


L’energia è inversamente proporzionale alla lunghezza d’onda  E= hv 



E=hv=c/λ         h = costante di Planck 6.6 x10-34 Js 

ν=c/λ 



Quando la materia assorbe  le radiazioni elettromagnetiche il contenuto di energia degli 
atomi  o molecole di cui è composta aumenta. Passando da uno stato fondamentale ad 
uno stato eccitato  Gli elettroni sono normalmente distribuiti in diversi livelli energetici e 
occupano nello stato fondamentale i livelli più bassi. Un elettrone può assorbire  una 
radiazione elettromagnetica  passando nello stato eccitato.  
 

• L’interazione della materia con le radiazioni elettromagnetiche determina: 
• Riflessione 
• Dispersione 
• Assorbimento 
• Fluorescenza 
• Reazione e trasformazione chimica 

 







Una molecola che assorbe la luce presenta uno spettro di 
assorbimento a bande che sono il risultato della sovrapposizione 
di più righe di assorbimento corrispondenti ai diversi livelli e 
sottolivelli energetici vibrazionali e rotazionali  



Livelli energetici e transizioni elettroniche in una molecola fluorescente 



• La spettrofotometria : tecnica che misura 
l’assorbimento di radiazione nella regione del 
visibile e ultravioletto  

• La quantità di radiazione assorbita è 
proporzionale al numero di molecole che essa 
incontra nel cammino 

• La legge di Lambert e Beer      
A= log(Io/It)= εcl 

•  ε= coeff di estinzione molare  M-1.cm-1 

• Io =luce incidente It=luce trasmessa 
 



 



Shift di Stokes 



 
 
 
 

 
 
 
 



 
 

 
      



Componenti di uno spettrofluorimetro 



La misura della fluorescenza   è una misura relativa  







Spettri di assorbimento ed emissione degli amminoacidi aromatici 





Lo spettro di emissione del triptofano è sensibile alla 
polarità del mezzo 

Red Shift ambiente polare  

ambiente apolare 



1apo azzurrina 
2 ribonucleasi 
3 nucleasi 
4 glucagone 



Spettri di fluorescenza  dell’Azzurrina nella forma nativa e 
denaturata 







Ci sono quencher dinamici e quencher statici 
  
• Dinamici interagiscono con il fluoroforo eccitato 

producendo una diseccitazione del fluoroforo che porta ad 
una riduzione  dell’intensità della flluorescenza ed ad una 
diminuzione dell’emivita del fluoroforo 
 

• Statici interagiscono con il fluoroforo non eccitato quindi 
non interferiscono  con l’emivita del fluoroforo 



Acrilammide  piccola molecola neutra  in grado di 
quenchare sia fluorofori  esterni che interni 
proteina  

Ioduro  molecola carica  in grado di interagire con 
fluorofori esterni alla proteina 

 

F0/F= 1+KSV.[Q] 
 

                 

                Costante di Stern-Volmer  

              =Kq.τ0  (tempo di vita del Fluoroforo)  
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Se l’interazione tra Ligando e  Proteina porta ad una variazione 
dell’intensità   della fluorescenza 
Una  equazione analoga  può essere utilizzata per ricavare la 
costante di legame  Ka 
 
  F0/F= 1+Ka[L] 

 
 

F0  fluorescenza in assenza di Ligando 
F fluorescenza in presenza di Ligando 
 



cAMP Receptor CRP 

È un fattore di trascrizione  che regola 
l’espressione di molti geni nei procarioti  
 costituito da due subunità di 23kD 
 
 Nterminale 1-133 dominio di 
dimerizzazione e di legame con CRP 
Cterminale lega il DNA 
 
134-138 ansa flessibile che collega i due 
domini 
Ogni subunità lega 2  cAMP  con diversa 
affinità  
cAMP è un attivatore allosterico  
 



 
 



CRPW13A 



Determinazione della costante di equilibrio  Kd tra cAMP 

e CRP 
 

• CRPW85A 

Eur. J. Biochem. 270, 1413–1423 (2003) 

cAMP  200uM causa  
• decremento del 13% dell’intensità 

di fluorescenza e uno  
• shift verso il blu  da 340 a 342,5 

 
cAMP determina un cambiamento 
conformazionale  
 



FRET   
Fluorescence Resonance  Energy Transfer 

 

•trasferimento non radiativo di energia  ( dipolo-dipolo) da parte 

di un donatore fluorescente  ad un accettore fluorescente. 

