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Receptor Simple Receptor Multiple

(1 sitio de union) (n sitios de union)
(L] Las probabilidades de union
Y = con el receptor son
Kq + [L] independientes.
v n|L]
r=nY =
e Kq + [L]
...... /' Las linealizaciones permiten

ajustar los datos a una rectay
extraer los parametros del
modelo (K; y n).
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Modelo de Hill (1913) “““wgm

Hill desarrollo un modelo empirico
acerca del comportamiento de la
hemoglobina humana (Hb) en
presencia de O,.

[L]"
Kl + [L]"

R+hL=RL,=Y =

S
A\ pccc

Donde h es el numero de Hilll2, N
u & z

El Premio Nobel de Medicina o
Fisiologia de 1922 no se lo dieron por
sus trabajos sobre la interaccion RL,
[2] Barcroft, J. (1913). The combinations of haemoglobin with oxygen and with carbon monoxide. Il. sino por un modelo termodinamico del
Biochemical Journal, 7(5), 481. musculo (a'go que quizé_s vean mas
27/4/2023 Biofisica (2023) adelante en el Médulo 4 del tedrico).

[1] Hill, A. V. (1913). The combinations of haemoglobin with oxygen and with carbon monoxide. I.
Biochemical Journal, 7(5), 471.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1550542/pdf/biochemj01211-0036.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1550540/pdf/biochemj01211-0046.pdf
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El modelo de Hill contempla escenarios de interaccion RL
donde la union de ligando a diferentes sitios no es
Independiente, sino gque existen interacciones tales que
favorecen o desfavorecen la unién a nuevos sitios. h se
Interpreta como un Coeficiente de Cooperatividad.

La derivacion de la Ecuacion de Hill puede llevar a interpretar
h como el numero de sitios del receptor. Sin embargo, h
puede tomar valores no-enteros, por tanto, debe tomarse
COMO una constante empirica. h puede proveer de una
estimacion minima del numero de sitios.

[1] Hill, A. V. (1913). The combinations of haemoglobin with oxygen and with carbon monoxide. I. Biochemical Journal, 7(5), 471.
[2] Barcroft, J. (1913). The combinations of haemoglobin with oxygen and with carbon monoxide. Il. Biochemical Journal, 7(5), 481.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1550542/pdf/biochemj01211-0036.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1550540/pdf/biochemj01211-0046.pdf
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Este modelo asume gue el receptor de n sitios completa
todos sitios en simultaneo: no existen especies
iIntermedias donde haya sitios vacios y sitios unidos al
ligando (modelo no-secuencial, h = constante).

Este supuesto es una de las grandes debilidades del modelo.

[1] Hill, A. V. (1913). The combinations of haemoglobin with oxygen and with carbon monoxide. I. Biochemical Journal, 7(5), 471.
[2] Barcroft, J. (1913). The combinations of haemoglobin with oxygen and with carbon monoxide. Il. Biochemical Journal, 7(5), 481.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1550542/pdf/biochemj01211-0036.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1550540/pdf/biochemj01211-0046.pdf

Modelo de Hill (1913)

Actividad 3: Grafique los datos de la Tabla 4.

¢, Qué observa? ¢ Qué puede decir respecto al mecanismo
de union?

¢, Queé se observa al realizar una rectificacion de una
hiperbola rectangular?
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rvs. rf[L] - Scatchard

Saturacian de la Hemaglobina Humana - Interaccion Receptar-Liganda (11)
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1/r vs. 1/[L] - Lineweaver-Burk

Saturacion de la Hemoglobina Humana - Interaccion Receptor-Ligando (1)
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Los datos analizados no siguen el
para un receptor de n sitios con pr

mecanismo propuesto
obabilidad de union

Independiente. La grafica de los datos no es una hipérbola

rectangular sino una sigmoide.

Ninguna de las rectificaciones rea
debidamente a los datos observad

Izadas se ajusta
os. Por lo tanto, el

modelo propuesto no es valido
observaciones.

para explicar las
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Modelo de Hill (1913)

Actividad 3: Proponga un esquema de unidn alternativo.

El modelo de Hill ofrece un modelo alternativo de union RL
en donde existe algun tipo de cooperatividad que favorece o
desfavorece la union de ligando a los sitios del receptor.

[L] h | ¢, Coémo obtengo
esta expresion?
Kl + [L]"

R+hL=2RL,=Y =
(Ver Anexo 1 de
esta presentacion)




Actividad 3: Realice el grafico In (%) vs.In [L]



In [L] frente a In(Y/(1-Y)) - Grafico de Hill

Saturacion de la Hemoglobina Humana - Interaccion Receptar-Liganda (1)
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= |In

= |In




_ < [L]" Kg's + [L]h>
. K- +[L]" KJ-
Y [L]" Kgs+Hf*
= (=) - “‘(W KT
L]\ [L]
= |In (m) = hln (m

27/4/2023
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A partir del Grafico de Hill podemos obtener:

=ax+ b= = hin|L]| —hIlnKj:

* Pendiente: a =h

b
*Ordenada en el Origen: b = —hInKys = Ko = e h

27/4/2023 Biofisica (2023) 20



Para los datos de la Tabla 4:

a=h=2,49

—4,52
b=—-hinK; = —452 = Ky =249 = 6,14

= K; = KJ'=: = (6,14)>%% = 91,8



Notar graficamente que el
ajuste del Modelo de Hill con los

datos es consistente. 1
[L]2;49 08 |
Y =
(6,14)449 + [L]>4?
Puesto que h > 1, el receptor o+

(Hemoglobina Humana)
interactta con los ligandos (O,)
a través de un Mecanismo de :
Cooperatividad Positiva.
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Saturacion de la Hemoglobina Humana - Modelo de Hill
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El 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG) se
une a la hemoglobina (Hb) y tiene un O

efecto sobre la afinidad de ésta por el \\ /OH
oxigeno molecular (O,). HO/P\ OH
Si denominamos P:, a la presion parcial O N
del oxigeno en la cual el 50% de los HO O
sitios de union se encuentran ocupados, O"“Il’

se observa (experimentalmente) que su ""/ —0

valor es 1 en ausencia de 2,3-BPG,y 26 HO
en presencia de 2,3-BPG.



