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INTRODUCCION

(L’mica excepcion: ESTRUCTURA DE UN HOLOENZIMA
- RNAs cataliticos o ribozimas)
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INTRODUCCIC)N\(:;\.)‘

v’ Alta Velocidad de Reaccion en dir (105-1072)

v'Condiciones de resegion intagmedi - PA, pH ~
v Eflcaces a concentrac:lonm

eC|f|C|dad de Reaccion (a \

v'Se recuperan iNE—

\/ Capamdad catal] }K
respuesta a [C] de sust




v Hendidura en | lécula
gue involucra una
pequenade la E

v’ Entidad tridimensional

formada por grupos

en la estructura priremia
v Unién especificached

mediante fuerzas no
covalentes: electrostaticas,

P um—,, Van aer vvaars,
intewereeToTTEygg drofobicas.
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Estereoespecificidad

Alta en ambos:
v “union” de S qiggles
tios activos asimetricos)

v “catalisiS sela

reaccion

Especificidad Geométrlc:

mas restrictiva.
Especificidad absoluta
para un compuesto o

compuestos relacionados

R-enantiomer




Teorias sobre especificidad de la W@
Hf:tf:.lfr- n eneima - sustrate’ Fave - corvadira

v Fisher, E (1894):

v KosId, D (1958):

Rx: sitio de union de > E esta preformado, pa&e exXnibe aigurm—

grado de induccion luego que el S se un@mm e




CINETICA ENZIMATICA

Catalizador: disminuye
la barrera de activgglon para
la reaccion cataliz&w —
ambos sentidos.
E+S < ES < P+E

o5

... minimiza efectos de reaccion
reversible: Inhibicion
X P, inactivacion E, etc.

K, K.
E+S & ES = P+E

K.y

Uncatalyzed __

Reaction coordinate

A‘A GC:?

the reduction
in AG T by the
catalyst




K, K,
E+S < ES=P+E

K.,

E — ES, el 2do p&es imi\‘e

Velocidad total de producciénm..

de la [S] ..

d[ES)/dt = k= [S] = k[ES] = k, [ES]

Etf] =[ES] + [E] .. = [Et] — [a]
Medibwmentalmen. .

S = k. (] — () — K (] — K [




; . K,
E+S & ES P+E
. K, :
Aproximaciones...
SiK,>K, -
= [SI[E) [ES]

Concentration

o Estacionario = [EJr = (E] + [ES]
S -H e 1925)

[ES] = cte hasta que S a

TSSTETE- K B -« W - Kz[i'S]
) [S] = K4[ES] - K,[ES] [ distribuyo...
K, [EHIIS] - K,[ESI[S] - K[ES] - k,[ES] = 0




saco factor comun ES y redistribuyo =

(KIS + K.+ ky) [£5] = K, [E.]

= K,[EL][S] / K,[S] + K.+ k, =

.

KM

[%

- Kz[g

Si [S —
(satumc’)n =)



Si[S]=Ky=>vVv,=Vy/2
Si [S]<<Ky=>v, —VM[S]/K,\,I
Si [S]>> Ky = v, =Vy

Ky, = 10" -107 M

= medida de | I e E x S.
Ky = (Ko+ K)K, = (K K ) (KK ) = Ks + e ) =
Si (k,/K; ) << Ks = SIIERE Ku | — Afinidad T
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Anémfico: Subestima VM, > datos exparimentalessn

I M[S]), pequerios errores en v, _ gragees-erm™ /v




Mecanismo de IMQibicion Enzimatia
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Inhibicion EnziNgatica &raficos




Inhibidor se une a sitios de

ue participan en la
aY “catalisis” =
5 Eg VM .
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Inhibicion por exNe S\
union de S suplementario a

un 29 sitio activo en la E produce
la modificacion de la proteina =
Inhibe el sitio activo principal.

v’ La presencia de un exceso de
S = impide la unién correcta del
S a su sitio activo
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- VI
DA L AT
mbinaison ES Combinaison ES
Aactive inactive

{}-Zon;normlodoeoupure

() représentation selon Lineweaver et Burk
(c) mécanisme moléculaire supposé : XY = substrat
XY = site actif,




Determinacion de Kl (método de\i@n)

Competitivo

No-competitivo




Activadores En

Grupo prostetlc na metalo E 2* en rrhlo—

proteinasas), parte de op (Fe?* del hemq de
catalasaj)-e-astivador d&h < EA-K,).
direc

v’ Monovalentes: N

(UKM o VM. Partl
re n = estapiliza S ( a&mena ceto enol)
Dival ' ;

v tes: Mg,
Union dir akE=a
Union a S (v
Cu/Fe,enr

dede haber inhibicion por exceso de activador.

mnﬁ u-ente concentraciongisiiiaiise mente




Efecto del pH

Quimotripsina

Optimum
pH
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La figura refleja el
estado de ionizacion de
los aa involucrados

en la catalisis (es la
sumatoria de dos curvas
de titulacion).

A protonado

Pepsina

Colinesterasa

pH

Imidazol His -COOH desprotonado

de Glu




Efecto del pH sobre la “estabilidad” de la E (desnaturalizacion) o
sobre la “actividad” (efectos cinéticos genuinos)?

Efectos sobre actividad dependen de: pKs grupos ionizables del
sitio activo, pks grupos del S que participan en la union, pKs
grupos cataliticos del sitio activo, y pKs de otros grupos de E
(producen cambios conformacionales que afectan v)

v' Si pH afecta grupos de E y/o S involucrados en la formacion

de ES = afecta KM
v’ Si afecta grupos que estan sélo en ES = afecta VM

Efecto del pH sobre |a acﬂwdadW

a5-10a s
pHs, y medida v, a pH 6.4-6.5

(Ig) vV, medida a eso.-ls




Efectode laT

Efectos de la T sobre la
reaccion enzimatica: real
sobre v, (sobre v de ruptura
de ES determinada por la Ea
reaccion); sobre la afinidad
de la E x S; sobre fc pH de E,
S y ES (por alteracion de los
valores de pks); sobre la
afinidad de E x activadores e
Inhibidores; o sobre la
estabilidad de E o a causas
secundarias (cambio de la
solubilidad de gases, de pH
del buffer, etc.)




EfectosdelaT sobh\Estabilidad\
A

La mayor parte de E se
Inactiva debido a
desnaturalizacion por T
proximas a 100°C
(excepcion bacterias
termofilas)

Otras se inactivan X frio
(disociacion debida a
Inestabilizacion de
uniones hidrofobicas)




REACCIONES BINRATO

=
A+B & P+ Q (60% reacciones conocidas)

Reacciones de Transferencia de un grupo especifico
de un S a otro.

O O
[ I
R,-C-NH-R, + — Tripsina — R;-C-00 + = N™-R,

O

I |
CH3-C-OH + NAD* -ROH DHG— CH3-C-H + NAD
<

H




