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I polimeri proteici rappresentano una promettente alternativa ai composti sintetizzati 
chimicamente, ancora comunemente utilizzati in molte applicazioni biotecnologiche 
e biomediche.

Tali materiali proteici hanno un grande potenziale in molte applicazioni 
biotecnologiche e biomediche come componenti di base di biomateriali e matrici, 
vettori per la somministrazione controllata di farmaci, rivestimenti bioattivi e molte 
altre applicazioni.

Una strategia molto interessante per la progettazione di materiali avanzati con 
funzionalità migliorate è quella di imitare la struttura delle proteine presenti in 
natura per produrre polimeri proteici artificiali con le proprietà desiderate.

La costruzione di geni sintetici ripetitivi che codificano per proteine con proprietà 
desiderate può essere ottenuta con la tecnologia del DNA ricombinante (isolare e 
tagliare brevi sequenze di DNA per trasferirle e inserirle nel genoma di altre cellule, 
in modo da modificarne uno o più geni).

I geni possono essere ulteriormente adattati per includere altri domini che 
aggiungono diverse funzionalità.

Le macromolecole risultanti non esistono in natura, ma mantengono la loro origine 
biotica e possono essere prodotte da microrganismi ricombinanti.



In questo contesto, un modello molto interessante per la produzione di 
strutture desiderate è rappresentato dai polipeptidi elastinici (ELP), che si 
basano su motivi ripetuti di elastina.

Gli ELP sono modellati sul motivo pentapeptidico regolarmente ripetuto 
che si trova nel dominio idrofobico della tropoelastina bovina, ossia VPGVG

Sono stati progettati e costruiti geni sintetici basati sulla tropoelastina
umana per ottenere biopolimeri ingegnerizzati sul motivo esapeptidico
ripetuto VAPGVG.

Il lavoro è finalizzato alla produzione di una famiglia di polipeptidi simili 
all’elastina umana (HELP) che presentano proprietà fisico-chimiche diverse.

Le cellule di Escherichia coli sono state trasformate con i costrutti di 
espressione recanti i geni sintetici HELP.
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CHARACTERIZATION OF HUG

•Molecular mechanics and dynamic

simulation

•Circular Dichroism (CD)

•Differential Scanning Calorimetry

(DSC)

•Potentiometric titration of HUG and

HELP

•Binding of bilirubin by fluorescence

The physical and chemical characterization of the new
fluorescent biosensor HUG. This step is very important for
optimization of liquid assay of free bilirubin in biological
samples



CIRCULAR DICHROISM
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Spettri CD ottenuti ad una temperatura inferiore
all'ITT (T = 25 °C) mostrano il tipico profilo
riportato per i polipeptidi simili all'elastina, con
una banda negativa intorno ai 200 nm (transizione
ππ*), associata alla coesistenza di diverse
popolazioni di conformeri che variano tra un'alta
proporzione di coil e una bassa proporzione
distrutture secondarie β-turn.

La differenza di segnale CD a 200 nm tra HUG e
HELP è dovuta al contributo positivo della
struttura β attribuito al dominio HUG.

La presenza di ulteriori bande negative e di un
minimo meno pronunciato a 222 nm (transizione
nπ*) a lunghezze d'onda maggiori è stata attribuita
sia ai domini α-elica (222 nm) sia alle
conformazioni β-turn (225 nm).

Il dicroismo circolare (CD) è un metodo eccellente per valutare rapidamente la struttura
secondaria, il ripiegamento e le proprietà di binding delle proteine.



Negli ultimi trent'anni, sono stati sviluppati diversi metodi per l'analisi degli 
spettri CD delle proteine, basati sulle caratteristiche spettrali delle strutture 
secondarie.
In questi metodi vengono utilizzati gli spettri CD di polipeptidi modello o di 
un insieme di proteine di riferimento con struttura cristallina nota. 
In questo modo lo spettro CD di una determinata proteina viene analizzato 
come una combinazione lineare di spettri di struttura secondaria nota. 

Si ottiene una serie di equazioni lineari che vengono risolte con minimi quadrati 
o con metodi di riconoscimento di pattern ossia del contenuto di struttura 
secondaria corrispondente a un dato spettro CD.

Le informazioni derivate da queste analisi sono state in gran parte limitate alla 
stima della frazione di strutture α-elica, -sheet,  -turn e poly(Pro)-II.



Lo spettro CD della proteina osservata è una media dei segnali CD di tutte le 
conformazioni e riflette la variabilità geometrica della struttura secondaria.

Un'altra variabile strutturale nelle proteine è la lunghezza media delle α -
eliche; ad esempio, in generale, le proteine ricche di α-eliche hanno α-eliche più 
lunghe e quelle ricche di -turn hanno α-eliche più corte.

In ordine decrescente di contenuto di α-eliche 



In generale, esistono due metodi per valutare la conformazione delle proteine. 

• Il primo utilizza standard di polipeptidi, con composizioni definite di  
conformazioni, che sono state determinate mediante scattering di raggi X su 
film o mediante IR in soluzione. 

