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Capitolo

Introduzione

In questo lavoro di tesi si affronta lo studio Gajgregazione di proteine globulari
utilizzando il Lisozima come prototipo per la ricarscientifica.

Le proteine sono macromolecole costituite da pitmaroacidi uniti mediante un

legame peptidico ovvero un legame covalente taribonio di un gruppo carbossilico e
'azoto di un gruppo amminico. La figura 1.1 mostea struttura di un generico
amminoacido in cui il carbonio tetraedrico prendeome di Gt ed € quasi sempre un
centro chirale mentre R e la catena laterale difieridice nei 20 amminoacidi esistenti.

COOH
I

H)N-C-H
R

Fig. 1.1. Struttura di un generico amminoacido. R €atena laterale che cambia da amminoacido ad

amminoacido.

Ogni proteina e caratterizzata da una sequenzandii@oacidi caratteristica, la quale
costituisce la sua struttura primaria. La figurd fnostra due amminoacidi uniti dal

legame peptidico che é riquadrato in rosso.
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Fig. 1.2. Legame peptidico fra due amminoacidcaltbonio del gruppo carbossilico di un amminoacido

si unisce all’'azoto del gruppo amminico dell'altmmminoacido creando un legame covalente.

Le proteine non esistono perd come catene poligiepe distese ma piuttosto come
strutture ripiegate e compatte. La disposizioneigspa dei residui amminoacidici che
sono adiacenti nella struttura primaria determaattuttura secondaria della proteina.



Le principali conformazioni sono k& elica e Ia3- foglietto. La struttura ad- elica ha
una forma elicoidale e un passo di B.4&he comprende 3.6 residui amminoacidici; il
diametro dell’elica & di 6.6.. Questo tipo di conformazione & stabilizzata daenosi

legami a idrogeno intramolecolari.
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Fig. 1.3. Struttura ad- elica. Essa ha una forma elicoidale e un pas§oddi che comprende 3.6 residui
amminoacidici; il diametro dell’elica & di 6. Questo tipo di conformazione & stabilizzata dmenosi

legami a idrogeno intramolecolari.

La struttura &3- foglietto mostra invece una catena polipeptidjoasi completamente
distesa e il passo & diA7 In questo tipo di conformazione i legami ad idrog si
formano tra catene polipeptidiche vicine e sonosiiils due tipi di configurazione:

parallela e antiparallela, quest'ultima e la pabde.
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Fig. 1.4. Struttura di tip@- foglietto. La catena polipeptidica &€ quasi completamente stisteil passo &
di 7A. | legami a idrogeno si formano tra catene diverseterminano la conformazione a) antiparallela e
b) parallela.

La disposizione tridimensionale globale della praeprende il nhome di struttura

terziaria ed é strettamente collegata al ruoloogicb della molecola. Un gran numero
di proteine possiede una struttura globulare, @m0 proteine fibrose. Queste ultime
sono costituite da un solo tipo di struttura seemiade sono insolubili in acqua a causa
dei numerosi residui idrofobici presenti. Esempputiteine fibrose sono :

I'a- cheratina che troviamo nei capelli, nelle unghe|a lana, etc; il collagene che ¢ |l

principale costituente del tessuto connettivo, tdadini, della cartilagine, ossa, denti,

pelle e vasi sanguigni.

Fig. 1.5. Struttura tridimensionale del collagenesp come esempio di una proteina fibrosa.



In questo lavoro si studiano le proteine globutéie sono anche la grande maggioranza
delle proteine attualmente note. Esse sono cdstitla piu tipi di strutture secondarie:
a- elica, B- foglietto e random- coil (disposizioni casualiectendono la proteina meno
stabile e quindi piu ‘malleabile’). Hanno una stwmwd compatta funzionale alle
molteplici attivita che svolgono a livello biologic Sono infatti enzimi, proteine di
trasporto, ormoni, proteine regolatrici, immunoglbbe, etc [1; 2].

La proteina globulare che é stata scelta come fipotger la ricerca scientifica € |l
Lisozima. Essa presenta numerosi vantaggi: € mottmune, facile da ottenere
dall'albumina delluovo di gallina (dove e abbontign e molto resistente alla
denaturazione, il che la rende piu maneggevole.

Il Lisozima e un piccolo enzima idrolitico scopeda Alexander Fleming nel 1922.
Esso e presente nell’'uovo di gallina ma anche rlateéme e nella saliva di molti
animali tra cui 'uomo. L’attivita biologica delisozima consiste nellidrolisi della
parete cellulare dei batteri Gram positivi quindu®g antibatterico [3]. La sequenza
amminoacidica del Lisozima é ormai nota (figura) E@omprende 129 residui.
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Fig. 1.6. Struttura primaria del Lisozima di uovoghllina. La catena polipeptidica comprende 129

amminoacidi.



La struttura secondaria del Lisozima € in parte asnelica (soprattutto se la proteina e
sciolta in una soluzione acida) e in pgstefoglietto antiparallelo, per il resto assume
una forma disordinata [4]. Sia I'enzima umano chellp presente nell’'uovo di gallina
hanno quattro ponti disolfuro a collegare i grumuilfidrici appartenti a catene
peptidiche diverse, essi sono fondamentali peraht@nimento della corretta struttura
della proteina e per lo svolgimento della sua éétikiologica.

Il Lisozima ha la forma tipica delle proteine glddmit € compatto ed elissoidale; é
relativamente piccolo, le sue dimensioni sono 4rbxr8.0 nmx 3.0 nm ed il suo peso
molecolare e di 14.3 kDa [5].

Fig. 1.7. Struttura tridimensionale del Lisozimaudivo di gallina.

Una caratteristica tipica di un sistema vivente & sua capacita di costituire
spontaneamente strutture tridimensionali compleQsesto fenomeno prende il nome
di Self- Assembly e il suo esempio piu interessantmstituito dal caso delle proteine
in merito alla loro abbondanza e diversita. Un rndre passo in avanti sta nel
comprendere come le proteine interagiscano spoatage in soluzione le une con le
altre. La formazione di aggregati € sempre un’dagane spontanea anche se a livello
supramolecolare. Tuttavia se per i cluster cositidiai polimeri o dai liposomi carichi si
hanno dati piuttosto chiari, le interazioni trgpl®teine rimangono in gran parte oscure.
Una prima ipotesi e che gli aggregati si costitamgr in seguito alla formazione di

legami deboli, generalmente elettrostatici, trammi@mminoacidi delle catene laterali.
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Nel caso del Lisozima si potrebbero formare legamdrogeno tra i residui carichi
positivamente come la Lisina e Il'Arginina e quedlarichi negativamente come

I’Aspartato ed il Glutammato.

COOH
(l'JDDH HEN—C:J—H

HEN—ClJ—H fllHI
{l"Hz (I:HI clznﬂH
CH, CH, L’|J'DDH HN—C—H
(|'le ['l'*”‘I . HEN—L’ll—H 'IfllHI
flst IE|J=NH,: (l';HI (llH:

"NH, NH, COOH COOH

Fig. 1.8. Da sinistra a destra: Lisina, Arginineida Aspartico e acido Glutammico.

Studi recenti sostengono invece che le interazomvolgono i gruppi CO ed NH della
catena polipeptidica e in particolare quelli preésaella zona periferica della proteina,
essendo i piu liberi di interagire [6].

Al di la della determinazione dei siti di legame tle proteine, le forze attrattive
agiscono quando i monomeri sono sufficientemerdimve guidano il Self- Assembly.
Gli aggregati si formano quando queste forze &iteata corto raggio abbassano
sufficientemente I'energia superficiale, che éildro necessario per aumentare di una
unita la superficie del liquido considerato. Inlt@aina proteina globulare sciolta in
acqua non costituisce propriamente un fluido serapina una dispersione colloidale.
Un colloide e una particella dal diametro comprésol nm ed lum, che si trova
dungue in uno stato finemente disperso, intermé&dida soluzione omogenea e quella
eterogenea. Le forze attrattive a corto raggio smmo le uniche ad agire sulle proteine
globulari in soluzione, esistono anche delle fargeulsive a lungo raggio di carattere
elettrostatico dovute ai residui amminoacidici pnesentano cariche dello stesso segno.
Mentre le particelle si avvicinano per formare uster subentrano delle ulteriori forze
repulsive Coulombiane che limitano la crescita begyregati [7].

La formazione di cluster in stati colloidali all'edjbrio € stata prevista dagli studi
teorici e simulata al computer. Trovare un modehe associ al sistema un potenziale
termodinamico ha enorme rilevanza nello sviluppatustriale e in tutti gli altri ambiti
che coinvolgono questa classe di materiali. Laidepit nota per le particelle disperse
in soluzione é stata elaborata indipendentementeDée@aguin e Landau (1941)



nell'allora URSS e da Verwey e Overbeek (1948)len@a e prende il nome di DLVO.

Il potenziale DLVO e la somma di interazioni didipttrattivo che agiscono quando le
particelle colloidali sono sufficientemente vicia risentire delle forze di van der
Waals con interazioni elettrostatiche repulsivaragb raggio.

La figura 1.9 mostra la situazione di due partealisperse in un liquido, come due

monomeri di Lisozima in acqua.
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Fig. 1.9. Rappresentazione grafica del modello DLY@sse delle ascisse rappresenta la distanzbuga
particelle disperse in soluzione. La curva di celossso indica le forze elettrostatiche repulsientre
quella blu mostra le forze attrattive di van derdlgala curva nera € data dalla somma algebride del

altre due e rappresenta il potenziale del sistema.

Al diminuire della distanza tra le particelle sia interazioni attrattive che quelle
repulsive aumentano, ma le ultime tendono piu \eteente all'infinito per cui
prevalgono sulle altre. Sommando algebricamenteqlgazioni per le due differenti
energie si ottiene una risultante che rappresématénziale del sistema. Poniamo che
le proteine, che si muovono in soluzione di un mobtowniano, collidano. Gli
amminoacidi delluna e dell'altra che presentanostassa carica danno luogo a
interazioni elettrostatiche di carattere repulsi¥). Se le particelle continuano ad

avvicinarsi si raggiunge un massimo positivo (Bgl Maso in cui le energie cinetiche
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dei monomeri siano sufficienti a superare la bearidi potenziale B le particelle
continuano ad avvicinarsi e arrivano alla distaazaii prevalgono le forze attrattive di
van der Waals. L'energia potenziale dellinteraBaiende a zero e quando diventa
negativa (C) le particelle si uniscono strettamdatmando degli aggregati. Se esse si
avvicinassero ulteriormente si avrebbe un rapidmemio dell’energia potenziale
perche le particelle dovrebbero compenetrarsi eapporre i propri orbitali (D). Oltre
al minimo in C ce ne puo essere un altro a distaweriori ma non nel caso di
molecole piccole come il Lisozima.

Data la sua complessita, il comportamento delléepre in soluzione rimane tuttavia un
problema solo parzialmente risolto e il potenziale/O non sempre descrive il sistema
nella maniera adeguata. Recentemente sono staidatti altri modelli teorici, tra i
quali il Two-Yukawa (2Y) che e piu flessibile deLBO perche presenta un numero

superiore di parametri:
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doveo e il diametro dell’hard core ,;£& Z sono dei parametri che definiscono il range
e la forma del potenziale,; z Zy/ o mentre z = Z)/ .

Nel caso in cui le forze che agiscono sulle pr@&siano di tipo attrattivo a corto raggio
e repulsivo a lungo raggio allora 2 Z. Il modello 2Y prevede anche la situazione in
cui siano le interazioni repulsive a risultare mmathanti quando le particelle sono
vicine e quelle attrattive quando sono piu lontdoeque 2 > Z;. Quest'ultimo caso
non riguarda tanto i cluster quanto le micelle enéisin una data soluzione, le quali
presentano variazioni di dimensione e di forma mgmomunciate rispetto a quelle che
caratterizzano gli aggregati proteici [8]. Il mddeRY ha pero dei limiti: per prima
cosa vale nell’approssimazione che le particebmaisferiche e inoltre per ottenere |l
potenziale in forma analitica occorre risolvere set di equazioni non lineari.
Nonostante questi ultimi aspetti messi in evideizawo- Yukawa € attualmente
I'approccio teorico piu completo ed efficiente rscrivere lo stato colloidale delle
proteine. Inoltre é facile da trasformare in unicecthe sia leggibile per i computer, il
che ci consente di ottenere senza troppe diffigbliing dei dati sperimentali [9].

Il fatto che le proteine in soluzione formino aggat amorfi € una questione che riveste

un particolare interesse anche nell’ambito mediaonaceutico. Infatti molte malattie



sono legate alla precipitazione delle proteine gjiaty: per quanto € noto ad oggi il
morbo di Alzheimer, la polineuropatia familiare #ordotica, 'anemia falciforme, la
formazione della cataratta, etc [7]. La produziatiefarmaci in grado di inibire
I'aggregazione delle proteine rallenterebbe il decdli tali malattie.

Un’ulteriore applicazione riguarda il miglioramentdelle tecniche industriali
attualmente impiegate per la purificazione delletgane. Una volta note le interazioni
che si vengono a creare al momento della formazdmecluster e le dinamiche del
processo di aggregazione sarebbe possibile ottpnateine piu pure [10].

Questa tesi prende spunto da recenti studi conslotsoluzioni di Lisozima a diverse
concentrazioni utilizzando le tecniche NSE (neutspm echo) e SANS (small angle
neutron scattering). La prima spettroscopia mislaaprecessione dei momenti
magnetici dei neutroni attorno alla direzione di ceimpo di induzione magnetica
esterno omogeneo, al fine di determinare il tenrmppiegato da un singolo neutrone per
attraversare le posizioni corrispondenti a duersnti situati prima e dopo il campione.
In un tipico esperimento di SANS, invece, si ineegdtcampione con un flusso di
neutroni e si rileva la distribuzione spaziale deutroni scatterati a piccoli angoli, in
seguito alla variazione della direzione del momehtofigura 1.10 mostra gli apparati

strumentali necessari per le misure delle parécdll NSE, a sinistra, e di SANS, a

destra.

Neutron area detector Velocity selector NG3 SANS scattering vessel

Fig. 1.10. A sinistra I'apparato strumentale neageser le misure di NSE, a destra quello utilinzaer
la tecnica SANS.

