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Abstract

Lo studio delle interazioni proteina—ligando rappresenta un aspetto centrale nella
biochimica strutturale, in quanto tali interazioni regolano numerosi processi biologici
fondamentali, tra cui la trasduzione del segnale, la regolazione enzimatica e il trasporto
intracellulare. La caratterizzazione di questi complessi richiede 1I’impiego di tecniche
sperimentali in grado di fornire informazioni sia sulla stabilita del legame sia sulle
variazioni strutturali indotte dalle interazioni tra molecole.

In questo contesto, le tecniche spettroscopiche rivestono un ruolo di primaria
importanza, poiché consentono di investigare sistemi proteici in soluzione, in
condizioni prossime a quelle fisiologiche, ¢ di monitorare in modo sensibile
cambiamenti conformazionali e ambientali. Tra queste, la spettroscopia di
assorbimento UV-Visibile (UV-Vis) costituisce uno strumento ampiamente utilizzato
una caratterizzazione preliminare delle proteine e dei loro complessi con ligandi dotati
di proprieta ottiche.

La marcatura di peptidi rappresenta una tecnica versatile per lo studio di sistemi
biologici complessi, consentendo I’identificazione, il tracciamento e la
caratterizzazione di specifiche sequenze peptidiche attraverso 1’introduzione di sonde
molecolari opportune.

La presente tesi si concentra sullo studio del tertiofene come sonda fotoeccitabile per
la marcatura di peptidi, con ’obiettivo di valutarne le proprieta spettroscopiche e la
potenziale applicazione in sistemi biochimici. In questo contesto, il tertiofene
rappresenta una molecola di particolare interesse grazie alla sua struttura coniugata, in
grado di assorbire radiazioni nella regione del vicino UV e di generare stati eccitati
reattivi eccitati utilizzabili in spettroscopia di Risonanza Paramagnetica Elettronica
(EPR).

L’insieme dei risultati evidenzia come il tertiofene possa costituire una promettente
sonda per applicazioni di marcatura peptidica, con un buon equilibrio tra stabilita
strutturale e reattivita fotoindotta, ma utilizzando metodi di purificazione del complesso
piu selettivi rispetto a quello utilizzato nel presente esperimento.



1.Introduzione

1.1 MARCATURA

Nell’ambito delle metodologie analitiche applicate alle biomolecole, la marcatura di
proteine e peptidi rappresenta una strategia fondamentale per la loro investigazione in
termini di struttura, dinamica, partizione tra membrana e fase acquosa, o di interazione
con altri peptidi o proteine. Essa consiste nell’introduzione selettiva di una sonda
molecolare capace di generare un segnale possibilmente attivabile in risposta a specifici
stimoli, quali I’irradiazione luminosa. Questo approccio consente di monitorare in
modo sensibile e selettivo le caratteristiche gia menzionate anche in matrici complesse.

Sebbene la marcatura dei peptidi fornisca un modello semplificato per lo studio della
reattivita tra sonde molecolari e biomolecole, 1’estensione di tali strategie a sistemi piu
complessi, quali le proteine, introduce ulteriori criticitd. Le proteine, infatti, sono
caratterizzate da strutture tridimensionali altamente organizzate ¢ da una notevole
variabilita conformazionale, fattori che possono influenzare in modo significativo
I’accessibilita e la reattivita dei siti di marcatura.

Sonde di notevole interesse sono le cosiddette sonde fotoeccitabili, poiché permettono
di controllare I’attivazione del segnale e di ottenere informazioni sulle proprieta del
sistema studiato. La progettazione di tali sonde richiede un’attenta valutazione delle
loro caratteristiche strutturali e foto fisiche al fine di risultare efficaci in sistemi proteici
o peptidici mantenendo il piu invariate possibile le proprieta spettroscopiche.

Le sonde classiche, fluorofori a base di fluoresceina o rodamina, presentano tuttavia
alcune limitazioni, principalmente dovute alla grande dimensione dei fluorofori che
portano alla possibile interferenza con la conformazione del peptide e la limitata
stabilita in condizioni fisiologiche. Tali criticita rendono necessario lo sviluppo di
sonde alternative caratterizzate da alta sensibilita e piccolo ingombro sterico.

L’obiettivo finale di questa ricerca ¢ I’identificazione e la caratterizzazione di una
molecola che presenti un’elevata resa di tripletto, tale da renderla idonea per misure
EPR e, possibilmente, anche una significativa resa di fluorescenza per applicazioni
spettroscopiche complementari. Un ulteriore requisito fondamentale ¢ la capacita di
legarsi in modo efficiente e selettivo al sistema di interesse, idealmente attraverso
interazioni covalenti stabili. La combinazione di queste proprieta consentirebbe di
disporre di una sonda versatile, utilizzabile sia per studi strutturali che dinamici,
migliorando ’accuratezza e la sensibilita delle misure.

