Enzimologia ((ww 2owd/ol)

Professors

Programa

1. Enzims. Concepte. Historia. Significaci6 biologica, quimica i practica. Definicions. Classificacio i
nomenclatura. Normes de la Comissié Internacional d'Enzims.

2. Cinética de la reaccio enzimatica. Efecte de la concentracid de substrat: equacié de
Michaelis-Menten. Efecte de la concentracié d'enzim. Velocitat inicial: concepte, determinacio,
representacio. Anomalies. Estat pre-estacionari i estat estacionari: conceptes. Determinacié de la Km i
de la Vmax. Métodes de Lineweaver-Burk i d'Eadie-Hofstee. Altres métodes. Integracié de I'equacio6 de
Michaelis-Menten.

3. Cinética enzimatica. Reaccions reversibles i irreversibles: tractament a l'estat estacionari; relacié de
Briggs-Haldane. Inhibicio per excés de substrat. Reaccions enzimatiques amb més d'un complex
intermedi enzim-substrat: tractament a l'estat estacionari. Compostos quimics intermedis enzim-substrat:
cas de l'acil-enzim.

4, Cinética enzimatica. kcat/Km: concepte; utilitat a baixes concentracions de substrat. Complexos
abortius: fixacid no productiva. Discriminacio entre substrats competitius. Cinética a altes
concentracions d'enzim: diferents aproximacions matematiques.

5. Cinética enzimatica. Inhibicid de la catalisi enzimatica: tipus d'inhibidors. Inhibidors reversibles:
inhibicié competitiva i no competitiva; inhibicié incompetitiva i mixta. Model general. Analisi grafica
dels diferents tipus d'inhibicié. Determinacid de la constant d'inhibicid Ki. Inhibidors irreversibles.

6. Cinética enzimatica. Reaccions amb més d'un substrat: notacié de Cleland. Mecanisme de doble
desplagament (ping-pong); mecanisme seqiiencial ordenat; mecanisme seqiiencial estadistic; mecanisme
de Theorell-Chance. Tractament matematic i analisi grafica. Intercanvi isotopic.

7. Cinética enzimatica. Cinética dels estats efimers o fugagos (transients). Métode de flux continu
(continuous flow), flux detingut (stopped-flow) i de relaxacio. Descripcid, conceptes i tractament
matematic. "Bursts": determinacid de la concentracié d'enzim. Magnitud de les constants de velocitat.

8. Cinética enzimatica. Efecte del pH sobre la reaccid enzimatica. Tractament cinétic a l'estat
estacionari. Funcions del pH de Michaelis. Grups ionitzables. Determinacié del pK dels grups ionitzables
que intervenen en la fixaci6 del substrat i en el procés catalitic. Efecte de la temperatura.
Crioenzimologia.

9. El centre actiu dels enzims. Definici6 i descripcid. Identificacio dels aminoacids constituents del
centre actiu.

a) Métodes que utilitzen la modificacié quimica:

1) Marcatge amb una part del substrat.
2) Marcatge amb substrats suicides.

&) -

o |

13/06/01 11:12 a.m.



3) Marcatge amb quasi (o pseudo) substrats.

4) Marcatge per afinitat.

5) Marcatge amb una quantitat limitada de reactiu especific daminoacids.
6) Marcatge en preséncia d'una substancia protectora del seti actiu.

7) Marcatge mitjangant co-catalitzadors.

b) Meétodes fisico-quimics:

1) Estudis en funci6 del pH.

2) Ressonancia magnetica nuclear.

3) Cristal.lografia de raigs X.

4) Espectroscopia Raman.

5) Marcatge d'aminoacids sense grups reactius.

c) Altres metodes:

1) Mutacio6 dirigida.
2) Comparacio de seqiiéncies.

10. El centre actiu dels enzims. Especificitat i estructura tridimensional del centre actiu. Forces que
mantenen la configuracié estérica de I'enzim. Energies de fixacid. Flexibilitat de la proteina completa.
Flexibilitat del centre actiu. Teories sobre I'acoblament entre enzim i substrat: teories de Fischer (pany i
clau); de Koshland (acoblament induit o "induced fit") 1 de Haldane (tensi6). Enzims amb diversos
subsetis de fixacio de substrat. L'enzim perfectament evolucionat,

11. Casos notables d'especificitat enzimatica. Hiperespecificitat enzimatica: mecanismes "editorials".
Especificitat estérica dels enzims. Seleccio i reconeixement de centres quirals.

12. Mecanismes relacionats amb la catalisi enzimatica. Efectes de proximitat i d'orientaci6: efectes
entropics. Catalisi acido-basica general. Catalisi acido-basica concertada. Catalisi covalent. Catalisi per
distorsio.

13. Mecanismes relacionats amb la catalisi enzimatica. Coenzims, cofactors i grups prosteétics:
definicions. Mecanismes d'actuaci6. Metalls.

14. Regulaci6 de I'activitat enzimatica. Descripcio general dels diferents mecanismes de regulacio.

a) Compartimentalitzacio

b) Modificacié de la concentracié d'enzim: induccio i repressio.

c¢) Modificacio de les propietats cinetiques: efecte de la concentracié de substrats; efecte del pH;
efecte de la concentracio de coenzims, hormones, moduladors positius 1 negatius; diverses formes
quimiques de l'enzim (enzims del metabolisme del glicogen, glutamina sintetasa d'E. coli, etc.);
precursors (proenzims); estat d'agregacio de la proteina; modulacié amb l'edat; complexos
multienzimatics; isoenzims; enzims multifuncionals.

15. Regulacié de I'activitat enzimatica. Enzims amb cinética sigmoidal. Enzims al.lostérics: model de
Monod, Wyman i Changeux; model de Koshland, Némethy i Filmer; model de Rabin; model de Ricard.
Tractament matematic.

16. Desenvolupaments recents. Ribozims: caracteristiques i formes d'acci6. Anticossos amb activitat
catalitica. Enzims sintétics.
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*17. Enzims immobilitzats. Concepte. Técniques de preparacio. Propietats. Aspectes teodrics 1 practics.
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Advances in Enzymology
Annual Review of Biochemistry
Essays in Biochemistry
Methods in Enzymology

Trends in Biochemical Sciences
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