Equilibrios proteina-ligando

» Para que as reaccdes enzimaticas possam ocorrer, € necessario o
encontro molecular entre o enzima e o substrato e a sua associagao num
complexo enzima-substrato

» O processo de associacao de enzima-substrato pode ser tratado como um
caso particular de equilibrio proteina-ligando

» Os processos de associacao proteina-ligando sao iniciadores de uma
grande parte dos processos bioquimicos

« E habitual definir a macromolécula como receptor (R) e a molécula
pequena que se liga a esta como ligando (L)



A constante de equilibrio de dissociagao (Kj)

No caso mais simples cada molécula de receptor pode ligar uma unica
molécula de ligando:

R+Lc——=RL

originando as seguintes equacdes de conservagcao de massa:
[R]; =[RL]+[R]
[L]; =[RL]+[L]

em que [R]; e [L]; s&o as concentragao totais de receptor e ligando.
Este processo é geralmente quantificado pela constante de dissociagdo do
complexo RL, dada por

[L][R]
[RL]

K, =



Constante de dissociagao e energia livre de associagao

A constante de dissociagao K, esta relacionada com a energia livre de

associacgao (AG,,, ding ):
AGy 4ing =—RTIn K, = —RTlnE [LR] j: RThI[[L][R]j
[L][R] [LR]
AGbinding = RT In(K)

A constante de dissociacédo K, € mais usada que K, porque tem dimensoes
de concentragao e pode ser vista como a concentragao de ligando que
produz 50% de saturaciao do receptor



Relacao entre K; e AGy,;4ing @ 25 °C

Ky (M) binding (kCal/mol)*
1073 (mM) —4.08
1074 —544
10~3 —6.80
107% (uM) —8.16
1077 —9.52
10-8 1087 | &
10~° (nM) —1223 | 2
0 e —1359 ¢ —
10~ 11 —~1495 | &
10712 (pM) —~1631 ) @




Complexo biotina-estreptavidina: uma das mais
fortes associacdes nao-covalentes da Natureza

biotina

estreptavidina

Ky~ 10" M Il

Livhah(1993) PNAS 90:5076-5080



Tratamento cinético do equilibrio de associacao

R+ Le=——RL
K, = ko
kl

Considerando o ligando em excesso a reacg¢ao procede com uma cinética
aparente de primeira ordem:

[RL], =[RL] il = exp(~kyt);

Em que [RL]; € a concentragao do complexo binario no instante t e k. € a
constante aparente de primeira ordem da reaccao.



Concentracao do complexo proteina-ligando vs. tempo

[RL], uM

0.012

0.010
0.008

0.006

0.004

0.002

0.000

equilibrio



Tratamento cinético do equilibrio de associacao
[RL], =[RL],, [1-exp(~=kq!)]
Para o caso da associagao reversivel, k., € dado por:
k, =k +k|L]

Determinando k., para uma seérie de diferentes concentragdes de ligando,
podemos obter k; e k_; a partir de um grafico de k,,, em fungdo de [L].
A constante de dissociacado K, pode entao ser calculada a partir de:
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Determinacgao cinética de K

declive = k;,

ord. na origem = Kk,
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Determinagao de K, no equilibrio

Apesar de ser em principio ser possivel determinar K, pelo método cinético
exposto, na pratica ndo é facil pois o equilibrio estabelece-se frequentemente
num espaco de tempo muito curto, tornando dificil este tipo de ensaios.

E muito mais frequente estudar os processos de associacdo proteina-ligando
apos o equilibrio ter sido estabelecido.

L] [R
K d — [ [:EIIE] ]eq Assume;-seNque todas: as
cq estejam indexadas de outra
forma sé&o de equilibrio, logo
abandonamos uso de eq.
[R]; =[RL]+[R] RL] = [LI([R]; —[RL])
[L]; =[RL]+[L] K,
[R]T Isoterma
RL]=——1—
[L]~[L] R S
angmuir
[L], (Langmuir,1916)




[RL], uM
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Isoterma de Langmuir em termos de ocupacao
fraccional

Nao € necessario, e por vezes nem sequer possivel, conhecer a quantidade
total de receptor numa experiéncia de associacgao.

Geralmente existe uma propriedade experimental Y, proporcional a quantidade
de complexo RL presente, tal que:

Y oc [RL] T K,
[L];

Os valores de Y, ., € K, sdo determinados por ajuste a um grafico de Y em
funcao de [L]

1
B=——
y [R] 1+
max T I [L]T
Ocupacéo

fraccional



Ocupacao fraccional (B) versus [L];
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Determinagao de K, na presenca de ligagao nao-especifica

Ligacao
especifica + —
Ligacao nao —(

especifica +



Determinagao de K, na presenca de ligagao nao-especifica
Adicionar ligando marcado:

* e

Ligando marcado
g + > —- A *

Sinal é fungdo da ligagao total
Adicionar ligando “frio” em excesso:

“*
< -
* + —
> *
Sinal é funcao da ligacédo nao-especifica

O ligando frio desloca o marcado do sitio de ligacao especifico, mas nao
do nao-especifico. O sinal restante indica o binding nao-especifico.

[RL] =[RL]g —[RL]

total

especifica nao-especifica




Determinagao de K, na presenca de ligagao nao-especifica
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Métodos experimentais para a determinagao de K,

* Dialise de equilibrio

* Filtracao

« Cromatografia de exclusao
» Métodos espectroscopicos
* SPR (Biacore)

 ITC (isothermal titration calorimetry)



Dialise de equilibrio

Filling and Sampling

L Pots = Receptor

D ® -=Ligand
U 0 \ J/
@ ° .
o - ® Dialysis Membrane
& @ €
©
k. - [Lh[RI,
I 1 [RL]eq
Chamber 1 Chamber 2

Neste método € muito importante ter a certeza que o equilibrio foi atingido
antes de fazer a determinacao de [L] nos dois compartimentos.



Marcha para o equilibrio numa experiéncia de dialise
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Surface plasmon resonance (SPR)
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Surface plasmon resonance (SPR)
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Surface plasmon resonance (SPR)
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Determinagao de K, por SPR

kd
R+ L(T} RL k,(k,) - on rate
-




BIACORE Biacore

from research through drug discovery
and development to QC /
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