Tra 1 sistemi investigati, 1 composti m-coniugati con eteroatomi risultano
particolarmente promettenti, poiché mostrano caratteristiche in linea con i criteri
richiesti, quali un’elevata resa di tripletto e proprieta foto fisiche favorevoli. In una fase
preliminare della sperimentazione ¢ stata impiegata come sonda una tetrafenilporfirina
(TPP), molecola ampiamente utilizzata in ambito spettroscopico per le sue proprieta
ottiche come I’alta resa di tripletto I’ampio range di assorbimento nel visibile. Tuttavia,
la TPP ¢ caratterizzata da un’alta idrofobicita e una struttura molecolare molto estesa,
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che comporta un forte ingombro sterico. Tale aspetto puo limitare 1’efficacia
dell’interazione del peptide con proteine e introdurre effetti indesiderati che rendono
piu complessa I’interpretazione dei risultati sperimentali anche in altri tipi di
spettroscopia.

1.1.1 Sonda Tertiofene (TT)

Per superare queste limitazioni, si ¢ reso necessario valutare 1’impiego di sonde
alternative, caratterizzate da dimensioni pit contenute e da una maggiore compatibilita
strutturale con la proteina in esame. In questo contesto si inserisce 1’utilizzo del
tertiofene (TT), una sonda costituita da tre unita tiofeniche coniugate. Il tertiofene
presenta un peso molecolare pari a 342,46 g/mol e una solubilita in acqua relativamente
bassa ma con una struttura meno ingombrata rispetto a quella della TPP, che lo rendono
particolarmente adatto allo studio di interazioni molecolari che richiedono un ridotto
impatto sterico.

Figura 1: Struttura del Tertiofene (TT) FF335SL.

Dal punto di vista spettroscopico, il tertiofene mostra una banda di assorbimento nel
campo dell’ultravioletto-visibile e presenta anche una buona resa di fluorescenza e
anche di tripletto. Queste caratteristiche lo rendono idoneo all’impiego in esperimenti
di spettroscopia di fluorescenza ed EPR consentendo di monitorare in modo efficace la
presenza della sonda in soluzione. L’utilizzo del TT permette quindi di valutare
I’idoneita di una sonda fluorescente di dimensioni ridotte, offrendo un confronto diretto
con 1 risultati ottenuti con sonde piu ingombranti € contribuendo a una comprensione
piu accurata del comportamento del sistema peptide—sonda.

La sonda TT ¢ stata fornita dalla Prof. Alessia Colombo (Univ. degli Studi di Milano).

1.2 SISTEMA SCELTO

Per valutare ’efficacia di una sonda molecolare destinata alla marcatura di biomolecole
¢ essenziale disporre di un sistema modello ben caratterizzato, che consenta di correlare
in modo affidabile le variazioni spettroscopiche osservate con precisi eventi di
interazione molecolare. In particolare, lo studio delle interazioni proteina-peptide
rappresenta un ambito di notevole interesse, poiché tali processi sono coinvolti in
numerosi meccanismi biologici, tra cui regolazione enzimatica, trasduzione del segnale
e riconoscimento molecolare.



L’impiego di sistemi modello costituiti da proteine e peptidi caratterizzati da elevata
specificita di legame e da proprieta conformazionali ben note permette di investigare in
modo controllato 1 fenomeni di riconoscimento biomolecolare e di valutare la sensibilita
delle tecniche spettroscopiche utilizzate.

1.2.1 Calmodulina

In questo contesto, la Calmodulina (CaM), una proteina coinvolta in numerosi processi
regolatori, costituisce un sistema modello particolarmente adatto per studi
spettroscopici grazie alla sua elevata flessibilita conformazionale. In assenza di ioni
calcio, la proteina assume la conformazione nota come apo-CaM, caratterizzata da una
struttura compatta, mentre in presenza di ioni Ca?* si lega a quattro ioni Ca*" e assume
una conformazione piu aperta ed estesa, caratterizzata dall’esposizione di residui
idrofobici coinvolti nel riconoscimento dei substrati proteici di varia natura.
L’interazione con tali substrati induce una riorganizzazione conformazionale che porta
CaM ad assumere una struttura piu ordinata e compatta.

holo-CaM + peptide

apo-CaM

holo-CaM

S +4ca? .
— e z
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Figura 1: Le tre strutture principali della Calmodulina: apo-CaM, holo-CaM/CaM2+, holo-CaM + peptide

Questa transizione consente a CaM di interagire con elevata affinitd con numerose
proteine bersaglio, avvolgendole e modulandone I’attivita.

