
Proteine ricombinanti per studi 
strutturali.

Caratterizzazione biofisica:
stabilità e cambiamenti 

conformazionali



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Stabilità



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Stabilità ed evoluzione

stretta finestra di stabilità (5-15 kcal / mol)

La pressione evolutiva mantiene la stabilità necessaria a svolgere la sua funzione

barnasi (PDB_ID: 1bns) 
binasi (PDB_ID: 1gou)

Ogni singola mutazione: ±1.1 kcal / mol. 

La deriva neutra da una proteina all'altra mantiene la stabilità costante.

sei mutazioni stabilizzanti→ +3,3 kcal / mol 

MA stessa attività:

una pressione mantiene la stabilità al di sopra di un certo livello e non è necessario 
mantenere ulteriori incrementi di stabilità durante l'evoluzione.

RMSD=0.3

17 differenze/110 aa



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Stabilità termodinamica

F↔U

ΔGU = GU – GF

ΔGU (T) = ΔH U (T) –T ΔS U (T)

[F] = [U] → ΔGU (TM)=0



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Stabilità termodinamica

ΔGU = GU – GF =  ΔH U –T ΔS U

•esposizione dei gruppi polari e 
non polari interni 
•loro interazione con l'acqua 
•cambiamenti nelle interazioni acqua-acqua

La denaturazione avviene solo quando 

ΔGU < 0

In caso di denaturazione termica, 

ΔH U < 0  e ΔS U > 0



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Stabilità termodinamica e stato conformazionale

Contributo di due fattori opposti

ΔH U < 0  (favorevole) forze attrattive non covalenti

ΔS U > 0 (favorevole) effetto idrofobico

ΔS U < 0 (sfavorevole) libertà conformazionale limitata



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

F ↔ U
Keq

All’equilibrio: Keq = [U] / [F]

ΔG0 = -RT ln Keq = ΔH 0–T ΔS 0

R Gas constant (1.98 cal/mol)

ln Keq = (1/R) (ΔS 0 –ΔH 0/T)



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Stabilità delle proteine in soluzione 

dipende da fattori

Fisici:
•T
•pH
•Pressione

Chimici
•Tampone
•Sali, ioni metallici
•AA
•Osmoliti
•Zuccheri/carboidrati
•Co-solventi
•Eccipienti e addittivi
•Surfattanti
•Chelanti
•Antiossidanti
•Ligandi specifici



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Ottimizzazione della Stabilità : Approcci empirici vs razionali

Il profiling e l’ottimizzazione della stabilità proteica
→ combinazione di approcci razionali  e trail-and-error. 



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Metodi per l’analisi della Stabilità delle proteine

METODI TRADIZIONALI

NMR
CD 

FT-IR 
DSC (Differential Scanning Calorimetry)

Fluorescenza intrinseca

METODI HIGH-THROUGHPUT

DSF (Differential Scanning Fluorimetry) 



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Cambiamento nel contenuto delle strutture secondarie: FT-IR

temperature

A
 (

1
6
5
2
)



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Cambiamento nel contenuto delle strutture secondarie: CD

STABILITA’ TERMICA STABILITA’ CHIMICA



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSC

ΔCP(T)



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSC: setup

La differenza di energia fornita dipende da quanto calore viene

assorbito (processo esotermico)
rilasciato (processo endotermico)

CAPACITA’ TERMICA: 
CP = dq / dT

Se la pressione è costante
CP = dH / dT



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSC: denaturazione termica

Stato nativo: fase “simil solida” (basse T) 
Stato denaturato: fase “simil liquido” (alte T)

ENTALPIA CALORIMETRICA 
DI DENATURAZIONE



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSC: denaturazione termica

TM

ΔCP(T) = CPD(T) - CPN(T) > 0 @ TM



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSC: TERMOGRAMMA

Fingerprint qualitativo e quantitativo del profilo della denaturazione: 

parametri termodinamici

Tonset

TM

T1/2

ΔCP(T) (>0 per le proteine)

ΔHcal

ΔHvH (entalpia van't Hoff ) = A x RT2 x CP(TM) / ΔHcal
=  ΔHcal per F ↔ U
< ΔHcal (cooperatività INTRAMOLECOLARE)
> ΔHcal (cooperatività INTERMOLECOLARE) 

ΔSD = ΔHD/TD quando TD = T1/2 ≈ TM 



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSC: strumentazione 

~ 50 μg di una proteina per scansione: [] di partenza 0.1-0.2 mg/ml 
RANGE 0.02 - 10 mg/ml



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSC: esempi

Termogrammi delle 4 sottoclassi di IgG umane. 
Concentrazione  1 mg / ml. Velocità di scansione 1 °C /min, tampone 20mM citrato di sodio, 150mM 
NaCl a pH6.0.