• Il secondo utilizza come standard gli spettri di proteine caratterizzate da 
cristallografia a raggi X.  Questi sono poi confrontati con gli spettri di proteine 
sconosciute mediante minimi quadrati.

L'analisi  va a calcolare la RMSD (δ)  ed i coefficienti di correlazione (r) tra le 
stime delle frazioni di struttura secondaria dai raggi X e dai CD per le diverse 
assegnazioni di struttura secondaria delle proteine di riferimento.

La regressione lineare è anche utile per valutare gli effetti di mutazioni, di ligandi
e solventi sulla conformazione delle proteine. 

 %  % rc %

HELP theor 26 4 70

CD 29 10 61



DSC SETARAM
I metodi calorimetrici presentano un vantaggio rispetto ad altri metodi per la loro 
capacità di fornire un quadro relativamente completo dei parametri termodinamici 
durante le reazioni di legame, comprese le costanti di legame all'equilibrio, l'entalpia 
delle reazioni di legame (ΔH) e la variazione di entropia (ΔS).

Questi dati mostrano una differenza 
significativa nelle temperature ed entalpie tra i 
biopolimeri HUG e HELP, principalmente a 
causa del diverso contributo della distruzione 
dell'acqua strutturata associata al dominio 
idrofobico della catena, che è maggiore per la 
proteina HELP rispetto alla HUG. 

La variazione di entropia durante la 
transizione inversa è simile e ciò suggerisce 
che le sfere idrofobiche di solvatazione molto 
estese di questi due biopolimeri sono simili e 
contribuiscono in modo simile all'entropia di 
transizione.



Potentiometric titration of HUG and HELP

∆𝐺0 = 2.303𝑅𝑇න𝑝𝐾𝑎 𝛼

L'aumento della pKa è una conseguenza della 
formazione di specie cariche durante la titolazione, che 
è responsabile della destrutturazione delle molecole 
d'acqua nella struttura pentagonale della struttura 
idrofobica di idratazione. 

In altre parole, i gruppi COO- di nuova formazione, 
spostano l'acqua dai gusci di idratazione idrofobici nei 
propri gusci di idratazione. 

L'aumento della densità di carica durante la titolazione 
causa un crescente effetto di repulsione carica-carica, 
che aumenta l'energia libera del sistema e si osserva 
una continua variazione del valore pK (cooperatività
negativa) per α > 0,3.

In presenza di repulsione carica-carica, la pendenza 
della curva di titolazione (-) è molto più netta di quella 
data dall’equazione di Henderson-Hasselbalch. 

Il ΔG è pari a 1,55 e 3,54 kcal-mol-1 per i biopolimeri 
HELP e HUG,(Figura 4b), maggiore per HUG dato il 
maggior contenuto di residui carichi (10%) rispetto al 
biopolimero HELP (3,2%).



La deviazione dall'equazione di Henderson-Hasselbalch è di solito 
valutata mediante l'introduzione del coefficiente di Hill, nH

che introduce la cooperatività nella teoria della titolazione dovuta sia 
all’azione cooperativa del residuo acido che della significativa 
idratazione idrofobica. 

L'aumento di ΔpK dovuto alla repulsione carica-carica (Figura 4b) 
allarga la curva di titolazione (cooperatività negativa) di entrambe le 
proteine HUG e HELP in soluzione, a una temperatura
inferiore della T di transizione inversa in modo che rimangano in 
soluzione per tutta la durata della titolazione. 

In queste condizioni, entrambe le proteine non mostrano alcuna 
transizione di ripiegamento e assemblaggio idrofobico quindi lo 
spostamento di ΔpK è dovuto principalmente al lavoro necessario per 
disgregare la struttura idrofobica di idratazione.

nH



Dynamic Light Scattering

HELP HUG

𝑮 𝝉 = 𝐴 1 + 𝐵𝑒−2Γ𝜏

Γ = D𝑞2 dh



Dynamic Light Scattering

Utilizzando la tecnica DLS siamo in grado di misurare il raggio
idrodinamico delle macromolecole in soluzione e le
dimensioni di aggregati di diverse dimensioni a diverse
temperature e concentrazioni.

Sono state osservate distribuzioni dimensionali trimodali per la
proteina HUG nell'intervallo di temperatura 10-30 °C con un
valore medio di Rh di 62, 250 e 1523-2497 Å.

Queste tre distribuzioni differiscono per la percentuale di area di
picco, indicando che le particelle con le dimensioni più
elevate in questa soluzione sono la frazione principale fino a 30
°C.

Con l'aumento della temperatura la proteina mostra una
transizione di fase inversa e i picchi si risolvono in un'unica
distribuzione, formando enormi aggregati complessi con raggi
idrodinamici sempre più grandi, fino a fino a 6000 Å.

