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PROGRAMA D'ENZIMOLOGIA Febrer, 1994 Prof. Dr. Xavier Parés

1. Enzims. Concepte. Introduccid histdrica. Propietats generals. Proteines. Ribozims.
Catalitzadors eficients. Especificitat. Complexe enzim-substrat. Disminucié de I'energia
d'activacié. Regulacié. Cofactors.

2. Clasificacio i nomenclatura dels enzims. Normes de la Comissié Internacional d'Enzims.

Nomenclatura i classificacié de les sis classes principals d'enzims. Altres caracteristiques
necessaries per a determinar un enzim.

3. Cinetica de |a reaccidé enzimatica. Concepte. Mesura de I'activitat enzimatica. Velocitat inicial.

Unitats d'activitat enzimatica. Efecte de la concentracidé d'enzim.

4, Cinética enzimatica. Efecte de la concentracié de substrat. Ordre de reaccié. Ordre de la reaccié
enzimatica. Equacié de Michaelis-Menten. Modificacié de I'equacié de Michaelis-Menten per
Briggs-Haldane. Significat de kcat. Significat de I'equacié de Michaelis-Menten. Reaccions
amb més d'un intermediari enzim-substrat. Significat de Km i Ks. Significat de la constant
d'especificitat: kcat/Km. Reversibilitat de la reaccié enzimatica: equacié de Haldane.
Determinacié de Km i Vmax: métodes de Lineweaver-Burk i d'Eadie-Hofstee. Altres métodes.

5. Cinética enzimatica. Inhibicié de la catalisi enzimatica. Tipus d'inhibidors. Inhibicié
reversible. Inhibicié competitiva. Analisi grafica. Representacié de Dixon. Inhibicié no
competitiva. Inhibicié acompetitiva. Inhibicié mixta. Inhibicié per excés de substrat.
Inhibicié irreversible. Activacié enzimatica.

6. Cinética enzimatica, Reaccions amb més d'un substrat. Reaccions amb dos substrats.
Mecanisme seqiencial ordenat. Mecanisme seqiencial estadistic. Mecanisme de doble
desplagament (ping-pong). Mecanisme de Theorell-Chance. Tractament matematic i analisi
grafica. Estudi del mecanisme de la reaccié utilitzant inhibidors. Estudi del mecanisme per

intercanvi isotopic.

7. Cinética enzimatica. Cinética de I'estadi pre-estacionari. Métodes de mescla rapida. Métodes de
relaxacid. "Bursts" i "lags”. Tractament matematic. Significat de les constants de velocitat.
Significat de k4. La kq com a limit de kcatKm. Significat de k..

8. Cinética enzimatica. Accié de la temperatura sobre la cinética enzimatica. Efectes del pH sobre
la cingtica enzimatica. lonitzacié de residus essencials. Influencia del pH sobre els parametres
cinétics. Evaluacié de les constants d'ionitzacié. Identificacié del grups ionitzables implicats

~ en els procesos d'unid i catalisi.

9. Cin&tica enzimatica. Unié de lligands a proteines. Concepte de cooperativitat. Analisi de la
cooperativitat. Equacié de Hill. Unié de 'oxigen a I'hemoglobina.

10. Cin&tica enzimatica. Model de Monod, Wyman i Changeux. Explicacié dels efectes cooperatius
homotrépics pel model MWC. Enzims al.lostérics. Model de Koshland, Nemethy i Filmer.
Determinacié del model de cooperativitat que segueix un determinat enzim. Exemple d'enzim
amb regulacié al.lostérica: aspartat transcarbamilasa. Cinética sigmoidal en abséncia de

cooperativitat.



11. Especificitat enzimatica. El centre actiu, especificitat i estructura tridimensional. Definicié
de centre actiu. Caracteristiques del centre actiu. Teories sabre I'acoblament entre enzim i
el substrat. Teoria de Fisher (pany i clau). Teoria de Koshland (“induced fit" o acoblament
induit). Hipétesi que impliquen tensié o estabilitzacié de I'estat de transicié. Anticossos
catalitics.

12. El centre actiy. Identificacié dels centres d'unié i de catalisi. Aillament del complexe ES.
Utilitzacié d'analegs del substrat. Modificacié quimica amb inhibidors irreversibles.
Marcadors per afinitat (“affinity labels"). Substrats suicides. Marcadors per fotoafinitat.
Principals aminoacids implicats en el centre actiu i detectables per modificacié quimica.

* Mutagénesi dirigida. Modificacié enzimatica per tractament amb enzims proteolitics.
-Investigacié de I'estructura tridimensional del centre actiu: raigs X, RMN, anticossos
monoclonals. Invariabilitat evolutiva de residus d'aminoacids.

13. Mecanisme de la catalisi. Catalisi acido-basica. Catalisi amb ions metalics. Catalisi covalent.
Efectes de proximitat i orientacié. Canvis en I'entorn. Aspectes energétics de la catalisi
enzimatica. Exemple de mecanisme enzimatic: la carboxipeptidasa A.

14. Regulacid de ['activitat enzimatica. Modificacié de la concentracié d'enzim. Modificacié de les

propietats catalitiques: Variacié de la velocitat en funcié de la concentracié de substrat.
Activacié per precursor i retroinhibicié. Control unit a I'energia. Control hormonal.
Complexos multienzimatics. Compartimentacié. Sistemes lligats a membranes. Enzims
multifuncionals. Polimeritzacié-despolimeritzacié. Unié d'altres proteines. Modificacié
covalent irreversible. Modificacié covalent reversible. Regulacié de les vies metabdliques.

15. Isoenzims. Concepte. Métodes d'identificacié i estudi. Origen dels isoenzims. Diferencies en
propietats entre isoenzims. Significat fisioldgic dels isoenzims. Isoenzims. i evolucié
enzimatica.

16. Enzims en bioquimica clinica. Enzims plasmatics. Enzims i errors congénits del

metabolisme. Enzims com a reactius en bioquimica clinica.

17. Aplicacions biotecnolégiques dels enzims. Enzims com a reactius analitics. Produccié en gran .
escala d'enzims. Enzims immobilitzats: preparacié, propietats i aplicacions. Utilitzacié
d'enzims en differents tipus d'industries.
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