La versatilita del legame con CaM ¢ dovuta alla sua flessibilita strutturale, alla presenza
di residui idrofobici adattabili e a interazioni elettrostatiche con regioni cariche
positivamente nei bersagli. Le sequenze riconosciute da CaM sono generalmente
regioni anfipatiche ad a-elica di circa 20 residui, caratterizzati da residui idrofobici in
specifiche posizioni che risultano essenziali per il legame. Dal punto di vista
modellistico ¢ particolarmente interessante la possibilita di lavorare non con le proteine
target intere ma con sequenze peptidiche di circa 20 AA che vengono riconosciute da
CaM. I peptidi risultanti conservano 1’affinita e inducono la stessa strutturazione in
CaM delle proteine da cui derivano.

Questa notevole versatilita strutturale rende la Calmodulina un sistema particolarmente
adatto per investigare 1 meccanismi di riconoscimento molecolare. Le transizioni
conformazionali indotte sia dal legame con il calcio sia dall’interazione con peptidi
possono essere studiate mediante ulteriori analisi con diverse tecniche spettroscopiche,
tra cui spettroscopia di fluorescenza ed EPR che consentono di ottenere informazioni
complementari sulla dinamica strutturale, sull’ambiente dei residui amminoacidici e sui
cambiamenti conformazionali associati al legame.



1.2.2 Peptide M13

Un sistema particolarmente adatto per lo studio delle interazioni con la calmodulina ¢
rappresentato dal peptide M13(KRRWKKNFIAVSAANRFKKISS), derivato dal
dominio della myosin light chain kinase del muscolo scheletrico (skMLCK), uno dei
substrati fisiologici della CaM. In questo esperimento, il peptide M 13 ¢ stato modificato
con I’aggiunta mirata di un residuo di cisteina all’estremita N-terminale della sequenza,
al fine di consentire una marcatura selettiva con la sonda. Questa modifica permettera
di utilizzare metodi di marcatura piu efficaci. Il peptide M13 C ¢ stato sintetizzato
commercialmente da GenScript® mediante sintesi peptidica in fase solida (SPPS).

In soluzione acquosa, il peptide M 13 si presenta prevalentemente in una conformazione
disordinata, caratterizzata da elevata liberta conformazionale. Tuttavia, in seguito al
legame con CaM, M13 adotta una struttura ad a-elica nella regione compresa tra i
residui 3 e 21. Questo processo ¢ accompagnato dalla formazione di un complesso
altamente specifico, in cui ciascun dominio della CaM interagisce con porzioni distinte
del peptide: il dominio C-terminale della proteina si associa prevalentemente alla
regione N-terminale del peptide, e viceversa.

L’interazione € stabilizzata da un insieme di contributi non covalenti, tra cui interazioni
idrofobiche ed elettrostatiche. In particolare, i residui idrofobici triptofano in posizione
4 (Trp4) e fenilalanina in posizione 17 (Phel7) svolgono un ruolo chiave come punti di
ancoraggio per i domini della CaM, mentre residui carichi positivamente, quali lisina
(Lys) e arginina (Arg), contribuiscono alla stabilizzazione del complesso attraverso
interazioni con residui carichi negativamente presenti sulla proteina. I residui 1,2 e
quelli dal 22 al 26 (questi ultimi non sono presenti nella nostra sequenza) non risultano
direttamente coinvolti nel legame e mantengono una maggiore flessibilita strutturale.

L’utilizzo del peptide M 13 risulta quindi particolarmente vantaggioso sia dal punto di
vista strutturale, in quanto rappresenta un modello semplificato ma rappresentativo
delle interazioni proteina-peptide, sia dal punto di vista sperimentale, grazie alla
possibilita di ottenere informazioni quantitative sulla formazione del complesso e sulla
dinamica dell’interazione.

1.2.3 Meccanismo di marcatura

Il meccanismo di marcatura generale con la sonda puo essere sintetizzato con il
seguente meccanismo!

O

Reazione 1: In rosso é evidenziato il gruppo imidazolo, che viene rimosso dopo essere stato protonato, mentre il TT é rappresentato
dalla stella e il peptide dal rettangolo blu.

