
Proteine ricombinanti per studi 
strutturali.

studio dell’interazione 
proteina/proteina e 

proteina/ligando



PPI : metodi di caratterizzazione quantitativa



SPR



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR (Surface Plasmon Resonance): basi

Au (50nm)

Risonanza ↔ 
momento dei fotoni = momento del SP

MINIMO nell’INTENSITA’ al θSPR

Dm  → DIR  → DθSPR

1RU = (10-4)° = 1pg/mm2 polarized



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR : basi

SP influenza la componente ꓕ del campo elettrico evanescente

→ calo esponenziale

d=decay length ≈ ½ l (= d in cui I cala a 1/e ≈ 37%)

l=600-800nm 
→ Dm misurabili entro 300-400nm

300nm

10nm

RU 3X

100nm

2%



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR : strumentazione



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR : basi



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR : Immobilizzazione

Orientamento casuale univoco
Densità elevale minori
Rigenerazione necessaria non necessaria
Purezza/stabilità necessaria non necessaria



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR : chips
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Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR : Immobilizzazione diretta

Etanolamina

EDC/NHS

Esteri succinimide
reattivi

N-Hydroxy succinimide (NHS)

1-Ethyl-3-(3-dimethyl amino propyl) 
carbo di imide (EDC)



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR : iniezione/rigenerazione



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR : applicazioni

SENZA STUDI CINETICI:

• Specificità

• Binding multiplo

• Concentrazione attiva



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR : applicazioni

SENZA STUDI CINETICI: AFFINITA’

Misure allo stato stazionario (per interazioni veloci)



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR : applicazioni

STUDI CINETICI: velocità del legame

kon (riconoscimento): range 10-3 – 107 1/s
koff (stabilità): range 10-1 – 10-6 1/Ms

KD = koff/kon (affinità): range 10-5 – 10-12 M

A: analita in soluzione 
AB: complesso 
B: ligando ([B] tot= Rmax , [B] free= Rmax - R )

kon koff KD da global fitting con modello

𝒅𝑹

𝒅𝒕
= kon c (Rmax – R) – koff R



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

SPR 

HT
Anche su estratti totali
Bassa quantità di Ligando
Label free
Real time
Flessibile
Accoppiabile con MS

kon : range 10-3 – 3x109 1/Ms (Proteine), 10-3 – 5x107 1/Ms (Piccoli ligandi) 
koff : range 1 – 10-6 1/s

Immobilizzazione
Interazioni aspecifiche
Problemi di rigenerazione
Cinetiche di dissociazione molto veloci



Electrically switchable
nanolevers



48-96b 

by thiol coupling

Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: basi

Cy3

epi

Microelectrode (Au)



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: basi

48-96b 

by thiol coupling

(V=1 μl)



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers

veloce
Bassa quantità di Ligando
Non richiede immobilizzazione
Real time
KD : range 10-3 – 10-9 M

Richiede marcatura con sonda fluorescente
Interazioni aspecifiche con le pareti dei capillari
Nessuna informazione cinetica
Dipendente dalle dimensioni dell’analita: non per small molecule

svantaggi



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: ciclo sperimentale

ibridazione

binding

rigenerazione 



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: immobilizzazione covalente



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: immobilizzazione (capture)



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: dimensioni/conformazione

Ligando → influenza attrito idrodinamico/ movimento delle nanoleve

DH (Accuratezza di 0.1nm)

Modificazioni conformazionali



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: analisi della cinetica del legame



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: static mode

analyte



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: static mode

Fluorescence proximity quenching: prossimità dell’analita influenza l’intensità dell’emissione di fluorescenza



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: dynamic mode



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: dynamic mode



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: dynamic mode



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: strumentazione



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: applicazioni



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Electrically switchable nanolevers: 

Versatilità/Flessibilità
HT
Anche su estratti totali
Bassa quantità di Ligando
Label free
Real time
kon : range 103 – 108 1/Ms
koff : range 1 – 10-6 1/s
KD : range 50 fM – 1 mM

Interazioni aspecifiche
Problemi di coniugazione con il DNA



BioLayer Interferometry (BLI)



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

BioLayer Interferometry (BLI): basi

∆ spessore ottico

Strato ottico di riferimento



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Biolayer interferometry (BLI): strumentazione

Biosensore

Manuale

Automatico

(V=4 μl)



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Biolayer interferometry (BLI): Biosensori

CAPTURE

Ni-NTA (NTA) 

Anti-Penta-HIS, Anti-HIS 

(HIS2)

Anti-GST (GST)

Protein A/G/L

Anti-Human IgG Fc, 

Anti-Human Fab-CH1, 

Anti-Murine IgG Fv, 

Streptavidin (SA),  High Precision Streptavidin 

(SAX), Super Streptavidin (SSA) 

Amine Reactive Second Generation



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Biolayer interferometry (BLI):esperimento



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

Biolayer interferometry (BLI):



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

HT/veloce
Anche su estratti totali
Bassa quantità di Ligando
Label free
Real time
Flessibilità
Non serve rigenerare

kon : range 101 – 107 1/Ms (apparenti)
koff : range 10-1 – 10-6 1/s (apparenti)
KD : range 10-3 – 10-11 1/s

Interazioni aspecifiche
Non affidabile per cinetiche molto veloci o molto lente (evaporazione)
Dipendente dalle dimensioni dell’analita (nominalmente fino a 0.15kDa)



MicroScale Thermophoresis



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

MicroScale Thermophoresis (MST): basi

Gradiente di T= 2–6 °C

r= 25 μm



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

MicroScale Thermophoresis (MST): basi



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

MicroScale Thermophoresis (MST): esperimento

Supporto a T controllata



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

MicroScale Thermophoresis (MST): esperimento

1 MARCATURA CON SONDE FLUORESCENTI: a seconda del detector
• Pico RED detector (excitation l : 600-650 nm): [fluoroforo] ≥ 50 pM
Per acidi nucleici: Cy5 
Per proteine: RED-Tris-NTA (per his tagged proteins)

AlexaFluor647, NT647 da coniugare per amine o thiol coupling
KD range: pM – mM

• Nano BLUE detector (excitation l: 460-490 nm): [fluoroforo] ≥ 5 nM
Per proteine:

fluoresceina, AlexaFluor488, NT495, GFP 
Kd range: nM – mM

2 SCELTA DEL SISTEMA TAMPONE

3 CONTROLLO DEL LIVELLO DI FLUORESCENZA

Scansione di 2 capillari con la molecola marcata:
Livello di fluorescenza
Problemi di adsorbimento



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

MicroScale Thermophoresis (MST): esperimento

4. BINDING AFFINITY TEST

• Diluizioni seriali in 20 mL totali
trasferite nei capillari

• Scansione dei capillari per paragonare il livello 
di fluorescenza

• Profilo MST durante il test

• Binding curves



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

MicroScale Thermophoresis (MST): esperimento



Studio dell’interazione proteina/proteina e proteina/ligando :

MicroScale Thermophoresis (MST):

Veloce (anche formati HT)
Bassa quantità di campione
Non richiede immobilizzazione
Ampia applicabilità 
Ampia compatibilità di tamponi
KD : range 10-3 – 10-9 M

Richiede marcatura
Interazioni aspecifiche 
Nessuna informazione cinetica
poco adatto per PLI


