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RESOLUCIONES

Ejercicios Complementarios —Mdédulo 2

INTERACCIONES RECEPTOR-LIGANDO
Seccion Biofisica y Biologia de Sistemas
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica

1) (Exdamen 17/2/2011):
Un receptor simple (hiperbdlico) se encuentra en equilibrio con su ligando.
Inicialmente, la mitad de las moléculas del receptor estan formando complejo. Si
se agrega ligando al sistema hasta que el 75% del receptor esta ocupado,
determine por qué factor se ha incrementado la concentracion de ligando libre.

Resolucién: Un receptor simple, o hiperbdlico en equilibrio con su ligando sigue la curva
de saturacion
[L]

Y =———
Ko s+ [L]

Inicialmente, se sabe que Y = 0.5, lo que quiere decir que [L] = K, ;(esta es la definicion
de Ku.s, pero puede verse sustituyendo en la ecuacién). Sabiendo esto, el factor por el
cual incrementé la concentracion de ligando es lo mismo que buscar [L]/K, 5. Saber que
para la nueva concentracion de ligando, el 75% esta ocupado nos dice que:

075—3—
. _4_

con lo que:

y finalmente

2) Considere un receptor hiperbdélico con un sitio de unién para el ligando. En un
experimento de union receptor-ligando, se constata que el 50% de los sitios del
receptor se encuentran ocupados cuando la concentracion de ligando libre (L) es
1 mM. Indique qué valor adoptara la fraccion de saturacion de dicho receptor
cuando se triplica la concentracién de L.

Resolucion:



BIOFiSICA-Préacticos 2020

Y1..
0.5
Ka [L]
[L14 1, _ q. . _
= oIl 2 aK,=1[L]%;q=1

Entonces:
K, = 1073 M

Por lo tanto, cuando se triplica la [L], tendremos que:

3.1073 — 0.75

"~ 1073+3.1073

3) Supongamos que tenemos un receptor simple con tres sitios de uniony constante
de disociacion K; = 1 mM, ¢ cudl seria el niUmero de sitios ocupados por molécula
de receptor (r) para unasaturacion del 50%.

Resolucién: Como sabemos, para un receptor simple, la funciéon ren funcion de la
concentracion de ligando tiene laforma

L]
" K+ 1]

Tenemos como informacion que K; = 1 mM y nos pregunta cuél es el valor de r cuando
la saturacion es del 50%.
[L]

Kq+[L]
de donde rapidamente se deduce que la concentracion de ligando debe serigual a K,

para que la saturacion sea Y.

Ahora, siendo un receptor simple, sabemos que la saturacion, Y, esiguala Y =

Entonces, conociendo la concentracion de ligando (1 mM) y el namero de sitios (3),
solo debe sustituirse en la ecuacion der, llegando a que:
_on[l] 3x1mM
CK;+[L] 1mM+1mM

3/2
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4) Sitenemos un receptor simple con dos sitios de uniony constante de disociacion
K, =10 mM, ¢cuédl seria la concentracion de ligando para que la saturacion sea
del 90%7?

Resolucion: Partiendo de la ecuacion:

[L]

Y=—"7-=09
Kq +[L]

Rapidamente se puede despejar la concentracion de ligando correspondiente para
alcanzar un cierto nivel de saturacion, conociendo la constante de disociacion.
Entonces:

[L]= 0.9K, + 0.9[L]

[L]—09[L] = 09K, = 0.1[L] = 0.9K,
[L] =9K, = [L]=90mM

5) Muestre que para un receptor hiperbdlico:
S

Y =
K+s

DondeY: funcién de saturacion; s: concentracion de ligando sustrato; K: constante de
disociacion), la curva de saturacion puede obtenerse del cuadrante inferior derecho de
la hipérbola equilatera:
A
y=——; xR
X

Indique cuales son los cambios de coordenadas necesarios para obtenerla ecuacion de
saturacion del receptor a partir de dicha hipérbola equilatera.

Resolucién:

Comenzaremos dibujando el grafico de la hipérbola equilateray vs. x. A continuacion,
superponemos el grafico anterior con el grafico de velocidad de reaccion (V) vs.
concentracion de sustrato (s), desfasando este ultimo unadistancia K=Km en la direccion
horizontal. Como se puede observar, la curva del cuadrante inferior derecho de la
hipérbolaequilatera, describe la hipérbolarectangularde Michaelis-Menten dela cinética
enzimatica asi como la funcion de saturaciéon de un receptor monomerico:
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V., _Vm
Km +s

v
h ;‘ﬂ

K Km

Ahora, realizaremos los siguientes cambios de variable, a efectos de alinear el eje “x”

con el eje “s”, y el eje “y” con el eje “V”:

X=K+s

y=V-b

De esta manera, la ecuacién de la hipérbola equilatera de mas arriba, queda escrita
como:

(K+s)(V-b)=(K+s)(V-Vm)=-A

Observemos quesis =0,V =0. Porlo tanto (K ) (-vm) = - A. De esta forma, podemos
escribir:

(K+s)(V-Vm)=-KVm

A partir de lo anterior, podemos entonces despejar V:

v KWn+V, —KVm + Vm(K+ s) ;KVEiKV6+Vms
= — m = =
K+ s K+ s K+ s
Vm.s
=> =
K+ s
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Para el caso del receptor monomérico, consideraremosqueV =Y yVm = 1, con lo cual:

S
K+ s

Y =

6) Considere un receptor hiperbdlico R que se une a un ligando L. Este receptor es
capaz a su vez de unirse a un segundo ligando I, de forma también hiperbdlica,
en el mismo sitio de unién de L, por lo que no puede estar unido aambos a la vez.
Llamaremos K, a constante de asociacion entre R y L y K, a la constante de
asociacionentreR e I. K, y K, no son necesariamente iguales.

a) Determine la expresion de lafraccion de saturacion del receptor por unién a L, en
funcion de las concentracionesde Le |.

b) ¢Es posible establecer una constante de disociacién “aparente” entre R y L que
contemple la presencia de /? Hagalo.

c) En presencia de una cantidad constante de I, ¢cambia la hiperbolicidad de la
relacion entreY y L?

d) BosquejeY vs L para distintos valores de I.

Resolucién: El sistema puede representarse de la siguiente forma:

K,
R+L=RL

K
R+1=RI

A partir de esta representacion podemos escribir la fraccion de saturacion como sigue:

v = [RL]
L [R] +[RL] + [R]]

Tomando las relacionesentre las concentraciones en equilibrio de las especies quimicas
y las constantes de asociacion:

_ I[RL] ., _ [RI]
RIL1’ T [RIMN

K,

Podemos reescribir Y, de la siguiente manera:

v = [RL] _ K, [R][L] _ K, [L]
" [RI+[RL1+[RI] [R1+ K, [RI[L]1+ K [RI[1] 1+ K,[L]+ K[I]
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Operaremos sobre los términos del denominador que son independientes de la
concentracion de L, y multiplicaremos numeradory denominador por el inversode K :

_ [L]
YA+ KD+ (L]

Podemos definir K, ,,qrente = (1 + K [I])%, una constante de disociacion observable

experimentalmente, para distintos valores de concentracién de I.

La incorporacién del ligando I genera cambios en la constante de asociacion observada,
pero no cambia la cooperatividad observada para la unién entre R y L, esto lo podemos
ver facilmente introduciendo la expresion de K, aparente en la fraccion de
saturacion por L:

aparente

[L]
KD aparente + [L]

Aquise puede ver facilmente que la relacion entre Y, y [L] sigue siendo hiperbdlica.

Y, =

0,9
0,8
0,7
0,6

= 0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
(L]

—[I]=0 [=1/KI [1=2/KI

Compruebe que cuando [I]=0, K,
K

D aparente

=K, real; cuando [I] = 1/KI,
= 3K, real.

aparente

= 2K, real; y cuando [I] = 2/KI, K,

aparente

Nota: Todo este desarrollo corresponde al estudio del efecto de un inhibidor competitivo
a launién no cooperativa de un receptor y un ligando. Otras formas de inhibicion pueden
ser estudiadas de forma similar.

7) Estudiandolaforma en la que un cierto receptor se une aun ligando, se obtienen
valores de fraccion de saturacion en funciénde concentracion deligando. Cuando
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se grafica Y vs Y/L? se obtiene unarecta de pendiente negativa, que corta el eje
Oy en 1. ¢ Se comporta este receptor de forma hiperbdlica o cooperativa?

Resolucién: Con lainformacion brindada por la letra del ejercicio, podemos plantear la
siguiente relacion entre Y e Y /L?:

Y=1- aLL2
Donde “a” es un parametro positivo dado por el opuesto de la pendiente de larecta
obtenida.

A partir de esto necesitamos obtener una expresién de Y vs L. Existen varias formas de
hacerlo. Unaforma sencillade hacerlo es:

L? —aY
Y=1—aL12=T > YI2=12—aY = YL2+aY =LY (L2 + a) = L2
L2
Y=——
a+L?

En esta expresion “a” es la constante de disociacion, y los términos de orden dos en L
indican que estos datos se ajustan bien al modelo de Hill, con cooperatividad positiva,
debido a que el numero de Hill es mayor que 1.