NSE da accesso al ‘self diffusion coefficient’s(Degato allo spostamento quadratico
medio nel tempo di una singola particella di Lisoaipresente in soluzione. In un
sistema ad un unico componente, nel quale non p@senti aggregati, il & messo in

relazione con la frazione di volume della protaiiafl’espressione:



Ds/Do = noln-C(¢)

dove D é il ‘self diffusion coefficient’, 3 & il coefficiente di diffusione a diluzione
infinita, no € la viscosita del solventg, la viscosita della soluzione e@}( un termine
correttivo che dipende dalla frazione di volume de&ozima (). Per un sistema
costituito da sfere rigide @) = 1+0.6% e n.Mmo = 1+2.5+5.0023°+9.09p°
Aumentando il valore dip, Ds diminuisce rapidamente e cido si riconduce alla
formazione di cluster proteici. | risultati sperimali hanno evidenziato che il
coefficiente di diffusione diminuisce allaumentadella quantita di proteina in
soluzione. L'equazione che segue permette deteramiaache le dimensioni medie

degli aggregati di Lisozima:
Rn/Rg = (Do/Ds)(110 I1-.)C()

dove R, ed R sono il raggio idrodinamico degli aggregati e agdroteina in forma
monomerica. Dai valori determinati pef Rsulta che, a concentrazioni relativamente
basse, il sistema e costituito soprattutto da mamone da dimeri mentre a
concentrazioni piu elevate si formano aggregadiimiensioni maggiori [11].

Traendo spunto da questa ricerca scientifica sieéisd di affrontare lo studio
dell’aggregazione di proteine globulari servendtsilue tecniche spettroscopiche che,
nonostante siano indipendenti ed autonome, darsultaii comparabili: il Dynamic
Light Scattering e la Fluorescence Correlation 8pscopy.

Questo lavoro di tesi € costituito da tre parti. fidma € la caratterizzazione del
Lisozima in tutte le condizioni in cui & stato iztdato per gli esperimenti successivi:
allo stato di proteina nativa e marcato con i fiidori 5-Tamra e Fluoresceina.

La seconda parte e costituita dalle misure effegtaa campioni di Lisozima in acqua di
diverse concentrazioni e dall’elaborazione dei daperimentali relativi alle
spettroscopie a correlazione di fotoni (DLS) edalirelazione della fluorescenza (FCS).
L’obiettivo di questa fase, che e centrale nellgt dell’aggregazione del Lisozima, e
rilevare la formazione di cluster proteici e deteranne I'eventuale dipendenza dalla
concentrazione dei campioni.

La terza e ultima parte riguarda il fenomeno da$ferimento di energia per risonanza
di fluorescenza applicato a delle soluzioni di zisea marcato con 5-Tamra e con
Fluoresceina. Questo esperimento consente di detmmenla distanza media delle
particelle e se il valore trovato sperimentalmenselta minore rispetto a quello

calcolato nell’approssimazione che le proteine mgrragiscano e si dispongano ai
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vertici di un reticolo a facce centrate, si suppche si siano formati degli aggregati

proteici.
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Capitolo

Risultati e Discussione

2.1 Caratterizzazione della Proteina

Nell'affrontare lo studio di aggregazione di proeiglobulari e del Lisozima come
prototipo per la ricerca scientifica in questo aimisi € deciso di utilizzare due diverse
tecniche: la spettroscopia a correlazione di foeola spettroscopia di correlazione della
fluorescenza. Il primo metodo di analisi € divenotmai uno strumento tradizionale di
cui servirsi per determinare il coefficiente di mmutdiffusione di quelle particelle
presenti in soluzione che si muovono di un motowimiano. La spettroscopia di
correlazione di fluorescenza costituisce, inveceapproccio piu recente allo studio di
aggregazione delle proteine, ma molto interesspaiehé € in grado di quantificare
anche la mobilita di una singola molecola. Lo scdpblavoro esposto in questa tesi €
quello di ottenere dalle due tipologie di misurde csono autonome e del tutto
indipendenti 'una dall’altra, dei risultati confrtabili ed il piu possibile completi. Dal
momento che per gli esperimenti di FCS si € marlzjaroteina con il fluoroforo 5-
Tamra e stato necessario verificare che il mareatwn denaturasse il Lisozima.
Inoltre, allo studio delle proteine globulari cotiocon le due tecniche spettroscopiche
appena citate ne e seguito uno sul fenomenoaidketimento di energia per risonanaza
di fluorescenza (FRET), che permette di rilevasyvéntuale presenza degli aggregati
proteici nei campioni sottoposti all’analisi e detdrminare la distanza media tra le
particelle presenti in soluzione. Per questo tipcesperimento il Lisozima e stato
marcato sia con il 5-Tamra che con la Fluorescdpaea.caratterizzare la proteina allo
stato nativo e legata all’'uno e all’altro dei dusofofori sono state eseguite delle prove
di denaturazione termica effettuate misurando ¢dssnza del Lisozima a 300 nm in

funzione della temperatura e di dicroismo circalare
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Il Lisozima e una proteina enzimatica dal peso cabye di 14.3 kDa composta da 129
amminoacidi che presenta quattro ponti disulfurocalegare i gruppi sulfidrici
appartenenti a catene peptidiche diverse.

La figura 2.1 mostra una rappresentazione dellatsta 3D del Lisozima di uovo di
gallina [12]. Lo spettro di assorbimento della pio& presenta un picco caratteristico a
280 nm dovuto agli amminoacidi aromatici in parace Triptofano, Tirosina e
Fenilalanina. A tale lunghezza d’onda il coeffid¢eeni assorbivita molare del Lisozima
& di 38000 cniM™ [13]. La figura 2.2 mostra lo spettro di assorhioe UV del

Lisozima nativo in acqua (0.25 mg/mL).

N-terminal |

Fig. 2.1. Rappresentazione della struttura 3D déeddima di uovo di gallina [12].
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Fig. 2.2. Spettro di assorbimento UV del Lisozinadivo in acqua (0.25 mg/mL).
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E’ inoltre possibile monitorare lo spettro di assorento della proteina ad una data
lunghezza d’onda in funzione della temperatura iedjwstudiare il cambiamento che
'innalzamento della temperatura determina neltat&tra proteica. Infatti 'aumento
della temperatura provoca nel Lisozima (come nellge proteine solubili) un
incremento della frequenza vibrazionale degli atomorno alle loro posizioni di
equilibrio. Durante un processo di questo tipogalmi covalenti che costitiscono la
struttura primaria della proteina non vengono attana lo sono i legami deboli (legami
a idrogeno, forze dipolari di Van der Waals, elicinutamento, che prima e localizzato,
porta infine allo svolgimento della struttura piotesecondaria e terziaria, fenomeno
che prende il nome di “unfolding”. Tale processonporta un incremento nei valori di
assorbanza del Lisozima a 300 nm dal momento cumiadjruppi funzionali che erano
rivolti verso l'interno della struttura quando leofeina era allo stato nativo, in seguito
allo svolgimento si trovano esposti all’eccitaziondtravioletta e assorbono
maggiormente la radiazione. Proprio percheé il pgsoedi denaturazione termica € cosi
strettamente correlato alla struttura della pratee interessante confrontare gli spettri
di assorbimento del Lisozima nativo con quelli dislbozima marcato con Tamra e con
Fluoresceina. La figura 2.3 mostra la variazion#adsorbimento a 300 nm di un
campione di Lisozima in acqua di concentazione 9.6&/mL in funzione della

temperatura.

0.186 —
0.184 —
0.182

0.180

Assorbanza

0.178

0.176

0.174 —

I I I I I I
30 40 50 50 70 80

Temperatura (°C)

Fig. 2.3. Denaturazione termica di un campioneisibtima in acqua di concentazione 0.084 mg/mL.

La variazione dell'assorbanza della proteina ar@@® stata registrata alla velocita di 0.05°C aluto.
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Facendo sempre riferimento alla figura 2.3, & ewelehe I'assorbanza del Lisozima
varia molto dai 65°C spostandosi verso le tempegghitl elevate. Infatti, la proteina e
denaturata al 50% a 74°C e scaldando ancora situtandel tutto. Nel caso del

Lisozima lo svolgimento della struttura terziariaincide con quello della struttura

secondaria [14]. Lo spettro di assorbimento in fome della temperatura della proteina
allo stato nativo non differisce molto da quell@istrato nelle medesime condizioni
sperimentali per il Lisozima marcato con Tamra§6.ehg/mL), figura 2.4.

0.192 —
0.191
0.190 —

0.189 —

Assorbanza
T

0.187

0.186

I I I I I I
30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Fig. 2.4. Lisozima marcato con Tamra solubilizzatacqua, concentrazione 0.066 mg/mL.

La variazione dell'assorbanza della proteina ar@@® stata registrata alla velocita di 0.05°C aluto.

Gli spettri di assorbanza alla lunghezza d’ond&@d nm registrati in funzione della
temperatura sono particolarmente simili nel casb Ldsozima nativo e di quello

marcato con il 5-Tamra, mentre la figura 2.5 mosine@ un campione di proteina
marcata con Fluoresceina (0.068 mg/mL) ha un and@nahe in parte si discosta da
quello delle prime due soluzioni. Tuttavia, € ustevrapporre gli spettri relativi a tutti e
tre i campioni ed evidenziarne la parte terminate corrisponde alla variazione
dell'assorbanza (normalizzata per le concentrayioei range di temperature in cui Si

ha lo svolgimento della struttura proteica, figlré.
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Fig. 2.5. Lisozima marcato con Fluoresceina, cotregione 0.068 mg/mL.

La variazione dell'assorbanza della proteina ar@@® stata registrata alla velocita di 0.05°C aluto.
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Fig. 2.6. Sovrapposizione dei grafici di assorbamoemalizzati per la concentazione di proteina

in soluzione) a 300 nm dei campioni di Lisozimaivai0.084 mg/mL), Lisozima marcato con Tamra

(0.066 mg/mL) e Lisozima marcato con Fluoresceth@68 mg/mL).
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Confrontando la parte terminale degli spettri dicgimento del Lisozima nativo e di
guello marcato non si riscontrano grosse differendatti I'intervallo di temperature in
cui si verifica la denaturazione del Lisozima émédesimo. La figura 2.7 mette a
confronto le derivate degli spettri di assorban89@ nm in funzione della temperatura
relativi sempre ai tre campioni presi in esamealds che compaiono in corrispondenza
dellasse delle ordinate sono normalizzati tra Ol.ell massimo della derivata
corrisponde al cambiamento piu evidente nella tstrait della proteina. Come é
evidenziato in celeste nella figura, lo svolgimewkel Lisozima allo stato nativo e
marcato ha inzio nello stesso intervallo di tempee che € compreso tra i 65°C e i
70°C.

Lisozima nativo
Lisozima marcato con Tamra

g
=}
|

o
©
1

o
o
1

o
IS
|

o
N
1

o
<)

Derivata dei valori di assorbanza norm

T T T
71 76

[}
N
(2]
J

Temperatura (°C)

Fig. 2.7. Derivate degli spettri di assorbimen®08 nm in funzione della temperatura.
| campioni sono: Lisozima nativo (0.084 mg/mL), digma marcato con Tamra (0.066 mg/mL) e

Lisozima marcato con Fluoresceina (0.068 mg/mL).

Un ulteriore confronto tra il campione costituital d.isozima nativo e quelli in cui la
proteina € marcata con Tamra o con Fluoresceinat@ dalle misure di dicroismo
circolare. La figura 2.8 mostra lo spettro CD d&ddzima nativo (0.084 mg/mL); la
curva ad esso relativa ha un picco minimo negaditarno a 215 nm, attraversa l'asse
delle ascisse vicino ai 200 nm e forma un massiositigpo a 196 nm. |l segnale che
ricade nel range di 190-200 nm & da ricondursi-allica e alp- foglietto; entrambi i
picchi, massimo e minimo, sono dovuti alla confazroaef di tipo antiparallelo [15].
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Fig. 2.8. Spettro CD ottenuto dalla media di 20urgseffettuate su di un campione di Lisozima nativo

(0.084 mg/mL) posto in una cuvetta in quarzo dahmino ottico di 0.5 cm.

La figura 2.9 mostra lo spettro CD del campionéigozima marcato con Tamra (0.066
mg/mL) e la 2.10 quello della soluzione di Lisozimarcato con Fluoresceina (0.068

mg/mL).

40

CD (mdeg)

40
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200 220 240 260

Lunghezza d’onda'(nm)

Fig. 2.9. Spettro CD ottenuto dalla media di 20uraseffettuate su di un campione di Lisozima marcat

con Tamra (0.066 mg/mL) posto in una cuvetta iargo dal cammino ottico di 0.5 cm.
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Fig. 2.10. Spettro CD ottenuto dalla media di 28ure effettuate su di un campione di Lisozima mntarca

con Fluoresceina (0.068 mg/mL) posto in una cavietguarzo dal cammino ottico di 0.5 cm.

Le curve dei tre campioni, una volta normalizzater pa concentrazione, sono

perfettamente sovrapponibili, come si vede datjarfa 2.11.