 

Il trasferimento di energia dipende da : 

•  proprietà spettrali  

• orientamento 

• distanza tra donatore e accettore(1-10nm) 

 



Lo spettro di emissione del donatore e lo spettro di eccitazione 

dell’accettore devono  essere  parzialmente sovrapposti 

R 0 distanza critica di 

trasferimento alla quale avviene il 

50%del trasferimento di energia 

R  distanza tra cromofori 

E efficienza di trasferimento  



 

Interazioni proteina-proteina in vitro 

(Cambiamenti conformazionali di 

proteine) 

 

Applicazioni della FRET 



FRET tra W85 e C178   
• CRPW13A 

1 

2 3 

4 

5-({2-
[(iodoacetyl)amino]et
hyl}amino)naphthalen
e-1 

IAEDANS 



Analisi delle modifiche 

conformazionali della subunità ε della 

Fo F1 ATPasi mediante FRET 



F0  è un canale protonico costituito da 

tre tipi di  subunità a,b, c  

Nelle seguenti quantità ab2c10-12 

F1  catalizza la sintesi di ATP ed 

è costituito da nove subuntà 

α3β3γδε  
  

ogni subunità β ha un sito 

catalitico per la sintesi di ATP 
La subunità γ è l’asse centrale  
 
  

F0 F1 ATPasi 



L’enzima è costituito da due parti una 

mobile  costituita da c e da γε   in grado 

di ruotare  e una unità immobile o 

statore costituito dal resto della molecola   



Mediante FRET è stato dimostrato che le due alfa eliche di ε cambiano  

conformazione passando in presenza di ATP 

da una forma estesa HIGH FRET ad una forma ritratta LOW FRET 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espressione di α3β3εγ 



Assorbe  a 530 nm and emette at 570 (615) nm,  

Assorbe a 625 nm and emette at 670 nm,  

I due fluorofori sono stati coniugati ad una cisteina della proteina  

 mediante  reazione  con la maleimide 
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Spettri di fluorescenza di 

                                             linea tratteggiata 

 

                                             linea punteggiata 

 

 
 linea continua 

 

 

Assorbe  a 530 nm emette a 570 nm,  

Assorbe a 649 nm  emette a 670 nm,  

http://en.wikipedia.org/wiki/Metre#SI_prefixed_forms_of_metre
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L’ATP  ma non l’idrolisi di ATP incrementa lo spetto di fluorescenza del donatore 



Il cambiamento conformazionale indotto dall’ATP è reversibile infatti l’aggiunta di 

esochinasi porta ad una decremento della fluorescenza donatore   



Il dicroismo circolare è una tecnica di analisi 
strutturale simile alla spettrofotometria in quanto è 
basata sull'assorbimento da parte del campione di una 
radiazione UV o visibile. 
 La  radiazione usata  è polarizzata  

Il Dicroismo circolare 



La luce polarizzata 
La luce è un'onda elettromagnetica che consiste in un campo elettrico E ed un 
campo magnetico H oscillanti, che possono essere rappresentati da vettori 
perpendicolari tra loro, e perpendicolari alla direzione di propagazione. 

 
. 



I piani sono infiniti e disposti a raggiera lungo l’asse di propagazione 
dell’onda.  
La luce polarizzata linearmente, invece, è una radiazione 
elettromagnetica in cui il vettore E oscilla in un solo ben preciso piano 
di polarizzazione.  



se il piano di vibrazione ruota con regolarità periodica attorno all’asse di 
propagazione  si ha luce circolarmente polarizzata 



Luce linearmente polarizzata 



Quando due onde piano polarizzate sono presenti simultameamente in 
due piani perpendicalari, le proprietà dell’onda che ne risulta dipendono 
dall’intensità e dalle fasi delle due onde componenti.  

Il risultato della somma tra le due onde, è 
un’altra onda piano polarizzata (quella azzurra) 
con il piano di polarizzazione spostato di 45° 
rispetto ai piani di polarizzazione delle due onde 
originarie 



Se le due onde non sono in fase (c’è una differenza di 90° tra le loro fasi) 
l’onda elettromagnetica che ne risulta è circolarmente polarizzata.  

  

 



• Un raggio linearmente polarizzato può essere considerato come 
la somma di due raggi circolarmente polarizzati uguali ma con 
segno opposto 

• Quando i due raggi circolarmente polarizzati sono assorbiti in 
maniera differente dal cromoforo portano alla produzione di 
luce ellitticamente polarizzata   

• Questo fenomeno è il dicroismo circolare  



Luce circolarmente  polarizzata destra e sinistra 



Se le due componenti circolarmente polarizzate della luce linearmente 
polarizzata sono assorbite differentemente: la circolarmente 
polarizzata destra (rossa) non è assorbita mentre la circolarmente 

polarizzata sinistra (verde) è assorbita. 



