Proteine ricombinanti per studi
strutturali.
Caratterizzazione biofisica:
Analisi delle strutture secondarie



Analisi delle strutture secondarie:

Struttura delle proteine

Primary structure
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Analisi delle strutture secondarie:

Angoli di torsione

(diedrici o di rotazione) attorno a acCarbon
Co-N ()
Ca-c (LIJ) Side group

di ciascun aa determina la conformazione del backbone

Alcuni valori piu probabili:
conformazioni vietate a causa dell‘ingombro (d < distanza di van der Waals)

Amide plane

¢ = 180°, U =180°

Nonbonded
Ccontact
raddiiis

Nonbonded
COTHEACT
radins

2 & = 607, g = 180°

g A [urther & rotation of 1207
removes the bulky carbonyl
& =0% = 180° o= 180", y=0F group as lar as possible &=0° ywa=Ir@



Analisi delle strutture secondarie:

Ramachandran plot

combinazioni ¢/ delle strutture note

Left-handed
a-helix

Collagen
triple helix

U (deg)

Closed ring

Right-handed
a-helix



Analisi delle strutture secondarie:

Ramachandran plot
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Analisi delle strutture secondarie:

Strutture secondarie delle proteine

Tutti ¢ e P uguali - struttura ripetitiva

A corto raggio nelle proteine globulari.
A lungo raggio in proteine fibrose.

Beta sheet (3 beta strands) Alpha helix Beta turns/bends super secondary structures



Analisi delle strutture secondarie:

Strutture elicoidali

caratterizzate da
n = numero di residui per giro elicoidale

p = distanza fra residui corrispondenti
per giro elicoidale




Analisi delle strutture secondarie:

Strutture elicoidali

a-Helix m-Helix

@Q&

¥
_

p=5.2A, 4.1 aa/giro

. 5 . E y
b~ x_: |

p=5.4A, 3.6 aa/giro 3, -Hellx

p=6.0A, 3.0 aa/giro



Analisi delle strutture secondarie:

Strutture elicoidali

Amino terminus

o-helix =

I

nt-helix —

ues/turn

o-helix —

Carboxyl terminus Canonical a-helix Canonical 3(10) helix



Analisi delle strutture secondarie:

Strutture a beta foglietto

Paralleli (Distanza: 3.3A): 25 strands Antiparalleli (Distanza: 3.5A) : 2-3 strands

? o T ® ~ TR«




Analisi delle strutture secondarie:
Strutture non ripetitive
Una parte significativa delle strutture € irregolare o unica pur essendo ordinata.
Coils
segmenti di catene polipeptidiche i cui aa

contigui non hanno valori di ¢ e y simili

Loops

Q: 6-16 residui

TURNS (o BEND): <5 aa. In particolare
B Bends o Reverse Turns

4 aa sulle superfici

sono divisi in classi in base a ¢/ degli aa
nelle posizionii,, ei,,



Analisi delle strutture secondarie:

Strutture super secondarie e motifs

Secondary structure o=helix (i-strand

'SWA'

OLoL PBa Bp
(c=hairpin) (P=hairpin)
Motirl

BBP
BoPaf P-meander BRRR
IFour-helical bundle Rossmann fold Greek Key B barrel



Analisi delle strutture secondarie:

Metodi:

Circular Dichroism (CD) Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)
Jasco J-810 ABB Bomen Prota




Analisi delle strutture secondarie:

FT-IR

SPETTRI IR (fingerprints dei campioni) per caratterizzare campioni sia organici che inorganici
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Analisi delle strutture secondarie:

FT-IR
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Analisi delle strutture secondarie:

FT-IR: basi
Radiazione elettromagnetica

Visible spectrum
RADIATION TYPE J
Energia propagata nello spazio/mezzo materiale wempne W M. 1 M F W W, L WP W W N
sotto forma di onde elettromagnetiche:
r "
Y n Needle Virus Atom
c=AX v=3x 108 m/s nel vuoto Buidng g4 /’ @é
— i o ® o
i i i ¢ = i
APPROXIMATE L1 ey | - \Bacterla rﬁglr:lijcs
Numero d'onda=1/A (cm) il FTT] N My, M
Frequenza v (GHZ‘ Hz = sec!) = N oscillazioni/sec