Nel contesto di questa reazione, il controllo del pH rappresenta un parametro molto
importante poiché influenza il grado di protonazione e quindi la reattivita dei gruppi



funzionali coinvolti. In particolare, sia il gruppo imidazolico dell’istidina sia il gruppo
tiolico della cisteina presentano valori di pKa prossimi alla neutralita, rendendo le loro
proprieta chimiche fortemente dipendenti dal pH al quale avviene la reazione.

In condizioni acide, il gruppo tiolico della cisteina permane prevalentemente nella
forma protonata (-SH), caratterizzata da una nucleofilicita relativamente bassa e quindi
da una ridotta capacita di reagire efficientemente con agenti elettrofili. Al contrario, a
valori di pH piu elevati aumenta la deprotonazione del tiolo con formazione della specie
tiolato (-S7), decisamente piu nucleofila e pertanto maggiormente reattiva, ma allo
stesso tempo viene ridotta anche 1’elettrofilicita del gruppo imidazolo della sonda.

Sebbene la presenza della forma tiolato sia necessaria per favorire la reazione di
coniugazione, un’eccessiva concentrazione di tale specie pud incrementare reazioni
collaterali indesiderate, ridurre la selettivita del processo e favorire fenomeni di
degradazione o idrolisi dei reagenti impiegati.

Alla luce di questi fatti sono state eseguite due prove di reazione con solventi diversi,
una a pH 7 in acqua e una a pH 8 in una miscela H20/DMSO 3:1 per analizzare
I’influenza sulla resa di marcatura da parte dell’ambiente di reazione.

1.3 SPETTROSCOPIA

Nella ricerca strutturale contemporanea, la spettroscopia UV-Vis non viene
generalmente utilizzata come tecnica autonoma per la determinazione strutturale ad alta
risoluzione, ma piuttosto come metodo complementare a tecniche piu avanzate quali la
spettroscopia di dicroismo circolare, la risonanza magnetica nucleare e la cristallografia
a raggi X. Tuttavia, la spettroscopia UV-Vis e di fluorescenza rivestono un ruolo
importante nella caratterizzazione preliminare dei campioni biologici, nel controllo
della loro qualita e stabilita, nonché nel monitoraggio di processi di interazione
molecolare, quali il legame tra proteine e sonde fluorescenti o ligandi.

Nel presente lavoro di tesi, la spettroscopia di assorbimento UV-Vis ¢ stata impiegata
per lo studio dell’interazione tra il peptide M13 e la sonda fluorescente TT. Nel caso
del sistema studiato, sia il tertiofene sia alcuni residui aromatici presenti nel peptide, in
particolare il triptofano, agiscono come cromofori sensibili alle variazioni
dell’ambiente chimico circostante. L’analisi delle variazioni spettrali associate ai
cromofori presenti nel sistema ha consentito di monitorare la formazione del complesso
peptide—sonda e di valutare I’efficacia del processo di legame in condizioni
sperimentali controllate.

Dal punto di vista spettroscopico, la presenza di un triptofano conferisce al peptide M13
proprieta particolarmente utili per il monitoraggio delle interazioni molecolari. Tali
residui, infatti, presentano un massimo di assorbimento intorno a 280 nm e sia
I’assorbimento che in particolare la fluorescenza risultano altamente sensibili alle
variazioni dell’ambiente chimico locale. Modificazioni nella posizione o nell’intensita
delle bande di assorbimento possono pertanto essere correlate a cambiamenti



conformazionali o a fenomeni di interazione con altre specie molecolari. L emissione
del triptofano risulta infatti altamente sensibile all’ambiente locale e alle interazioni con
specie vicine, permettendo di ottenere informazioni sulle variazioni conformazionali e
sui processi di legame. In presenza di molecole in grado di interagire con il fluoroforo
possono inoltre verificarsi fenomeni di quenching, caratterizzati da una diminuzione
dell’intensita di fluorescenza dovuta a processi di trasferimento energetico, collisione
molecolare o formazione di complessi non fluorescenti.

Le modifiche osservate nelle bande di assorbimento ed emissione si possono quindi
interpretare come conseguenza delle variazioni dell’ambiente chimico locale indotte
dal legame della sonda al peptide.

Accanto alla spettroscopia di assorbimento UV-Vis, lo studio strutturale dei complessi
proteina—sonda pud avvalersi di tecniche spettroscopiche avanzate quali la
spettroscopia di risonanza paramagnetica elettronica (EPR), in grado di fornire
informazioni dettagliate sulle distanze e sulla dinamica. Tuttavia, nel contesto del
presente lavoro di tesi, I’analisi EPR non ¢ stata considerata. La tecnica EPR si colloca
pertanto come possibile estensione futura dello studio, mentre il focus del presente
lavoro rimane sull’interpretazione dei dati di assorbimento ottico e sulla loro
integrazione con il modeling molecolare.



