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Caratterizzazione della stabilita
termica delle proteine mediante
spettroscopia UV-visibile

Vantaggi dello spettrofotometro UV-Vis

Agilent Cary 3500 dotato di multicella di Peltier
a temperatura controllata nella ricerca di agenti
terapeutici basati su proteine

Abstract

La stabilita termica delle proteine € un'importante caratteristica dei farmaci
bioterapeutici, in quanto i dati forniscono informazioni sulle proprieta chimiche e
fisiche che influenzano la stabilita e la struttura delle proteine. Nel presente studio
viene descritta la rapida e semplice caratterizzazione della stabilita termica e la
temperatura di fusione di una proteina, usando lo spettrofotometro UV-Vis Agilent
Cary 3500 dotato di un modulo con multicella di Peltier a temperatura controllata.



Introduzione

Lo sviluppo di farmaci € un processo
molto complesso che prevede la
dimostrazione di nuovi potenziali
farmaci e dei loro effetti terapeutici.

La corretta identificazione e 'adeguata
caratterizzazione dei target di un
farmaco costituiscono passaggi
importanti nel processo di sviluppo

di farmaci, in grado di facilitare
I'identificazione di composti terapeutici
guida.” Nel caso di agenti terapeutici
basati su proteine, la caratterizzazione
biochimica include peso molecolare,
omogeneita ed eterogeneita, solubilita,
stabilita termica, composizione della
sequenza aminoacidica, struttura
secondaria, struttura tridimensionale
e modificazione della proteina.?®

| dati sulla stabilita termica forniscono
informazioni sulle proprieta fisiche e
chimiche che influenzano la stabilita

e la struttura delle proteine. Le
temperature di fusione possono essere
determinate mediante il monitoraggio

di cambiamenti nelle proprieta del
campione allaumentare graduale

della temperatura, utilizzando svariate
tecniche (Tabella 1). Quando le proteine
sono sottoposte a temperature elevate,
le strutture secondaria e terziaria
cambiano. Questi cambiamenti
strutturali rendono accessibile il nucleo
idrofobico e portano allaggregazione
delle proteine.# La temperatura alla quale
meta della proteina si trova ancora nella
forma solubile & nota come temperatura

di fusione apparente (T, ), come mostrato

nella Figura 1. La presenza di un ligando
legato puo portare all'aumento di tale
temperatura.>® Gli studi di stabilita
termica contribuiscono a comprendere
la capacita di legame, la stabilita del
farmaco, la durata e le condizioni

di conservazione ottimali, tutte
informazioni utili per la futura produzione
e commercializzazione del farmaco.

Analisi di stabilita termica

delle proteine mediante

spettroscopia UV-Vis

Nella Tabella T sono riassunti i vantaggi
e gli svantaggi delle varie tecniche che
sono utilizzate per misurare la stabilita
termica delle proteine. La spettroscopia
UV-Vis e d'ausilio nel superare molte delle
difficolta legate all'analisi. La tecnica
UV-Vis offre misure di assorbanza dirette
senza l'impiego di marcatori fluorescenti;
le misurazioni possono essere eseguite
utilizzando piccole quantita di campione
e i risultati sono rapidi e facili da
interpretare e refertare.

Proteina
ripiegata

Intensita

La presente nota applicativa

dimostra i benefici legati all'uso dello
spettrofotometro UV-Vis Cary 3500
(Figura 2) per la caratterizzazione della
stabilita termica delle proteine e per la
riproducibilita delle relative misurazioni.
Lo spettrofotometro UV-Vis Cary 3500
utilizza una sonda di temperatura
incorporata nella cuvetta che fornisce
feedback al blocco Peltier, consentendo
il controllo della temperatura delle
soluzioni durante le misurazioni. Un
supporto multicella a otto posizioni

e integrato nello strumento e utilizza
dispositivi Peltier in assenza d'acqua

e con raffreddamento ad aria per
controllare la temperatura dei campioni
da0a 110 °C. Allo scopo di aumentare la
capacita sperimentale, tutte le posizioni
della cuvetta della multicella sono
misurate simultaneamente, garantendo
un‘analisi piu rapida rispetto alle altre
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Aggregati
della proteina

Temperatura

Figura 1. Tipica risposta dell'intensita della proteina (o assorbanza)

allaumentare della temperatura.

