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• Freyer and Lewis. (2008) Meth. Cell Biol. 84:
79‐112.



Review: Binding
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• N independent, identical sites, each with 
association constant 

• Partition function:  ே



• Important relationship:
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• Note that:

௕௢௨௡ௗ ௧௢௧

Degree of Binding



• We know:  ்,  ் (experimental conditions)
• Fit parameters:  , 

• Equation:  ே௄௅
ଵା௄௅

• Key insight:  ் ்

Solution: N Independent, Identical Sites



• Use quadratic formula to solve for  :
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• Can use least squares (e.g. Gnuplot) to 
optimize N, K

Solution: N Independent, Identical Sites



• Examples:
– Independent, non‐identical
– Cooperative

• No explicit solution may exist for  vs.  ்,  ், 
and parameters

More Complex Binding



Requirements for Measuring Binding

• ் ; Preferably, this value should be 
(see Wiseman, fig. 3)

– Since  ௗ
ିଵ, this is equivalent to saying  ்

ௗ

– Otherwise, nearly all of M is bound

• ் must be soluble above  ௗ
– Otherwise, cannot saturate by adding more 



ITC ‐ Overview

• Macromolecule (“stationary” component) is held 
in a calorimetry cell

• Titrant is added in small volumes

• Binding will evolve heat

• When binding is saturated, no more heat is 
evolved



ITC ‐ Advantages

• Can obtain several thermodynamic 
parameters:
– Obtained directly:  ଴ (measure heat)
– Free energy:  ଴

– Entropy:  ௥௘௙
଴ ଴ ଴

• Range: 104 – 108 (heat evolved must be ~0.1 
µcal or more)
– Tighter binding possible using competition

Model dependent!



ITC Apparatus

Wiseman, et. al.



ITC Block Diagram

Wiseman, et. al.



ITC Raw Data

Wiseman, et. al.

• Raw Data
– Y‐axis: Power 
(work per time)

– X‐axis: Time
• Must integrate to 
get energy (heat)

• We’ll discuss this in 
more detail next 
time



Summary

• Any binding model is possible; use statistical 
methods discussed earlier

• ITC measures heat evolved as a new 
equilibrium is established
– ITC is a series of ICE tables
– Get thermodynamics using standard equations

• Apparatus measures power vs. time