El 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG)

se produce en los globu
durante la Glucolisis, a

0S rojos

nartir de un

proceso de isomerizacion del 1,3-
bisfosfoglicerato (1,3-BPG).

Su concentracion depende
fuertemente de los niveles de O,,

ATP y pH en sangre.




Realice el grafico de la fraccidon de saturacion en
funcidon de la presion parcial del O, en ausenciay
presencia de 2,3-BPG.

¢, Qué diferencia observa?

¢, Qué puede decir respecto a las consecuencias de
union de BPG a la desoxihemoglobina?



Saturacion de la Hb humana en presencia de BPG - Modelo de Hill
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En ausencia de 2,3-BPG, Hb se satura rapidamente de O.,.
En presencia de 2,3-BPG, Hb demora mas en alcanzar la
saturacion de O.,.

En presencia de 2,3-BPG es necesaria una mayor cantidad
de O, para poder alcanzar el mismo nivel de saturacion que
en ausencia de 2,3-BPG.

Kos..npe < Kos...ppe IMPlica que en ausencia de 2,3-BPG es
mas probable encontrar Hb unida a O, que en presencia de
BPG. Esto ocurre porque 2,3-BPG esta inhibiendo la unidn
del O,.



1

— sin BPG
con BPG
- =Y =05

La inhibicion de o |
2.3-BPG:

- 06

¢, ES por competicion 5 L

en el sitio de uniéna " .|
Hb? ¢ O por inhibicidon

0.2

alostérica?

O | | 1 L |
0 5 10 15 20 25 30 35
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Experimental y
computacionalmente se
determind que 2,3-BPG se
une a Hb a través de un
sitio central cargado
positivamente diferente al
grupo Hemo. El 2,3-BPG
es un inhibidor
alosterico del O.,.

27/4/2023
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Este mecanismo de
cooperatividad positiva permite
modular mejor la descarga de

O, en los diferentes tejidos. 7
Las interacciones entre : o
subunidades de Hb generan  :.,
una descarga mas eficiente de °
0.2 A

O, que la mioglobina (Mb) o
gue una hipotética Hb 0.0
no-cooperativa.

27/4/2023 Biofisica (2023)
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La presencia de 2,3-BPG en tejidos de
alta demanda energética favorece la
no-union de O, con la
desoxihemoglobina y permite que sea
utilizado por las mitocondrias para la
formacion de ATP.

Bajo las mismas condiciones, Hb en
sangre presenta menor afinidad por el
O, y mayor cooperatividad que en
estado purificado.

Fractional saturation

1.0

0.8

=
o

=
I

0.2
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Modelo de Adair (1925)

Adair desarrollo un modelo en el cual se
considera un receptor simétrico
oligomérico con n sitios, los cuales se van
completando de manera secuencial,
modificando la afinidad del receptor a medida
gue se va uniendo a mas ligandos.

Este modelo permite estudiar especies
iIntermediarias entre el receptor desprovisto
de ligando y el receptor completol3l.

[3] Adair, G. S. (1925). The oxygen equilibrium curve of hemoglobin. J Biol Chem, 63, 529-545.

:.‘d' A L(“ '\L S‘ Ou.ic(;n:
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El receptor oligomeérico mas pequeno que podemos
estudiar es el Dimero. Supongamos un receptor simeétrico
dimérico formado por dos subunidades idénticas, ambas
con la misma capacidad de unirse al ligando. La reaccion
de interaccion RL en el equilibrio es:

L + — (L




Definimos una Constante de Asociacion Microscopica
(en el equilibrio) como la constante de asociacion para la
cual el ligando se une a la subunidad de la izquierda (1a):

(OO
e
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Puesto que asumimos que las subunidades son iguales, al
igual que sus afinidades con el ligando, la constante de
asociacion microscopica para la union del ligando en la
subunidad derecha (1b) es idéntica a la anterior:

oo
Eele]




Asumimos que no hay
interconversion de
especies intermedias.

[©C]

oL
mOyO@% o mes
<
o
L

kla

L+Cx>

\

kip =
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Sobre la notacion

Subindices a, b se utilizan para indicar la subunidad que se
esta completando.

Subindices 1,2 se utilizan para indicar el paso de llenado en
el que se encuentra el receptor.