Tabella 1. Tecniche utilizzate per misurare la stabilita termica delle proteine.

Tecnica Principio

Vantaggi Svantaggi

Misura I'assorbanza in termini
di ellitticita usando luce
polarizzata circolarmente.

Spettroscopia di
dicroismo circolare”®

- Sono necessarie piccole
quantita di materiale

- Alta sensibilita

- Alta risoluzione

- Richiede molto tempo

— Alcuni tamponi causano
interferenza nell'UV
lontano

Calorimetria
differenziale a
scansione®?

Misura il cambiamento nella
capacita termica rispetto a un
materiale di riferimento.

— Sono necessarie piccole
quantita di materiale
- Alta risoluzione

- Linterpretazione dei
risultati puo essere
difficoltosa

Saggio di Misura i cambiamenti nella
fluorescenza in seguito al
spostamento h
i legame di un fluorocromo a
termico™ molecole idrofobiche.

- Richiede sonde
fluorescenti

- Le sonde fluorescenti
pOSsONo causare
cambiamenti nella
conformazione

- Le proteine devono
avere una “tasca’ per
permettere l'interazione
con le sonde fluorescenti

- Ein grado di analizzare
pit di un campione su uno
strumento per RT-PCR

- Alta sensibilita

- Sono necessarie piccole
quantita di materiale




tecniche.
Condizioni sperimentali

Campioni

Un campione di isomerasi A contenente
ponti disolfuro di Escherichia coli (EcDsbA,
stato nativo) & stato fornito da La Trobe
Institute for Molecular Science (LIMS),
Universita La Trobe, Australia. Una
soluzione di =0,6 mg/mL di EcDsbA &
stata preparata in una soluzione tampone
contenente NaCl 50 mM, EDTA T mM e
fosfato di sodio 100 mM, portata a pH 7,0.
Sono state utilizzate una microcella ultra
Agilent, volume 50 pL, e cuvette di quarzo
con lunghezza del percorso di 10 mm
(codice 5062-2496, Figura 3). Il tampone
fosfato puro e stato utilizzato come
soluzione di riferimento (bianco).

Strumentazione e metodo

Uno spettrofotometro UV-Vis multicella
Cary 3500 con multicella di Peltier era
controllato usando il software della
workstation Agilent Cary UV. | parametri del
metodo utilizzati per misurare lassorbanza
e la stabilita termica della proteina sono
mostrati nelle Tabelle 2 e 3, rispettivamente.
Per lo studio di analisi della stabilita
termica, i dati sono stati raccolti ogni 0,1 °C
usando una velocita di rampa di 0,1 °C/min.

"I

Figura 2. Lo spettrofotometro UV-Vis Agilent multicella Cary 3500 pu0 essere utilizzato per massimo quattro
esperimenti dipendenti dalla temperatura, in otto posizioni diverse della cuvetta, contemporaneamente.

Figura 3. Microcella ultra Agilent usata nello
studio. Il fascio luminoso estremamente piccolo e
focalizzato dello spettrofotometro UV-Vis Agilent
Cary 3500 attraversa le piccole aperture che sono
permanentemente allineate e non richiedono
regolazioni.

Tabella 2. Parametri di scansione di intervalli di lunghezze d'onda.

Parametro

Valore

Strumento

Spettrofotometro UV-Vis Agilent Cary 3500

Intervallo di lunghezze d'onda

Da 200 a 400 nm

Tempo per la media del segnale

01s

Larghezza di banda spettrale

2nm

Volume di campione

80 L, volume aggiuntivo & stato aggiunto per tener conto dell'evaporazione

Tabella 3. Parametri sperimentali per la fusione termica.