2 .Materiali e metodi

2.1 MATERIALI

I1 peptide M13 ¢ stato utilizzato come sistema modello proteico. La sonda impiegata
per lo studio dell’interazione peptide—ligando ¢ il tertiofene (TT). Tutte le soluzioni di
peptide sono state preparate utilizzando acqua ultra-pura. Il cloroformio e il DMSO
sono stati impiegati come solventi organici per la solubilizzazione della sonda.

Le misure spettroscopiche sono state effettuate utilizzando uno spettrofotometro UV-
Vis (JASCO dual-beam spectrophotometer V-730ST) e uno spettrofluorimetro
(Edinburgh FLS1000). Per le analisi spettroscopiche sono state utilizzate cuvette in
quarzo con cammino ottico di 1 cm.

2.2 SOLUZIONE PEPTIDE

La soluzione di partenza contenente il peptide M13 ¢ stata preparata sciogliendo il
campione solido in 50 pL di acqua Milli-Q, ottenendo una concentrazione finale pari a
5 mM. La soluzione ¢ stata conservata a temperatura ambiente al riparo dalla luce fino
all’utilizzo.

2.3 PREPARAZIONE DELLA SONDA E LABELING

La sonda tertiofene (TT) in polvere ¢ stata inizialmente portata a temperatura ambiente
e pesata. Al fine di individuare le condizioni piu adatte alla preparazione del campione,
sono state effettuate prove preliminari di solubilita in diversi solventi organici; sulla
base di tali prove, il cloroformio ¢ stato selezionato come solvente per la
solubilizzazione della sonda.

2.3.1 Prima prova di marcatura M13TT1

Per la preparazione del primo complesso M13TT1, 0,3 mg di TT sono stati sciolti in
una quantitd minima di cloroformio. Il solvente ¢ stato successivamente rimosso per
evaporazione ¢ nella stessa vial sono stati aggiunti 1 50 pL della soluzione contenente
il peptide M13 5SmM. La soluzione ¢ stata portata a un volume finale di 1 mL mediante
aggiunta di acqua Milli-Q.

La soluzione ¢ stata mantenuta a temperatura ambiente, al riparo dalla luce, sotto
agitazione mediante ancoretta magnetica per circa 21 ore per favorire il piu possibile la
marcatura.

Al termine dell’incubazione nella soluzione risultante ¢ presente del materiale solido in
sospensione ¢ sulle pareti del contenitore. Il campione ¢ stato quindi sottoposto a
centrifugazione al fine di separare il piu possibile I’eventuale sonda non solubilizzata o
non legata al peptide. Il surnatante ¢ stato successivamente recuperato e sottoposto a
una serie di lavaggi con 800 pL di cloroformio ciascuno per estrarre la sonda in eccesso
non reagita rimasta libera in soluzione.



2.3.2 Seconda prova di marcatura, M13TT2

Per la preparazione del secondo complesso M13TT2, ¢ stata eseguita la stessa
procedura del primo complesso ma con il peptide disciolto in una miscela di
acqua/DMSO 3:1 a pH 8.

La soluzione ¢ stata mantenuta sotto agitazione mediante ancoretta magnetica a
temperatura ambiente, al riparo dalla luce, per circa 24 ore. Il complesso ¢ stato
purificato con lo stesso numero di lavaggi con cloroformio della precedente reazione.

2.4 SPETTROSCOPIA UV-VISIBILE

Prima di purificare la soluzione di reazione sono stati effettuati degli spettri di
assorbimento in una soluzione acqua/DMSO 3:1 sia del peptide M13 che del TT a
concentrazioni diverse per calcolare il coefficiente di assorbivita molare di queste
specie a piu lunghezze d’onda.

2.4.1 Spettro M13

0.4 T
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0.2

0.1+ .

Assorbanza

0.3+ .

0.2
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0 _
250 280 300 350 400
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Figura 2: Spettro di assorbimento del peptide a concentrazione 75 uM in H,O/DMSO 3:1

Coefficiente € ricavato: €y13 280nm = 5434,6 mol'cm™.
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2.4.2 Spettro TT libero
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Figura 3: Spettro di assorbimento del TT in H;,O/DMSO 3:1, in evidenza l'assorbimento a 280 nm e 370 nm

Coefficiente € ricavato: €77 370nm = (17,18 £ 0,95) - 103 ;
err280nm = (2,79 £0,78) - 103 .