Questo comportamento è simile a quello osservato per il
biopolimero HELP
In questo caso, la frazione polipeptidica più importante
nell'intervallo di temperatura 10-30 °C è quella con Rh = 50 Å
circa (78%) insieme a quella di circa Rh =1500 Å (22%)

Aumentando la temperatura, la proteina mostra un'aggregazione
iniziale formando particelle con un valore medio di Rh superiore
a 1000 Å.

La coacervazione completa è poi raggiunta a T>50°C, per HELP
e T>30°C per HUG dove si osservano singole distribuzioni
(monomodali).

HELP

HUG



Static Light Scattering

Utilizzando l'equazione di Debye, possiamo determinare il peso 
molecolare (Mw) e il secondo coefficiente viriale (A2) del polimero in un 
determinato mezzo solvente dall'equazione



Questi risultati confermano che i polimeri espressi dai batteri corrispondono
alla sequenza primaria dedotta dalle sequenze geniche e che non si è verificata
alcuna degradazione delle proteine durante il processo di purificazione.

Il secondo coefficiente viriale A2 è sempre negativo, indicando una debole
interazione tra le catene polimeriche e le molecole di solvente (solvente povero),
motivo per cui questi polimeri tendono ad aggregarsi.



Figure 1. I-TASSER minimized structure of HUG fragment

Predizione di struttura

Piattafoma on-line I-TESSER

La predizione della struttura e della 
funzione. 

I-TASSER è un approccio 
gerarchico che permette la 
predizione di modelli 3D e funzioni 
biologiche di alta qualità partendo 
dalla struttura primaria attraverso 
un metodo di threading multiplo.



È interessante notare che la simulazione ha mostrato che entrambe le sequenze, 
HELP e UnaG, mantengono le proprie strutture secondarie, anche nella proteina di 
fusione HUG.

La regione HELP adotta la conformazione coil (100%), mentre il dominio UnaG
mostra il  β-sheet (46%), il random coil (41%) e la conformazione a elica (12%).



For each fluorescence value (F), the fractional enhancement (Y) was 
computed by the equation:

𝑌 =
𝐹

𝐹0
where Y is the fractional saturation related to the extent of binding 
and F0 the fluorescence intensity at the Br/HUG ratio greater than 1 
(the asymptotic value). 
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Model rani_hyp (User)

Equation
y =Fm*x/( x + Kd
)

Reduced 
Chi-Sqr

5.81452E6

Adj. R-Square 0.98215

Value Standard Error

B Fm 63916.01545 2708.3524

B Kd 67.56139 7.26212

Binding HUG / Bilirubina



Durante la titolazione, la concentrazione di BR aumenta e la saturazione Y è 
espressa in termini di concentrazione del complesso BR-HUG



Poiché nell’esperimento di binding, invece delle concentrazioni delle specie libere, sono 
note le concentrazioni totali di proteina e ligando, l’espressione di Y in funzione delle 
quantità totali viene ottenuta come segue

Le radice dell’equazione di secondo grado è:

Che sostituita nell’equazione di Y



Il grafico di F=F0Y rispetto a LT = [Br] è mostrato in Figura, dove sono 
riportati i valori medi di tutti i risultati ottenuti da diversi esperimenti. 

Mediante fitting non lineare della curva iperbolica si ottiengono i valori delle 
costanti di dissociazione e di binding (KD=1.1 nM, KA=0,91 x 109 M-1) e del 
valore massimo di fluorescenza della proteina legata al ligando (F0=65600). 

L’assunzione del modello con n=1 è confermata dal diagramma di Scatchard.

Il valore della costante Ka = 0,91 x 109 M-1 per il complesso BR-HUG ha dato 
un valore maggiore di quello del complesso BR-Albumina (Ka ≈ 107), 
chedetermina il sequestro da parte di HUG di BR dall'albumina.

0 100 200 300 400 500
0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

 

 

n=1

K
D
=2.33 nM

F
L

[Br], nM



Scatchard plot for BR and HUG binding.

Tha Scatchard plot was obtained by using 
equation (Levine, 1977):

/Cf=
𝑄

𝑅−𝑄 𝐻𝑈𝐺 𝑇
= 𝑛𝐾𝑎 − 𝐾𝑎𝑄

where:

𝑄 =
𝐵𝑅−𝐻𝑈𝐺

𝐻𝑈𝐺 𝑇
=

𝑅 =
𝐵𝑅 𝑇

𝐻𝑈𝐺 𝑇

with [HUG]T and [BR]T the total concentration 
of HUG and BR, respectively.

Q is related to the fractional saturation Y=F/F0
as defined above. 

The linear fitting of data in Figure gives 
n = 1.1.



𝐻𝑈𝐺

𝐵𝑟 + 𝐴𝑙𝑏 ⇋ 𝐵𝑟 − 𝐴𝑙𝑏

⇋

𝐵𝑟 − 𝐻𝑈𝐺

+

Ka=1/KD

KA
a

fluorescence

Ka=1/KD = 0,91 x 109 M-1 per Br-HUG

KA
a=1/KD = ca 107 M-1 per Br-Alb

Alb=BSA