I vettori campo elettrico escono dal mezzo con 
intensità differenti e il vettore somma descrive 
una traiettoria ellittica.  



CD : Lambert e Beer 

Il dicroismo circolare può essere definito come differenza tra 
l’assorbanza della luce polarizzata circolarmente levogira e destrogira  

ΔA= Al-Ar= εlcl- εrcl = Δεcl 

Δε =   differenza del coefficiente di estinzione < 10-1 M-1 cm-1 

  

CD valore molto piccolo differenza tra due segnali molto alti tipicamente ε= 20000 
M-1 cm-1  

 



• La luce ellitticamente polarizzata è la somma vettoriale della 
componente destrogira (R) e levogira(L) della luce polarizzata 
circolarmente   
 

  



•  θ   è l’angolo la cui tangente è pari al rapporto tra il semiasse 
minore e il semiasse maggiore dell’ellisse 

         Cioè    tang θ=(b/a)  
                     tang θ=   L-R/L+R =Δ A   
•                                          θ°=ΔA 32.982 

 
• Ellitticità molare[ θ ] = θ/cl  
dove l cammino ottico e c concentrazione  
  

 

  



equivalent units as shown below. 

                                                                              

  

Ellitticità molare[ θ ] = θ/cl  
 
Non viene espressa in gradi M-1 c-1  
 gradi cm2dmole-1  

 

Θ         mgradi,  M            moli /dm3,    l           cm-1  



                                                                





Applicazioni 
 

• Informazioni sulla struttura secondaria (lontano 
uv) 

• Informazioni sulla struttura terziaria (vicino 
ultravioletto) 

• Variazioni della struttura secondaria e terziaria 
durante processi di denaturazione di una proteina  
in funzione della  temperatura o di agenti 
denaturanti 

• Può essere utilizzato per valutare l’effetto di 
sostituzioni amminoacidiche 

 

 



..  
• L’unico cromoforo presente è quello associato al legame 

peptidico, cioè quello ammidico. Le due transizioni possibili sono   
a 210-230 nm e   a 180-200 nm 

• .  
• La struttura secondaria di una catena polipeptidica può essere 

fondamentalmente di 3 tipi: a-elica, foglietto b e b-turn. Gli 
spettri CD consentono di distinguere tra queste tre differenti 
conformazioni .  

CD di polipeptidi lontano UV 



 



• Notare il progressivo cambiamento a q222 con 

l’incrementare della struttura a elica 

—— chemotripsin (~tutta b)  

—— lisozima ( a & b)  

—— triosefosfate isomerasi  

 (perlopiù a e poco b)  

—— mioglobina (a) 

Il CD di una proteina dipende dalla sua 

struttura secondaria  



. Uno spettro CD di un polipeptide ad a-alica è tipicamente caratterizzato 
da una banda negativa a 222 nm dovuta alla transizione n-p* e da una 
banda negativa a 208 nm e una positiva a 198 nm relativa all’exciton 
coupling delle transizioni p-p* del peptide.  
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a-elica 



.  
lo spettro CD mostra due assorbimenti uno positivo a 195 nm e uno negativo 
a 216 nm, di comparabile intensità.  
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A causa però della maggiore 
variabilità conformazionale 
della b struttura rispetto 
alla a, i CD di polipeptidi a 
struttura b sono molto 
meno riproducibili di quelli 
relativi a peptidi a 
struttura secondaria a e 
dipendono fortemente dalla 
lunghezza della catena e 
dal solvente.  

Foglietto b 



 

Esistono diversi algoritmi che permettono di predire la 
percentuale di struttura ordinata in base agli spettri CD 



 



 



 



 



 



 



Spettri lontano 
(A)UV e vicino 
UV(B)  di CRP 
wild type ● e 
mutanti nel loop 
coinvolto nel 
legame con 
cAMP 



L’interazione  dell’alfa 
sinucleina con i lipidi  
determina un 
cambiamento 
conformazionale dalla 
forma distesa ad un  
forma ad alfa elica    



  Cambiamenti conformazionali  dell’alfa 
sinucleina osservati mediante FRET 
L’interazione con le membrane determina 
un cambiamento conformazionale  dalla 
forma chiusa a quella aperta  