2.4.3 Soluzioni di lavaggio

Di ciascuna soluzione di lavaggio ¢ stato acquisito uno spettro di assorbimento UV-
Vis, al fine di monitorare la progressiva diminuzione dell’intensita della banda
attribuibile al TT non complessato e quindi verificare la diminuzione della sua
concentrazione in fase acquosa. Gli spettri di assorbimento UV-Vis sono stati acquisiti
nell’intervallo 250-600 nm utilizzando come bianco di riferimento il cloroformio visto
che non presenta assorbimenti significativi in questa regione. Tale intervallo consente
di visualizzare la banda di assorbimento caratteristica del tertiofene, localizzata intorno
a 370 nm.

Per la misurazione degli spettri delle soluzioni di lavaggio sono state utilizzate le
soluzioni cosi come estratte dalla miscela di reazione in aliquote da 800 uL non diluite
ulteriormente.

La Figura 4 mostra che nelle prime estrazioni la banda di assorbimento ha una Amax =
370 nm e un rapporto Az7o/Azso =4,7. Nelle estrazioni finali il massimo di assorbimento
shifta a Amax = 380 nm e si osserva un rapporto Aszo/Azgs0 = 2,9. Questo suggerisce che
la specie estratta in cloroformio non sia solo la sonda libera ma che anche il peptide
(caratterizzato dall’assorbimento a 280 nm) venga estratto. Dallo shift del massimo di
assorbimento si puo ipotizzare che il peptide estratto in solvente sia in gran parte il
peptide marcato e che la sua rimozione sia favorita dall’idrofobicita del TT legato.
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Figura 4: Spettri delle soluzioni di lavaggio del complesso M13TT1.

2.5 SPETTROSCOPIA DI FLUORESCENZA

La soluzione contenente il complesso ¢ stata essiccata e il solido ricavato ¢ stato
successivamente ridisciolto in acqua Milli-Q per 1’analisi mediante spettroscopia di
fluorescenza a diverse lunghezze d’onda d’eccitazione ed emissione.
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3.Risultati e Discussione

3.1 RESA DI MARCATURA

Dagli spettri delle soluzioni di lavaggio si puo dedurre che quasi tutto il TT non legato
sia stato rimosso dalla soluzione attraverso le estrazioni (paragrafo 2.3), e non essendoci
altre specie assorbenti a 370 nm, la concentrazione di TT presente nella miscela puod
essere misurata direttamente applicando la legge di Lambert-Beer, espressa dalla
relazione:

Arr(370) = Err,370nm l-Crr

dove A ¢ ’assorbanza, ¢ il coefficiente di estinzione molare (mol'cm™) della sonda
alla lunghezza d’onda di 370 nm, [ ¢ il cammino ottico della cuvetta (1cm) e C la
concentrazione in molarita della specie assorbente, in questo caso la sonda TT.

Poiché il coefficiente di estinzione molare del TT a 370 nm ¢ stato stimato dalle misure
in solvente, ¢ stato possibile calcolare la concentrazione di tertiofene a partire dai valori
di assorbanza sperimentali.

Il valore misurato risulta pari a:
Crr = 28 uM

Lo stesso ragionamento non si pud applicare per il calcolo della concentrazione di
peptide rimasto in soluzione, poich¢ il valore di assorbanza a 280 nm ¢ dovuto sia al
contributo del triptofano sul peptide, sia dal TT libero in soluzione o legato al peptide.
Occorre quindi usare la legge di Lambert-Beer considerando piu specie assorbenti alla
stessa lunghezza d’onda:

Arrim13(280) = err280nm " L Crr + €m13.280nm * 1 - Cuas

Da cui ¢ possibile ricavare la concentrazione di peptide effettiva:

A 280) — ¢ l-C
Corts = rr+m13(280) TT,28;)nm TT _ 16 uM

€M13,280nm °

Sulla base di questi valori, si conferma che la marcatura e la rimozione del TT non
legato non sono andati a buon fine dato che vi € un largo eccesso di sonda libera in
soluzione.
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C(M13)
~ 0,56
C(TT)

Lavorando la formazione del complesso in un secondo set di condizioni sperimentali
(M13TT?2) e utilizzando le stesse formule del primo complesso si ottiene:

CTT = 4‘,7 l,lM

Arrim13(280) — ErT,280MM [-C

Em13,280nm |

CM13 = i = 4‘,2 ‘LlM

C(MI13)
c(TT)

I1 confronto tra i valori suggerisce che 1’estrazione del TT non complessato sia stata
migliorata per la reazione di formazione del secondo complesso dato che il rapporto
MI13/TT ¢ aumentato. Tuttavia, rimane comunque un risultato insufficiente per
permettere di calcolare la percentuale di TT effettivamente legato a M13.