8) Alanalizarlos datos de unién de un ligando a una molécula de receptor se obtuvo
el siguiente grafico:

Ln (i_Y)

Ln ([LD
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sitios ocupados

a) Obtenga una ecuacion que relacione la fraccidén de saturacion Y = —
sitios totales

con la concentracién de ligando libre (L) en la que figuren los valores numéricos de
los parametros relevantes.

b) Proponga un esquema de unién que explique los datos derivados del grafico, y
explique el significado de la pendiente del mismo en el contexto del modelo
propuesto.

Resolucioén:
a)
R+4qL S RL,
_ [RLq]
Ko = [R1[L]7 &)
[RLq]
"~ [RLq] +[R] (2)

De laecuacion (1) podemos despejar [RLq] = K,[R][L]? Sustituyendo estoen la
ecuacion (2) obtenemos:

v K JRI[L]T K BRAHLIT K,[L]Y
~ K,[RI[L]? + [R]  ERIK,[L]? + 1)  K,[L]T + 1

a

(3)

Por su parte, como K, = 1/K,, sustituyendo en la ecuacion (3) tenemos que:

UKL e

C1/Ky[L)T + 1 K, +[L]4 (4)

Ahora, invirtiendo la ecuacion (4) obtenemos lo siguiente:

1 _ Kg#[LlT Ky 1-Y _ K
T T T
Invirtiendo nuevamente lo anterior:
Y _ W
=k ©

Aplicando Ln a ambos lados de la ecuacion (5), obtenemos que:

In (Ly) =In (%) = qIn[L] — In(K,) (6)
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La ecuacion 6 (ecuacion de Hill) claramente describe la recta del grafico de mas arriba.
A partir de dicha ecuacion, puede deducirse que la pendiente del grafico correspondera
al parametro q (o numero de Hill “h”), mientras que el valor de la ordenada en el origen
es —In(K,). De esta forma, a partir de los valores que se muestran en el grafico, podemos
escribir la ecuacion (6) (la cual relaciona Y con [L]) con los valores de los parametros de
interés:

1n<1fy)=%ln[L]—4

b) Un posible esquema de unién que explica los datos del grafico, es uno segun el cual
la unién delreceptor al ligando presenta cooperatividad negativa. Es decir, que a medida
gue el receptor se satura, la afinidad de los sitios del receptor para la union del ligando
vadisminuyendo. En este contexto, dado que el grafico de la figuracorresponde al grafico
de Hill, la pendiente del mismo (numero de Hill, “h”) sirve como indicador de
cooperatividad. Asi, el hechode que h < 1 (h = 1/2), es un indicador que apoya el
comportamiento de cooperatividad negativa del esquema de unidn propuesto

9) Se estudia una interaccion receptor-ligando que se sabe sigue el modelo de Adair
para un dimero simétrico. Por estudios anteriores, sabemos que los valores de las
constantes cinéticas microscépicas son k,=05M"' 'y k, = 15M1L
Sabiendo estos datos, ¢ para qué valor de concentracion de ligando libre ([L]) se
esperaque Y = 0.5?

Resolucion: Un dimero simétrico, segun el modelo de Adair, sigue la formula:
2k, [L] + 2k, k,[L]?

T 2(1+ 2k, [L) + k Ry [L]7)

sustituyendo los valores de k,, k, e Y:

1 1ML+ 15M%[L]?

2 2(1+1M-t[L]+ 0.75 M~2[L]?)
de donde obtenemos que:

0.75 M~2[L]? = 1

/ 1
= _— 2 =
[L] oM?=1154M

10) Dada la definicion delnumerode Hill, probar que h,,, = 1 si el receptor es simple.

con lo que:




BIOFiSICA-Préacticos 2020

df (x)

Nota: Es util utilizar la siguiente propiedad: YO —
dlnx dx

Resolucion: Por definicidn, el numero de Hill se corresponde con la pendiente del
grafico de Hill, en otras palabras:
Y
d[in(:=)]

ML) = =]

D

Entonces, se debe aplicar la definicion de namero de Hill a la funcién de saturacién del
receptor simple

[L]

Y = 2
Ko+ P
. - ain()] .
Primero, notar que se puede reescribir h(L) = [L]# (3) segun la propiedad

sugerida.

Como siguiente paso, debemos calcularla expresion 1’_/—Y sustituyendo Y por la
ecuacion (2)
[L]

Y | R FI[L]
1—-Y [L]
=&, vy
[L]
K;+[L] [L]/ (K4 +[L]D

~ Ky + [L] []

C T (K + LT = LD/ (g + 1L
K, + L] ‘K, +[L]

Y [L]

vk, ®

Ahora, si volvemos a la ecuacion 3 con este resultado, tenemos que;
Y [L]
db“(léYﬂ==UJdm<RZ)
d[L] d[L]
[L]
[”_ﬁﬁLZUHmm_m&ﬂquﬂzl

= h(L) =1 para cualquierconcentracion de ligando, en particular h,,, = 1

[L]