Ej.. k,, se define como |la constante de asociacion para el
paso 1 (i.e.: llenado de la 1lera subunidad) en la subunidad a
(en nuestro ejemplo implica ocupar la subunidad izquierda).
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Condiciones de simetria e interaccion

Decimos que el dimero es simeétrico cuando las subunidades
son idénticas:
subunidad a = subunidad b

Decimos gue las subunidades del dimero no interactuan entre
si cuando los pasos de completado de las subunidades son
iIndependientes:

paso 1 = paso 2



Condicion de Simetria: ki, = k1, kog = ko

Condicion de No-Interaccidon: ki, = koy, ki1p = ko

No-interaccion Interaccion

Kia = K1p, K2q = k2p
kla a k2ar klb a k2b
Kia + k2a = k1p + k2p
kiak2a = Kipkap

Simetria ki, = kyp = kyy = kyp

Kia = kg k1p = ko
Kia # Kip, k2a # kap
kia + kip = kaq + k2p
kiakip = kaakap

Asimetria kig + kqip * kyy # kyp




Experimentalmente, no
es posible distinguir
entre ©O o OO por lo
gue en realidad e
sistema tiene solo 3
estados observables:
(1) libre, (2) semi-libre y
(3) completo.

Por lo tanto, no es
posible medir las
constantes
microscopicas.




Definimos las

Constant,es_

neocacon como. | Ko K;
. _[0O+00] = X
SNT(ele) L/AL

k, - 100 - .

[L][OO + OO \
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Cambiemos la notacion pictorica por una notacion
simbdlica que permita operar mas facilmente:

OO = ego
OO = eq
OL = ey

OO = eq;




Escribimos las constantes microscopicas de asociacion en
funcion de la nueva notacion:

- [QO] _ €10
L0 T [Lleg
o — [O@] _ €01
7 ILOO] T [Llego
A [®®] _ €11
22T L[OO] ~ [Lleso
P [OO] __fn
2T LOO]  [Lleo




Ahora expresamos las constantes macroscopicas:

(OO + O] e + ep1

=TT ™ Tlen

K. — [(OU] _ €11
T LIOO + O] [Ll(eqo + egr)

¢, Como se relacionan las constantes microscopicas con
las constantes macroscopicas?



Los estados son idénticos: ey; = eqg

K=[®O+O©]=elo+em=e = K [L]egg — €
b OO ke T T
si k. — €10 — . — K, [L]eoo — €01 K1 [L]eoo €01
T [Llegy [L]eqo [Llegs  [Llego
e e
=K, Y Sk, t+—— =K, = K, = 2kq, = 2kq,,

[L]eqgo [L]ego




Los estados son idénticos: ey; = eqq

€11
K, = — e = K,[L|(eqg + €
2 [L] (810 + 801) 11 2[ ]( 10 01)
P ¢ K,[L](e10 + €91) _ K (e10 + €01)
24 [L]ew [L]eqo €10
e1nk e nk 1 1
— K, = 10f2a  _ €10 za:K2=—k2a=—k2b

(e10 + €01) 2eqg 2 2
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Interpretacion probabilistica

K1=2k1
K—lk
2_2 2

Solo existen dos maneras de que el primer ligando se una al
receptor, pero existe una unica forma de que el segundo
ligando se una. Esta observacion muestra que el efecto
macroscopico (medible) de las constantes (Kq, K,) es diferente
a pesar de gue las constantes microscopicas son idéenticas.



Fraccion de Saturacion (Y)

|sitios ocupados]
|sitios totales]
Nos referiremos a los tres estados posibles del receptor como:

epo = receptor libre
exy = receptor semi — libre
e1{1 = receptor completo

El receptor en el estado semi-libre e,,, incluye los estados e,

Y epq definidos anteriormente, indistinguibles
macroscopicamente.

Y =
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exy T 2€11

Y =
Z(eoo + eyy + 611)

La cantidad de sitios ocupados por 1 ligando esta dado por el
macroestado e,,, (exy, = €19 + €p1). El macroestado “receptor

completo” se cuenta 2 veces porque puede formarse por dos
vias (microestados) diferentes. La cantidad de sitios totales del
receptor es la cantidad de estados del receptor multiplicada
por el numero de sitios posibles (en este caso 2).



exy + 2611
Z(eoo + eyxy + 911)

Y

Las constantes macroscopicas se pueden escribir en
terminos de los macroestados del dimero:
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Kl — [L]eoo — exy — Kl [L]eOO
€11 >
K, = = e11 = K [L]exy = K;K1[L]*eqo
[L]exy
exy T 2€11 Ki[Llego + 2(K K3 [L]“ego)
= Y = = >
2(800 + eyxy + 811) 2(ego + K1lL]ego + K1 K3 [L]%€q0)
egu(K1[L] + 2K, K, [L]%) Kq[L] + 2K,1K,[L]*

B 2egp(1 + K [L] + K1 K, [L]?) B 2(1+ K4[L] + K{K;[L]?)
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En términos de las constantes microscopicas:

1 1 1
Ki = 2kiq = 2kq1p = 2k4, K, = EkZa — §k2b — Ekz

v — Ki[L] + 2K, K,[L]?
- 2(1 + K4 [L] + K1K,[L]?)

Ha[L] +2(2hey) (% kz) [L]* _ kq[L] + kqky[L)*
2(1+4 2k [L] + (2ky) (3 k) [L12) 1T 2Rall]+heakep L]
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~ Ky[L] + kqkep[L)°
14 2k[L] + kqk,[L]?

Notar que:
* Sl ky > ky:
. ki[L] + kq[L]* _ ke [LI(1 + [L])
142k [L] + k{[L]? 1+ k{L](2+[L])
* Sl ky, > ky:

ko [L]*

Y = -
1+ k,[L]?