Lisozima nativo
Lisozima marcato con Tamra

40+

CD (mdeg)

I I I
240 260

220

200
Lunghezza d’onda (nm)

Fig. 2.11. Sovrapposizione degli spettri CD dei pami: Lisozima nativo (0.084 mg/mL), Lisozima
marcato con Tamra (0.066 mg/mL) e Lisozima marcato Fluoresceina (0.068 mg/mL). Per rendere le

curve piu facilmente confrontabili, nella elabom® le soluzioni in cui la proteina & marcata sstate

riportate alla medesima concentrazione del campibhésozima nativo.
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| marcatori Fluoresceina e Tamra non modificanstiattura del Lisozima. Nel caso del

5-Tamra, infatti, si ottengono spettri di assorlzamz funzione della temperatura e
spettri CD che hanno un andamento pressoche ideatigiello della proteina allo stato
nativo. Per quanto riguarda il Lisozima marcato Etroresceina valgono le medesime
considerazioni dal momento che le differenze ritete nelle prove di denaturazione
termica della proteina non sono rilevanti in quditdervallo di temperature in cui ha

inizio lo svolgimento del Lisozima marcato con Hesceina € quello che si attribuisce

anche alla proteina nativa.
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2.2 Dynamic Light Scattering

La spettroscopia a correlazione di fotoni (0 Dymainight Scattering) € uno dei metodi
piu utilizzati per determinare le dimensioni departicelle presenti nella soluzione
analizzata. Durante la misura una radiazione lds&B2 nm eccita il campione e una
appropriata funzione di autocorrelazione descviiuttuazioni nel tempo dell'intensita
della radiazione diffusa dal campione eccitato [TI8]i fluttuazioni sono dovute al fatto
che le particelle presenti in soluzione in moto wii@no entrano ed escono
continuamente dal volume di misura, determinandullasioni dell’intensita. In base
alla velocita delle fluttuazioni si determina ilefticiente di diffusione di tali particelle e
nell'approssimazione che esse abbiano forma sfeseane calcola il raggio
idrodinamico (R) applicando la relazione di Stokes-Einstein:
D =ksT / 6mRy,

dove lg € la costante di Boltzmann, T é la temperaturalatsedn € la viscosita del
solvente.
Nellambito dello studio di aggregazione di proteiglobulari il DLS permette di
analizzare campioni a diverse concentrazioni dbzisa in acqua in modo da verificare
la presenza di cluster proteici e di determina@éfficiente di diffusione ed il raggio
idrodinamico della proteina in forma monomerica @dentualmente in forma di
aggregati. La viscosita del campione, tuttavia, eorostante ma cresce all’aumentare
della concentrazione di proteina in soluzione. Nite la densita del Lisozima e di 1.40
glent [17], si & dunque determinata la frazione di vadutiella proteinag() per ciascun
campione e la si € inserita nell’equazione che s¢bil:

NwMo = 1+2.5+5.0023%+9.09p°
dove n, € la viscosita dellacqua eq. la viscosita della soluzione da inserire
nell’equazione di Stokes-Einstein.
Si precisa che il rapportg./n, puo essere espresso come sopra nell’approssineadion
un sistema di sfere rigide, per cui i valori dejg@ idrodinamico che vengono riportati
nelle pagine che seguono si accettano con un neardinerrore. Inoltre nella
determinazione di Rnon si tiene conto delle interazioni che si instao fra le
particelle di Lisozima. Questo aspetto, che vigmer@fondito nel paragrafo 2.4, risulta
avere un peso maggiore per i monomeri di proteiracpi i valori che si ottengono

corrispondono in realta ad un ‘raggio apparente’.
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Le soluzioni sottoposte alle misure sono campiemioticentrazione 38.0 mg/mL, 63.0
mg/mL, 83.6 mg/mL, 113.6 mg/mL, 163.6 mg/mL, 2081§/mL e 246.4 mg/mL.

Le figure 2.12 e 2.13 riportano le ACF dellintetasidi scattering acquisite per i
campioni di Lisozima piu diluiti, esse sono statalizzate con il metodo dei cumulanti
bloccato al 2° ordine. La tabella 2.1 presentaggio idrodinamico, il coefficiente di

diffusione e la polidispersita determinati dalle A@er entrambi i campioni.

Il Lisozima alle concentazioni di 38.0 mg/mL e dB.6 mg/mL & presente

esclusivamente in forma monomerica. Le particellansovono in acqua con un
coefficiente di diffusione di 1.36.0° cns™ e il loro raggio idrodinamico & di 1.5 nm

nel primo campione e di 1.4 nm nel secondo.

646801 11

-3.38e-03

a00.0 nz a1.92 ms

Fig. 2.12. ACF dell'intensita di scattering acqtasper il campione di Lisozima in acqua 38.0 mg/mL,

analizzata con il metodo dei cumulanti bloccat@°abrdine.
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Fig. 2.13. AFC dell'intensita di scattering acqtasper il campione di Lisozima in acqua 63.0 mg/mL,

T

analizzata con il metodo dei cumulanti bloccat@°abrdine.

a1.92 ms

Concentrazione

Raggio

Coefficiente di

Polidispersita

(mg/mL) idrodinamico (nm) | Diffusione (cnis?)
38.0 1.5 1.36 16 0.098
63.0 14 1.36 16 0.187

Tabella 2.1. Raggio idrodinamico, coefficiente dfubione e polidispersita determinati dalle ACFhab

metodo dei cumulanti arrestato al secondo ordiné gampioni 38.0 mg/mL e 63.0 mg/mL.
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La figura 2.14 mostra 'andamento delle funzionadiocorrelazione dei due campioni
a piu bassa concentrazione (38.0 mg/mL e 63.0 mg/mhe due curve sono

sovrapponibili e presentano un decadimento monolaoda

£.45e-01 1 | | , . 38.0 mg/mL
Yiy, : ! ! |
DT : : | !
! P | : !
: ; : : ;
: e | ;
! ! Tag, 1 I I
33803 + ' R i A S A S SIS
200.0 nz 2107 ms

T

Fig 2.14. AFC dellintensita di scattering acquésfier i campioni di Lisozima in acqua 38.0 mg/mL e

63.0 mg/mL, analizzate con il metodo dei cumulafdccato al 2° ordine.

La figura 2.15 riporta la ACF dell'intensita di $s&ing acquisita per il campione a
concentazione di Lisozima 83.6 mg/mL. In questocodasACF non é fittabile con il
metodo dei cumulanti ma e stato utilizzato I'alype CONTIN, basato sull'inversione
di Laplace [18]. La funzione di autocorrelazione stna due distinti decadimenti
attribuibili al fatto che nel campione sono present popolazioni: una di Lisozima in
forma monomerica che ha un coefficiente di diffasiaell’'ordine di 10 cns™ e una
costituita dagli aggregati di proteina che sonoattarizzati da un coefficiente di
diffusione maggiore, dell'ordine di Fants™.

E’ possibile valutare il contributo percentual€iaiensita di scattering del Lisozima
monomerico e di quello presente in forma di aggiedavidendo la media pesata delle
intensita relative ad una delle due popolazioni fatensita di scattering totale e
moltiplicando per cento. Nel campione 83.6 mg/miteohlla proteina monomerica, la
cui intensita di scattering € comunque il 70% agjnsale totale, si rileva la presenza di
aggregati che hanno un coefficiente di diffusioredia di 2.55 18 cnfs® e quindi un
raggio idrodinamico medio di 72 nm.
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Fig. 2.15. AFC dell'intensita di scattering acqtagper il campione di Lisozima in acqua 83.6 mg/mL,

analizzata con I'algoritmo CONTIN.

Le figure 2.16 e 2.17 riportano le ACF dellinteiasidi scattering acquisita per i
campioni a concentrazioni di Lisozima 113.6 mg/miLG3.6 mg/mL, che sono state
analizzate con l'algoritmo NNLS [19].

Le misure sulle soluzioni con le concentrazionildi3.6 mg/mL e 163.6 mg/mL
confermano quanto appena messo in evidenza. Nelopcampione alla proteina in
forma monomerica €& affiancata una popolazione djrexgpti con coefficiente di
diffusione medio 3.1710° cnfs® e raggio idrodinamico medio di 55 nm; nel secondo
D & 7.5410° cnfs™ mentre R & 21 nm. In entrambi i casi i cluster costitiscan®0%

circa dell'intensita di scattering.

25



1.00e+00 1

0.00e+00

100.0 ns 100.0 ms
T

Fig. 2.16. ACF dellintensita di scattering acgjta per il campione 113.6 mg/mL, analizzata con
I'algoritmo NNLS.

f.88e01 1

8.75e03

500.0 ns 50.28 ms
T

Fig. 2.17. ACF dell'intensita di scattering acdgaisper il campione 163.6 mg/mL, analizzata con
I'algoritmo NNLS.
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Nella figura 2.18 € riportata la funzione di autwetazione acquisita per il campione a
concentrazione di Lisozima 208.8 mg/mL che e statalizzata con I'algoritmo
CONTIN. Si continuano a vedere due distinte popolaze inoltre il secondo
decadimento € ancora piu accentuato rispetto aloguble si poteva notare nelle
soluzioni con concentrazioni piu basse. Infattntéinsita di scattering relativa agli
aggregati di proteina e salita dal 30% circa dsdleizioni 83.6 mg/mL, 113.6 mg/mL e
163.6 mg/mL a quasi il 40% del segnale totale.okficiente di diffusione medio
attribuito ai cluster & di 2.4940° cnfs* ed il loro raggio idrodinamico medio & di 57

nm.

f.55e01 1

2.75e03

500.0 ns 50.28 ms
T

Fig. 2.18. ACF di scatterin acquisita per il canm@@®08.8 mg/mL, analizzata con CONTIN.

L’andamento delle funzioni di autocorrelazione ‘deiénsita di scattering acquisite per
i campioni 83.6 mg/mL, 113.6 mg/mL, 163.6 mg/mL @3 mg/mL é riportato in
figura 2.19. All'aumentare della concentraziond.idiozima i due decadimenti relativi
uno alla proteina in forma monomerica e l'altroiagfgregati si fanno sempre piu
evidenti. In particolar modo la loro separazionm@to marcata nel caso del campione
208.8 mg/mL e cio corrisponde ad un contributargi¥nsita di scattering totale che per
i cluster arriva quasi al 40%.

| dati relativi ai campioni di concentrazione imedia sono riassunti nelle tabelle che
seguono: la 2.2 é relativa alla popolazione diginat monomerica mentre la 2.3 agli
aggregati di Lisozima.
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Fig 2.19. ACF dell'intensita di scattering acquésiper i campioni 38.0 mg/mL, 63.0 mg/mL, 83.6
mg/mL, 113.6 mg/mL, 163.6 mg/mL e 208.8 mg/mL emalizzate fra 0 e 1.

Conc Rnh D medio Polid. D medio Intensita
(mg/mL) (nm) (cnts?) (%)

83.6 1.0 1.87 10 0.99- 2.85 10 73
113.6* 0.6 2.82 10 1.68- 4.85 10 76
163.6* 0.6 2.64 10 1.68- 4.85 10 74

208.8 0.6 2.54 10 1.68- 4.85 10 62

Tabella 2.2. Dati ottenuti dalle ACF relative aimg@ioni di concentrazione intermedia con l'algoiotm
CONTIN oppure con NNLS*. La prima colonna indicadancentrazione del campione, la seconda il
raggio idrodinamico della proteina monomerica, oowella popolazione corrispondente al decadimento
piu veloce. La terza e la quarta colonna mostrapettivamente il coefficiente di diffusione mediei
monomeri e la sua polidispersita. L'ultima colorindica la percentuale dell’intesita di scatterietativa

alla proteina in forma monomerica.

Il raggio idrodinamico del Lisozima in forma monamea risulta sottostimato rispetto

ai valori ottenuti analizzando le ACF dei campi@8.0 mg/mL e 63.0 mg/mL con |l
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metodo dei cumulanti. Quanto appena rilevato eidandursi ad una imprecisione
dell’algoritmo di inversione di Laplace che e piiidabile in caso di particelle conyR

di almeno 2.5 nm [18,19].

Al di la del limite del metodo di Laplace, che cwts nella difficolta di applicare |l

processo di inversione ad un numero finito di pusgierimentali, un’ulteriore

spiegazione del differente comportamento che i mmao di Lisozima hanno nei

campioni concentrati piuttosto che in quelli diluit determinata dallo studio delle
interazioni che si instaurano tra le particellesprei in soluzione. Al'aumentare della
concentrazione di Lisozima alcune particelle injeseono con forze di tipo attrattivo
che determinano la formazione degli aggregati. lEraaltre particelle presenti in

soluzione invece prevalgono interazioni repulsilie cendono maggiore il coefficiente
di diffusione dei monomeri rispetto ai valori trevaei campioni piu diluiti. Come e

stato gia precisato, nella determinazione del mgdiodinamico dei monomeri non si
tiene conto delle interazioni repulsive che siuséao fra le particelle, per cui quello
che si ottiene dall'equazione di Stokes-Einsteim alta un ‘raggio apparente’.

Le interazioni tra monomeri vengono trattate piprafonditamente nel paragrafo 2.4

nel quale si confrontano i risultati del DLS coretiudella FCS.

Conc Rn D medio Polid. D medio Intensita
(mg/mL) | (nm) (cns?) (%)

83.6 72 2.55 10 1.42- 4.10 10 27
113.6* 55 3.17 10 1.42-6.97 18 24
163.6* 21 7.54 19 1.42-20.1 18 26

208.8 57 2.49 10 1.42- 4.10 10 38

Tabella 2.3. Dati ottenuti dalle ACF relative aimgaoni di concentrazione intermedia con l'algoigtm
CONTIN oppure con NNLS*. La prima colonna indicadancentrazione del campione, la seconda il
raggio idrodinamico degli aggregati di proteina.teeza e la quarta colonna mostrano rispettivamiénte
coefficiente di diffusione medio dei cluster e lm9olidispersita. L'ultima colonna indica la pertele

dell'intesita di scattering relativa alla popolazéodi proteina in forma di aggregati.
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La figura 2.20 riporta la ACF dell'intensita di $s&ing acquisita per il campione a
concentrazione di Lisozima 246.4 mg/mL, analizzata I'algoritmo CONTIN.

Il campione €& piu concentrato in assoluto e analal@ che presenta gli aggregati di
Lisozima caratterizzati dal coefficiente di diffase minore, 1.7410°%, e dal raggio
idrodinamico maggiore, 75 nm. Inoltre piu del 65&tI'thtensita di scattering € dovuta

proprio alla proteina presente in soluzione in famncluster.

1.00e+00

0.00e+00

100.0 ns 10¢
T

Fig. 2.20. ACF dell'intensita di scattering percéampione 246.4 mg/mL, analizzata con l'algoritmo
CONTIN.

La tabella 2.3 riassume i dati relativi alle dugp@azioni di Lisozima presenti nel

campione.

Popolazione| R D medio Polid. D medio Intensita
(nm) (cnts? (%)

monomerica] 0.7 1.94 10 0.99- 2.89 18 34

aggregati 75 1.74 10 0.49- 7.01 10 66

Tabella 2.3. Dati ottenuti dalla ACF dell'intensidascattering per il campione 246.4 mg/mL, analiaz
con CONTIN.

Nella figura 2.21 sono messe a confronto la ACFcdetpione piu concentrato e quella

della soluzione 38.0 mg/mL in modo da rendere piara la differenza tra un
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decadimento unico tipico delle soluzioni che présen solo particelle monomeriche di
Lisozima e quello bimodale che invece caratterizzampioni di concentrazione piu

elevata.
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Fig. 2.21. Andamento dei punti sperimentali rela@lle misure sui campioni 38.0 mg/mL e 246.4

10 10 10

mg/mL. La curva € normalizzata tra O e 1.

La figura 2.22 mette a confronto I'andamento demtpgperimentali relativi a tutti i

campioni.

38.0 mg/mL

1.0+

83.6 mg/mL

113.6 mg/mL
163.6 mg/mL
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Fig. 2.22. Andamento dei punti sperimentali relagiNe misure sui campioni 38.0 mg/mL, 63.0 mg/mL,

83.6 mg/mL, 113.6 mg/mL, 163.6 mg/mL, 208.8 mg/m24&.4 mg/mL. Le curve sono normalizzate tra
Oel.