Inoltre, la quantita di peptide marcato ottenibile dalla procedura ¢ limitata anche dalla
perdita associata ai passaggi di purificazione successivi necessari per separare il peptide
marcato da quello non marcato (non riportati in questa tesi).

3.2 SPETTROSCOPIA DI FLUORESCENZA

Sono stati registrati gli spettri di emissione ed eccitazione dei due complessi

3.2.1 spettri di Emissione ed Eccitazione M13TT1

La prima osservazione va al confronto tra lo spettro di eccitazione ed emissione del
complesso M13TTT1 relativo alla prima preparativa (Figura 5).

Lo spettro di eccitazione ¢ quello registrato sul massimo di emissione, nel quale si vede
la banda di assorbimento del TT con un massimo a 370 nm. Dal rapporto tra le intensita
a370 e 280 nm pari a circa 5 si deduce che il picco a 280 nm sia dovuto all’assorbimento
del TT (vedi paragrafo 2.4.3).
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Figura 5: Confronto spettro di eccitazione a 430nm (linea rossa) e di emissione a 340 nm (linea blu) normalizzati rispetto al picco
di assorbimento massimo.

Invece per quanto riguarda lo spettro di emissione nella regione compresa tra circa 360
e 500 nm si osserva una banda ampia, attribuibile principalmente all’emissione del TT.
Tuttavia, I’emissione non ¢ simmetrica rispetto allo spettro di eccitazione presentando
una prima spalla da 360 a 420 nm e un picco piu definito tra 420 e 500 nm. Un’ipotesi
plausibile alla luce dell’inefficienza di purificazione potrebbe essere che parte del TT
sia legato covalentemente a M 13 e la maggior parte sia invece libera in soluzione. Lo
spettro di eccitazione ¢ dominato dalla specie libera in soluzione (assorbimento a 370
nm).

Tenendo conto di questo risultato si ¢ deciso di registrare gli spettri di eccitazione in
funzione della lunghezza d’onda per cercare di separare i due contributi

3.2.2 Spettri di eccitazione in funzione di Aem per M13TT1

Per il campione M13TT1 sono stati registrati spettri di eccitazione monitorando
differenti lunghezze d’onda di emissione (425, 460, 490, 520, 550nm):
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Figura 6: Spettri di eccitazione di M13TT1 osservati rispettivamente a 425, 460, 490, 520 e 550 nm.

Dai dati ottenuti si osserva che, da 490 nm in poi lo spettro di eccitazione non cambia,
mostrando un massimo di assorbimento ad una lunghezza d’onda costante di 370 nm.
Invece, registrando 1’emissione a 425 nm, si osserva chiaramente la presenza dei due
contributi attribuiti al TT legato (350 nm) e al TT libero (370 nm) che danno origine ad
un’unica banda allargata. Inoltre, nello spettro a 425 nm, il contributo spettrale centrato
intorno a 280 nm aumenta di intensita, suggerendo che sia dovuto al residuo di
triptofano presente nella sequenza peptidica. La presenza di assorbimento del triptofano
monitorando la fluorescenza a 425 nm puo essere dovuto o alla coda di emissione del
triptofano stesso? (Amax ~ 348 nm) o a un trasferimento energetico tra TT e Trp.

La banda attorno a 280 nm appare poco definita rispetto a quanto osservabile per il
triptofano libero. Questo comportamento puod essere interpretato come conseguenza di
fenomeni di quenching o trasferimento energetico indotti dalla presenza della sonda
TT.

3.2.3 Spettri di eccitazione in funzione di Aem per M13TT2

Sono stati poi registrati gli spettri di eccitazione del complesso M13TT2 (seconda
preparativa) a diverse lunghezze d’onda (370, 400, 430, 490, 550 nm), riportati in
Figura 7.
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Figura 7: Spettri di eccitazione di M13TT2 osservati rispettivamente a 370, 400, 430, 490, 550 nm.

Rispetto al campione M13TT1, gli spettri mostrano bande significativamente piu
larghe. I risultati sono del tutto analoghi a quanto discusso per M13TT1, ma in questo
caso ¢ possibile distinguere ancora piu nettamente il contributo della sonda libera (370
nm) da quello della sonda legata con un netto spostamento verso il blu per la sonda
legata (~335 nm). In questi spettri, il contributo di assorbimento attribuibile al
triptofano risulta quasi completamente mascherato dall’emissione della sonda TT.