Notar que:
si ki = k, = k (condicion de no interaccion)
kL4 kyko[L)2 K[L] + K2[L]?
14 2k([L] + kik,[L]2 14+ 2k[L] + k2[L]?

kILJG+HRELH  k[L v K,|L
(L+k[LD? 1+k[L] =~ 1+K,[L]

Cada una de las subunidades funciona como un receptor
Independiente.
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. Como se relaciona el modelo de Adair con el NUmero de
Hill?

Sabemos que:

- d | ( Y ) v _ ki[L] + k{k,[L]?
~din[L] \1—-v)’ ~ 1+ 2k, [L] + ky ko [L]2
Demostrar que:
2
h t —
ex 1 I k1
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.,Como serelaciona el modelo de Adair con el NUmero de
Hill?

Estrateqia:

., Y
1) Encontrar una expresion de —

N d Y
2) Utllizar la regla de la cadena para encontrar a0 (1_Y)

3) Obtener h como funcion de [L]

dh

4) Obtener extremo de h(|L]) obteniendo % y tomar FTh 0



&‘s",'». .

i X

FAGULTABDE  UNIVERSIDAD
. CIENCIAS  pE 4 REPUBLICA
. Y URUGUAY

ki[L] + kik,[L]?
ki[L] + kik,[L]? Y (1 + 2k{[L] + k{k, [L]Z)

ST r 2L+ kL 1-7 ) ( i [L] + kyk, [L]2 )
1+ 2k, [L] + kyk,[L]2
ki[L] + kik,[L]?

o (%EH%EH%)

T 1= L+ 2k [L] + Rkl — ko [L] — koLl
T4 2k i 4 kg L

kq[L] + kqk,[L)?
1+ kq[L]
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Y Y Y
A(infi7) como funcién de e )) y calcular ‘Z((l[ ]Y))

d(In[L]) d([L]

Paso 2: Utilizar laregla de la cadena para obtener

Recordar |la regla de la cadena y la derivada del logaritmo:

d(lny) dyx d(lnx) 1

d(lnx)_a;' dx  x
Por lo tanto,
Y
i (! )_d(—l_y) 1]
S d(n[LD\1-Y/  d[L] 1YY
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Y
— a (1 — Y) . d ki[L] + kqk,[L]*
d[L]  d[L] 1+ kq[L]

(kg [L] + Ry ka[L]7)' (1 + kg [L]) = (Ry [L] + Ry ko [L]2)(1 + Ry [L])'
- (14 kq[L])?

- (ky + 2k ko [LD (X + kq[L]) — (ke [L] + Ky ks [L]9) (ky)
B (1 + kq[L])?

 kq + 2k ky[L] + ki[L] + 2k$k,[L]? — k{[L] — kik,[L]?
B (1 + kq[L])?




 ky + 2kq ks [L] 4+ttt + 2kT ko [L]? —Fez it — kik,[L]?
- (1 + kq[L])?

kg + 2kqky[L] + kfko (L1 kq(1 + 2Kka[L] + kqka[L]?)
R (1 + kq[L])? - (1 + k4[L])?
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Entonces,

. a (1 ’ Y) ([L](l — Y)>

- k(1 + 2k [L] + kqko[L19) ([L]1(1 — Y))
B ( (1 + kq[L])? ) ( Y



Paso 3: Obtener una expresion para h([L])

Y\ ky[L] + kiky[L]?
(1 —Y) 14 ky[L]

1-Y (1+ kq{|L]) (1+ kq{|L])

Y kylL] + kikoL]? kq[L](1 + ko [L])

—




- key (1 + 2k5[L] + kqiko[L]%) ! (1 + kyq[L])
- ( (1 + kq[L])? ) = (k1 [L](1 + [L]))

ka[L1(1 + 2k, [L] + k1ko[L]?) (1 + kq[L])
kq[L](1 + kq[L]D*(1 + ky[L])

- 1+ 2ky[L] + kqk[L]*
- (A4 kq[LD(1 + kp[L])
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- dh R e,
Paso 4: Calcular el extremo de h([L]) haciendo Friie 0

dh (14 2k,[L] + kik,[L]?Y
d[L] ~ ((1 + ky [LD(1 + K, [L]))

(U4 2k [L] + Feq o [L]2)' (1 + Req [LD (1 + ko [L]) — (1 + 2k, [L] + kq ko [LID[(1 + k( [LD (1 + ko [LD]
- (1 + k1 [LD*(1 + ko [L])?

_ ky + 2k ko [LD( + kq [LD (X + ko [L]) — (1 + 2k5[L] + kqko[L12)[1 + kq [L] + ko [L] + K1k, [L]%]
B (1 + k1 [LD?(1 + k5 [L])?

kg + 2kl [LD (A + Ky [LD (A + ko [L]) — (1 + 2k [L] + kqko[L]2) (kg + Ky + 2Kk, [L])
- (1 + kq[LD2(1 + k3 [L])?

Rk + 2k [LD (A + kq [LD(A + Ko [L]D) — (1 + 2k, [L] + kq ko [L12) (kg + Ky + 2k k5 [L])
- (1 + k1 [LD2(1 + k2 [L])?

[ | —




_ (2ky + 2Ky kp[LD (1 + kq[L] + ko [L] + ki ko [L]?) — (ky + ko + 2k1kp[L] + 2k ko [L] + 2k5[L] + 4k k5[L)? + kik,[L)? + ki k5[L]? + 2k{k5[L]®)

(14 kq[LD?(1 + ko [L])?