Parametro Valore
Strumento Spettrofotometro UV-Vis Agilent Cary 3500
Lunghezza d'onda 280 nm
Tempo per la media del segnale 2s
Larghezza di banda spettrale 2nm
Intervallo dati 01°C
Rampa di riscaldamento 0,1 °C/min

Controllo della temperatura

Blocco Peltier

Intervallo di temperatura

Da25a90°C

Dimensioni dei filtri di smoothing e derivata 25

Intervallo dati di smoothing e derivata 0,1°C
Temperatura inferiore dell'analisi 30°C
Temperatura superiore dell'analisi 90°C

Cuvetta

Cuvetta in quarzo per microcella ultra

Volume di campione

70 L




LLa media del segnale ¢ stata calcolata 3,0
per 2 secondi, prima di passare alla
registrazione di ciascun punto di

dati. La suscettibilita del campione 251
allaggregazione a velocita di rampa

piu elevate ha determinato la scelta 201
della velocita di rampa di 0,1 °C/min.

LLa temperatura sperimentale veniva ¥
controllata mediante il blocco Peltier di %’ 1,51
Cary 3500. 2
Risultati e discussione 10]

Allo scopo di determinare il picco
massimo di assorbimento della 0.51
proteina EcDsbA, & stata eseguita

una scansione delle lunghezze donda

con lo spettrofotometro UV-Vis Cary 240 250 260 270 280 290 300 310 320
3500 usando i parametri mostrati nella Lunghezza d'onda (nm)

Tabella 2. Cary 3500 dotato del modulo Figura 4. Scansioni di intervalli di lunghezze d'onda di sette campioni distinti della proteina EcDsbA

con multicella consente la misurazione (stato nativo), che mostrano il picco della proteina EcDsbA a 280 nm. | sette campioni sono stati misurati

simultanea di sette campioni e di una contemporaneamente usando le microcelle ultra.

soluzione di riferimento. Questa funzione
garantisce una maggiore affidabilita

dei risultati, poiché le misurazioni sono 0,86
raccolte allo stesso tempo e nelle stesse
condizioni. Se e richiesto un piccolo
volume di campione, per esempio 70 pL, 0,821
e possibile eseguire le misurazioni usando
una microcella ultra (Figura 3). Il piccolo

e focalizzato fascio luminoso del sistema 0,781
Cary 3500 permette misurazioni accurate

0,88

0,84

0,80

utilizzando microcelle ultra senza bisogno % 0.761
di pre-allineamento. Il picco massimo di 2 074
assorbimento per £cDsbA risultava essere &

a 280 nm, come mostrato nella Figura 4. 0.721
Per I'analisi della stabilita termica 0,701
della proteina EcDsbA, I'assorbanza a 0.68]

280 nm & stata monitorata all'aumentare
della temperatura. La temperatura del 0,661
campione era controllata mediante la

temperatura del blocco Peltier con una oot

velocita di rampa di 0,1 °C/min, come 0,621

specificato nella Tabella 3. Con 'aumento

della temperatura, si & osservato un 0805 45 50 55 60 65 70 75 80 85
picco, indicazione di un cambiamento Temperatura (°C)

nell assorbahza della proteina causato Figura 5. Grafico di fusione termica della proteina EcDsbA. Cambiamenti nellassorbanza all'aumentare della
da un cambiamento nella struttura della temperatura sono indici di cambiamenti strutturali delle proteine.

proteina. Il grafico di fusione termica
(Figura 5) mostra una transizione che si
verifica ad alte temperature (sopra 65 °C)
per la proteina EcDsbA.



Il software della workstation Cary UV
calcola la T  dei campioni biologici usando
la derivata prima dei dati dell'assorbanza
misurata. E possibile determinare la T,
selezionando le appropriate dimensioni

dei filtri di smoothing e derivata, insieme
alla temperatura superiore e inferiore

per lanalisi. La T_ di EcDsbA risultava
essere 69,86 °C (n = 6; Figura 6) usando i

parametri di analisi mostrati nella Tabella 3.