3.2.4 Confronto M13TT1 e M13TT2

I risultati ottenuti evidenziano un comportamento differente tra i due sistemi studiati.
Negli spettri di eccitazione di M13TT si nota un minore shift del picco intorno a 370
nm, questo suggerisce che la frazione di sonda effettivamente incorporata sia bassa.

Al contrario, il campione MI3TT2 mostra un’incorporazione della sonda
significativamente maggiore, come evidenziato dalla presenza di una spalla a 350 nm,
indice di una maggiore efficienza di legame. Il netto spostamento verso il blu
evidenziato dagli spettri di eccitazione suggerisce che vi sia una netta differenza tra la
conformazione della sonda libera rispetto a quella legata. Le possibili cause sono la
ridotta polarita dell’ambiente dovuto alle catene amminoacidiche vicine, o piu
probabilmente alla differente conformazione della sonda legata rispetto a quella libera.
Esperimenti successivi al lavoro sperimentale svolto in questa tesi hanno confermato
che la sonda ¢ planare in soluzione, ma twistata quando legata, la presenza di una ridotta
coniugazione m rispetto alla forma planare giustifica il netto blue-shift della sonda
legata.

In quest’ottica, la strutturazione della banda del TT legato potrebbe anche suggerire la
presenza di piu conformazioni per la sonda legata.
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4 .Conclusioni

11 confronto tra i due campioni va interpretato alla luce dell'esito della purificazione. I
lavaggi con cloroformio hanno ridotto il contenuto di tertiofene in entrambi i casi (come
indicato dall'aumento del rapporto peptide/TT) risultando pero piu efficaci, in termini
proporzionali, per M13TT2. Da questo dato ¢ possibile affermare unicamente che, nella
soluzione finale, la frazione di TT libero rispetto al peptide ¢ minore in M13TT2
rispetto a M13TT1; non ¢ invece possibile dedurne direttamente la resa di marcatura,
che dipende da fattori indipendenti dall'efficienza dei lavaggi.

La differenza di concentrazione in proporzione di TT ¢ coerente con il profilo degli
spettri di eccitazione. In M13TT1 il segnale risulta decisamente piu centrato a 370 nm,
in accordo con un peso maggiore del tertiofene libero in soluzione. In M13TT2, la
minore proporzione di TT libero si traduce in un contributo ridotto di tale banda; si puo
inoltre ipotizzare che l'allargamento e la distribuzione delle bande su un intervallo
energetico piu ampio siano dovuti alla presenza di piu specie assorbenti, riconducibili
al tertiofene coniugato al peptide in intorni chimici differenti ma per averne la conferma
si dovrebbero effettuare analisi piu specifiche.

Tenendo in considerazione la natura sensibile al pH della sonda e del peptide, un
possibile sviluppo futuro dell’esperimento potrebbe comprendere uno studio della
reattivita a specifici valori controllati di pH e in solventi diversi, al fine di individuare
le condizioni ottimali per favorire la formazione del complesso.

La fase di rimozione del TT non reagito potrebbe essere ottimizzata utilizzando solventi
caratterizzati da diversa polarita per I’estrazione del TT libero dalla soluzione di
complesso marcato oppure tramite metodi strumentali piu selettivi, ad esempio con
I’impiego della cromatografia FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography), tecnica
ampiamente utilizzata per la separazione e purificazione di matrici proteiche.
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    𝜀  M 13 , 280 n m = 5434 , 6


    𝜀  T T , 370 n m =  ( 17 , 18 ± 0 , 95 ) ∙  10 3  


    𝜀  T T , 280 n m =  ( 2 , 79   ± 0 , 78 ) ∙  10 3


    A  T T ( 370 ) =   𝜀  T T , 370 n m ⋅ l ⋅   C  T T


  𝜀


  l


  C


    C  T T   ≃ 28   𝜇 M


    A  T T + M 13  ( 280 ) =   𝜀  T T , 280 n m ⋅ l ⋅   C  T T +   𝜀  M 13 , 280 n m ⋅ l ⋅   C  M 13


    C  M 13 =     A  T T + M 13  ( 280 ) −     𝜀  T T , 280 n m ⋅ l ⋅   C  T T    𝜀  M 13 , 280 n m ⋅ l ≃ 16   𝜇 M  


    C ( M13 )  C ( TT )   ≈ 0 , 56


    C  T T   ≃ 4 , 7   𝜇 M


    C  M 13 =     A  T T + M 13  ( 280 ) −     𝜀  T T , 280 n m ⋅ l ⋅   C  T T    𝜀  M 13 , 280 n m ⋅ l ≃ 4 , 2   𝜇 M  


    C ( M13 )  C ( TT )   ≈ 0 , 9
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