Wavelength (\) Energy  Molecular effects

higher frequency cm kcal/mol
am p I ezza shorter wavelength 1079 gamma rays 100
1077 X rays 10¢ ionization
vacuum UV 102
; o
| te mpo 10-% near UV electronic transitions
: p 1074 visible 10
‘infrared
1073 [ ) e

» > m 1 molecular vibrations J
OSCI I I a Z I O n e 107! microwave 10-4 rotational motion

INFRAROSSO (IR) (1-100 micron). lower frequency Lo# adio | 10°¢  nuclearspin transiions

longer wavelength

Regione Intervallo cm™! Informazioni vibrazionali / rotazionali

IR vicino 14000 - 4000 Cambiamenti nei livelli vibrazionale e rotazionale, transizioni elettroniche

IR medio 4000 - 400 Cambiamenti nei livelli vibrazionali fondamentali della maggior parte delle molecole

IR lontano 400 - 20 Cambiamenti nel livello di energia rotazionale



Analisi delle strutture secondarie:

FT-IR: basi

Eccitazione molecolare e atomica

Energia della molecola data da moti:

Elettronici

Rotazionali

Traslazionali (dipende dai moti termici)
Vibrazionali

P wnNE

Stretching
Bending

m plane:

molecular
vibrations \-
\ ' bending
\ (deformatlon

\ vibrations) scissoring rocking
stretching
(valence bond vibrations): out of-plane:

symmetrical asymmetrical 5 e
Wagging twisting

stretching stretching

Le molecole con legami simmetrici (N2, 02
o0 H2) non assorbono nell’IR poiché
non c’e modifica del momento di dipolo

absorption emission

exicted states

hv AE=hv 5\?§

—@—— ground state ——L——

o W

Energy

AE

hv

SYMMETRIC ANTISYMMETRIC ROCKING
STRECHING STRECHING
WAGGING TWISTING SCISSORING



Analisi delle strutture secondarie:

FTIR: basi
Grafico IR: 4 regioni
Proprieta dei picchi:
1. Intensita

2. Forma
3. Posizione

o0

3000 1000

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
WAYENUMBER {(cm")



Analisi delle strutture secondarie:

FT-IR: basi

Waverurmbers in em”'
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Analisi delle strutture secondarie:

FT-IR: basi
Spettro IR:

1 random coil
IR spectrum of typical protein g poua
J o
2 |
08 =]
{ r
06 Amid I peak contains the
secondary structure
Abe O 4 information ( a-Helix, 8- 1700 Wellenzahl / em™’ 1600
Sheet etc.) ;
02 E ot = helix 1652
= 9
£
2 1
1 -
Using this peak, the IR-SSE )
program calculates SSE by
PCR ( Principal 1700 Wellenzahl / em’ 1600
Component Regression) or ;
PLS (Partial Least Square) p - sheet 1630
method. Waverumber [cm | l
e
§ ] =
= 1680
2 |
=
=f o
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Analisi delle strutture secondarie:

FT-IR: basi
Spettro IR:

Vibrazioni della catena laterale degli aminoacidi (Asp, Asn, Glu, GIn, Lys, Arg, Tyr, Phe, His)
contributo stimato da una somma di componenti gaussiane e lorentziane.

1.0 - [3-sheet
a-helix
random coil
B exp. bandshapeg
° |
e 06—
(]
e :
o
3 04
—

0,2 -

0,0 - T T T

. . 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720
Struttura secondaria nelle proteine
£
cm

fitting per stimare quantitativamente |'area di ciascun componente

¥

spettro deconvoluto



Analisi delle strutture secondarie:

FT-IR: basi
Spettro IR:

nativo termicamente denaturato

Lysozyme den.
Gauss 8 Peaks
r"2=0.999979

Lysozyme
Gauss 6 Peaks
rh2=0999962

Absorbance

0.7

0.4

0.3 1

D2

0.7 25 ‘ 2.5
{
) Bl 10 .6
2 4 2
(1 Lo} P 105 4
O [0)
c o 1637
04 8 = 1.5
g g 1670
+0.3 b o
< O 1 1
0.2 < 1617 165% 1687
‘ 625
(1)K [ A" A -+0 1 0.5 0.5
o - 1697
— — ===l 1M5
1600 1625 1650 1675 1700 1725 0 0
1600 1625 1650 1675 1700 1725

