettagliata delle fasi di legame e ripiegamento di
IDP

La migliore strategia per comprendere un meccani-
smo di reazione consiste nell’applicare le regole di base
della chimica: i) identificare gli intermedi di reazione e
gli stato di transizione tra di essi e ii) caratterizzare la lo-
ro struttura [22]. Come brevemente ricordato sopra, la
fortuita complessita della cinetica di legame tra NTAIL
e XD ci ha permesso di dimostrare il meccanismo di
adattamento indotto e, quindi, di essere in grado di stu-
diare individualmente i passaggi di legame e ripiegamen-
to [24]. Di conseguenza, il passo successivo nell’analisi
della reazione & stato affrontarla da una prospettiva
strutturale.

Mutando sistematicamente le catena laterali in
NTAIL mentre si monitora I’effetto della perturbazione
sulle fasi di legame e di ripiegamento, & teoricamente
possibile offrire una rappresentazione dell’intera reazio-
ne a una risoluzione quasi atomica [64]. Questo metodo,
classicamente indicato come analisi del valore @, & stao
precedentemente applicato a diversi sistemi di IDP
[12,14,17,19,20,36,65-67]. C’¢ un particolare interesse
tuttavia nell’interazione tra NTAIL e XD in quanto &
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stato possibile per la prima volta studiare individual-
mente le fasi di legame e di ripiegamento [68].
Mappando Deffetto delle perturbazioni strutturali
sulla struttura di NTAIL, & interessante notare come la
formazione del complesso di incontro iniziale sia essen-
zialmente mediata da residui situati nella parte centrale
dell’elica [68]. In effetti, si & riscontrato che l'interazio-
ne ¢& stabilizzata prevalentemente dai residui idrofobici
A494, 1495 e 1498, che sembrano ancorare NTAIL a
XD nella sua conformazione non strutturata. Dopo il le-
game, la reazione di ripiegamento avviene in NTAIL,
bloccando il complesso nella sua configurazione finale.
Sorprendentemente, NTAIL si ripiega tramite uno stato
di transizione che assomiglia a una versione distorta del-
lo stato nativo (cioe allo stato legato), con un grado mol-
to elevato di struttura simile a quella nativa. Mentre le
caratteristiche generali di questa reazione richiamano
cio che si osserva tipicamente nelle proteine globulari
[31,32,34,69], vale la pena notare che lo stato di transi-
zione mostra un grado pil elevato di struttura nativa.

CONCLUSIONI

Data la possibilita di analizzare individualmente le fa-
si di legame e di ripiegamennto, la cinetica dell’intera-
zione tra MeV NTAIL e XD ¢ particolarmente informa-
tiva. Infatti, integrando un approccio cinetico con espe-
rimenti di ingegneria proteica, & possibile ricapitolare al-
cune delle principali scoperte che sono state osservate fi-
no ad oggi sui meccanismi di riconoscimento nei sistemi
IDP. Saranno comunque necessari sforzi continui su al-
tri sistemi proteici per colmare gli attuali divari di cono-
scenza tra il ripiegamento delle proteine globulari e di
quelle disordinate e consentire di disegnare un modello
generale che descriva il ripiegamento indotto dal lega-
me, nonché chiarire in dettaglio il ruolo del disordine
nella funzione fisiologica di questi sistemi strutturalmen-
te eterogenei.
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