
Analisi quantitativa dell’interazione  

 proteina-ligando 

  



 INTERAZIONI PROTEINA-LIGANDO 

Queste interazioni sono alla base del riconoscimento molecolare 

e quindi rappresentano la chiave della maggior parte dei processi 

biologici: 

 

 Specificità degli enzimi ed allosterismo 

  Trasporto attraverso i compartimenti cellulari 

  Trasduzione del segnale 

  Regolazione della trascrizione e della traduzione 

  Riconoscimento degli antigeni da parte degli anticorpi 

  ed altro 

Come si analizzano tali interazioni e come si determinano le 

costanti di dissociazione o di legame? 



 

Scopo della lezione è di fornire alcuni strumenti indispensabili per 

analizzare sperimentalmente gli equilibri di legame 

 

Proteina(BP) + Ligando Proteina-Ligando BPL 
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kon e koff sono le costanti cinetiche di associazione e di dissociazione. 

  

 

La velocità di associazione è data da 
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Von = [ L] × [BP] × kon 

 
La velocità di dissociazione del complesso è data da 
 

Voff = [BPL] × koff 



All’equilibrio avremo: 

  
                    
 

 

 

 

[L] × [BP] × kon = [BPL] × koff 
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Kd è la concentrazione di ligando alla quale 

metà dei siti di legame è occupata 
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[BPL] Kd + [BPL] [L] = [BPtot] [L]  

[BPL] (Kd + [L] ) = [BPtot] [L] 

[BPL] Kd = [BPtot] [L] - [BPL] [L] 

 

Essendo  [BP]=[BPtot]-[BPL] 

[L] 

Kd  + [L] 

[BPtot] [BPL] = 

Questa equazione consente di determinare la Kd misurando [BPL] a 

diverse concentrazioni di ligando ([L]), quando [L]>>[BPtot], 

ovvero quando [L] = [Lt] 
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Alcune volte viene utilizzato un grafico semilogaritmico in cui  

la concentrazione di L è espressa in forma logaritmica  

Log10 [L] 

 [BPL] 

 

[BPL] +[BP] 
Y 

Y  frazione di saturazione  esprime la frazione di siti a cui è legato il ligando 

Y= 



 Kd  funzione dell’affinità di legame  

 più è piccola la Kd  maggiore è la 

frazione di saturazione ad una stessa 

concentrazione di ligando  



Effetti della concentrazione di L e di BP  

 

 
• I valori sono accurati quando [BPt] << [Lt] e << Kd, quindi [Lt] è quasi 

uguale a [L] 

•Il saggio di legame dovrebbe essere sufficientemente sensibile da 

permettere di usare concentrazioni di L e/o BP tra 0.1 e 10 Kd. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se BP>>Kd  cioè L<<BP BPL= BPt 



Effetti della concentrazione di L e di BP  
 

  

Se[ BP]= [L] è necessario sostituire nell’equazione 

 

                                                                                                    

il valore di L=[Lt]-[BPL] quindi 

                                                                                                                                              

                                         [BPt] ([Lt]-[BPL]) 

                         [ BPL]=                    

                                       Kd+([Lt]-BPL]) 

 

Kd [BPL]+[Lt].[BPL]-[BPL]2=[BPt [Lt]-[ BPt]BPL])  

 

 

 [BPL]2-([BPt] +[Lt]+Kd) [BPL]+BPt [Lt]=0  equazione quadratica 

             

                                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se BP>>Kd  cioè L<<BP BPL= BPt 

 Kd+[L] 



[BPL]2-([BPt] +[Lt]+Kd) [BPL]+BPt [Lt]=0  

 

         ax2+bx+ c =0 

x=     b± 𝑏2 − 4𝑎𝑐 

2a 

 

 

[BPL]=(BPtot] +[Lt]+Kd)-√(BPt] +[Lt]+Kd)2−4[BPt] [BPLt] 
 

                                                      2 
 

 

 





Analisi di Scatchard 

Partendo dall’equazione: 
[ BP tot ] [L] 

[BPL] = 
K d  + [L] 

[BPL] ([L] + K d ) = [L] [BP tot ] 

[BPL] [L] + [BPL] K d   = [L] [BP tot ] 

dividendo tutto per [L] Kd avremo: 

[BPL] [L] 

[L] K d [L] K d [L] K d 

= + 
[BPL]K d [ BP tot ]   [L] 

Un’altra trasformazione che viene usata frequentemente 



quindi: 
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Se indichiamo con B la concentrazione di ligando legato [BPL]; 

con n  [BPt] cioè il numero dei siti di legame; 

con F la quantità di ligando libero [L] 

avremo: 
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Riportando in grafico il rapporto tra la quantità di ligando legato 

e ligando libero (B/F) rispetto alla quantità di ligando legato (B) 

avremo: 
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L’intercetta sull’asse delle ascisse (B/F = 0) permette di 

ricavare n che rappresenta il numero di siti leganti  
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Se è presente un solo sito legante  lo Scatchard sarà lineare. 

