
La microcalorimetria differenziale a 
scansione (DSC). Applicazioni nello studio 

della termostabilità delle proteine 



Applicazioni della DSC allo studio di 
macromolecole biologiche 

• Analisi dei parametri termodinamici del processo 
(ΔHcal, ΔHvH, ΔG, ΔS, Tm) 

• Effetto delle condizioni sperimentali (pH, forza 
ionica, presenza di ligandi/cofattori) 

• Cinetica e reversibilità di processi temperatura-
dipendenti 

• Interazioni tra macromolecole 
 
Lipidi: transizione di fase 
DNA/RNA: melting della doppia elica 
Proteine: denaturazione 



Applicazioni della DSC allo studio delle 
proteine 

• Effetto sui parametri termodinamici 
dell’unfolding di una proteina di: 
– Natura del processo di denaturazione (a due stati o 

multistato) 
– Presenza e interazioni tra domini o subunità 
– Condizioni sperimentali (pH, forza ionica) 
– Presenza di substrati, effettori o cofattori 
– Reazioni di oligomerizzazione e/o dissociazione 
– Interazioni proteina-proteina 
– Cinetica della denaturazione 
– Ruolo di specifici residui amminoacidici 



Schema del calorimetro                      Curva calorimetrica    

Curva calorimetrica di una proteina che subisce denaturazione 
termica: variazione del calore specifico (Cp) del campione in funzione 
della temperatura (T). ΔCp è la differenza di calore specifico pre- e 
post-transizione in corrispondenza di T1/2.  
ΔH è l’area del picco e corrisponde all’entalpia della transizione. 
 



Parametri sperimentali che si ottengono 
dalle curve DSC 

• Tm  indice della stabilità termica di una  
  proteina 

• ΔCp indice della compattezza della struttura di 
  una proteina, rapporti S/V 

   contributo delle interazioni idrofobiche 
• ΔHcal caratteristica strutturale di una proteina, 

  che dipende soprattutto dal contributo dei 
  legami H (ed in minor misura dalle altre 
   interazioni deboli).  

• Il ΔHcal aumenta all'aumentare della T di 
denaturazione fino a raggiungere un valore di circa 13 
cal/g a 110°C per numerose proteine globulari → 
l'intensità dell'endoterma è proporzionale alla massa 
della proteina (o del dominio). 



Dipendenza dalla temperatura 
dell’entalpia  (ΔH) di unfolding  



Analisi DSC di 
proteine 

globulari in 
funzione del pH 



Analisi termodinamica delle curve DSC 

 L'area della curva calorimetrica di capacità termica (Cp) in 
funzione della temperatura corrisponde all'entalpia della 
transizione tra lo stato nativo e lo stato denaturato. 

       
      cal/g →xMr   cal/mole 
  
 se stiamo osservando un equilibrio tra lo stato nativo e lo stato 

denaturato: 
    N ↔ D 
  
 è possibile definire un'entalpia di Van't Hoff (ΔHvH) per la 

transizione, che è in relazione con l'entalpia calorimetrica 
(ΔHcal) attraverso l'equazione: 
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Analisi delle curve DSC 

A = 4 per transizioni a due stati (N ↔ D) 
ΔHcal = ΔHvH  transizioni a due stati 
ΔHcal > ΔHvH  esistono stati intermedi   

   (cooperatività intramolecolare) 
ΔHcal < ΔHvH  cooperatività intermolecolare 
 
 
Parametri termodinamici 
ΔG = ΔH – TΔS 
all'equilibrio ΔG = 0 
ΔSD = ΔHD  a TD [D] = [N] TD = T½ ~ Tm 

         TD 

 



Analisi delle curve DSC 

L'analisi termodinamica è applicabile se la transizione è 
reversibile. 

 Transizioni irreversibili sono analizzabili solo se 

         
     con k3 < k2  

 

 Sperimentalmente Tm e forma della curva non dipendono dalla 
velocità di scansione (la denaturazione non è sotto controllo 
cinetico) e dalla concentrazione della proteina (non cambia lo 
stato di 'aggregazione' della proteina). 
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Analisi termodinamica di curve DSC 
complesse con ΔHcal > ΔHvH 

• Deconvoluzione in transizioni a due stati 
(ΔHcal = ΔHvH) 
– possibilità di attribuire ciascuna transizione a due 

stati alla denaturazione di un dominio della poteina 
– possibilità di valutare l'influenza di diversi fattori 

(es. pH, presenza di cofattori, effetto di 
sostituzioni aminoacidiche) sulla stabilità della 
proteina (o di un singolo dominio) 

 
Equazione di Gibbs-Helmholtz 
ΔG = ΔHcal [1-(T/Tm)] -ΔCp [(Tm – T) + T ln(T/Tm)]  

 