31



Sono evidenti due distinti trend: quello monomodid#e soluzioni 38.0 mg/mL e 63.0
mg/mL, in cui 'unico decadimento visibile si ricdice alla popolazione di monomeri
caratterizzati da un coefficiente di diffusioneldi® cn’s® (schema in figura 2.23 A);
I'altro € quello bimodale che si riscontra in tuttampioni piu concentrati dal momento
che al Lisozima in forma monomerica si affianca geaonda popolazione costituita
dagli aggregati proteici (2.2"9:“

A Monomers .
Monomers Oligomers
© 4,00 o B
02 OE 50 509 © &::BBJ
0p00Q0o 0n000 Q0 —_—
%8 0%% 8805 +— oo
e 0 © &° B

Fig. 2.23. Rappresentazione schematica A) dei aam@8.0 mg/mL e 63.0 mg/mL; B) dei campioni
83.6 mg/mL, 113.6 mg/mL, 163.6 mg/mL, 208.8 mg/m24é&.4 mg/mL.

Gli aggregati di Lisozima hanno un coefficientediffusione medio dell'ordine di 19
cn’s™ ed il loro raggio idrodinamico oscilla tra i 21 rem 75 nm. La figura 2.24 mostra
i valori dell'intensita di scattering in funzioneeldraggio idrodinamico di ciascuna

popolazione per ognuno dei campioni sottopostisurai

¢ 38.0 mg/mL
» 83.6 mg/mL
o <« 113.6 mg/mL
POPOLAZIONE ¥ 163.6 mg/mL
MONOMERICA A 208.8 mg/mL
80 /

60 1

1%
A

Fig. 2.24. Intensita di scatterlrFlea &)ercgntuale unzfone del raggio idrodinamico per i campioni 38.0
mg/mL, 63.0 mg/mL, 83.6 mg/mL, 113.6 mg/mL, 163.¢/mL, 208.8 mg/mL e 246.4 mg/mL.
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Il segnale di scattering relativo agli aggregatipi@ rilevante allaumentare della

concentrazione di Lisozima, come mostra la figubb2

100

Popolazione monomerica|
Popolazione di aggregati

I I I I
50 100 150 200

Concentrazione (mg/mL)
Fig. 2.25. Intensita di scattering dei campioniO3&g/mL, 63.0 mg/mL, 83.6 mg/mL, 113.6 mg/mL,

163.6 mg/mL, 208.8 mg/mL e 246.4 mg/mL in funzialedla concentrazione espressa in mg/mL.

E’ interessante confrontare il campione 38.0 mg/ooln una soluzione della stessa
concentrazione di Lisozima ma che sia stata otéepet diluizione da un campione piu
concentrato. Si indica con la sigla 40H una soheidi Lisozima in acqua 36.0 mg/mL
ricavata come € stato appena descritto. Lo scolfesperimento € comprendere se dli
aggregati di Lisozima una volta che si sono forrpatsistono in soluzione oppure se le
proteine che interagivano si allontanano per effééll’aggiunta del solvente.

La figura 2.26 riporta la ACF dell'intensita di $t=aing acquisita per il campione 40H,
analizzata con l'algoritmo CONTIN. La ACF presenize distinti decadimenti quindi
oltre al Lisozima in forma monomerica sono presensioluzione anche degli aggregati
proteici, nonostante la concentrazione del campsigneosi bassa.

I risultati del fitting della ACF relativa alla saatione 40H evidenziano un’elevata
polidispersita tanto che la popolazione monomegcauella costituita dai cluster
proteici contribuiscono in egual modo all'intensitascattering globale. La diluizione
non provoca la completa disgregazione degli agd@iregateici, i quali una volta che si

sono formati sono piuttosto stabili [20].
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Fig. 2.26. ACF dellintensita di scattering acqtasper il campione 40H (36.0 mg/mL), analizzata con
I'algoritmo CONTIN.

La tabella 2.4 riassume i dati sperimentali.

Popolazione| R D medio Polid. D medio Intensita
(nm) (ents’) (%)

monomerica| 0.7 2.74 10 1.68- 4.85 10 58

aggregati 52 3.84 10 1.42-6.97 10 42

Tabella 2.4. Dati ottenuti dalla ACF dell'intensith scattering acquisita per il campione 40H (36.0
mg/mL), analizzata con CONTIN.

Per valutare linfluenza del pH sulla formaziona dkister di Lisozima, sono stati
misurati i valori relativi a tutti i campioni analiati e dal momento che la soluzione
38.0 mg/mL é l'unica ad avere un pH di 3.3 mentrtetle altre (compresa la 40H)
oscillano tra 5.6 e 6, si pud pensare che il pmwel aggregazione risenta di questa
variabile. Per chiarire tale aspetto € stato pepaun altro campione 36.0 mg/mL,
sempre da una soluzione concentrata ma questa p@itailuire e stato utilizzato il
solvente ottenuto dalla filtrazione con Amicon Eiparator (Materiali e Metodi). Il pH
di questa soluzione, che viene indicata con sid@&,4e di 3.7. La funzione di

autocorrelazione del campione 40A analizzata calgdritmo CONTIN, figura 2.27, ci
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da dei risultati molto simili a quelli relativi all soluzione 40H. Alla popolazione
monomerica con raggio idrodinamico di 0.7 nm ciseane affianca una costituita da
cluster con Rpari a 50 nm e anche in questo caso l'intensitcditering attribuita agli

aggregati € molto elevata, quasi il 50% del segiudide.

1.00e+00

0.00e+00

100.0 ns 10¢
T

Fig. 2.27. ACF dell'intensita di scattering acqtasper il campione 40A (36.0 mg/mL), analizzata con
I'algoritmo CONTIN.

L’elevata polidispersita di questo campione reneiggoore il fitting.

Popolazione| R D medio Polid. D medio Intensita
(nm) (cnts?) (%)

monomerica| 0.7 2.80 10 0.99- 4.91 10 55

aggregati 48 4.19 10 0.84-11.9 10 45

Tabella 2.5. Dati ottenuti dalla ACF dell'intensitth scattering acquisita per il campione 40A (36.0)

mg/mL, analizzata con CONTIN.

| dati sperimentali relativi ai campioni 40H e 48Ano simili nonostante il primo abbia
un pH compreso tra 5.6 e 6 mentre l'altro di 317indi il processo di aggregazione del
Lisozima é guidato dalla concentrazione della pnate non dal pH della soluzione.
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Confrontando I'andamento dei punti sperimentali ciehpione 38.0 mg/mL e di quelli
siglati come 40H e 40A si hanno delle evidentiatiéhze, figura 2.28.

1.0

38.0 mg/mL
40H mg/mL

0.8 +

0.6

0.4 4

Gf)_norm

0.2

0.0

II T T IIIIIII T T IIIIIII T T IIIIIII—‘ ‘l T I‘Illll
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Fig. 2.28. Andamento dei punti sperimentali refa#ille misure sui campioni 38.0 mg/mL, 40H (36.0
mg/mL) e 40A (36.0 mg/mL). Le curve sono normaliezza O e 1.

10"

Il decadimento delle funzioni di autocorrelazionel ccampione 38.0 mg/mL e

monomodale mentre quello delle altre due soluzomimodale.
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2.3 Fluor escence Correlation Spectr oscopy

La spettroscopia di correlazione della fluorescepzana tecnica che permette di
studiare la dinamica dei fluorofori o delle molezwharcate presenti nel sistema e di
determinare il coefficiente di diffusione delle sfgeche si muovono in soluzione di un
moto browniano. Nel corso della misura una radiiononocromatica di 561 nm
investe parte del campione definendone una porzotveeprende il nome di volume
confocale, figura 2.29. Un’appropriata funzione alitocorrelazione descrive le
fluttuazioni che l'intensita di fluorescenza ha tehpo. Esse sono dovute al fatto che le
particelle fluorescenti presenti in soluzione emtraed escono continuamente dal
volume confocale. In base alla velocita delle €lattioni si determina il coefficiente di

diffusione di tali particelle [21].

Fig. 2.29. Volume confocale definito dalla radiamdaser incidente sul campione; vengono rilevalte s

le particelle che emettono nel volume confocale.

Ai fini dello studio di aggregazione delle proteirgtobulari la spettroscopia di

correlazione della fluorescenza € un metodo mdtwo per distinguere il Lisozima in

forma monomerica dai cluster eventualmente presefia medesima soluzione.

Le misure sono state eseguite su campioni di Lisazn acqua dalle concentrazioni di
40.4 mg/mL, 63.0 mg/mL, 113.6 mg/mL, 163.6 mg/mR46.4 mg/mL ai quali é stata
aggiunta la stessa quantita di una soluzione 2@#nindi Lisozima marcato con

5-Tamra (Materiali e Metodi).
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La figura 2.30 riporta la media di cinque ACF daliénsita di fluorescenza acquisite
per il campione a concentrazione di Lisozima 40gdmhb, le barre verticali indicano la
deviazione standard della singola misura rispeltto raedia e la curva di colore blu

mostra il fitting. L’equazione usata per analizziedati € la seguente:

N

-1 -1/2
1 4Dt 4Dt

3 5 5 1+

T oWy L W \ Z,

G(r)=.—f1+ :

dove <c> e la concentrazione nanomolare della spiworescente, we % sono i
parametri laterale ed assiale che definisconolume confocale e D ¢ il coefficiente di
diffusione. Essa rappresenta il moto in tre dimamgpuramente browniano di un’unica
specie fluorescente caratterizzata da un determaowfficiente di diffusione.

Dal fitting della media di cinque misure si detemmiil valore del coefficiente di

diffusione del Lisozima monomerico presente in swone, ovvero 1.02 +0.03L0°

cnést,

x107

G()

10° 10" 10° 10 10"
T(s)
Fig. 2.30. ACF dell'intensita di fluorescenza medi@inque misure effettuate sul campione a
concentrazione di Lisozima 40.4 mg/mL. Le barrdigali indicano la deviazione standard di ciascuna
misura rispetto alla media e la curva di colorernhstra il fitting (modello con un unico coefficterdi

diffusione).
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La ACF del campione presenta un decadimento umdfaiti a basse concentrazioni il
Lisozima marcato con 5-Tamra € presente in solezéstlusivamente in forma
monomerica.

Le figure 2.31, 2.32 e 2.33 riportano le ACF datisita di fluorescenza acquisite per i
campioni a concentrazione di Lisozima 63.0 mg/nil3.6 mg/mL e 163.6 mg/mL. Per
nessuna delle tre soluzioni risulta adeguata lI'egque di Gf) con un unico
coefficiente di diffusione che & stata utilizzatar g’analisi della ACF relativa al
campione piu diluito. E’ necessario quindi serviatsun modello per il fitting dei dati
sperimentali che contenga due coefficienti di diffune: uno associato alle molecole di
Lisozima presenti in forma monomerica ed un alpia, piccolo, che é da ricondursi ai
cluster di proteina i quali essendo di dimensioraggiori rispetto ai monomeri Si

G(r) = —

-1
4D;7 4D;7
—— fl{1+ = } {1+
(eyw, z, W,

muovono piu lentamente. L'equazione utilizzata sdguente:

o 4D [
L +(1- 1) 1+ —3
T Zy

_11
T 4D, 1
= 11+ =
D, é il coefficiente di diffusione del Lisozima inrfaa monomerica e i riferisce agli

Zy
aggregati della proteina; € la frazione di incidenza dei monomeri e {flefuella dei
cluster presenti nello stesso campione.

400

300 —
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Fig. 2.31. ACF dell'intensita di fluorescenza media cinque misure effettuate sul campione a
concentrazione di Lisozima 63.0 mg/mL. Le barretigeli indicano la deviazione standard di ciascuna

misura rispetto alla media e la curva di colorerhstra il fitting (modello con due distinti coefenti di
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Fig. 2.32. ACF dell'intensita di fluorescenza media cinque misure effettuate sul campione a
concentrazione di Lisozima 113.6 mg/mL. Le barrgieali indicano la deviazione standard di ciascuna
misura rispetto alla media e la curva di colorerhstra il fitting (modello con due distinti coefienti di

diffusione).
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Fig. 2.33. ACF dell'intensita di fluorescenza media cinque misure effettuate sul campione a
concentrazione di Lisozima 163.6 mg/mL. Le barrgieali indicano la deviazione standard di ciascuna
misura rispetto alla media e la curva di colorerhstra il fitting (modello con due distinti coefienti di

diffusione).
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Il fatto che il modello per il fitting con due disti coefficienti di diffusione approssimi

bene I'andamento dei punti sperimentali dei camp&rmroncentrazione di Lisozima
intermedia costituisce una prova della presenz#é dggregati proteici in soluzione. |

due decadimenti non sono molto marcati perche steturilevati nel campione sono
pochi. La tabella 2.5 mostra i dati relativi all@uzioni di concentrazione intermedia.
La prima colonna mostra la soluzione a cui sifxrimento, la seconda il coefficiente di
diffusione del Lisozima in forma monomerica, laztela frazione di incidenza che la
prima popolazione ha sulla proteina totale e lendtdue colonne sono riferite ai cluster

che si sono costituiti.

Concentrazione D, f1 D, fa
(mg/mL) (cn’s? (cn’s?)

63.0 3.54 + 0.50 10 0.84 1.0+ 0.37 10° 0.16
113.6 3.50 + 0.69 10 0.90 3.01+27110| 0.10
163.6 3.92 £0.40 10 0.93 1.86+1.2310| 0.14

Tabella 2.5. Dati sperimentali relativi ai campidiniconcentrazione intermediba prima colonna mostra
la concentrazione del campione in mg/mL, la secohdaefficiente di diffusione del Lisozima in foam
monomerica espresso in &M, la terza la frazione di incidenza che la primaglazione ha sulla

proteina totale e le ultime due colonne sono tifedii cluster che si sono costituiti.