Se sono presenti invece due tipi di siti in uguale 

concentrazione ma con differenze in Kd : 

Le curve dei singoli recettori sono riportate in rosso e azzurro 

mentre in nero la curva somma del binding totale.  

Scatchard plot 



ANALISI SPERIMENTALE DEGLI EQUILIBRI DI LEGAME  

La capacità di analizzare quantitativamente  il  legame tra una 

proteina e un ligando  dipende dalla possibilità di distinguere 

tra BP e BPL o L 

 

 
•.   



Metodi senza separazione fisica del ligando legato da quello libero 

 l’attacco del ligando alla proteina deve cambiare  una proprietà 

misurabile di L e/o di BP 

 

•Spettroscopia di assorbimento (alterazione coefficiente di 

estinzione, spostamento picchi di assorbimento) 

•Spettroscopia di fluorescenza (alterazione dell’intensità o della 

lunghezza d’onda di emissione).  

•Fluorescenza intrinseca (triptofano), marcatura con sonde 

fluorescenti (fluorofori). 

• Spettroscopia NMR 

• Surface Plasmon Resonance SPR 

 



In genere si usano  ligandi marcati radioattivamente ad alta 

attività specifica 

• 125I   2200 Ci/mmole 

•   3H  2-20 Ci/mmole 

•14C  0.05-0.5 Ci/mmole 

  

A volte però, queste tecniche non possono essere applicate e quindi 

non è possibile una misurazione diretta del legame. In questi casi, 

vengono usate tecniche in cui, dopo il raggiungimento dell’equilibrio, 

si può misurare separatamente almeno uno tra  L, BP ed L-BP.  



Metodi di separazione  del Ligando libero dal 

complesso Binding Protein-Ligando 

 

•Dialisi all’equilibrio  

•Ultrafiltrazione 

•Gel-filtrazione 

•Adsorbimento  

•Centrifugazione 

• Precipitazione 

 

•Co-immunoprecipitazione 

•Cromatografia di affinità 
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Dialisi all’equilibrio  

Applicabile quando il L è molto piccolo 

Sfrutta il principio della dialisi   

Si ottiene la separazione tra BPL e L attraverso una membrana 

semipermeabile 

 Il metodo si basa sulla misura della concentrazione del Ligando 

 libero totale nei due contenitori   

Viene misurata è la deplezione di ligando libero 





Saggi di legame 

Analisi di saturazione: Studio del grado di 

saturazione della Binding Protein all’equilibrio con 

varie concentrazioni di Ligando 



Approccio sperimentale all’analisi di saturazione 

Si determina il Binding Totale e il Binding Non-Specifico a 

differenti concentrazioni di ligando radiomarcato. 

Binding Totale 

Si ottiene aggiungendo ad una determinata concentrazione di 

Binding Protein quantità crescenti di radioligando 

Binding Non-Specifico 

Si ottiene aggiungendo  ligando non marcato ad una   

concentrazione alla quale tutto il ligando radioattivo viene 

spiazzato dai siti specifici di legame 
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Visualizzando solo la 

curva del binding 

specifico possiamo 

individuare la Kd  
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Analisi di competizione  

Il binding di competizione viene effettuato per determinare la 

capacità di un ligando sconosciuto L2 a competere con un ligando 

L1 noto  di per una data Binding Protein. 

Viene utilizzata una concentrazione fissa di Ligando marcato L1 

e di Binding Protein 

Il sistema viene portato all’equilibrio   e viene misurata la 

concentrazione del complesso L1BP in presenza di 

concentrazioni differenti di ligando2 non marcato 



Il valore di IC50 indica la concentrazione di ligando2 in grado 

di spiazzare il 50 % di radioligando dai siti  leganti 

all’equilibrio 
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Analisi cinetica : Studio della cinetica di associazione e di 

dissociazione del ligando e del recettore come funzione 

della concentrazione  



Analisi cinetica 

La quantità di binding aumenta nel tempo fino ad un valore 

massimo che è pari alla quantità di binding specifico all’equilibrio 

per una certa quantità di ligando. 