_ (2ky + 2kiky[L] + 2k3[L) + 21 K5[L)? + 2kqkp[L] + 2Tk, [L)? + 2k, k5 [L]? + 2kFk5[L]%) — (ky + ky + 2kqko[L] + 2k ko [L] + 23 [L] + 4k1 k5 [L)? + kik,[L)? + kyk3[L]? + 2kFk3([L]°)
B (1 + ky [LD2(1 + k2 [L])?

| (2ky 2k b+ 2KE [} + bk el [} + 2k2hey [L]2 + 2lerleRHoA2 + 2K 2IEHEE) — (ky +eg + 2hephegbhl 4+ 2lelegbld + 2B Hl A+ e HA2 +helenFLy2 + ky k3 [L]2 + 242 HT2)
- (14 k1 [LD?(1 + k2 [L])?

Al final (despues de muchas cuentas...):

ke + kfko[L)? = ky — kik3[L]? ky — Ky + kqky[L]*(ky — k) dh

(1 + Ky [LD?(A + k3 [LD? (A + kq[LD?2(1 + ky[L]D? d[L]
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Paso 4: Calcular el extremo de h([L]) haciendo % =0

ky, — ky + kqky[L]*(ky — k)  dh
(1+ kq[LD2(1 + kz[LD? T~ d[L]

Las raices de esta derivada permiten estudiar los extremos de

la funcion h([L]). La derivada se hace 0 solamente cuando el
numerador se hace 0.

ky — ky + kika[L12(ky — kz) = 0 = kqky[L]?(ky — ko) = ky — k3

k k
kiky[L]2 = 2 = kykyp[L)? = 1= [L]? =

k.k,
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hext([L]) =h (

Notar que:

k
> 1=>h<1= Cooperatividad Negativa

stk » k, =
k>

K1

sik, > k{ =
K2

K 1= h>1= Cooperatividad Positiva

k
siki =k, = k—l = 1= h =1 = No cooperatividad
2
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¢, Qué ocurre con un dimero asimétrico con interacciones entre
los sitlos?

Kiq # Kip # Kkaq # k2p

€10 €01 €11 €11
ki, = J ki = ko, = Jkop =
ta [L]eoo th [L]eoo 2@ [L]em 2b [L]em
ente k eann + kanlLle
K, = 10 01 _ 1a[ | 00 1b[ | 00 _ Ky + kqp

[L]eqgo [L]ego



kap
kip # koq #

* K

Kiq

€11
- €01
o1l ;kZb [L]
1 kza = [L]el() e:lll | k_lb)
€ | 2
B €00 _ ) (
0 kip = |L] _ [L[]L] .
31 ) 811 ell ) kZb
k. = [L]ego I . :
1a 811 I
. ) (TS |
+ €p1 |
B €10
R TAT |
€11
Kz —




Kiq # K1p # Koq # k2p

koakop
Ki = kig + kqp, K, = kZbciI- K,
a

Ki[L] + 2K, K,[L]?
2(1+ K4 [L] + K1 K,[L]4)

sLY =

kook
(ki + ki) [L] + 20K1 + leup) (2473 (LI

2 (1 + (k1q + kip) L] + (k1g + k1) (kfjcffzb) [L]z)
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kogk
(i + ki) [L] + 2(Ksg + k) (2472 ) (L

2 (14 Gra + lap) L] + CRrg + ) (2478 ) [112)

((k1a + k1p)(koq + kop) L] + 2(ky, + k1b)(k2ak2b)[L]2)
_ Kza+Hap

5 ((kZa + kop) + (kog + kop)(kig + kyp)L] + (kyg + k1b)(k2ak2b)[L]2)
kgt

_ (K1 + k1p) (Koq + kap)[L] + 2(kqq + kqp) (Kaqkop) [L]?
2[(kyq + kop) + (kg + kap)(Kqq + kqp) [L] + (Kqq + kqp) (kagkop) [L]?]
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Condicion de asimetria sin interaccion:
kiag t kip = kogq + kop = kg + kyp, kiakip = kaakop = kaky

(k1q + k1p) (kog + kop)[L] + 2(k1q + k1p) (kagkop) L]
[(koq + kop) + (ko + kap) (kig + kap) [L] + (k1g + Kqp) (kg kop) [L]4]

B (kg + kp)?[L] + 26eg—+teth g kep[L]°
- 2[eg ey + (kg + kp) g+t L] + etk gk [L]]

(kg + kp)[L] + 2k, k(L]
- 2(1 4+ (kg + kp)[L] + kokp[L]?)

Y =
2
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¢, Qué ocurre con la hemoglobina?

Es posible generalizar los calculos del Dimero de Adair para la
hemoglobina, modelandola como un tetramero. Adair propuso
un mecanismo de cuatro pasos:

Hb + 0, = HbO,

HbO, + 0, = Hb(0,),

Hb(0;), + 0, = Hb(0,)3

Hb(0,)3 + 0, = Hb(03).

Cada paso de union tiene una constante macroscopica de
disociacion diferente.




Llamaremos s a la concentracion de ligando (O,), e, a la
concentracion de receptor (Hb) y es; a la concentracion del
complejo RL unido a i ligandos (Ej.: es; es la concentracion
del complejo RL cuando el receptor esta unido a 1 ligando, o
tambiéen, 1 subunidad esta completa).

