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Interaccions entre biomolècules



Termodinàmica de les Interaccions entre biomolècules

DDDDG = - RT ln Kb ln K

Constant d’associació (Kb)

A  +  B               AB
AB

A B
Kb =

DDDDG = - RT ln Kb

DDDDG = DDDDH - TDDDDS
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L’entalpia no és independent de la temperatura No linealitat

van’t Hoff Plot



DH:   Balanç de la força d’interacció entre receptor i substrat
respecte al solvent

DS:
Pèrdua de llibertat conformacional durant la complexació

Alliberament de molècules de solvent durant la complexació

Termodinàmica de les Interaccions entre biomolècules



�� Isothermal Titration Calorimetry (ITC)Isothermal Titration Calorimetry (ITC)

Microcalorimetria

�� Differential Scanning Calorimetry (DSC)Differential Scanning Calorimetry (DSC)



Esquema de les cel·les d’un microcalorimetre ITC

Xeringa
automàtica

Potència constant

Potència variable

Cel·la de
referència

Cel·la de
treball

Bloc adiabàtic

Potència variable



Experiment de valoració isotèrmic

Addició de 30 alíquotes idèntiques

Cel·la de treball

Dades primàries



Dades primàries

Tractament de dades d’una valoració

Dades transformades
Integració



Experiment de valoració isotèrmic

Dilució

ValoracióValoració
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Experiment de valoració isotèrmic

Dilució

ValoracióValoració

Diferència



Tractament de dades d’una valoració

Càlcul iteratiu

DH: entalpia del procés

Ka: constant d’associació

n: número de llocs d’interacció

Eq. de Gibbs
DS: entropia del procés
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Sistemes amb diferent afinitat

El paràmetre (c)

[M]t: : concentració inicial a la cel·la

Ka: constant d’associació

n: número de llocs d’interacció

c = n Ka [M]t:
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Estudi termodinàmic de la selectivitat de complexac ió amb oxoanions en metanol

Aplicacions al desenvolupament de receptors sintètics
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Chemical Communications (2001),   (16),  1456-1457



Estudi termodinàmic de la selectivitat de complexac ió amb oxoanions en metanol

Aplicacions al desenvolupament de receptors sintètics

Ka = 1,5 ± 0,2·104 M-1

DDDDH = +3,0 kcal/mol

TDDDDS = +8,6 kcal/mol

Ka = 3,2 ± 0,3·105 M-1

DDDDH = +2,9 kcal/mol

TDDDDS = +10,3 kcal/mol

Ka = 4,6 ± 1,0·106 M-1

DDDDH = +2,7 kcal/mol

TDDDDS = +11,6 kcal/mol

Chemical Communications (2001),  (16), 1456-1457



Ka = 4,6 ± 1,0·106 M-1

DDDD

Estudi termodinàmic de la selectivitat de complexac ió amb oxoanions en metanol

Aplicacions al desenvolupament de receptors sintètics

DDDDH = +2,7 kcal/mol

TDDDDS = +11,6 kcal/mol

Forta solvatació de l’anió sulfat que es romp duran t
la complexació amb gran alliberament de mol·lècules
de dissolvent

Chemical Communications (2001),   (16),  1456-1457



Compensació entalpia-entropia

Interaccions tèrmicament neutres

a qualsevol T

Ka = ~ 1013 M-1

Biochemistry 2000, 41, 10446-10453



Aplicacions al desenvolupament de nous fàrmacs

Proteïnes: objectiu habitual del desenvolupament d’un medicament

Contribució de DH i DS Disseny de lligands d’elevada afinitat
ITC

Contribució de DH i DS

Efecte del pH

Disseny de lligands d’elevada afinitat

Increment de la biodisponibilitat

Lligands rígids
Poca pèrdua entròpica durant la complexació: Ka superior

Ineficaç contra mutacions

Lligands flexibles
Major pèrdua entròpica durant la complexació: Ka inferior

Més eficaç contra mutacions



Equilibris de competició

Proteasa del VIH-1

Ka,w Ka ?

Kapp =
Ka

(1+ Ka,w [X])

Inhibidors

Ac-pepstatin KNI-764

KNI-764

Kapp



Extensió del rang de Ka mesurable

Ka ~ 109 M-1 Sensibilitat dels equips

Gb
rel

DGb
rel = DGb

con + DGprot
P - DGprot

PL

DG és una funció d’estat

H+ H+

Gb
rel

Gb
con

Gprot
P Gprot

PL



Aplicació a la interacció entre proteïnes

Estudi de la interacció especifica entre dues subunitats proteiques

UL54

UL44

DNA Polimerasa

Journal of Virology  (2004),  78(1),  158-167

2 cisteines



Pèptid sintètic

Aplicació a la interacció entre proteïnes

Un pèptid sintètic corresponent a l’extrem C-terminal reconeix específicament la
subunitat UL44

UL44

Journal of Virology  (2004),  78(1),  158-167

DH: -16.4 kcal/mol

Ka:   1.5 · 106  M-1

n:     1.1

TDS: -8.1 kcal/mol



Pèptid sintètic

Aplicació a la interacció entre proteïnes

Un pèptid sintètic sense les dues cisteines a l’extrem C-terminal reconeix 
específicament la subunitat UL44 amb menor afinitat

