
Folding-unfolding di proteine 

Corso di  
Proprietà di Biopolimeri 

 
Prof. R. URBANI 

 
Dipartimento di Scienze Chimiche e Farmaceutiche 

a.a. 2023-2024 

 



FOLDING DELLE PROTEINE 
 
Perché è importante il folding delle proteine? 
 
La funzione biologica di una proteina è legata alla sua struttura tridimensionale. 
 
Il processo di organizzazione della struttura 3D è chiamato «protein folding» 
 
La struttura della proteina è in relazione con le funzioni di canali, recettori e siti di 
legame, e influenza il modo in cui interagisce con altre proteine e molecole.  
 
Studiare il folding/unfolding delle proteine permette di comprendere in dettaglio i 
principi che governano la formazione delle strutture native. 
 
Quando le proteine si piegano correttamente,  
la loro funzione è conservata  
 
Gli errori di folding possono derivare da una  
mutazione di uno degli amminoacidi nella  
struttura primaria o da un altro errore casuale.  
 
 



FOLDING DELLE PROTEINE 
 
Perché è importante il folding delle proteine? 
 
Importante è studiare e comprendere il meccanismo con il quale il folding avviene, 
poiché proprietà fondamentale delle proteine è la loro tendenza di adottare una singola e 
specifica struttura - la forma nativa – tra un numero immenso di strutture possibili 
(Paradosso di Levinthal, esperimento di Anfinsen). 
 
Considerazioni termodinamiche e cinetiche ci permettono di individuare stadi intermedi 
di (parziale) folding/unfolding.  
 
es.: Domini di α-eliche o β-sheet che si formano in certe regioni di una catena 
denaturata, come centro di nucleazione della struttura nativa.  
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Techniques for Measuring Stability 

• Any methods that can distinguish between U and F  

 

  Absorbance (e.g. Trp, Tyr) (UV-visible) 

  Fluorescence (Trp). 

  CD (far or near UV)  

  NMR  

  DSC (differential scanning calorimetry)  

  Urea gradient gels - difference in the migrating rates between F      

 and U. 

 



La denaturazione di una proteina: 
Il modello a due stadi 
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La temperatura alla quale il 50% della 
proteina  è nello stato nativo (folded) 
oppure il DNA è ibridizzato al 50% è 
definita come temperatura di fusione Tm 

 

A T=Tm ,  ∆𝐺
0 = 0 𝑒     𝑻𝒎 = ∆𝑯𝟎/∆𝑺𝟎 
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La relazione tra la costante di equilibrio e la differenza di energia libera 
standard di un processo è data da:  

e da questa equazione si vede qual è l’importanza delle interazioni deboli, 
piccole variazioni di Go si riflettono in grandi variazioni di K. 
 
Consideriamo una transizione unimolecolare dallo stato N allo stato U, 
dove N potrebbe essere la forma nativa di una proteina ed U la sua forma 
denaturata, oppure N potrebbe rappresentare una forma elicoidale o-
complementare con associazione di basi di un polinucleotide ed U la 
forma a gomitolo statistico dissociata. 

𝑵 ⇌ 𝑼 



 

 

Si vede subito che una variazione di Go di 6RT (che corrisponde a pochi legami 

idrogeno oppure a poche interazioni idrofobiche) porta la frazione dello stato denaturato 

dal 5% al 95%.  
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Proprietà misurabili come l’assorbanza, l’intensità di fluorescenza e 
l’ellitticità del dicroismo circolare sono (spesso) linearmente 
proporzionali alla concentrazione.   
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Da cui  : 

Deve essere sottolineato che questo trattamento assume che si prendano in 
considerazione solo gli stati N ed a U e cioè che la transizione sia a due stadi.   
 
Questa è un’assunzione molto comune in biochimica, ma deve essere 
controllata attentamente per ogni caso particolare poiché non sempre è 
vera. 

Per una transizione di una proteina da N ad U: 
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Variazione negativa con la temperatura: 

L’aumento di temperatura provoca una maggior agitazione 

termica nelle molecole, agendo negativamente 

sull’adsorbimento dei fotoni.  

Variazione dello spettro di assorbimento in funzione della 

temperatura: 

• effetto della temperatura sull'indice di rifrazione di un 

solvente,  

• effetto della temperatura sulla distribuzione di 

Boltzmann tra i livelli energetici vibrazionali e 

rotazionali.  