LaT calcolata per la proteina EcDsbA
ottenuta usando lo spettrometro UV-Vis
Cary 3500 concordava con i risultati
riportati precedentemente, ottenuti
mediante dicroismo circolare, come
mostrato nella Tabella 4.71%

La precisione della misurazione della

T, di EcDsbA con Cary 3500 ¢ stata
valutata conducendo uno studio di
ripetibilita. La soluzione di campione
proteico ¢ stata suddivisa in sei porzioni
e ciascuna porzione ¢ stata analizzata
separatamente usando la microcella
ultra da 70 yL. La ripetibilita dei risultati
e stata valutata calcolando la media e
la deviazione standard dei valoridi T |

di EcDsbA (Tabella 4). Il sistema UV-Vis
Agilent Cary 3500 dimostrava eccellente
precisione, con deviazione standard di
soli 0,16 °C su sei misurazioni.
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Assorbanza

62 64 66 68 70 72 74 76 78
Temperatura (°C)

Figura 6. Grafici della derivata prima di sei campioni distinti della proteina EcDsbA ottenuti usando
il software della workstation Agilent Cary UV (T_ = 69,86 °C, n = 6).

Tabella 4. Valori della T di EcDsbA misurata usando lo
spettrofotometro UV-Vis Agilent Cary 3500 e riportati in letteratura.

Tecnica T,, di EcDsbA (°C)
Spettrofotometro UV-Vis Cary 3500 Replicato 1 69,70
Spettrofotometro UV-Vis Cary 3500 Replicato 2 69,80
Spettrofotometro UV-Vis Cary 3500 Replicato 3 69,70
Spettrofotometro UV-Vis Cary 3500 Replicato 4 70,20
Spettrofotometro UV-Vis Cary 3500 Replicato 5 69,90
Spettrofotometro UV-Vis Cary 3500 Replicato 6 69,90
Media 69,86
Deviazione standard 0,16
Valore 1 in letteratura™ 68,55
Valore 2 in letteratura' 69,25




Conclusione

Si & utilizzato lo spettrofotometro
UV-Vis Agilent Cary 3500 dotato di

una multicella di Peltier a temperatura
controllata per determinare
contemporaneamente la temperatura

di fusione (T, ) di sei campioni della
proteina EcDsbA. | risultati erano
riproducibili, come mostrato dalla
deviazione standard di 0,16 °C ottenuta
per sei porzioni di un singolo campione
della proteina EcDsbA. Inoltre, la T
media di 69,86 °C calcolata usando

il software della workstation Agilent
Cary UV concordava con i valori
presenti in letteratura ottenuti mediante
spettroscopia di dicroismo circolare.

| risultati dimostrano I'accuratezza,

la precisione e la velocita dello
spettrofotometro UV-Vis Cary 3500 per le
analisi di stabilita termica delle proteine.

Al fine di aumentare ulteriormente la
produttivita del metodo, il sistema Cary
UV-Vis 3500 e in grado di misurare
sette campioni allo stesso tempo
senza compromettere I'accuratezza
dei risultati. La capacita di misurare
contemporaneamente almeno tre
replicati del campione attraverso il
design dell'ottica si traduce in risparmio
di tempo prezioso per i laboratori che
richiedono misure in replicato.

Il software della workstation Cary UV &
dotato di capacita integrate di calcolo

di smoothing e derivata per facilitare
I'analisi dei dati. In aggiunta, il software &
disponibile con controlli di natura tecnica
opzionali per acquisire, processare,
generare report e archiviare dati in modo
sicuro. Questi controlli sono essenziali
per i laboratori che devono seguire le
linee guida di conformita di CFR 21

Parte 11 della FDA, Allegato 11 della UE,
GAMPS5, cosi come ISO/IEC 17025 e CFR
40 Parte 160 dell'EPA.
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