Hb + 0, = HbO, es; = K;eys

HbO, + 0, = Hb(0,), es, =K, es; s
Hb(0,), + 0, = Hb(0,)4 es; = Kz es, s
Hb(0,); + 0, = Hb(0,), es, = K,es3s




Podemos expresar las concentraciones de las especies
intermedias “"anidando” (en inglés: ‘nesting’) las ecuaciones

entre si:

Hb + 0, = HbO,
HbO, + 0, = Hb(0,),

Hb(03); -

-0, = Hb(03)5

Hb(03)s -

-0, = Hb(03),

es{ =Kieys

es, = K, K, ey s°
es; = K3 K, K egs
es, = K, K5 K, K; eg s*

3
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La Funcion de Saturacion Y queda expresada de la siguiente

manera.
|sitios ocupados] es; + 2es, + 3es3 + 4es,

[sitios totales]  4(ey + es; + es, + es; + es,)

Y =

El nimero de sitios totales es el nUmero de estados del
complejo RL multiplicado por el nUmero de sitios (subunidades)
del tetramero. El nUmero de sitios ocupados es la
concentracion de cada estado ocupado multiplicado el numero
de sitios ocupados por estado.
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Sustituimos:
Kis + 2K,K;s* + 3K:K, K53 + 4K, KK, K,s*

Yy =
4(1 + Kys + K,Kys* + K3K,K;s3 + K,K; K, K{s%)

Notar que se obtiene un cociente de polinomios en funcion de
la concentracion de ligando. Al polinomio numerador se le
conoce como Polinomio de Union (del inglés ‘Binding
Polynomial’). El polinomio denominador es una expresion

asociada a la Funcion de Particion. N
ﬁ e celdmicaFAgleay Anee
de esta presentacion.
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¢, Como podemos expresar la fraccion de saturacion en
terminos de las constantes microscopicas?

Debemos reconocer cual es la relacion entre los
macroestados del sistema y los microestados del sistema. Ej..
Para un tetramero simetrico (como Hb) debemos reconocer la
relacion entre “tener 1 subunidad completa” y todas las formas
de obtener 1 subunidad completa a partir de 4 subunidades
totales.

=[5 al+le ol+le al+lo &



El nUmero de microestados
posibles puede ser computado

utilizando Combinatoria. €0

En general, para una
macromolécula de n sitios, el
numero de estados posibles
para i ligandos (subunidades

completas) es: ess

n!

i'(n—1)!

C(n,i) =

27/4/2023 Biofisica (
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Ej.. para un tetrdamero (Hb) el

numero de microestados con
2 subunidades completas es: €o
S S
4 €51 S S
C(4,2) = ' s/s s/ [ [sl[s] [ Is
2! (4 —2)! es, SRIESISRIE 2
S IS|ISISIS S
24 €53 '3 s//sls/'s's
C(4,2) = — =6
4 es, =5
4 |S|S
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Si llamamos M; a la concentracion de un macroestado, y m; a la
concentracion de los microestados. Si todos los microestados
son equiprobables, las concentraciones son iguales, por lo que:

M; = C(n,i)m;
La reaccion del i-ésimo paso es:
M;2M;_{+S
Cuya constante macroscopica de disociacion es:

Mi—15
M;

Ki:
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M: .s K: M.: m;_1S
Ki=—— = g =—1 k —

Mi Mi—l i m;
. M;
Mi — C(n) I’)mi = mi — C(Tl, l)
( M;_4 )S . :
. \Cmi=D)° _ . _ MiaCD KM KiC(n D)
i — L — : - '
Mi MiC(Tl,l — 1) Mi—l C(Tl,l T 1)
C(n,i)
Cni—1
— Ki — ki ( )

C(n,i)



\
' 1DJ
n._ =
/((i _ 1()! E:n'_ i)!) /
._ )_ . !
C(;l(; i)1 \

N !)
li;!(?n_—li + 1)
m):h(ﬁ—
! (Tl '— l
n!
. 4+ 1)!
— i
1! (n
(o

((

(
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l
Kigis = Figis (n — i+ 1)
Las constantes de disociacion macroscopicas y microscopicas
se relacionan como:

(n—i+1)
Lasc Lasc i
A partir de estas relaciones podemos sustituir en la fraccion
de saturacion las constantes macroscopicas por las

microscopicas.



La relacidon entre constanteses:n=4,i =1, 2, 3, 4.

4 —-14+1
K1=k1 1 :K1=4‘k1
Ky=k,o— ot g =3
— — — —
2 2 2 2 2 2
Y k4—3+1 K Zk
— — — —
3 3 3 3 3 3
4 —4+4+1 1

K4_=k4_ 4 :K4:Zk2



v Kis + 2K,K;s* + 3K3K, K53 + 4K, K;K,Ks*
 4(1 + Kys + Ko Kys2 + K3 KoKy s3 + K K Ko Ky s%)

tlys +2(3k; ) (4h)s? +3(5 ks ) (3K ) (@k)s® + 4 (k) (5ks) (5 k2 ) (4ky)s*

4 (1 + 4le;s + (4k;) (% kz) s2 4 (% k3) (% kz) (4k;)s3 + (% k4) (% k3) (% kz) (4k1)s4)

v — 4‘k15 + 12k2k1$2 + 12k3k2k1$3 + 4‘k4_k3k2k1$4
B 4‘(1 + 4‘k15 + 6k2k152 + 4‘k3k2k1$3 + k4_k3k2k1$4)