Il coefficiente di diffusione della proteina in foe monomerica € compreso tra 2.81
-10° cnfst e 4.3210° cnfs™ e la percentuale di incidenza di questa prima faajane
sul Lisozima totale varia dall’'84% al 93%. Gli aggati hanno, invece, un D
dell'ordine di 1¢° cnfs* e costitiscono al massimo il 16% della proteinespnte in
soluzione. Nella figura 2.34 sono riportate le AGé&l'intensita di fluorescenza del
campione meno concentrato, delle soluzioni di cotragione intermedia ed i relativi
fitting. Le funzioni di autocorrelazione dei campi®3.0 mg/mL, 113.6 mg/mL e 163.6

mg/mL sono sovrapponibili per cui nel grafico conmp@ solo due curve.
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10 + ACF 40.4 mg/mL
__fitting 40.4 mg/mL

03+ N\ + ACF 63.0 mg/mL, 113.6
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Fig. 2.34. ACF dell'intensita di fluorescenza media cinque misure effettuate sui campione a
concentrazione di Lisozima 40.4 mg/mL, 63.0 mg/ml13.6 mg/mL e 163.6 mg/mL e relativi fitting. Le

curve sono normalizzate tra 0 e 1.

La curva relativa al campione di Lisozima a piudaagoncentrazione presenta un
decadimento monomodale, mentre in quella relatiie soluzioni di concentrazione
intermedia si distinguono due andamenti diverdattnaumentando la concentrazione
della proteina il volume confocale non € piu atr@ato esclusivamente da particelle
monomeriche ma anche dagli aggregati proteici @mnd una mobilitd minore rispetto
alle particelle libere.

La figura 2.35 riporta la media di cinque ACF daliénsita di fluorescenza acquisite
per il campione a concentrazione di Lisozima 246g4mL.

La popolazione costituita dagli aggregati di Lisoai presenti in soluzione diviene piu
influente sul sistema. Infatti la percentuale dcidienza dei cluster sale dal 16%,
riscontrato come valore massimo nei campioni ineglimal 36%. Il coefficiente di
diffusione dei monomeri & di 1.00 +0.040° cnfs®, mentre quello degli aggregati &
compreso tra 7.400° cnfs™® e 1.6610° cnfs™.
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Fig. 2.35. ACF dell'intensita di fluorescenza media cinque misure effettuate sul campione a
concentrazione di Lisozima 246.4 mg/mL. Le barrgieali indicano la deviazione standard di ciascuna

misura rispetto alla media e la curva di colorerhstra il fitting (modello con due distinti coefienti di

diffusione).

Sovrapponendo le ACF dell'intensita di fluoresceaequisite per tutti i campioni ed i

relativi fitting si notano tre distinti trend, figai 2.36.

+ ACF 40.4 mg/mL
10 __fitting 40.4 mg/mL
+ ACF 63.0 mg/mL, 113.6mg/mL,
] F N 163.6 mg/mL
’ __fitting 63.0 mg/mL, 113.6mg/mL,

£ + 163.6 mg/mL
B 0.6 : *
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Fig. 2.36. ACF dell'intensita di fluorescenza media cinque misure effettuate sui campione a
concentrazione di Lisozima 40.4 mg/mL, 63.0 mg/rhlL3.6 mg/mL, 163.6 mg/mL e 246.4 mg/mL e

relativi fitting. Le curve sono normalizzate traQ.
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La curva di colore giallo, che rappresenta il riigtidei punti raccolti dalle misure sul
campione 246.4 mg/mL, mostra tempi di decadimenfmesori a quelli relativi alla
soluzione 40.4 mg/mL e ha una forma che si disenigicilmente da quella della curva
di colore verde, associata ai campioni 63.0 mg/iril3.6 mg/mL e 163.6 mg/mL.

In alcuni casi i risultati ottenuti dalle misurensoaffetti da un errore non trascurabile,
questo tuttavia non inficia la validita dell'espeento. Infatti anche se si ricava un
valore numerico del coefficiente di diffusione aieade in un range talvolta ampio, si
distinguono senza difficolta le proteine in formamomerica dagli aggregati e lo scopo
di questo lavoro di tesi € studiare I'aggregazideklisozima, preso come prototipo per
le proteine globulari, rilevando la presenza o lanoanza dei cluster in soluzioni di
diverse concentrazioni. La figura 2.37 mostra lilenza che ciascuna popolazione ha
sul sitema totale. Leggendo il grafico da sinisiraota che le particelle con coefficiente
di diffusione dell'ordine di 18 cnfs* hanno una frazione di incidenza sul sistema che &

sempre inferiore a 0.4.
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Fig. 2.37. Frazione di incidenza dei monomeri didmggregati sul sistema totale. Gli aggregati ltaun

D dell’ordine di 1 cnfs™, mentre la proteina monomerica di®lénhfs™.

hY

In soluzioni diluite di Lisozima, come la 40.4 md/mla proteina € presente
esclusivamente in forma monomerica mentre nei camifi cui concentrazione ricade

nell'intevallo compreso tra 63.0 mg/mL e 163.6 mig/gii aggregati arrivano anche a
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costituire il 20% del sistema totale. In soluzionolto concentrate (246.4 mg/mL)

I'incidenza dei cluster raggiunge quasi al 40%fay2.38.

Popolazione monomerica
Popolazione di aggr egati

1.0

N o o
IS o ©
1 1 1

frazione di incidenza
T

0.0 —

T T T T
50 100 150 200

Concentrazione (mg/mL)

Fig. 2.38. Incidenza che la proteina monomericalieaggregati hanno sul sistema al variare della

concentrazione dei campioni.

Analogamente a quanto effettuato nelle misure dSDper verificare anche tramite
FCS che il pH non influisse nel processo di aggriegee della proteina e per valutare la
stabilita dei cluster rispetto alla diluizione, sostate effettuate delle analisi su due
campioni di concentrazione 40.0 mg/mL ottenuti elildo la soluzione di 246.4 mg/mL
(Materiali e Metodi). Uno dei due campioni avevaphh pari a 6 e viene siglato come
40H, l'altro pari a 3.7 e viene indicato con laidica 40A. Le figure 2.39 e 2.40
riportano la media di cinque ACF dell'intensitafidiorescenza acquisite per i campioni
40H e 40A.

| dati sperimentali che risultano analizzando lee dwluzioni sono molto simili: la
proteina é presente quasi esclusivamente in form@merica, infatti la percentuale di
incidenza di questa prima popolazione oscilla @6 el campione 40H al 94% del
40A. 1l coefficiente di diffusione del Lisozima Ebo & rispettivamente 1.270° cnfs™

e 1.34-10° cnfs™; entrambi i valori sono affetti da un errore piecdGli aggregati sono
poco influenti e il loro coefficiente di diffusion&@ determina con minore accuratezza,
tuttavia & dell’'oridine di 18 cnfs™.
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Fig. 2.39. ACF dell'intensita di fluorescenza media cinque misure effettuate sul campione a
concentrazione di Lisozima 40H (40.0 mg/mL). Lerbaverticali indicano la deviazione standard di
ciascuna misura rispetto alla media e la curvaottire blu mostra il fitting (modello con due digtin

coefficienti di diffusione).
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Fig. 2.40. ACF dell'intensita di fluorescenza media cinque misure effettuate sul campione a
concentrazione di Lisozima 40A (40.0 mg/mL). Lerbaverticali indicano la deviazione standard di
ciascuna misura rispetto alla media e la curvaottire blu mostra il fitting (modello con due digtin

coefficienti di diffusione).
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| dati ottenuti dal fitting sono riassunti nelleb&la 2.6. La prima colonna indica il
campione sottoposto alla misura. La seconda maktialore del coefficiente di

diffusione della popolazione costituita dal Lisoaimpresente in soluzione in forma
monomerica. Nella terza colonna e riportata laidre di incidenza della proteina
libera sul sistema. Le colonne a fianco di quefdpema citate descrivono invece la

seconda popolazione di Lisozima, ovvero quellaittost dagli aggregati della proteina.

Campione D; f1 D, fa
(cn’s? (cn’s?)

40H 1.27+0.12 10 0.99 1.00 +3.41 19 0.01

40A 1.34+0.14 16 0.94 1.00+0.72 19 0.06

Tabella 2.6. Dati sperimentali relativi alle soluzi di concentrazione 40 mg/mL ottenute per dilogio
dal campione 246.4 mg/mla prima colonna indica il campione sul quale éasédfettuata la misura, la
seconda il coefficiente di diffusione del Lisozimaforma monomerica espresso in’st la terza la
frazione di incidenza che la prima popolazione tlasproteina totale e le ultime due colonne sono
riferite ai cluster che si sono formati.

La diluizione con acqua provoca l'allontanamentdled@roteine anche se i cluster
presenti in soluzione non si sciolgono completamentno dei vantaggi della
spettroscopia a correlazione della fluorescenzaditéatto che le frazioni di incidenza
di ciascuna popolazione sul sistema non vengonermetate in base a dei parametri
che dipendono dalle dimensioni delle particelle, e € attendibile il dato che solo il
6% (al massimo) delle proteine in soluzione ints@gno in modo associativo.

Non si riscontra un’evidente differenza tra il caome a pH 6 e quello piu acido, infatti
le funzioni di autocorrelazione di entrambi sonoltmeimili a quella relativa alla
soluzione 40.4 mg/mL, figura 2.41.
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Fig. 2.41. ACF dellintensita di fluorescenza media cinque misure effettuate sui campioni a
concentrazione di Lisozima 40.4 mg/mL, 40H (40.6/mL) e 40A (40.0 mg/mL). | valori sono

normalizzati tra 0 e 1.

Il decadimento relativo ai campioni 40H e 40A é ragpimativamente monomodale,
anche se la funzione di autocorrelazione mostra disinti coefficienti di
autocorrelazione. Questo risultato si riconducdagtb che la popolazione costituita

dagli aggregati costituisce una minima parte dseaia.
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2.4 ConfrontotraDLS ed FCS

Allo scopo di approfondire le informazioni otteribcon le tecniche sperimentali
utilizzate in questo lavoro di tesi e per uno sduoaginottico che comprenda tutti i dati
sperimentali raccolti, € necessario confrontarsplettroscopia a correlazione di fotoni
con la spettroscopia di correlazione della fluoeega e i risultati apportati da ciascuna
delle due tecniche.

Il DLS e utilizzato dagli anni '60 del secolo somes ormai € un metodo affermato per la
determinazione delle dimensioni delle particelles@nti in un campione [22]. Nel corso
della misura una radiazione monocromatica attraviersoluzione e interferendo con le
particelle presenti viene diffusa.

La FCS nasce come tecnica spettroscopica all'indgd 1970. Allora era adibita
unicamente allo studio di fenomeni di rilassamesiqerturbava il sistema variando la
temperatura o la pressione e si analizzavano ieggdcinetici con i quali esso tornava
nelle condizioni di equilibrio. Solo dopo diversira di ricerche gli scienziati Magde e
Watt riuscirono ad applicare 'FCS con successdaracsoluzioni che si trovassero gia
all'equilibrio. In quest'ultimo caso durante la mia una radiazione monocromatica
investe parte del campione preso in esame, che dawenere al suo interno specie
fluorescenti. La radiazione definisce il volume fumale e all'interno di esso si rilevano
le fluttuazioni dell’intensita di fluorescenza mnizione del tempo [23].

Entrambe le spettroscopie studiano le propriet&ticihe di una soluzione in cui le
particelle si muovono di un moto browniano. Misutare fluttuazioni dell'intensita di
luce diffusa (DLS) o della fluorescenza (FCS) eveedosi di appropriate funzioni di
autocorrelazione si determina il coefficiente dffudiione di tali particelle e la
complessita del sistema. E' necessario soffermsuia diversita dei coefficienti di
diffusione ai quali si perviene dalle misure di DeSli FCS. Nel primo caso D & un
‘mutual diffusion coefficient’, determinato da ftuazioni di densita nel volume di
scattering. Esso indica quanto velocemente unacelat arriva in una data posizione
spostandone altre; tale particella non e dunque spegifica ma una del pool. Nel
secondo caso, invece, si determina il ‘self diffuascoefficient’, che & responsabile
dello spostamento quadratico medio di una singatéigella nel tempo [24]. Si deduce
quindi che la spettroscopia di correlazione dellarescenza € una tecnica piu sensibile

rispetto a quella a correlazione di fotoni ma nen guesto € limitata esclusivamente a
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soluzioni poco concentrate, infatti, oggi la siimga anche per analizzare campioni in
cui € presente un numero elevato di particelleltrmoper una misura di FCS é
sufficiente un volume del campione minore rispettquello necessario per il DLS. Un
ulteriore vantaggio della FCS e quello di determenk presenza di piu popolazioni
all'interno dello stesso campione, in termini deltao consistenza numerica e di
attribuire a ciascuna di esse una percentualecttienza che non dipende da parametri
legati alle dimensioni delle particelle [25]. Alrdoario, la spettroscopia a correlazione
di fotoni sopravvaluta la presenza delle speciegpaindi in quanto queste diffondono la
radiazione laser incidente in base al loro volurhguadrato, e per correggere i dati
ottenuti € necessario conoscere la forma degliezmggr, che non € sempre nota in
maniera attendibile [26]. Confrontando i risultatienuti con le due tecniche, si osserva
che aumentando la concentrazione di proteina sindieono chiaramente due diverse
popolazioni: una che ha un coefficiente di diffisidintorno a 18 cnfs?, costituita
dalla proteina in forma monomerica, ed un’altra Eodell'ordine di 1 cnfs™ formata
dagli aggregati. Le tecniche concordano nellatiir alle specie presenti nei campioni
a concentrazione di 40 mg/mL una forma esclusivaeneronomerica. Se dal DLS gli
aggregati rilevabili nelle soluzioni intermedie (d®0 mg ai 200 mg di Lisozima circa
per millilitro) risulterebbero il 30% o addirittuia40% del sistema, dal’FCS si hanno
valori al di sotto del 20%. La discordanza e dovaitdatto che il fattore di peso di
ciascuna popolazione é il suo contributo all’int@ngotale diffusa. La dipendenza di
questa quantita dal volume quadratico spiega facitenla discrepanza osservata. Un
discorso analogo vale per i campioni di concentrazi 246.4 mg/mL; infatti gli
aggregati sarebbero piu del 65% del Lisozima imz&ohe facendo riferimento al DLS
ma risultano solo il 36% dallFCS. Il divario tre imisure aumenta considerando i
campioni 40H e 40A: soluzioni di 40 mg/mL circaenttite per diluizione da quelle piu
concentrate, la prima ha un pH di 6 e I'altra di.3.cluster presenti in queste ultime
due soluzioni sono praticamente irrilevanti, dal nmeoto che le proteine che i
costituiscono sono al massimo il 6% del quantitatotale. Invece dal DLS risulterebbe
un sistema in cui monomeri e aggregati sono pregaasi in egual misura.