. 

L’esperimento cinetico di associazione viene effettuato per 

determinare la costante di velocità di associazione kon 

Cinetica di associazione 



 Costante di velocità di dissociazione koff (min-1). 
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Si porta il sistema BPL all’equilibrio e poi si aggiunge o  il 

ligando freddo  ad una concentrazione elevata o si diluisce 

molto il sistema in modo che una volta che il ligando  si sia 

dissociato  non sia più in grado di legarsi  

e si misura nel tempo la concentrazione di BPL 



Determinazione della kon e koff mediante  SPR 

 monitoraggio diretto delle fasi di associazione e dissociazione del 

complesso. 

 

 

 



                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

•serina palmitoiltransferasi (SPT) è un enzima a PLP che catalizza la prima 

reazione della sintesi degli sfingolipidi. 

• L’ enzima umano è legato a membrana  ed è un eterodimero composto da 2 

subunità  (hLCB1 e hLCB2a/b). Mutazioni  (C133W and C133Y) ( V359M, 

G382V, and I504F)  a carico rispettivamente di  hLCB1e hLCB2a sono state 

identificate  in pazienti  con la neuropatia sensoriale autosomica  di tipo 1 

HSAN1 malattia ereditaria.  Queste mutazioni portano alla formazione di 

deossisfingolipidi neurotossici 

 

 

 

 

•La struttura cristallografica della  SPT dal  batterio Sphingomonas paucimobilis 

(Sp SPT) è un valido modello per capire il ruolo delle mutazioni (V246M, 

G268V, and G385F), che sembrano essere importanti per il riconoscimento 

dell’aminoacido 

 



La  Serina palmitoiltrasferasi catalizza la formazione della  

3chetodeidrosfinganina KDS che è  la base per la sintesi degli sfingolipidi  



                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Determinazione della costante di dissociazione tra il substrato 

serina e le diverse forme mutate dell’enzima 

ΔAmax=variazione di 

assorbanza osservabile  a 

conc infinita di ligando  
Kd

ser =1,5mM 

G385F 

V246M 
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pSX1-X2COOH ( mode III)  

 

Motivi consenso riconosciuti dalle 14-3-3 

RSXpSXP (mode I)  RXY/FXpSXP (mode II) 

(mode III) pSX1-COOH 



L’attività dell’H+ATPasi di plamalemma vegetale è regolata 

dall’interazione delle 14-3-3 con una sequenza del tipo modeIII 



La fitotossina fusicoccina aumenta  

l’attività dell’H+ATPasi di plamalemma 



Effetto del trattamento con FC sull’associazione  delle proteine 14-3-3 

alle membrane plasmatiche  



Identificazione del sito di binding dell’H+ATPasi di plasmalemma 

La fusicoccina aumenta l’affinità tra il dominio C-terminale e l’H+ ATPasi e 

permette l’interazione anche in assenza di fosforilazione 

Saggi di overlay con 14-3-3 marcata con 32P 



Proteina14-3-3 GST 

H2N

- 
Sito di riconoscimento 

 per la trombina 

Sito di fosforilazione 

per la PKA 

COOH 

 

ATP* PKA 

* 
Trombina 

* 
14-3-3 

Metodo con il quale è stata prodotta la 14-3-3 

ricombinante marcata con 32P 



 Complesso ternario fusicoccina e fosfopeptide e Cterminale 

H+ATPasi 



 Esperimenti effettuati con SPR hanno evidenziato che la 

fusicoccina fa diminire  la koff rendendo il legame tra H+ ATPasi 

e 14-3-3 praticamente irreversibile 



  FC è in grado di modulare il legame tra 14-3-3 e peptidi  di tipo I e III   
saggio di legame tra 32P14-33 e peptidi biotinilati immobilizzati su streptavidina/sefarosio  

 

 

 

 

 

 

 



la FC aumenta l’interazione tra 14-3-3 e α 

Effetto della FC  sull’aggregazione piastrinica:modulazione dell’interazione glicoproteina 

Ib.IX.V e 14-3-3 

 

 

 

 

 

 

 



   

Saggio  di legame tra 32 P14-3-3 e 

peptide  GP1bα○ e GPIbβ ■in 

presenza di concentrazioni 

crescenti di FC 

Saggio per competizione su 

membrane piastriniche in presenza 

di  0.42uM 3HFC e  concentrazioni 

crescenti  di FC fredda ●  

dell’agliconeFC inattivo□ 