¢, Como podemos generalizar para
una macromolécula de n sitios? [Ver
Anexo 2 de esta presentacion]
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Notar que para un tetramero simeétrico sin interaccion:
ey =k, = ky = ky = k
v Akys + 12k k5% + 12k3k k53 + 4k, ks k,kqs?
4(1 + 4kys + 6k, k s? + 4kyk,k,s3 + k,kskokis?)
4ks + 12k?*s? + 12k3s3 + 4k*s*
- 4(1 + 4ks + 6k?s? + 4k3s3 + k*s?) o depscal
4ks(1 + 3ks + 3k*s? + k3s3) —
- 4(1 + ks)*
Aks(1 + 3ks + 3k?s? + k3s3)  4ks(1 + ks)3 ks
- 4(1 + ks)* - 4(1 + ks)* ~ 1+ ks




Contenido de la clase

* Recapitulacion de clase (Semana 05/04-08/04)

* MOC
 MOC
 MOC

* MOC

e

e
e
e

0 de Hill

0 de Adair

o Concertado (Monod, Wyman, Changeaux)
0 Secuencial (Koshland, Nemethy, Filmer)




Contenido de la clase

* Modelo Concertado (Monod, Wyman, Changeaux)
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En 1965, Monod, Wyman y
Changeux propusieron un modelo
gue intenta explicar por qué se
observa cooperatividad en
algunos sistemas alostéericos
conocido como Modelo MWC,
sobre la base de la Hipotesis
Llave-Cerradural.

Monod recibi6 el Premio Nobel de
Medicina o Fisiologia por sus trabajos
sobre la regulacion génica del Operén
Lac junto con Jacob y Loeb, el mismo
afio en que publicé el modelo MWC.

[4] Monod J, Wyman J, Changeux JP. (1965). On the nature of allosteric transitions: a 4
plausible model. J. Mol. Biol. 12:88—-118. N
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Modelo de Monod, Wyman y Changeux (1965)

Postulados (principales):

1) El receptor puede existir en dos estados conformacionales
diferentes: relajado (R) y tenso (T). El ligando se une al estado
relajado (Hipotesis Llave-Cerradura).

2) Todas las subunidades deben estar en la misma
conformacion en todo momento. Ej.: para un tetrdmero solo

se admiten estados R, y Tj.
3) Los estados relajado y tenso estan en equilibrio.

[4].Monod J, Wyman J, Changeux JP. (1965). On the nature of allosteric transitions: a plausible model. J. Mol. Biol. 12:88-118.



http://www.unige.ch/sciences/biochimie/Edelstein/Monod Wyman Changeux 1965.pdf

Modelo de Monod, Wyman y Changeux (1965)

HEME GROUP

OXYGEN

HEMOGLOBIN
SUBUNIT

T'STRUCTURE R STRUCTURE
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Modelo de Monod, Wyman y Changeux (1965)

S

S

S

S

S
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S

B B 'S | SS

0 0 1 1 1
= = = @@
S's


http://www.unige.ch/sciences/biochimie/Edelstein/Monod Wyman Changeux 1965.pdf

En este modelo, la
cooperatividad se explica en

base a que el estado T se ve 1.0
favorecido cuando hay pocos (o
ningun) ligandos asociados,
mientras que el estado R se ve
favorecido cuando la cantidad de
ligando asociado es grande.

La curva observada de la
fraccidn de saturacion es una

O
0o
|

R-state

observed

ot
N
|

o
I~
|

Fractional saturation (Y)

T-state

Q
N
|

combinacion de las curvas para Y
los estados T y R. PO, (tor

100



De acuerdo a este modelo, la
afinidad solo se incrementa
cuando todas las subunidades
forman el estado R.

Sin embargo, esto NO es |o
gue se observa
experimentalmente y es la
principal debilidad del
modelol®l.

[5] Lindstrom, T. R., & Ho, C. (1972). Functional nonequivalence of a and 3 hemes in human

adult hemoglobin. Proceedings of the National Academy of Sciences, 69(7), 1707-1710.
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Contenido de la clase

* Recapitulacion de clase (Semana 05/04-08/04)

* MOC
 MOC
 MOC

* MOC

e

e
e
e

0 de Hill

0 de Adair

o Concertado (Monod, Wyman, Changeaux)
0 Secuencial (Koshland, Nemethy, Filmer)




Contenido de la clase

* Modelo Secuencial (Koshland, Némethy, Filmer)



Modelo de Koshland, Némethy y Filmer (1966)

Un afio después de la propuesta del
Modelo MWC, Koshland y sus
colaboradores propusieron una
alternativa conocida como Modelo
Secuencial o modelo KNF.

A diferencia del MWC, el modelo KNF se
basa en la Hipotesis del Encaje por
Induccién (‘Induce-fit Hypothesis’)I®l.

[6] Koshland Jr, D. E., Némethy, G., & Filmer, D. (1966). Comparison of experimental binding data and
theoretical models in proteins containing subunits. Biochemistry, 5(1), 365-385.
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Modelo de Koshland, Némethy y Filmer (1966)

Postulados:

1) El receptor posee dos conformaciones diferentes:
relajada (R) y tensa (T), con diferente afinidad por el ligando.

2) Los estados tenso y relajado se encuentran en equilibrio,
pero ese equilibrio estd modulado por la presencia de

igando.

3) La union con el ligando genera un cambio conformacional
de la subunidad a la que se une e induce un cambio en las
subunidades vecinas, incrementado sus afinidades.