Non e corretto pensare, pero, che la spettrosacbmarrelazione della fluorescenza sia
in tutto superiore a quella a correlazione di fatdmfatti, anche il DLS ha dei vantaggi
rispetto all'’FCS. Per prima cosa non & una tecimeasiva mentre per poter fare una
misura di FCS su una proteina € necessario maycanee si e fatto per il Lisozima con

il 5-Tamra. Bisogna pero tenere conto che é sefite anche un volume molto piccolo
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di marcatore e nell'ambito di questo esperimentdisozima legato al Tamra e al
massimo lo 0.1% del totale. Inoltre una misura HBSE® sicuramente meno complessa
dal punto di vista operativo rispetto ad una di FEI& comprende il corretto utilizzo
del microscopio confocale e la calibrazione giaeral dello strumento e poi i costi
dell’'apparato di cui ci si serve nel primo casoaarferiori. Anche I'elaborazione dei
dati ottenuti dalla tecnica spettroscopica a camehe di fotoni & piu agevole rispetto a
quella di correlazione della fluorescenza. Infadtinecessario introdurre un numero
inferiore di parametri per poter approssimare d¢taneente una curva allandamento dei
punti sperimentali grazie anche all'algoritmo CONTIInfine, sottoponendo un
campione ad una misura di DLS si determina la spetsita della soluzione, cosa che
attualmente non e possibile per la FCS.

Nonostante le differenze che sono state messeidereza, le due tecniche portano a
risultati molto simili. Un primo dato e che il Lismna, se presente in soluzione nella
guantita sufficiente, costituisce degli aggredatbltre la formazione dei cluster proteici
dipende dalla concentrazione del campione. Nellezgmi piu diluite (40 mg/mL) il
Lisozima €& presente esclusivamente in forma monicmer ha un coefficiente di
diffusione di circa 110° cnfs™. Tramite la relazione di Stokes- Einstein si détem
anche il raggio idrodinamico della proteina libeshe € di 1.5 nm. Portando la
concentrazione del campione a 63.0 mg/mL le miguLS non evidenziano grosse
differenze, negando la presenza di aggregati inzgwhe. Dalle analisi di FCS, al
contrario, si attribuisce ai cluster un’incidenza sistema del 16%. Essi hanno un
coefficiente di diffusione dell’ordine di focnfs® quindi in acqua si muovono pil
lentamente dei monomeri a causa delle loro maggiimensioni. Quello della
soluzione 63.0 mg/mL e l'unico caso in cui DLS e@S-non danno un risultato
univoco. Per ottenere un dato piu riproducibilesicpropone di ripetere la misura un
numero superiore di volte rispetto a quanto € gtasibile in questo lavoro di tesi. Le
soluzioni di concentrazioni comprese tra 83.6 mga08.8 mg/mL circa dalle misure
di DLS presentano a loro volta due distinte popolaizuna e costituita dai monomeri e
I'altra da aggregati che hanno un raggio idrodiranuhe va dai 21 nm ai 72 nm. Dalla
spettroscopia di correlazione della fluorescenzsulta che nelle soluzioni di
concentrazione intermedia la frazione di incidedeacluster sul sistema non supera lo
0.2. Il campione di concentrazione piu alta trallg@malizzati € il 246.4 mg/mL. In

esso risultano presenti aggregati dal raggio idaico di 75 nm che hanno una
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percentuale di incidenza sul sistema quasi del 4¥@rminata sempre dalle misure di
FCS.

Sono stati misurati anche due campioni a conceantraz40 mg/mL ottenuti per
diluizione di una soluzione piu concentrata. Unodiee aveva un pH di 6 mentre l'altro
di 3.7. Lo studio di questi due casi e interessaialemomento che anche in campioni
cosi diluiti si riscontra una limitata presenzaadgregati e cio significa che una volta
che i cluster si sono formati non si dissolvono ptatamente per effetto del ripristino
della condizione diluita [20]. Tuttavia, le forze itterazione attrattiva sono deboli
quindi gran parte dei legami che si erano costitlsi rompono a causa
dell'allontanamento delle proteine provocato daljmunta di solvente. | dati
sperimentali relativi alle due soluzioni sono mdtmili nonostante in un caso il pH sia
di 6 e nell’altro di 3.7. Non risulta quindi cheptocesso di aggregazione delle proteine
dipenda dal pH, almeno nel range di valori chea3 @ 6.

Nel paragrafo 2.2 si e accennato che il coeffigedi diffusione determinato dalle
misure di DLS per i monomeri di Lisozima diminuiscdl'aumentare della
concentrazione della proteina. Quanto evidenziato gipendere in parte dalla limitata
precisione dell’algoritmo di inversione di Laplacea un’ulteriore spiegazione poggia
sulle interazioni che si instaurano in seguitocaalihento di concentrazione.

La tabella 2.7 riporta le concentrazioni dei campianalizzati, il ‘mutual diffusion
coefficient’ determinato dalle misure di DLS e afficiente di diffusione ottenuto

dalla FCS, entrambi relativi alla popolazione didzima in forma monomerica.

Conc campione (mg/mL) | B(cnfs?) Ds (cnfs™)
38.0 1.36 10 1.02 £0.03 10
63.0 1.36 10 3.54 + 0.50 10
83.6 1.87 18

113.6 2.82 10 3.50 + 0.69 10
163.6 2.64 10 3.92 £ 0.40 10
208.8 2.54 18

246.4 1.94 19 1.00 + 0.04 10

Tabella 2.7. Mutual diffusion coefficient determioadalle misure di DLS e self diffusion coefficient

ottenuto dalla FCS relativi alla popolazione didzsna in forma monomerica.
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E’ possibile determinare la natura delle interazmre si instaurano tra i monomeri di
Lisozima presenti in soluzione e valutarne la dgssza dalla concentrazione della
proteina dal momento che il coefficiente di mutiffudione, che si ottiene dalle misure
di DLS, e legato al secondo coefficiente del vajdb,. La figura 2.46 riporta il Rdei
monomeri in funzione della concentrazione di Liswai Le barre verticali indicano
I'estensione del range di valori a cui I'algoritrdbinversione di Laplace attribuisce la
maggiore intensita di scattering. Si fa riferimeniodati del fitting con il metodo dei
cumulanti bloccato al 2° ordine per i campioni gilwiti (38.0 mg/mL, 63.0 mg/mL) e
con CONTIN o NNLS per gli altri (83.6 mg/mL, 163mg/mL, 208.8 mg/mL e 246.4
mg/mL).

Dm = Ds (1 + kyC)

Dkp = = 4.05-10° +1.96-10°
<=1.17-10%+1.32:10°

3.0

2.5+

1.5+

) x10°

1.0+

Dm (cnfs?

0.5

0.0 T T T T
0 50 100 150 200

Conc (mg/mL)
Fig. 2.46. D) relativo alla popolazione di Lisozima in forma momerica in funzione della
concentrazione di proteina nel campione. Le bagréoali indicano il range di valori a cui corrigmae la
maggiore intensita di scattering, facendo riferitoeni dati del fitting con il metodo dei cumulanti

bloccato al 2° ordine per i campioni piu diluiti8® mg/mL, 63.0 mg/mL) e con CONTIN o NNLS per
gli altri (83.6 mg/mL, 163.6 mg/mL, 208.8 mg/mL &4 mg/mL).

L’andamento dei dati sperimentali si approssimaraaretta di equazione [27]:
Dm = Ds (1+ koC)
dove Dy é il ‘mutual diffusion coefficient’, Ré il ‘self diffusion coefficient’, c é la
concentrazione della proteina nel campiong arkparametro relativo alle interazioni
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fra particelle. Nella determinazione della pendeazdellintercetta della retta hanno
avuto un peso maggiore i punti sperimentali a cagsgociato un errore minore, inoltre il
coefficiente di mutua diffusione del campione 1181/mL non compare nel grafico
perche includerlo peggiorerebbe la qualita dehfittineare.
Nel caso in cui siano analizzate soluzioni di Listz sufficientemente diluite la
relazione che segue permette di determinare gaawéimente il secondo coefficiente
del viriale [28]:

kp = 2-Boa-My — 81 — 2\
dove M, é il peso molecolare del solut@, e il coefficiente di attrito egy e il volume
specifico del soluto.
| campioni misurati in questo lavoro di tesi harmomcentrazioni della proteina troppo
elevate per permettere una trattazione quantitaiiftavia il fatto che la pendenza della
retta che approssima lI'andamento dei dati speriatiesta positiva costituisce un
risultato molto interessante. Infatti la pendeneladretta € associata al parametgo k
che é positivo quando le forze instauratesi traakicelle presenti in soluzione sono di
carattere repulsivo. All'aumentare della concentnae di Lisozima alcune particelle
formano aggregati proteici in seguito ad interazdircarattere attrattivo ma sulle altre
predominano delle forze repulsive. Questo si v@&ifper i monomeri di Lisozima che
nelle soluzioni piu concentrate hanno una mobBit@eriore a quella riscontrata nei
campioni diluiti e hanno minore coefficiente difdgione. Nella determinazione del
raggio idrodinamico delle particelle di Lisozimamsi tiene conto delle interazioni di
natura elettrostatica che si instaurano in solwidinvalore riportato per i monomeri é
dungue un ‘raggio apparente’ che e sottostimafmetie a quello reale, in quanto se le
forze repulsive aumentano la mobilita delle paliéce quindi il loro coefficiente di
diffusione, dalla relazione di Stokes-Einsteintsgagono R minori.
L’equazione della retta da lo spunto per una pazdie che ancora non €& stata
sottolineata: il ‘mutual diffusion coefficient’ edl ‘self diffusion coefficient’
coinciderebbero a diluizione infinita, ovvero nelso in cui una particella di Lisozima
fosse anche l'unica presente in soluzione [29]inEéressante confrontare il valore di
D, in corrispondenza dell'intercetta sull’asse delldinate con il @ determinato per la
popolazione di Lisozima in forma monomerica dalisure di FCS. R(c = 0) e pari a
1.17 -10° cnfs?, un valore molto vicino all'1.0210° cnfs? rilevato analizzando il
campione piu diluito con la spettroscopia di cazedne della fluorescenza. |

coefficienti di diffusione relativi ad alcune deltencentrazioni piu elevate, determinati
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sempre dalle misure di FCS, risultano maggiori dil@® cnfs® perché le ACF
acquisite per questi campioni sono piuttosto rurs@m® quindi anche i dati sperimentali
che si ottengono sono affetti da un errore piu dgan
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2.5 Fluor escence Resonance Energy Transfer

Il fenomeno di trasferimento di energia per risareadi fluorescenza si verifica se un
fluoroforo (il donatore) emette in una regione dedlpettro in cui un’altra specie
('accettore) e in grado di assorbire. Il trasfegito di energia non € un processo
radiativo ma €& un’interazione di tipo dipolo- dipdta due molecole che devono essere
sufficientemente vicine. Nell’ambito dell’esperimenl donatore € il Lisozima marcato
con Fluoresceina mentre I'accettore € il Lisozinaeato con 5-Tamra.

La figura 2.42 mostra lo spettro di emissione dEllzoresceina eccitata a 468 nm e lo

spettro di assorbimento del Tamra; le curve sommabzzate.
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Fig. 2.42. La curva di colore giallo € lo spettiethissione della Fluoresceina eccitata a 468 amyiva
di colore fucsia € lo spettro di assorbimento d&labnra. La Fluoresceina emette in una regione dello

spettro in cui il 5-Tamra € in grado di assorbire.

La ragione per cui questa tecnica spettroscopgadtai interessante nell’ambito dello
studio dell’aggregazione delle proteine globulani wna soluzione di Lisozima

contenente entrambi i marcatori sta nel fatto obwesente di determinare la distanza
media tra le particelle di Lisozima marcato conofésceina e quelle di Lisozima
marcato con Tamra. Inoltre nel caso in cui taléadi®a risulti di un valore compreso tra
3 nm e 10 nm si puo concludere che il campioneizzadb presenti aggregati proteici
[30].
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L’esperimento di FRET e stato eseguito su cammaroncentrazione di Lisozima 41.1
mg/mL e 130 mg/mL. Per ciascuna soluzione in uniocdenpioni era presente del
Lisozima marcato con Fluoresceina in concentrazidrie mg/mL; in un altro del
Lisozima marcato con 5-Tamra in concentrazione g/mL e nell'ultimo erano
presenti proteine marcate con entrambi i fluorofbtateriali e Metodi).

Per quantificare I'efficienza del trasferimentoetiiergia € stato introdotto il parametro
E;:

F F.r A

E. =_D
: F

n

dove b € lintensita di fluorescenza del donatore libem e € lintensita di
fluorescenza del donatore in presenza di un aceetto

Nota I'efficienza del trasferimento di energia esgibile ricavare la distanza media (R)

tra le particelle marcate con i due diversi fluoroframite la relazione che segue:

g - R
" RS +R°
dove R e il raggio di Foster ed ha un valore caratteistic ogni coppia donatore-
accettore; nel caso della Fluoresceina e del Taémsram [31].
| campioni costituiti da Lisozima marcato sia cdadfesceina che con Tamra che sono
stati sottoposti alla misura hanno mostrato un aotamento diverso a seconda della
concentrazione. La soluzione 41.1 mg/mL non ha dabgo ad alcun fenomeno di
trasferimento di energia e cid € da ricondursiadtiof che non si formino aggregati di
Lisozima quando la concentrazione di proteina ouace cosi bassa. Infatti le particelle
libere in soluzione sono troppo distanti perchanl&sione delle une possa influire
sull’assorbimento delle altre. Quando si verificefenomeno di FRET I'energia emessa
dal donatore € minore di quella precedentementalaits mentre quella dell’accettore
accresciuta [29]. Nella figura 2.43 si nota cheténsita di emissione della Fluoresceina
rilevata dalle misure effettuate sul campione inécpresente anche il Lisozima marcato
con 5-Tamra € la stessa che si riscontra in ass#glfaccettore. L'assorbimento del
Lisozima marcato con Tamra € appena superiore altquosse nel campione privo di

Fluoresceina.
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Lisozima marcato con Tamra
Lisozima marcato con entrambi i marcatd
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Fig. 2.43. Campioni di concentrazione 41.1 mg/mé.clurva di colore arancione € lo spettro di emissio
del Lisozima marcato con Fluoresceina eccitata & di®; quella fucsia & relativa all’emissione del
Lisozima marcato con Tamra e quella di colore rasgmpresenta I'emissione del campione in cui il

Lisozima & marcato sia con Fluoresceina che cordam

Diverso e quanto si rileva dalle misure effettusecampione di concentrazione 130.0
mg/mL, figura 2.44.
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Fig. 2.44. Campioni di concentrazione 130.0 mg/ird_Fluoresceina € eccitata a 468 nm.