DSC plasminogeno 

79-353 
 
 
79-161 
 
 
354-439 
 
 
442-790 
 
 
79-560 

Il plasminogeno è il 
precursore della plasmina, 
una proteasi che scinde i 
coaguli di fibrina. 
La struttura multidominio del 
Lys79-plasminogeno (790 aa) 
è stata studiata utilizzando 
DSC e proteolisi limitata. 
È possibile assegnare le 
transizioni a due stati ai 
diversi domini della proteina 
 
50 mM glicina pH 3.4 



Ruolo dei metalli nella stabilità delle 
proteine: stabilità termica dell’azzurrina  



Perché 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 
– Idrolisi di legami peptidici a basso pH in 

corrispondenza di residui di Asp 
– Deammidazione di Asn e Gln 

 



DSC Cu,Zn superossido dismutasi (SOD) 

 La Cu,ZnSOD è una proteina dimerica che fa parte dei 
meccanismi cellulari di difesa contro lo stress ossidativo. 
L'enzima catalizza la reazione di dismutazione del superossido 
(O2

-) ad ossigeno (O2) ed acqua ossigenata (H2O2). 
 La Cu,ZnSOD è altamente termostabile (Tm superiore a 80°C) 

però la sua denaturazione è irreversibile. 
 
 Identificazione di residui amminoacidici responsabili 

dell'irreversibilità della denaturazione. 
 Residui di cisteina liberi Cu,ZnSOD bovina Cys6 
                     Cu,ZnSOD umana Cys6 e Cys111 
  
 Mutagenesi sito-specifica e analisi DSC 

– valutazione termostabilità globale (Tm) 
– valutazione reversibilità (scaldamento parziale e analisi ΔHcal 

residuo) 



Struttura della Cu,Zn superossido 
dismutasi (SOD) 

La Cys6 si trova all’interfaccia del dimero 
La Cys111 è esposta al solvente 



DSC Cu,Zn superossido 
dismutasi (SOD) bovina 

La mutazione Cys6Ala destabilizza leggermente 
la proteina: la Tm è più bassa 



DSC Cu,Zn superossido dismutasi 
(SOD) umana 
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Denaturazione irreversibile descritta dalla relazione N → D 
con una costante cinetica che segue l’equazione di Arrhenius.   



C6S111 
A6C111 

A6S111 

Analisi DSC dei mutanti Cys della Cu,ZnSOD umana 



DSC Cu,Zn superossido dismutasi (SOD) umana 

Per ottenere i parametri 
termodinamici è stata effettuata una 
deconvoluzione  della curva DSC 
assumendo una denaturazione 
reversibile. La parte della curva al di 
sopra di 87°C viene esclusa dal fit 
per minimizzare l’effetto di 
distorsione dovuto all’irreversibilità. 
 



DSC Cu,Zn superossido dismutasi (SOD) 

• La Cys6 è il residuo che contribuisce maggiormente 
alla irreversibilità della denaturazione della 
Cu,ZnSOD. 

 



DSC tossina difterica 

 La tossina è costituita da due frammenti associati mediante un ponte 
disolfuro 

  frammento A 21 kDa 
  frammento B 37 kDa 
 Il frammento A catalizza la ADP-ribosilazione del fattore di 

allungamento EFII e blocca la sintesi proteica. La liberazione del 
frammento A mediante riduzione del ponte disolfuro avverrebbe nel 
citosol dopo internalizzazione recettore-mediata della tossina. 

 
Analisi DSC 
Tossina A + B A Tm 54.5°C   ΔHcal 115 kcal/mol 
   B Tm 58.4°C   ΔHcal 164 kcal/mol 
 
Frammento A  Tm 44.2°C   ΔHcal 89 kcal/mol 
Frammento B  idrofobico insolubile 
 
Tossina A + B irreversibile 
Frammento A reversibile 



DSC tossina difterica 



DSC tossina difterica 

• La dipendenza dal pH del Tm della tossina A + B fornisce 
informazioni sul possibile meccanismo termodinamico alla base 
della traslocazione dall'endosoma nel citosol. 



Ruolo della Pro31 nel determinare il 
potere riducente della tioredossina  

Motivo Cys-Gly-Pro-Cys nel sito attivo            Sito attivo WT e P31T-C32S       

La tioredossina è una proteina di 12 kDa conservata dai batteri 
all’uomo che riduce ponti disolfuro nelle proteine. La Cys29 ha pKa ≈ 7 
e agisce da nucleofilo 



DSC tioredossina ossidata e ridotta 

La differenza di stabilità tra TRX ossidata e ridotta è molto ampia nel 
WT e diminuisce nel mutante P31T 



La Pro31 è importante nel mantenere la differenza di stabilità 
tra la forma ossidata di TRX e quella ridotta. Poiché la forma 
ossidata di TRX è più stabile, è favorita la reazione di riduzione 
dei ponti disolfuro (o del glutatione, GSH). 