Wave Numbers

Wave Numbers

Absorbance



Absorbance / a.u.
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0.05
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Analisi delle strutture secondarie:

FT-IR: basi
Spettro IR:

[ | E M a » E
1700 1680 1660 1640 1620 1600

Wavenumber f ocm’



Analisi delle strutture secondarie:

FT-IR:

YTy
71

*non distruttiva qualitativa/quantitativa
*nativo (in soluzione)
*sensibile ai cambiamenti conformazionali

edinamiche strutturali/stabilita



Analisi delle strutture secondarie:

CD: chiralita

_—

Cannot be ._
superimposed

(a) Chiral objects

Mirror
N

Can be
superimposed

U

(b) Achiral objects

(-) levorotatorio
Enantiomero (R)
D-aa

(+) destrorotatorio
Enantiomero (S)
L-aa




Analisi delle strutture secondarie:

CD: chiralita

Mﬂ}]ﬂﬂhmmai_ﬂf and  ppotoelastic Modulator
linear polarizer

High intensity
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Analisi delle strutture secondarie:

CD: basi

Luce polarizzata linearmente: oscillazioni confinate su un unico piano

due onde elettromagnetiche polarizzate linearmente in piani perpendicolari con la stessa ampiezza e
lunghezza d'onda oscillano nella stessa fase



Analisi delle strutture secondarie:
CD: basi

Luce polarizzata circolarmente: risulta da due onde elettromagnetiche polarizzate linearmente in piani
perpendicolari con la stessa ampiezza e lunghezza d'onda oscillano con una differenza di fase di 90°

differenza di fase di 90°

Vettore elettrico
Direzione varia e gira intorno alla direzione di propagazione (in una oscillazione descrive un cerchio)

Ampiezza costante



Analisi delle strutture secondarie:
CD: basi

Alcuni materiali OTTICAMENTE ATTIVI o CHIRALI assorbono la luce polarizzata circolarmente sinistra e
destra in misura diversa.

luce polarizzata ellitticamente
con I'asse maggiore parallelo al piano di polarizzazione dell'onda luminosa
con la direzione di rotazione determinata dalla componente circolare piu forte dopo aver attraversato il

materiale.

Quanto ellittica diventa I'onda polarizzata nel piano e determinata dalla differenza tra gli assorbimenti
delle due componenti polarizzate circolarmente.



Analisi delle strutture secondarie:
CD: basi

misura la differenza di assorbimento della luce polarizzata circolarmente a sinistra e a destra da parte di una sostanza
otticamente attiva

Storicamente, I'ellitticita (unita del CD)

E.+E,
tand Er — Ep Asse ellittico maggiore
anf —m —— —
Er + Ef
Eg = ampiezza del campo elettrico della luce polarizzata circolarmente destra E_-E

E, = ampiezza del campo elettrico della luce polarizzata circolarmente sinistra
Se E; = E, 6=0 ° (luce & polarizzata linearmente).

Se E; =0° 0 E = 0° (quando c'é una completa assorbanza della luce polarizzata
circolare in una direzione), 6=45 ° e la luce & polarizzata circolarmente.

Asse ellittico minore

Empiricamente (Legge di Lambert-Beer)
| =1,10¢t[c]

€ coefficiente di estinzione molare
a una determinata A, A=log (I/ I,) - AA = (eL-eR) L [c]

Visto che I'assorbimento di una sostanza chirale modifica anche gli € delle componenti destra e sinistra:

Il CD misura la differenza Ag=g -g; in funzione della A (SPETTRO CD), espressa in

Ellitticita (0)=2.303 (A — Ap)/4L =2.303 [c] (g, — &g)/4
Ellitticita molare [0]=100 6 /[c]L =3298 (g, — &)



Analisi delle strutture secondarie:

CD: Attivita ottica nelle proteine

o-Carbon

Spettro CD lontano UV: 170 ~ 260 nm Peptide bond

1
Dipende da A degli e- del legame peptidico:
1 PN 1 . . .. T .:.‘ w bond
I'intensita e I'energia di queste transizioni dipendono da ¢ e Y: o
-bond -Carbon
-» struttura secondaria proteina ¢H L
Gl Side-chain
* R *
. TN
La transizione n = it * (debole assorbanza molare perché transizione di dipolo n-> n
elettrico proibita). q.0