L’effetto del trasferimento di energia per risonai fluorescenza non € molto marcato

ma indubbiamente la fluoresceina ha un’intensitéemissione inferiore quando nel
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campione e presente anche il Tamra, dal momentoqaest’'ultimo assorbe parte
dell'energia del fluoroforo e conseguentemente @mpiu di quanto farebbe se la
Fluoresceina non fosse in soluzione.

La figura 2.45 mette in evidenza le variazioni deinsita di fluorescenza che si hanno
tra il campione 40.1 mg/mL e 130.0 mg/mL in seguatdrasferimento di energia tra

donatore ed accettore.

Lisozima marcato con Tamra
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Fig. 2.45. Alla concentrazione di 130.0 mg/mL siumatrasferimento di energia per risonanza; I'istén
di fluorescenza della Fluoresceina diminuisce gspnza dell'accettore mentre quella del Tamra atanen

in presenza del donatore.

Calcolando l'efficienza del trasferimento di enar@i possibile determinare la distanza
media tra I'accettore ed il donatore e quindi dtiahiin base a quanto risultano vicine
fra loro le proteine, se il Lisozima formi aggregat meno. Il campione meno
concentrato non da luogo ad alcun fenomeno di FRE&Tcui E in questo caso € pari a
zero e non sono presenti cluster nella soluzioee gBanto riguarda il campione 130.0
mg/mL, dal momento che;Fe 20.0048 e fa = 19.5555 I'efficienza del trasferimento e
di 2.25-10%. Inoltre, vale la relazione:

R=R[(1/E)-1]""

per cui la distanza tra le particelle di Lisozimasoluzione risulta 9.38 nm.
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Calcolando la distanza media delle particelle approssimazione che esse non
interagiscano e si dispongano ai vertici di uncdti a facce centrate troveremmo per il
campione a concentrazione di Lisozima 130.0 mg/mLvalore pari a 63.7 nm. La

formula a cui si fa riferimento € quella che segue:

i

_ 173
d= 1_ -H}E?{} - 108
2 NACM

!

dove N e il numero di Avogadro eye la concentrazione molare del campione.

Risulta quindi che la concentrazione 41.1 mg/mlrapgo bassa perché si formino
aggregati di Lisozima, mentre quella 130.0 mg/méuéficiente, tanto che le proteine
presenti in soluzione distano le une dalle altraniedia 9.38 nm e non 63.7 nm. Il
fenomeno del trasferimento di energia per risonahZmiorescenza si verifica solo nel
caso del campione piu concentrato, dal momentdeclpeoteine marcate in soluzione
sono abbastanza vicine da influenzarsi reciproctanenl’efficienza della FRET é

diversa da zero.

20x10°% -

15+

w 104
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Fig. 2.46. L'efficienza della FRET cresce all'aurtame della concentrazione di Lisozima in soluzione.

L’esperimento di FRET conferma la presenza di aggjreproteici in campioni a
concentrazione di Lisozima 100 mg/mL circa e lalassenza in soluzioni piu diluite,

convalidando i risultati sperimentali delle misdieDLS e di FCS.
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Capitolo 3

Materiali e Metodi

3.1 Materiali

Il Lisozima L6876 € stato acquistato da Sigma- ihl(St. Louis, Missouri, USA).
Il 5-Tamra assieme al resto del kit per marcag@addeina € stato comprato da AnaSpec,
Inc (Fremont, California, USA). La figura 3.1 mastia struttura del fluoroforo e il

riquadro a fianco ne evidenzia le caratteristictiegpali.

| +
_N 0 N__
Amax assorbimento: 547 nm
._’_./-*

Amax emissione: 574 nm

8
0 @'{g' ¢ (547 nm): 80000 citM ™
{s’

g peso molecolare: 527.53 gritol
N..
0 o

O

Fig. 3.1. Struttura e caratteristiche del 5-Tamra.

Il Lisozima marcato con Fluoresceina e stato gaetilte fornito dal Dr. Kunlun Hong
(Center for Nanophase Materials Sciences, Oak Ridgmnal Laboratory, TN).

La figura 3.2 mostra la struttura e le principaratteristiche della Fluoresceina.
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Amax assorbimento: 494 nm
Amax emissione: 518 nm
¢ (494 nm): 77000 citM™

peso molecolare: 332.31 grifol

o

Fig. 3.2. Struttura e principali caratteristichdlal&luoresceina.

Il fluoroforo Alexa (568), utilizzato per la procaic di calibrazione nelle misure di

FCS, é stato acquistato presso la Invitrogen (BadsCalifornia, USA).

3.2 Metodi di Preparazione dei Campioni

« PREPARAZIONE DELLE SOLUZIONI DI LISOZIMA IN ACQUA
| campioni di Lisozima di concentrazione circa 4@/mL sono stati preparati
sciogliendo direttamente la proteina in acqua;Hl @ risultato 3.3. Le soluzioni piu
concentrate sono state ottenute dagli stessi campgi® mg/mL per filtrazione con
Amicon Bioseparator (Millipore, Billerica MA, USAgttraverso una membrana in

cellulosa rigenerata con cutoff nominale di 10 kilgyra 3.3.

Fig. 3.3. Amicon Bioseparator

La filtrazione e stata effettuata mantenendo tesma sotto agitazione magnetica e sotto

pressione di azoto.
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Da processi tra loro indipendenti sono stati ottemwcampioni 63.0 mg/mL, 83.6
mg/mL, 113.6 mg/mL, 163.6 mg/mL, 208.8 mg/mL e 24@.g/mL e ciascuno di questi
e stato lavato con acqua fino ad ottenere un pHpoeso tra 5.7 e 6. Sono state
preparate anche delle soluzioni di circa 40 mg/néc giluizione dei campioni di
concentrazione piu elvata: quelli in cui e statgiagta I'acqua avevano un PH di 6 e
sono stati indicati con la sigla 40H; quelli in daidiluzione & stata effettuata con il
solvente in eccesso raccolto durante il procesditrdizione con Amicon Bioseparator
avevano un PH di 3.7 e sono stati abbreviati cod#e 4
Tutti i campioni utilizzati sono stati titolati allspettrofotometro UV- Visibile, stimando
la concentrazione finale di Lisozima dall’assorlmnzsurata a 280 nm.

* PREPARAZIONE DEL LISOZIMA MARCATO CON 5-TAMRA
Per gli esperimenti di FCS e di FRET e stato neaéssnarcare il Lisozima con il
fluoroforo 5-Tamra. La procedura di marcatura dpfiateina é stata effettuata seguendo
le istruzioni indicate dal produttore (Ana THg5-Tamra Protein Labeling Kit): & stata
preparata una soluzione 10 mg/mL di Lisozima itampone fosfato 20 mM di pH 7.4
a cui e stato aggiunto un volume pari ad 1/10 dillquniziale di un tampone fornito
all'interno del kit Ana Tag" 5-Tamra Protein Labeling Kit. In una vial conteteeit
marcatore 5-Tamra in polvere sono stati aggiuntul2@i DMSO e la soluzione e stata
riversata in quella di Lisozima precedentementepgmata. La miscela, contenente
Lisozima e 5-Tamra in rapporto 1:1 (w/w) € statauta in agitazione per un’ora e
sempre al riparo dalla luce. La purificazione deloizima marcato con il 5-Tamra dal
marcatore che non si e legato alla proteina e sffi¢dtuata tramite una colonna ad
esclusione dimensionale fornita nel kit. La figuBa4 mostra che il marcatore
funzionalizzato attacca la proteina istaurando agame tra il proprio carbonio
carbossilico ed il gruppo amminico posizionatoesterno della catena polipeptidica.

H,N— Biopolymer

0 I
0 < 0
I e {l .
C-0—N > C—NH- Biopolymer
o

Fig. 3.4. Il marcatore funzionalizzato attacca tatgina istaurando un legame tra il proprio carboni

carbossilico ed il gruppo amminico posizionatoegterno della catena polipeptidica.
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. DENATURAZIONE TERMICA E DICROISMO CIRCOLARE Le due
tecniche di analisi sono state applicate agli stées campioni: uno costituito da
Lisozima nativo sciolto in acqua di concentrazidh®84 mg/mL; uno di Lisozima
marcato con 5-Tamra, preparato secondo la procedsplicitata prima, di
concentrazione 0.066 mg/mL, un ultimo di Lisozimaroato con Fluoresceina ottenuto
sciogliendo in acqua il solido, di concentrazion@6@ mg/mL.

. DLS Le misure sono state effettuate su campiotivindi concentrazioni: 38.0
mg/mL, 63.0 mg/mL, 83.6 mg/mL, 113.6 mg/mL, 163.6/mL, 208.8 mg/mL, 246.4
mg/mL, 40H (36.0 mg/mL) e 40A (36.0 mg/mL) ottengbme si legge al punto
‘preparazione delle soluzioni di Lisozima in acqu&’intervallo temporale tra il
momento dell’analisi e la preparazione del camp®wie 1- 7 giorni e per evitare che la
polvere influisse sulla misura i campioni sonoistantrifugati a 4000 giri al minuto per
circa due ore o comunque fino a che le ACF sondtaie stabili.

. FCS Le misure sono state effettuate su campioniishzima in acqua di
concentrazioni: 40.4 mg/mL, 63.0 mg/mL, 113.6 mg/rh63.6 mg/mL, 246.4 mg/mL,
40H (40.0 mg/mL) e 40A (40.0 mg/mL) ottenuti comdegge al punto ‘preparazione
delle soluzioni di Lisozima in acqua’. Per cias@ampione € stato aggiunto lo stesso
volume della soluzione di Lisozima marcata con e (2.34 mg/mL), in modo da
ottenere una quantita di proteina marcata pari @186 di quella totale nel campione
40.4 mg/mL e percentuali inferiori per i campioni goncentrati di Lisozima. Da
quando le soluzioni sono state marcate al momegite dnalisi sono passate 12 ore.

. FRET Le misure sono state effettuate su soluzanuose rispettivamente di
41.1 mg/mL e 130.0 mg/mL di Lisozima, le prime aaee un PH di 3.3, le altre di 6.
Per ciascuna soluzione in uno dei campioni eraeptesdel Lisozima marcato con
Fluoresceina in concentrazione 2.1 mg/mL; in unoattel Lisozima marcato con 5-
Tamra in concentrazione 0.5 mg/mL e nell’ultimorergresenti proteine marcate con
entrambi i fluorofori. Da quando i campioni sonatstmarcati al momento dell’analisi &
passata una notte nella quale tutte le vial soai@ shantenute a temperatura ambiente

in blanda agitazione e al riparo dalla luce.
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3.3 Tecniche Sperimentali

ASSORBIMENTO UV-VISIBILE Le misure di assorbimento UV sono state
effettuate con uno spettrofotometro CARY 100 Bl@atio di termostato VARIAN.

Per le misure di assorbimento é stato sufficiemt@epi campioni in cuvette in quarzo
Hellma dal cammino ottico di 1 cm e fare le scamisiel range di lunghezze d’onda
che va da 200 nm a 500 nm. Rilevando l'assorbaretalLidozima a 280 nm e
conoscendo il rispettivo coefficiente di assorlivitolare [¢ (280 nm) = 38000 citM"

! & stato infatti possibile determinare la concazitine della proteina in soluzione.

Per le prove di denaturazione termica della pratsmno state utilizzate delle cuvette in
quarzo Hellma a volume ridotto con un cammino ottic1l cm nelle quali é stata messa
un’ancorina magnetica in modo da rendendere la deatyra interna il piu omogenea
possibile. Una volta fissata la lunghezza d’ond20@ nm si € avviato il processo di
riscaldamento da 25°C a 85°C alla velocita di 0D&f minuto. Durante la misura si &
fatto passare un flusso di azoto all'interno de#ila portacampione di modo da evitare

la formazione di condensa sulle pareti delle cevatt alte temperature.

DICROISMO CIRCOLARE Le misure di Dicroismo Circolare sono state efiatitu
su uno spettropolarimetro JASCO J-715 usando teliktquarzo Hellma dal cammino
ottico di 0.5 cm Gli spettri sono stati registrati da 275 nm a 185enquelli riportati nel

Capitolo 2.1 sono ciascuno la media di 20 misure.

DYNAMIC LIGHT- SCATTERING Le misure di DLS sono state effettuate con un
apparecchio Brookhaverinstruments (BI 9000AT correlatore e Bl 200 SM
goniometro), il detector utilizzato & un fotomodligatoreBl APD, la sorgente di luce é
la seconda armonica di un laser diode Nd:YAG (589 @oherent Innova polarizzato
linearmente nella direzione verticale. Il pinholstato regolato a 100, la temperatura é
stata impostata a 20°C per cui prima della misucampioni sono stati incubati per
cinque minuti all'interno della cella portacampideemostatata dello strumento. Ogni
misura € durata cinque minuti. Le funzioni di awtwelazione dell'intensita di
scattering sono state acquisite per tutti i campaohun angolo di 90° in funzione del

tempo e si indicano come C{}y, La relazione di Siegert € I'equazione che lega |
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funzione di autocorrelazione del primo ordine o dampo elettrico €q, ) alla

funzione di autocorrelazione misurata non normaltiaz

— 2
Car)=B[1l+aleqr)]

La funzione di autocorrelazione del primo ordinéyg) € in relazione con la funzione

di autocorrelazione delle intensita di scatteringfunzione di autocorrelazione del

secondo ordine normalizzatg@zt) secondo la relazione:

g:(q) =1+ a(@o)f
Per poter confrontare le curve relative ai campioncui il Lisozima & presente in
diverse concentrazioni, le ACF riportate nel Cdpit@.2 sono state normalizzate
sottraendovi il loro valore massimo e dividendoé p minimo di modo che fossero

comprese tra 0 e 1:

G(1) = (&(d, 7) — (T, Dmin) / (B9 Dmax— (T, Trin)
Le funzioni di autocorrelazione sono state anatezzeon il metodo dei cumulanti
bloccato al 2° ordine [32] per distribuzioni monatab a bassa polidispersita e tramite
I'inversione di Laplace con lalgoritmo CONTIN [18pppure con il NNLS (non
negativity constrained least squares algorithm)] [di9Lawson e Hanson nel caso

distribuzioni bimodali o0 ad elevata polidispersita.