Tra i molti tipi di interazioni dipendenti dalla temperatura, l'interazione 

dovuta al legame a idrogeno è quella che si verifica più spesso negli 

esperimenti di assorbimento e la nostra attenzione si è concentrata su 

questa interazione.  

La rottura del legame a idrogeno procede con l’aumento della 

temperatura, ci si aspetta pertanto che l'effetto del legame a idrogeno 

sugli spettri di assorbimento sia più facilmente riconoscibile a T più 

elevate 





In molti casi, invece di K si misura direttamente l’avanzamento 
frazionario di una reazione, .   
 
Per determinare K dal valore di , è necessario conoscere n, il numero 
di molecole coinvolte nella reazione.   
 
Nell’esempio della proteina, se si considera la denaturazione si ha n = 1, 
per la dimerizzazione n = 2, per la formazione di tetrameri n = 4, ecc.   
 
Per gli acidi nucleici, se si considera la denaturazione di un “hairpin” 
intramolecolare n = 1, la denaturazione di una doppia elica n = 2, la 
denaturazione di un triplex n = 3, ecc.   
 
E’ possibile ricavare i parametri termodinamici a partire da n e dalla 
dipendenza di  dalla temperatura.   
 
Tuttavia bisogna distinguere fra reagenti identici o non-identici. 



• oligonucleotidi auto-complementari 
• oligomeri proteici formati da sub-unità identiche 
danno luogo alla reazione (di associazione) 
 

   n A  An 
 
Consideriamo la frazione  di catene A nello stato An e la 
concentrazione totale di catene CT 
 
L’espressione dell’equilibrio  è: 

REAGENTI IDENTICI 



Alla temperatura di metà reazione Tm  dove  = 1/2, allora si ha: 

permette di determinare il valore di K a partire dalla concentrazione totale in 
monomeri nel punto di mezzo del processo. 

L’equazione di van't Hoff può essere ottenuta in funzione di   
                           (           = cost): 
 
 



Valutando la pendenza di  in funzione di 1/T nel punto di mezzo del 
processo: 

Il valore numerico di (2 + 2 n) è 4 per un processo unimolecolare, 6 per 
la dimerizzazione, ecc. 



REAGENTI NON IDENTICI 

Processo con n catene non-identiche, ciascuna alla concentrazione molare  
CT/n : 
 

A1+A2+A3+…An   A1A2A3…An  
si ha: 

Questa equazione è diversa da quella relativa a catene identiche, ma la 

dipendenza da  è la stessa e quindi si ha la stessa espressione del 
HvHoff ricavata nel caso precedente. 



I due metodi descritti per determinare l’entalpia di una transizione, HvHoff dalla 

dipendenza della costante di equilibrio dalla temperatura e Hcal dalle misure 

calorimetriche, generalmente non danno lo stesso valore.   

La differenza tra i due valori dipende dalla cooperatività della transizione: 

 

Se HvHoff =  Hcal allora la transizione coinvolge solo due stati 

 

Se  HvHoff <  Hcal sono coinvolti degli stati intermedi 

 

Se HvHoff >Hcal allora possono essere coinvolte interazioni intermolecolari che 

devono essere superate per passare da uno stato all’altro. 



Se HvHoff < Hcal sono coinvolti degli stati intermedi. 
 
Il numero n di unità cooperative si ottiene dalla relazione:  

Per esempio, se una proteina ha n domini indipendenti ed identici, che 
denaturano quindi in modo indipendente si ha: 



N ⇄ X1 ⇄ X2 ⇄ X3 ……..⇄ Xn ⇄  D 

Transizione a più stadi intermedi 

𝑦 = 𝑓𝑁𝑦𝑁 + 𝑓𝐷𝑦𝐷 + 𝑓𝑖𝑦𝑖
𝑖

 

 

𝑓𝑁=1-𝑓𝐷 −  𝑓𝑖𝑖  

 

𝑓𝑎𝑝𝑝 =
𝑦−𝑦𝑁

𝑦𝐷−𝑦𝑁
= 𝑓𝐷+ 𝑓𝑖𝑑𝑖𝑖  

 

𝑑𝑖=
𝑦𝑖−𝑦𝑁

𝑦𝐷−𝑦𝑁
           0 ≤ 𝑑𝑖 ≤ 1 

N D 

y:   proprietà sperimentale 
generica 



𝐾𝑎𝑝𝑝 =
𝑓𝑎𝑝𝑝

1 − 𝑓𝑎𝑝𝑝
 

 