[6] Koshland Jr, D. E., Némethy, G., & Filmer, D. (1966). Comparison of experimental binding data and theoretical models in proteins containing subunits. Biochemistry, 5(1), 365-
385.



https://people.chem.umass.edu/rmweis/Chem728/papers/P15_Koshland_et_al_Biochemistry_1966.pdf
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Modelo de Koshland, Némethy y Filmer (1966)

s sis s's s's
DS TB%“ 3¢

() subunidad ligada

Subunidad no ligada

)

Subunidad no ligada inducida por la presencia de una subunidad ligada vecina

—
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La gran debilidad de este
modelo es que el

receptor solamente Substrate
alcanza el estado %

relajado (R) si todas sus —

subunidades estan N~ — P — Lﬂ

unidas al ligando. NN &
.

Esto también contradice <k
las observaciones
experimentales.
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Comparacion: MWC vs. NFK

Si bien ninguno de los

dos modelos por si . . .
solos puede describir
correctamente la
naturaleza cooperativa
de la Hb, una
combinacion de ambos
modelos permite
entender mejor los
fendmenos de
cooperatividad.

° Fully active R state

O Efficient ligand

Range of the
symmetry model

Range of the
sequential model

ﬁ a - Less active T state
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Comparacion: MWC vs. NFK
Ambos modelos asumen .

gue la cooperatividad

: -, O)
surge de la interaccion ' -

entre subunidades. Esto
es una debilidad tedrica '
gue impide explicar por

qué algunos receptores H ﬂ

° Fully active R state

O Efficient ligand

Range of the
symmetry model

monomericos exhiben
cooperatividad.

Range of the
sequential model

- -
-
L]
a 3
® e
2l
. ﬁ a - Less active T state
® A.
®
® A. ® *.
® e ® e
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Comparacion: MWC vs. NFK

El modelo MWC trata las
diferentes . . .
conformaciones como
estructuras
Independientes del
ligando, mientras que el
modelo NFK trata las
conformaciones como
estructuras intimamente
asocliados a la union
con el ligando.

° Fully active R state

O Efficient ligand

Range of the
symmetry model

Range of the
sequential model

ﬁ a - Less active T state
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Comparacion: MWC vs. NFK
El modelo MWC requiere . . .

gue se mantenga la
simetria estructural de
cada una de las
subunidades a medida
gue se van completando
con el ligando. El modelo
NFK rompe la simetria
estructural para poder
explicar la cooperatividad.

o Fully active R state

O Efficient ligand

Range of the
symmetry model

Range of the
sequential model

a a . Less active T state
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Comparacion: MWC vs. NFK

MWC no admite
cooperatividad negativa: . . .
solo aumenta la afinidad
con un cambio de
conformacion.

NFK explica la
cooperatividad negativa:
la unién de un ligando
Induce una baja de la
afinidad en subunidades
vecinas.
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O Efficient ligand
Range of the
symmetry model
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ﬁ a - Less active T state




ReS U m e ﬂ (de las dos clases)

La Fraccion de Saturacion (Y) es una funcion que permite
estudiar la interaccion entre las concentraciones de un receptor
[R], su ligando [L] y las constantes de asociacion (K;) VY
disociacion (K;) en el equilibrio.

Dicha  funcidon exhibe una curva denominada Hipéerbola
Rectangular.

_a Constante de Disociacion (K,;) se establece para el 50% de
0sS sitios ocupados por ligando (Y = 0.5). A mayor K; menor sera
a velocidad de crecimiento de Y.




ReS U m e ﬂ (de las dos clases)

Para un receptor con n sitios de union con el ligando, podemos
suponer que la uniones entre receptor y ligandos son
independientes entre si: r = nY

A traves de diferentes linealizaciones de la funcion r podemos
obtener parametros importantes de la reaccion tales como K, y
el numero de sitios por receptor (n). (Ej.. Scatchard, Lineweaver-

Burk, Langmuir-Hines).



ReS U m e ﬂ (de las dos clases)

El modelo de Hill surgi6 como una alternativa para explicar
comportamientos de interaccion RL donde no se cumplia la
independencia de unidn entre sitios.

El Numero de Hill (h) permite establecer la relacion de
cooperatividad entre ligandos para con los sitios de su receptor.
A medida que aumenta [L], si h > 1 la union RL favorece otras
uniones (Cooperatividad Positiva), si h <1 (Cooperatividad
Negativa) la unidon RL se ve desfavorecida. Con h = 1 el modelo
vuelve a la independencia de sitios de union (no cooperativo).




ReS U m e ﬂ (de las dos clases)

El Modelo de Adair permite obtener expresiones para receptor
con n sitios con especies intermedias de union.

Dependiendo de si existe simetria, asimetria, interaccion o no
iInteraccion entre las subunidades de un receptor, es posible
expresar la funcion de saturacion en terminos de las constantes
macroscopicas y microscopicas.

Este modelo significo un gran avance en el entendimiento de la
cooperatividad observada en la Hemoglobina.




ReS U m e ﬂ (de las dos clases)

Los modelos MWC y NFK intentan dar una explicacion a los
mecanismos de cooperatividad, aunque ambos son incompletos.

El modelo MWC supone dos estados conformacionales en
equilibrio (relajado y tenso) independientes de la presencia de
ligando. La afinidad solo aumenta cuando el receptor se
encuentra en una unica conformacion.

El modelo NFK supone dos estados conformacionales en
equilibrio cuya presencia se ve favorecida por la presencia de
ligando. La union ligando-subunidad induce la afinidad de union
con otras subunidades.
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