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSC: esempi

Termogrammi di plasma umano 

(A)termogramma calcolato (linea tratteggiata) ottenuto dalla somma dei contributi ponderati delle 16 
proteine plasmatiche più abbondanti. 
(B)Termogrammi ottenuti da proteine plasmatiche pure miscelate a concentrazioni simili a quelle medie note 
nel plasma normale. 

La curva rossa è una miscela di HSA, IgG, fibrinogeno e transferrina. La curva nera è una miscela delle 16                
proteine plasmatiche più abbondanti.



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSC: 

Applicazioni nella scoperta e lo sviluppo di nuovi farmaci:

•Selezione candidati nello sviluppo bioterapeutico
•Ottimizzazione 

• Metodo generico
• Nessuna sonda ottica/marcatura
• Anche con soluzioni torbide

DISTORSIONI NEI TERMOGRAMMI da
1) Aggregazione 
2) Denaturazione non sempre totalmente reversibile 



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Denaturazione a freddo

La denaturazione delle proteine causata da
•Riscaldamento 
•Raffreddamento

la curva di stabilità assume  ΔG = 0 in due punti: 

T(cold) < TAMB

T(hot) >  TAMB

due punti di transizione

In generale la denaturazione a freddo si verifica a T < 0.

Destabilizzando la proteina 

complete curve di stabilità



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Fluorescenza intrinseca: basi

risultato di un processo in tre fasi 

Fase 1: eccitazione

Fase 2: durata dello stato eccitato (1–10 ns)

Fase 3: emissione.



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Fluorescenza intrinseca: basi

Resa quantica = # fotoni emessi per fluorescenza

# fotoni assorbiti 
Misura l’interferenza di processi «competitori»:
1. Collisional quenching 2. FRET

3. Inter-system crossing

EFFICIENZA



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

hνEX

hνEM

4-(Dicyanomethylene)-2-methyl-6-(4-
dimethylaminostyryl)-4H-pyran

rhodamine

Processo ciclico (a meno del photobleaching): migliaia di fotoni 

→ elevata sensibilità

Fluorescenza: basi

Stokes shift (red shift): hνEX – hνEM

SENSIBILITA’

Per le molecole poliatomiche 
transizioni elettroniche discrete (hνEX , hνEM)
→spettri di energia ampi:

di eccitazione (≈ assorbimento)
di emissione



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Fluorescenza intrinseca

Le proteine sono le uniche biomolecole con fluorescenza intrinseca

λex =280nm
λex =295nm selettiva per Trp



Fluorescenza intrinseca

Il micro ambiente circostante influenza
• la resa quantica

• lo stoke shift

soprattutto per gruppo indolico del Trp: sensibile a

• quenching collisionale

• quenching da Lys e His e in certi casi dal legame peptidico

• tipo di rotamero

• polarità del solvente

Δ spettri di emissione da transizioni conformazionali, 

interazione con proteine/ligandi o denaturazione.

Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:



Fluorescenza intrinseca

Descrive la denaturazione monitorando:
• ΔFI
• Δ λem (Trp)

STABILITA’ TERMICA:

A) STUDI CINETICI:

Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

B) STUDI allo STATO STAZIONARIO:

B) STUDI allo STATO STAZIONARIO:



Fluorescenza intrinseca

STABILITA’ CHIMICA/FISICA:

Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:



Fluorescenza intrinseca: strumentazione

Molto sensibile AA aromatici non sempre presenti
Poco campione richiesto

Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSF: basi



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSF: esempi e caveat



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSF setup: Sonde fuorescenti

SYPRO Orange

i massimi eccitazione [Ex] 472 nm 
emissione [Em] 570 nm

1-anilinonaphthalene-8-sulfonic acid (1,8 ANS)

i massimi eccitazione [Ex] 380 nm 
emissione [Em] 545 nm

interazioni più deboli con i detergenti

Nile red

i massimi eccitazione [Ex] 550 nm 
emissione [Em] 640 nm



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSF: setup



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSF: Applicazioni
1) Ottimizzazione della formulazione



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSF: Applicazioni
1) Ottimizzazione della formulazione

Protein stability surface



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSF: Applicazioni
1) Ottimizzazione della formulazione

Protein stability surface



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSF: Applicazioni
2) Ottimizzazione della cristallizzazione

SIGNIFICATIVITA’ DELLA FORMA  DELLA CURVA DI MELTING



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

DSF: Analisi dei dati

Analisi delle curve di denaturazione termica: fitting l'equazione di Boltzmann

•Interferenza di composti colorati
•Risultati ambigui per proteine multi-dominio
•Poco applicabile a detergenti



Stabilità e cambiamenti conformazionali delle proteine:

Fluorescent Thermal Stability Assay: basi

Colorante CPM (7-Diethylamino-3-(4'-Maleimidylphenyl)-4-
Methylcoumarin)

Per proteine di membrana

Alta sensibilità
Riproducibile 
Compatibile con detergenti

Presenza di Cys schermate
pH tra 6 e 8