𝐾𝐷 =
𝑓𝐷

𝑓𝑁
     ;     𝐾𝑖 =

𝑓𝑖

𝑓𝑁
   ; 

 
𝑓𝑎𝑝𝑝

𝑓𝑁
=
𝑓𝐷 +  𝑓𝑖𝑑𝑖
𝑓𝑁

=
𝑓𝐷
𝑓𝑁
+ 𝐾𝑖𝑑𝑖 

 

 

𝐾𝑎𝑝𝑝= 𝐾𝐷    quando 𝐾𝑖 = 0 per ogni 𝑖 (NO intermedi !)  

𝑓𝑎𝑝𝑝 =
𝑦−𝑦𝑁

𝑦𝐷−𝑦𝑁
= 𝑓𝐷+ 𝑓𝑖𝑑𝑖𝑖  



Come si valuta la presenza di intermedi di transizione ? 
 
Si misura la dipendenza di fapp dalla T per diverse grandezze osservabili. 
Misurando tre diverse grandezze in funzione di T, si osserva lo stesso andamento dei punti, che 
provano un meccanismo a due stadi 



Da notare che Hi  
 
 

N               Xi     
 

se consideriamo che in genere:     Hi / HD 1    e che 

 

Allora ognuno dei due rapporti sono 0 
 

Pertanto:    Happ = HD in assenza di intermedi 
 
e               Happ    HD in presenza di intermedi 
 
 
 

𝝏 𝐥𝐧 𝑲𝒂𝒑𝒑

𝝏𝑻
 = 
∆𝑯𝒂𝒑𝒑

𝑹𝑻𝟐
 

dove 

0 ≤ 𝒅𝒊 ≤ 1 

Il modello a 2 stadi si valuta anche da misure calorimetriche 
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Hcal 



Problemi  nella definizione della linea di base in un tracciato reale. 
 
La differenza della linea di base prima e dopo la denaturazione 
rappresenta la variazione di capacità termica dovuta alla variazione di 
struttura: 



per T=Tt=TM 



L’entalpia calorimetrica (Hcal) è una misura assoluta della variazione di energia 
termica attraverso la valutazione dell’area sottesa dal picco del termogramma. 

Modello a 2 Stati 
 

Tm = 60.28 
 
Hcal = 1.01x105 cal/mole 
 
 
HvH = 1.02 x105 cal/mole 

Valore dell’entalpia del processo secondo van’t Hoff 



Sia HvHoff  che Hcal possono essere ottenute da misure calorimetriche. 
 
L’espressione trovata precedentemente: 

oppure riscritta:  



In questo caso  può essere visto come il grado di avanzamento del processo (la 
frazione di reagente convertito nel prodotto) che può essere valutato dalla curva 
calorimetria della capacità termica: 

dove Cp,ex(TM) è la capacità termica eccesso a metà transizione, che 
approssimativamente corrisponde al massimo della curva calorimetrica) 



Tuttavia la valutazione dell’entalpia di van’t Hoff (HvHoff) è legata alla forma 

dell’endoterma e richiede un vero meccanismo a due stati.   

 

E’ indipendente dalla quantità di proteina ed è una misura della cooperatività 

della transizione:  

 

Maggiore è la cooperatività, più netta sarà la transizione con un valore di 

HvHoff  più alto.   

 



Cosa succede in realtà!!! 

Una proteina denaturata è una sostanza «interattiva» e spesso forma 

aggregati, specialmente a pH intorno alla neutralità. 

 

L’aggregazione è spesso irreversibile e causa una distorsione endotermica 

del termogramma. 

 

L’aggregazione dipende da molti fattori fra cui la concentrazione della 

proteina e la velocità di scansione in temperatura. 

 

La distorsione causa un abbassamento del valore della Tm , del Hcal e 

determina valori sovrastimati della HvHoff . 



Quando la denaturazione di una proteina è 
irreversibile? 
 

•Aggregazione 

•Perdita del coenzima o del cofattore dal sito attivo 

•Dissociazione di proteine oligomeriche in monomeri 

•Cambiamenti nella struttura primaria 

 –Ossidazione di Cys, Met e Trp 

 –Riduzione di ponti disolfuro 

 –Modificazione di gruppi –SH da parte di metalli 

 –Deammidazione di Asn e Gln 



Aggregazione  

esotermica  

denaturazione  

endotermica  

 


