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Techniques for Measuring Stability 

Any methods that can distinguish between U and F  

 

•  Absorbance (e.g. Trp, Tyr)  

•  Fluorescence (Trp). 

•  CD (far or near UV)  

•  NMR  

•  DSC (differential scanning calorimetry)  

•  Urea gradient gels - difference in the migrating rates   

 between F and U. 

 



Le proteine, per svolgere la propria funzione,  

devono avere una 

 CONFORMAZIONE CORRETTA 

MA… 

Nell’ambiente cellulare esistono condizioni 

che possono ostacolare il ripiegamento o che causano 

la perdita della struttura proteica 

 Le chaperonine 



Fattori che possono “disturbare” 

il processo di ripiegamento di una 

proteina nascente  

Presenza di grandi quantità di macromolecole 

Esposizione di regioni idrofobiche o che si ripiegano lentamente 

Sintesi NON contemporanea di tutti i domini  

della proteina 



Instabilità delle proteine nell’ambiente cellulare 

Denaturazioni e modificazioni  

(ossidazioni, glicosilazioni…) spontanee  

Esposizione ad agenti tossici ambientali: 

radicali dell’O2, metalli pesanti, alcuni antibiotici… 

Presenza di mutazioni  che causano 

l’assunzione di conformazioni anomale 



Le cellule possiedono  

meccanismi per prevenire 

l’aggregazione proteica e per 

ripristinare le giuste 

conformazioni   

le proteine "chaperone" 



Le chaperonine possono assistere il ripiegamento delle proteine 







Negli ultimi decenni sono state descritte nuove categorie di 
malattie derivanti dal ripiegamento o folding anomalo 
(misfolding) di proteine.  
 
In particolare, è stata riconosciuta una comune origine legata al 
processo di folding per un gruppo di patologie dette amiloidosi.  
 
In queste ultime, il folding degenere o misfolding è alla base della 
formazione di aggregati di natura fibrosa che mostrano la 
cosiddetta struttura cross-β, un modo di ripiegamento generico 
della catena polipeptidica particolarmente stabile, accessibile in 
precise condizioni sia in vitro che in vivo, nonostante le diversità 
di sequenza e di corrispondente folding nativo. 



MISFOLDING: 





Misfolding prionico 









I depositi di fibrille dovuti a varie proteine sono presenti in più di 20 
disordini degenerativi tra cui la malattia di Alzheimer, l’encefalite 
spongiforme (malattia da prione), il Parkinson e numerose forme fatali di 
amiloidosi, colletivamente indicate come “protein misfolding deseases”. 



















AD 

Ipotesi 
TAU 

Ipotesi 
AMILOIDE 

In soggetti anziani o in 
condizioni patologiche, la 
capacità di degradare i peptidi 
Aβ amiloidi diminuisce, 
genarando un loro accumulo. 
Questo porta alla formazione 
delle fibrille amiloidi (molto 
stabili) e delle placche a livello 
cerebrale ritenute causa delle 
neurodegenerazioni. 

Le proteine tau regolano 
l’organizzazione dei 
microtubuli, ma quando sono 
iperfosforilate si accumulano 
formando fibrille  
(neurofibrillary tangles, NTFs) 
molto stabili. Le lesioni tau 
sono strettamente correlata ai 
sintomi clinici e cognitivi nelle 
neurodegenerazioni. 



Sequenza proposta dei maggiori eventi patologici che 
conducono all'AD. L'amiloidosi e la patologia tau sono 
considerati eventi patologici indipendenti. AD è una 
tauopatia scatenata dall’APP (amyloid precursion 
protein). 













AMYLOID STRUCTURE 



Molte proteine possono adottare una struttura metastabile, ossia 
conformazioni parzialemente strutturate stabilizzate attraverso una 
oligomerizzazione che precede la formazione delle fibrille amiloidi. 



Una fibrilla amiloide contiene un motivo "cross-β“, ossia un foglio β a 
forma di nastro, composto da β-segmenti quasi perpendicolari alla 
direzione di crescita della fibrilla, collegati da legami idrogeno intercatena 
che corrono quasi parallelamente alla direzione di crescita. 

2011 Fandrich 





Misure sperimentali 

 Diffrazione di raggi X 
 Micrografia elettronica 
 NMR allo stato solido 
 Dicroismo circolare 
 Differential scanning calorimetry (DSC) 
 Isotermal Titration Calorimetry (ITC) 
 Atomic Force Microscopy (AFM) 
 





X-ray fibre diffraction gives information about the 

repetitive structure within the amyloid protofilament(A) The cross-β 
diffraction pattern obtained from amyloid fibrils which arises from the 
(B) cross-β structural core of the protofilament shown in (C). The 
protofilaments shown in (D) self-associate to form the mature amyloid 
fibril (E). 



The structure of the Aβ(1–40) amyloid 

fibril elucidated using solid-state 
NMR  
(A) The view down the axis of the fibre 
showing the side chains. A single 
Aβ(1–40) molecule is highlighted and 
the molecules are coloured according 
to chain identifier.  
 
(B) A surface representation showing 
the fibre coloured according to atom 
type and revealing the nature of the 
stacking along the fibre axis.  
 