UL44

Journal of Virology  (2004),  78(1),  158-167

Ka:   1.25 · 105  M-1

Sense 2 cisteines



Caracterització termodinàmica d’una interacció

Interacció entre proteïnes durant el mecanisme de transducció de senyal a
través de la membrana cel·lular

DH: -9.5 kcal/mol

Ka:   1.6 · 104  M-1

n:   1.1

TDS: -3.9 kcal/mol

Interaccions polars

Component conformacional
desfavorable

Proceedings of the National Academy of Sciences (2000),  97(16),  8961-8966

n:   1.1

DCp: -245 cal/mol K Interacció específica
Component hidrofòbica



Caracterització termodinàmica d’una interacció

Interacció entre proteïnes durant el mecanisme de transducció de senyal a
través de la membrana cel·lular

TDS: -3.9 kcal/mol

Proceedings of the National Academy of Sciences (2000),  97(16),  8961-8966

DCp: -245 cal/mol K

Els pèptids són flexibles abans de la
interacció i són penalitzats degut a la
entropia conformacional



Seguiment de cinètiques de reacció

Q = n DH = [P]total V DH

dQ/dt = DH V (d[P]/dt)

dQ/dt = DH V k [C0] exp(-kt)

CatCat

Reactius



Seguiment de cinètiques de reacció

Q = n DH = [P]total V DH

dQ/dt = DH V (d[P]/dt)
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Seguiment de cinètiques de reacció

Q = n DH = [P]total V DH

dQ/dt = DH V (d[P]/dt)

dQ/dt = DH V k [C0] exp(-kt)

Injecció de
catalitzador

Productes



Seguiment de cinètiques de reacció

Q = n DH = [P]total V DH

dQ/dt = DH V (d[P]/dt)

dQ/dt = DH V k [C0] exp(-kt)

Productes



Seguiment de cinètiques enzimàtiques

nmàx

Km



Seguiment de cinètiques enzimàtiques

PP1-gFosfatasa

Estat estacionariEstat estacionari



Seguiment de cinètiques enzimàtiques

PP1-gFosfatasa

Km = 1.2 mM
kcat = 0.6 s-1

nmàx = 0.43 mM/min



Microcalorimetria ITC

�� ProsPros

•• DissolucióDissolució
•• Termodinàmica del procès de reconeixement molecularTermodinàmica del procès de reconeixement molecular
•• AutomàticAutomàtic

�� ContresContres

•• Requereix Requereix DDH > H > �� 33--5 kcal/mol5 kcal/mol
•• Concentracions de macromolècula entre 1 µM Concentracions de macromolècula entre 1 µM –– 1 mM1 mM
•• Consumeix quantitats no menyspreables de material Consumeix quantitats no menyspreables de material 
•• No sensible amb interaccions molt fortes o molt dèbilsNo sensible amb interaccions molt fortes o molt dèbils



Aplicacions de la Calorimetria diferencial d’escombrat (DSC)

�� Mesura de l’estabilitat de macromoleculesMesura de l’estabilitat de macromolecules

�� Determinació del número de dominis d’una proteïnaDeterminació del número de dominis d’una proteïna

�� Determinació de l’estat oligomèric d’una proteïnaDeterminació de l’estat oligomèric d’una proteïna



Calorimetria diferencial d’escombrat (DSC)

Esquema de les cel·les d’un microcalorimetre DSC



Calorimetria diferencial d’escombratge (DSC)

ReferènciaMostra



Estabilitat termodinàmica

Tm

Unfolding d‘una proteïna monomèrica

Temperatura (ºC)

DCp



Estabilitat termodinàmica
Unfolding d ‘una proteïna monomèrica

Temperatura (ºC)

T0

T



Estabilitat termodinàmica
Unfolding d‘una proteïna monomèrica

Tm

Temperatura (ºC)

T0

T









Agregació: efecte de la concentració
Oligomerització: desnaturalització d’una proteïna dimèrica

[proteïna]

Temperatura (ºC)



Estabilitat tèrmica
Oligomerització

Temperatura (ºC)
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Efecte de l’agregació post-unfolding

Estabilitat tèrmica
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Control de qualitat de proteïnes

F =
Q

Fracció activa de proteïna

Temperatura (ºC)

Fa =
DHo



Control de qualitat de proteïnes

F =
Q

Fracció activa de proteïna

Temperatura (ºC)

Fa =
DHo

Proteïna 100% activa



Control de qualitat de proteïnes

F =
Q

Fracció activa de proteïna

Temperatura (ºC)

Fa =
DHo



Control de qualitat de proteïnes

Temperatura (ºC)



Optimització de formulacions de proteïnes
Efecte del pH

Temperatura (ºC)



Experiments de complexació
Interacció entre Ribonucleasa A i un inhibidor

Drug Discovery Screening

Temperatura (ºC)

Biochemistry 1990, 29, 6927-6940



Experiments de complexació
Interacció entre Ribonucleasa A i un inhibidor

+

Temperatura (ºC)

T0 Tm

Ka: constant d’associació

Fins a 1050 M-1 !!!

Biochemistry 1990, 29, 6927-6940





Hydrophobic effect

+



Tuesday 21th October

ITC

Practical lecture

DSC
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