FLUORESCENCE CORRELATION SPECTROSCOPY L’apparato strumentale e
composto dalle sorgenti laser ad Argon ed HeNe &mettono radiazioni
rispettivamente di 458 nm, 476 nm, 488 nm, 496 54, nm e 561 nm e di 633 nm, dal
microscopio confocale (Leica TCS SP2, Leica Micstegpns Gmbh, Wetzler,
Germany), equipaggiato con una unita FCS ISS (I8& 1602 Newton Drive
Champaign, IL, USA) costituita da due APD (BP 5880 nm e BP 607- 683 nm) e da
un correlatore collegato al PC, figura 3.5. Le messono state effettuate con un
obiettivo ad HO 63x, usando la linea laser a 561 nm e ’APD c&n6B7- 683 nm. Nel
corso dell'analisi si rilevano le fluttuazioni deitensita di fluorescenza dei fluorofori o
delle particelle marcate che entrano ed esconovdiime confocale. Esso € una
porzione del campione definita dai parametri ldée(ap) e assiale @, che dipende
dalla geometria del sistema, dalla lunghezza d'afidacitazione e dalla potenza del
laser, figura 3.6.

66



&
control unit @ &
g &
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software on a separate PC

Fig. 3.5. Apparato strumentale necessario per $eimidi FCS.

Fig. 3.6. Volume confocale definito dai paramedtefale (w) e assiale @.

Le fluttuazioni dell'intensita di fluorescenza nempo sono legate ad una componente
random, ovvero la direzione delle particelle efdeni, e da una non casuale dovuta al
tempo necessario alla molecola per attraversamlime confocale. Lo strumento
matematico che consente di ricavare delle infororazul sistema preso in esame dalla
componente che non e random e una funzione di @uebdazione che e proporzionale
alla probabilita di rilevare un secondo fotoneeahpo t +t se un primo fotone é stato
segnalato al tempo t. Le ACF si indicano come) @(la loro intercetta sull'asse delle
ordinate e inversamente proporzionale al numeropaliticelle (N) presenti nel
campione, dal momento che se N cresce l'effettative alla singola molecola sul
segnale di fluorescenza totale diminuisce. Al temhpovvero quanda = 0, vale la

relazione che segue:
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GO) =~

Conseguentemente all’aumentare del numero di mieldélemrescenti che si vengono a
trovare nel volume confocale diminuisce 'ampiededla funzione di autocorrelazione
relativa al campione. Un parametro interessantimiaielle analisi di FCS € il tempo di
decadimentotp) che e rappresentato graficamente nella figural® ACF relative alle

variazioni dell’intensita di fluorescenza lente hartempi di decadimento maggiori di

quelle che corrispondono ai sistemi in cui le flattioni sono piu veloci [21].

slow fluctuations 1

I

IML |' |v“| w ., J ||,|1|‘|”|'|
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Fig. 3.7. A sinistra sono rappresentate le vari@zdell'intensita di fluorescenza delle particettbe
entrano ed escono dal volume confocale mentre tadssno rappresentate le corrispondenti ACF in
funzione del tempo di decadimento. Le ACF relativéelle variazioni dell'intensita di fluorescenzate
hanno tempi di decadimentep] maggiori di quelle che corrispondono ai sistemcui le fluttuazioni
sono piu veloci.

hY

Dall’espressione del tempo di decadimento € pdssibsalire al coefficiente di

diffusione delle molecole fluorescenti che entradaescono dal volume confocale:

-
L
(=]

dtp

Sostituendap nella funzione di autocorrelazione di un sistentanadisperso in cui si

assume che le particelle presenti in soluzioneusiviano nelle tre dimensioni spaziali
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di un moto browniano (modello teorico della Gausai8D) si trova un’espressione che

presenta come incognite i parametsj 2y e il coefficiente di diffusione D:

-1/2

Gr)=— |1+

B 7 7

372 P - ) < -
T oWy W \ Zp

9

1 4Dt _T |, 4D7
Per poter ricavare il coefficiente di diffusionel dampione bisogna determinare il
volume confocale attraverso il processo di calilmm@e che consiste nel sottoporre alla
misura uno standard di cui sia noto D. Per i n@stperimenti sono state utilizzate delle
soluzioni di Alexa (568) 10 nM, 25 nM, 50 nM e 1081; D = 332um?s™. La figura 3.8
mostra la struttura di Alexa (568) e la figura Bi@lativi spettri di assorbimento e di

emissione.

Fig. 3.8. Struttura di Alexa (568).
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Fig. 3.9. Alexa (568) assorbe a 578 nm ed emet@®3 nm. | valori sull'asse delle ordinate sono

normalizzati tra 0 e 1.
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Alexa (568) assorbe a 578 nm ed emette a 603 neuoilcoefficiente di assorbivita
molare & 91300 citM™ [33]. Lo standard assorbe ed emette in un randendhezze
d’onda simile a quello del 5-Tamra (rispettivame®& nm e 574 nm).

Poicheé il volume confocale dipende anche dallalezga d’onda di eccitazione e dalla
potenza della radiazione laser € necessario gleeawsiano stati ottenuti da una misura
sullo standard di Alexa (568) condotta nelle medestondizioni a cui viene sottoposto
il campione e se tali parametri cambiano da sohei® soluzione si devono riprodurre
tutte le varianti anche nelle misure effettuatéosstandard. La figura 3.10 rappresenta
le ACF delle soluzioni di calibrazione nel casocui la radiazione che impatta sui
campioni abbia una lunghezza d'onda di 561 nm ensatenuta al 9% della sua
potenza massima,; le curve di colore blu sono redatl fitting..
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0.30

0.25 50 nM
100 nv

0.20

0.15

Gf)

0.10

0.05

0.00 _I

10° 10" 10° 10? 10"
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Fig. 3.10. ACF delle soluzioni di calibrazione oitiée da campioni di Alexa (568) 10 nM, 25 nM, 50 nM
e 100 nM. Durante la misura la radiazione laseb@ll nm & stata mantenuta al 9% della potenza

massima.

Allaumentare della concentrazione di Alexa (568) soluzione la funzione di
autocorrelazione relativa al campione ha un valtiréntercetta sempre piu basso.
Infatti, come spiegato sopra, le ACF dipendonoed8iilttuazioni della fluorescenza di
una molecola nel volume considerato. Se il numerpadticelle presenti nel volume
cresce, l'effetto relativo alla singola molecolal segnale di fluorescenza totale

diminuisce e quindi 'ampiezza della funzione dicaorrelazione risulta minore [23].
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La funzione di autocorrelazione acquisita per ip&éne a concentrazione di Lisozima
40.4 mg/mL presentava un decadimento monomodalecyiee appropriata la &\
riportata sopra.

Le ACF dei campioni 63.0 mg/mL, 113.6 mg/mL, 168§/mL, 246.4 mg/mL, 40H e
40A avevano invece un decadimento bimodale percg&ia&® necessario introdurre

un’espressione che presentasse due distinti cegfficli diffusione, QQ e Dy:

-1 -1/2 -1, -1/2
1 4Dt 4Dt aD,r | (. 4D,r)
G(r)=—————| fi| 1+— 1+—1 +(1-fi1+—| |1+—=3 ‘
T {eyw,y z, W, Zy w, ) Zy )

Le misure sono state effettuate a temperatura anebimpostando la lunghezza d’onda
di eccitazione a 561 nm e la frequenza di campi@mona 100 kHz. Per ciascun
campione sono state fatte cinque misure acquigitdgmpi pari a 60 s nel caso delle
concentrazioni 40.4 mg/mL, 246.4 mg/mL, 40H, 404a&i a 150 s nel caso delle
restanti soluzioni. Nel Capitolo 2.3 sono riportédemedie e I'errore calcolato come
deviazione standard di ciascuna misura rispettorakkdia. Per confrontare le funzioni
di autocorrelazione relative ai campioni di diversencentrazioni € stato necessario
normalizzare le curve tra 0 ed 1, sottraendowarib lvalore massimo e dividendole per il
minimo.

FLUORESCENZA Le misure sono state effettuate con uno spettrofheiro
PERKIN ELMER LS50B termostatato a 20°C. Per glieespenti di FRET i campioni
sono stati posti nelle cuvette Hellma in quarzo aahmino ottico di 1 cm e prima di
fare la misura essi sono stati incubati per dieahutn all'interno della cella
portacampione termostatata dello strumento. Lezgwmiu sono state eccitate da una
radiazione laser di 468 nm e gli spettri sono gst@tcolti da 478 nm a 700 nm. Per

quantificare I'efficienza del trasferimento di egiaré stato introdotto il parametrg:E

E, = Fy —Fp
’ F

n

dove b € lintensita di fluorescenza del donatore libereyero del Lisozima marcato
con Fluoresceina in assenza del Tamra, gdéFintensita di fluorescenza del donatore
in presenza di un accettore, misurata nei campgio@icontenevano la proteina legata ad

entrambi i marcatori.

71



Nota I'efficienza del trasferimento di energia, nako in cui essa sia diversa da zero, e
stato possibile ricavare la distanza media (R)enaarticelle marcate con i due diversi

fluorofori tramite la relazione che segue:

[i]

R ]

E =—"0
R, +R"

dove R € il raggio di Foster ed ha un valore carattemstic ogni coppia donatore-
accettore; nel caso della Fluoresceina e del Tansram [30]. Il valore di R é stato poi
confrontato con la distanza media (d) che le paiécdi Lisozima in soluzione
avrebbero avuto se non avessero interagito e sefoglisposte ai vertici di un reticolo a

facce centrate:

dove N, € il numero di Avogadro eycé la concentrazione molare del campione.
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Capitolo
Conclusioni

In questo lavoro di tesi si affronta lo studio Gabregazione di proteine globulari
utilizzando il Lisozima come prototipo per la ricarscientifica. Comprendere come
interagiscono fra loro le proteine nel formare @intluster e poi i cristalli € argomento
di ricerche attuali e di grande interesse.
Numerose malattie sono legate alla precipitaziaik ¢roteine globulari: per quanto é
noto ad oggi il morbo di Alzheimer, la polineuropatamiliare amiloidotica, 'anemia
falciforme, la formazione della cataratta, etc. pr@duzione di farmaci in grado di
inibire il processo di aggregazione delle protealenterebbe il decorso di tali malattie
[7].
Lo studio non riguarda esclusivamente I'ambito medfarmaceutico. Una volta note
le interazioni che si vengono a creare al momemita dormazione dei cluster e le
dinamiche del processo di aggregazione, sarebbsibjesmigliorare le tecniche di
purificazione attualmente in uso per le proteir@.[1
Un’ulteriore ragione per investire in questo camdpdcerca sta nel fatto che I'esistenza
di cluster all’equilibrio rilevata in soluzioni pmeiche costituisce una prova
dell'universalita del processo di Self- Assembllye mon sarebbe limitato alle soluzioni
polimeriche ed ai liposomi carichi [7].
Si e scelto di utilizzare il Lisozima tra le prateiglobulari perché € molto comune,
facilmente ricavabile dall’albumina delluovo di Igga e molto resistente alla
denaturazione.
Il lavoro presentato in queste pagine prende spudiatauna ricerca scientifica che
analizza delle soluzioni di Lisozima di diverse centrazioni utilizzando le tecniche
NSE e SANS [11]. Da questi studi € nata I'ideandiaigare sui processi di aggregazione
delle proteine servendosi principalmente delletspstopie a correlazione di fotoni e di
correlazione della fluorescenza. Si e deciso dittstrare I'esperimento in tre parti.
Nella prima si & caratterizzata la proteina inetué forme in cui la si & sottoposta alle
misure: allo stato nativo, marcata con 5-Tamra ecata con Fluoresceina. Le analisi di
denaturazione termica e di Dicroismo Circolare lardimostrato che le specie
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fluorescenti non modificano la struttura del Lisoai convalidando gli esperimenti
successivi.

Nella seconda parte sono stati raccolti i risul@ DLS sulla proteina nativa e
dellFCS sul Lisozima marcato con 5-Tamra. Entranbespettroscopie studiano le
proprieta cinetiche delle particelle che si muovonsoluzione di un moto browniano e
vi associano un coefficiente di diffusione. Esso eero esattamente lo stesso nei due
casi: dal DLS si ricava il ‘mutual diffusion coeffent’ che indica quanto velocemente
una molecola, non una specifica ma una qualsiagaid, arriva in una data posizione
mentre I'FCS fornisce il ‘self diffusion coefficienche e lo spostamento quadratico
medio di una singola particella nel tempo [24].

Nella terza parte la presenza o la mancanza dggtegati proteici in soluzione viene
determinata dal fenomeno di trasferimento di ermepgr risonanza di fluorescenza, un
processo che si verifica quando un fluoroforo (doregg emette in una regione dello
spettro in cui un’altra specie (I'accettore) € mdp di assorbire. Dato che l'interazione
e di tipo dipolo-dipolo donatore ed accettore devessere sufficientemente vicini. Nel
caso studiato il donatore era il Lisozima marcabm é&luoresceina e l'accettore |l
Lisozima marcato con Tamra.

Un primo risultato é che il Lisozima forma spontamente dei cluster.

Il processo di aggregazione dipende dalla concaotra della proteina presente in
soluzione: incrementando la quantita di Lisozimaatgua i cluster aumentano in
numero. Un dato di un certo rilievo € che nei camppiu concentrati, tra quelli che
sono stati sottoposti alla misura, alcune delldigelle instaurano forze di carattere
attrattivo e formano appunto gli aggregati proteinvece sulle altre prevalgono le
interazioni repulsive. Infatti il coefficiente di utua diffusione dei monomeri di
Lisozima nelle soluzioni piu concentrate € maggidreguello rilevato nei campioni
diluiti in cui i cluster non si formano.

Il processo di aggregazione risulta invece indigee dal pH della soluzione, almeno
nel range di valori che va da 3 a 6. Inoltre datisure effettuate sui campioni diluiti
ottenuti dalle soluzioni pitu concentrate di Lisoaimsulta che, una volta che si sono
formati, i cluster sono piuttosto stabili e nondgsolvono completamente per effetto
dell’aggiunta di solvente.

Lo scopo della ricerca scientifica in questo ambitedurre dal risultato sperimentale i
processi che sono alla base dell'aggregazione getéeine globulari in modo da

potervi associare un modello teorico piu semplicgite generale possibile. Ad oggi
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molti aspetti della questione rimangono irrisolebbene il recente modello Two-
Yukawa costituisca un determinante passo in avantistudio dell’aggregazione del
Lisozima in acqua € quindi il tassello di un disegpiu ampio che pu0 essere
completato solo dall’interdisciplinarita unendodenoscenze chimiche e biologiche al

progresso in medicina e verificando gli studi telocon le simulazioni al computer.
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