Amid plane
La transizione m =» i * (assorbanza molare piu forte: transizione di dipolo o~-Carbon

elettrico permessa).

o#* (anti-bonding)

| I m* (anti-bonding)
SE crqmofori peptidici vicini con intense transizioni permesse del dipolo n (non-bonding)
elettrico

si accoppiano - ACCOPPIAMENTO ECCITONICO, sensibile alle disposizioni

geometriche e agli orientamenti dei peptidi nello spazio 3D n (bonding)

o (bonding)



Analisi delle strutture secondarie:

CD: Attivita ottica nelle proteine

Questo accoppiamento fornisce segnali CD che sono distintivi per diverse disposizioni spaziali e in genere
molto piu intensi rispetto a quelli dei singoli cromofori isolati

random coil alfa-elica foglietto beta
n-> " (192nm)

EL-ER>O

n-> n*(196nm)

n- n’(220nm)
mdeg mdeg mdeg
\\\ :(
\‘ J'
v
‘If
* n-> r’(218nm
g m{Isonn) n-> n'(209nm) || asse elica ( ) EL - ER <0
180 180 200 210 220 230 240 250 180 190 200 210 220 230 240 250 180 190 200 210 220 230 240 250
Wavelength (nm) Wavelength (nm) Wavelength (nm)
-ve band (nm) #ve band (nm) -
—alpha helix
o-helix 222 192 —anti-parallel beta sheet
e _ = Lo spettro CD nella regione
B-sheet 216 195 —E —pPIl left-handed helix \
o 5 e dell’UV lontano puo essere
= } < . .
p-turn 220-230 (weak) 205 ?__ y\/\,—_”j Comp|lcat0 da||’aSSOI‘bIment0
180-190 (strong) E d . .
i Phe, Tyr, Trp e legami S-S
L.H polypro Il helix 190 210-230 weak , Y5 1P - g i
attraverso transizionin - mt *
Random coil 200 -

we  wm  me ue  m o= om = m PErMESSE



Analisi delle strutture secondarie:

CD: Attivita ottica nelle proteine

La chiralita della molecola puo essere conformazionale piuttosto che strutturale:

8e+4 | 1 — o-helix
Spettri CD della poli-L-lisina nelle conformazioni a pH 11.1 2 — antiparallel B
1 (nero) a-elicoidale 6e+d | 3 — disordered
2 (rosse) B-foglietto anti-parallelo 4 — collagen (triple helix)
apH5.7 de+d 5 collagen (denatured)
3 (verdi) random coil E
2 2e+4
5
Spettri CD del collagene placentare nelle sue conformazioni - 0e+0
4 (blu) nativa a tripla elica §'
5 (ciano) denaturata = Sad
-4e+4
-6e+4

190 200 210 220 230 240 250

Wavelength, nm



Analisi delle strutture secondarie:

CD: Attivita ottica nelle proteine

Spettro CD UV vicino di proteine: 250 ~ 350 nm - struttura terziaria . . .

w A e I e L
dovuti all'assorbimento, all'orientamento del dipolo e alla natura Il O Gl N r
dell'ambiente circostante .
di aa aromatici e dei ponti disolfuro: N
50 -
Il contributo dei ponti disolfuro € in genere ampio fino a 330 nm
dipende da ¢ /. < S-S -
- Trp
Le bande aromatiche si distinguono piu facilmente a 5 /“’\\—g&
285-310 nm (Trp) = - <
275-285 nm (Tyr) 5
255-270 nm (Phe) 2 Phe
Tyr
-50 T T T 1
240 260 280 300 320 340 360

dipendono dall'influenza chirale dei loro ambienti > Wavelength (nm)
cambiano intensita, segno e, in misura minore, posizione precisa con variazioni nell'ambiente circostante.

NB: [c] piu elevate o cammini ottici piu lunghi.



Analisi delle strutture secondarie:
CD: Attivita ottica nelle proteine

Spettro CD visibile di proteine: 250 ~ 350 nm per studiare le interazioni metallo-proteina

solo guando uno ione metallico si trova in un ambiente chirale (non rileva ioni metallici liberi in soluzione).