(C) The full fibre is generated from the 
PDB code 2M4J by using PyMOL 
(http://www.pymol.org), coloured by 
chain and represented as ribbons. 

http://www.pymol.org/
http://www.pymol.org/
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Dicroismo circolare (CD) 

La cinetica di formazione delle fibrille amiloidi 
può essere seguita con il dicroismo circolare. Si 
monitora la variazione nella concentrazione di 
monomeri (random coil) e la formazione di 
aggregati (ricchi in β-sheet) 



I nuclei (“seeds”) forniscono una sorta di stampo dove altre proteine 
“misfolded” o parzialmente ripiegate sono reclutate, aumentando in tal 
modo la dimensione degli aggregati che alla fine producono le fibrille.   



Structural methods can be combined to elucidate models for the amyloid 
structure. The diagram shows the contribution of X-ray fibre diffraction, electron 
microscopy and circular dichroism that can be combined to produce a structural 
model for the amyloid fibril. 



STABILITA’ DELLE FIBRILLE 

Nelson et al.,  Structure of the cross-b spine of amyloid-like fibrils, Nature, Vol 435|9 June 2005 



Differential Scanning 
Calorimetry (DSC) 

Sasahara et al., Application and use of differential scanning calorimetry 
in studies of thermal fluctuation associated with amyloid fibril  
formation, Biophys Rev (2013) 5:259–269 

As the temperature increases, thermally induced processes occurring in the sample cell that absorb or release 

heat will result in a thermal imbalance between the sample and reference cells which is compensated for by 

electrically powered feedback heaters. This electrical power signal provides a direct measure of the heat 

capacity (C p) difference between the sample solution and the solvent: Cp
sol−Cp

solv (in units of J K−1). As the 

heat capacity corresponding to β2-microglobulin (β2-m) amyloid fibril (protein) solution is detected as negative 

values (Fig. 2a), it is termed the apparent heat capacity (Cp,app). The Cp,app-temperature traces of the fibrils in 

Fig. 2b are well approximated by:     

 
where a and b are constants, and T1 is a reference temperature. As the heat capacity (Cp,app) at constant 

pressure is a temperature derivative of the heat quantity from the sample solution, the heat quantity (Q1−2) 

needed to induce the exothermic process is represented in the temperature range from T1 to T2 by:    

  
 

In the calculation of Q1−2, T1 and T2 are set at 20°C (293.15 K) and 67°C (340. 15 K), respectively. The Cp,app 

values extrapolated to the zero heating rate at 67°C were used as Cp,0, which corresponds to that of the 

monomeric state within the heat scale used. With a non-linear least-square fitting program, the calculated DSC 

curves were fitted to the observed curves so that a and b were determined (Sasahara et al. 2005) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5425703/figure/Fig2/
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Thermal response of β2-m amyloid fibrils measured by differential 
scanning calorimetry (DSC) at pH 2.5.  
 
a Representative DSC thermograms of β2-m amyloid fibrils. The 
fibril concentration varies from 0.015 to 0.28 mg/mL. Lines: 1 
0.015, 2 0.025, 3 0.04, 4 0.075, 5 0.125, 6 0.17, 7 0.2, 8 
0.28 mg/mL. The heating rate is 60 °C/h. For comparison, a DSC 
thermogram of native β2-m (0.125 mg/mL) at pH 7.0 is recorded 
(line 9).  
 
b DSC thermograms of the fibrils (0.1 mg/mL) recorded at various 
heating rates from 10 to 68 °C. The heating rate is varied in 
repeated consecutive scans from 90 to 15 °C/h: 90 (line 9) → 80 
(8) → 70 (7) → 60 (6) → 50 (5) → 40 (4) → 30 (3) → 20 (2) → 
15 °C/h (1). Furthermore, heating is carried out twice at each 
heating rate.  
 
c Dependence of the Q20−67 value on the heating rate. The heat 
quantity (Q20−67 ) needed to induce the exothermic process in the 
temperature 20–67 °C was calculated from DSC thermograms of 
the fibrils (0.1 mg/mL) in the absence and presence of 
polyethylene glycol (PEG) 6000 at different concentrations: circles 
0 g/L, squares 20 g/L, triangles 40 g/L, diamonds 60 g/L, crosses 
80 g/L. Adapted from Sasahara et al. (2005, 2009) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5425703/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5425703/


A model representing the transient inter-fibrillar association during heating. The 
association, which is reversibly heating rate-dependent, results in a decrease in the 
surface area of the fibrils accessible to the solvent water and, concomitantly, the 
decrease in C p,app. Amyloid fibrils thermally depolymerize upon heating up to 120 °C 



Protein folding and amyloid formation. Amyloid fibril formation commences from partially (un)folded conformers, 
which can form by partial unfolding of globular proteins, partial folding of natively unfolded proteins, or by 
conformational change in folding intermediates. These partially (un)folded amyloidogenic conformations self-
assemble into amyloid fibrils. During the amyloid fibril formation reactions of many proteins, the conversion of 
partially (un)folded conformations into fibrils occurs through pre-fibrillar aggregates (spherical oligomers and/or 
protofibrils). The scale bars in the atomic force microscopy images of spherical oligomers, protofibrils and mature 
fibrils represent, respectively 200, 400 and 550 nm.   

Kumar, 2010 

AFM 
200 nm 

400 nm 

550 nm 





Strategie di base nello studio dei biopolimeri 
 

• Utilizzare sistemi più piccoli come modelli 

• Utilizzo di marcatori 

• Paragonare due sistemi simili 

• Isolare stati discreti del sistema 

 

…in «Introduzione»  al corso avevamo parlato di : 