100000

A Y '\"'.,‘ AV W
. 50000 * LAV
Mol EIp. M .

_10000 | [ | [ | | |
500

400~

300 -

200 | | | | | | | | |
400 4710 420 430 440 450

W avelength hm ]

Gli spettri di mioglobina Fe (lll) e mioglobina Fe (Il) da liposomi estrusi



Analisi delle strutture secondarie:

CD: setup

in atmosfera di N,: sostituisce I" O, per evitare la formazione di ozono e ridurre |'assorbimento che sottrae la luce

necessaria all’'esperimento.

' oy
Light source
Linear polarizer

Cell Path length

0.1 mm
0.2 mm
1.0 mm
2.0 mm
10 mm

oD, at 280 nm: 0.5-0.8 AU

Photo-elastic modulator (PEM)

Yolume

26 plL
22 ulL
350 pL

Protein Conc

1.500 mg/mL
0.750 mg/mL
0.150 mg/mL
0075 mg/mL
0.015 mg/mL

To sample

Wave length

180.0 nm — 260.0 nm
180.0 nm — 260.0 nm
190.0 nm — 260.0 nm
190.0 nm — 260.0 nm
200.0 nm— 260.0 nm



Analisi delle strutture secondarie:

CD: Importanza del tampone

Spettri CD nell’UV lontano del lisozima in

1.

2.
3.
4

50mM Na fosfato pH 7.5

50mM Na fosfato pH 7.5, 150mM NacCl

50mM Na fosfato pH 7.5, 150mM imidazolo
50mM Tris/Acetato pH 7.5

limiti di A per tamponi e solventi comuni

Water

Trifluoroethanol
Hexafluoroisopropanol
Acetonitrile

Methanol

Ethanol

2-Propanol
Cyclohexane
Dimethylsulfoxide
Dioxane

(MH4)2S04 0D.15 ™M
NaCl 0.15 M
NacClo4 0.15 ™M
NaNO3 0.15 M

Phosphate 100 mM
Tris 100 mM

Pipe= 100 mM

Mes 100 mM

GdnHCl 4 M
Urea 4 M

{For one mm pathlength.

=185
<185
=185
i85
195
196
196
=185
251
232

191

196
=185

245

=185
195

215
205

210
210

8 (deg cm’ dmol™)

-10000

=20000

30000 ;4
20000

10000

I
220
Wavelength (nm)

Ll
240

260



20

16 [

10 F

=10

Analisi delle strutture secondarie:

CD: esempi

—— chymotrypsin (~all B)
—— lysozyme (mixed o & B) —u___
triosephosphate isomerase

(mostly o some )
— myoglobin (all o) N

.

L
180

1
200

1 i 1 i 1
220 240 ZED
Wauvelength {rnm)



Analisi delle strutture secondarie:

CD: fitting degli spettri
Ad ogni A, I'ellitticita () dello spettro conterra una combinazione lineare dei 3 componenti:
07 = X104 + X205 + X360,

Un intero spettro di CD consente di minimizzare |la deviazione totale tra tutti i punti sperimentali e i valori
del modello calcolati mediante la somma dei residui quadrati (s.r.s.)

ndata
SF.5.m E(x-@ +x,0,  +x°8,. -8, )
ot il 1 (1) 2 (1) 3 c() 70
i=l
Ve ’7\\
] —
Dichr( ") \Web
‘ l'\_, A )
7/
.
Home On-line analysis for protein Circular Dichroism spectra http.//dlchroweb.cryst. bbk.ac. uk/html/home.shtml
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ser buide Video guides 1 afikigeded 5 2 i exp - re 2
Apply for a user-account # Accurate measuring af the true ey ol 1
Background pathlenith of nptical CD cells "; B f "
Infermation Analyse data (egistered users anl * Cleaning and Loading Cireular PO i 1 [ \ i
Information Analyse dafa (=g ) § eannn and ‘ Buon fit 1 5 Scarso fit |
FAQ ;SC;}I(IEDJ‘EIUHQ CD Spectra with COTool and 2 [ :ﬂ k o f
Cltm DichroWeb: * hMeasuring a CSA spectrum .2 ¥ g 2r f =
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30600 L 1 1 1 L -4
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econvolutions. uavelength hevel




Analisi delle strutture secondarie:

CD: applicazioni

sstruttura secondaria/terziaria

estabilita conformazionale

*Termodinamica/cinetica del folding/denaturazione di proteine e acidi nucleici
*Cambiamenti conformazionali dovuti all’interazione fra diverse molecole

*Costanti di legame



Analisi delle strutture secondarie:

SRCD: Dicroismo Circolare mediante Luce di Sincrotrone

dati a A piu basse contenenti piu transizioni elettroniche
/| segnale-rumore
{ F intensita che consente uso di addittivi
piu rapide (HT e time-resolved)
nuove applicazioni
nella genomica strutturale (SG)
* folding per la selezione dei target
* proteine di membrana e delle glicoproteine
» formazione di complessi proteina-proteina/proteina-lipidi
nella genomica funzionale (FG)
* screening con ligandi per identificare la funzione

» differenze strutturali nei mutanti per ottenere informazioni
funzionali

70000

50000

30000

10000

-10000

Mean Residue Ellipticity

-30 000 4

VN

-50 000

165 185 205 225 245

Wavelength (nm)

70,000
50,000
30,000 -
10,0001 =

—30,000

Mean residue ellipticity

—50,000
160

180 200 220 240 260 280 300
Wavelength (nm)

Current Opinion in Chemical Biology

SRCD spectra of proteins representing primarily a-helical (myoglobin;
red), p sheet (concanavalin A; blue), and polyproline Il helical (type VI

collagen; yellow)

secondary structures, showing substantial

differences are present in the low-wavelength region.




Analisi delle strutture secondarie:
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30,000 A
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Mean residue ellipticity
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Current Opinion in Chemical Biology

CD (green) and SRCD (red) spectra of horse myoglobin, showing
additional transitions in the low-wavelength data present in the SRCD
spectra (adapted from [11#]).

SRCD:

CD (arbitrary unit)

Mean residue ellipticity
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SRCD spectra of two proteins with substantially different secondary
structures (74% helix, 0% sheet, 10% turn, 16% other [orange] and
48% helix, 5% sheet, 16% turn, 31% other [green]). Over the
wavelength range obtained in conventional CD spectroscopy (to the
right of the dotted vertical line), the spectra are nearly identical. It is
only when the low-wavelength data (left of the vertical line) are
considered that the differences in these structures are obvious.



Analisi delle strutture secondarie:

CD di acidi nucleici

La componente dello zucchero e chirale e conferisce I'asimmetria intrinseca:
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Analisi delle strutture secondarie:

CD di acidi nucleici

| sistemi elettronici delle basi le rendono idrofobiche = si impilano nel solvente
per minimizzare la superficie degli e- m esposta al solvente.

| gruppi idrofili NH, NH, e CO
formano legami H con il solvente esterno.

Stacking distance
- between bases

3.4 A\

— struttura elicoidale

Le transizioni elettroniche delle basi cromoforiche sono
molto vicine e possono interagire

—> spettri di alta intensita per le eliche (super-asimmetria)
— Sensibile alla conformazione e alla struttura secondaria

Rise per base pair
- along the helical axis

Polimorfismo nella struttura secondaria

* bp/giro
* Inclinazione/Distanza della base rispetto all'asse dell'elica



Analisi delle strutture secondarie:

CD di acidi nucleici

DNA forma B:
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Analisi delle strutture secondarie:

CD di acidi nucleici:

DNA circolare Superavvolto Nicked del Fago PM2: transizione forma B - C

+ 77777
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Analisi delle strutture secondarie:

CD di acidi nucleici:

Effetto del
Solvente Temperatura
Calf thymus DNA ' T R
Al s 0% methanol 0 : R R
| / 25% methanol g poli (dA) poli (dT) -
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Analisi delle strutture secondarie:
CD:

Non distruttivo

Processi dinamici, ad es. folding proteico

Effetti dell'ambiente sulla struttura proteica

Struttura secondaria e struttura super-secondaria delle proteine di membrana
Studio dei cambiamenti conformazionali indotti dal ligando

Conformazione dei carboidrati

Interazioni proteina-proteina e acido proteina-nucleico

5 B & &

Interferenza con I’'assorbimento del solvente
accuratezza media + 10%



