Niveles de control de la actividad enzimatica

Por la concentracion de sustrato(s) y producto(s) de la reaccién

Por efectores alostéricos estructuralmente distintos de los reactantes

Efectores: Activadores o Inhibidores.
puede haber varios efectores simultaneos

Por modificacion covalente de la enzima

Reversible

Irreversible (activacion de precursor)

Por la existencias de diferentes Isoenzimas

En distintos tejidos, o en diferentes situaciones metabdlicas en el
mismo tejido

Por modificacién de la cantidad total de la proteina

Biosintesis

Degradacién




La Aspartato transcarbamilasa se inhibe alostéricamente por el producto final de su propia via metabdlica

Reacciéon ATCasa. La aspartato transcarbamilasa cataliza la etapa limitante: la condensacion de aspartato y carbamilfosfato para formar

N-carbamilaspartato, en la sintesis de pirimidinas
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La citidina trifosfato, uno de los
productos finales de la via de sintesis
de pirimidinas, inhibe a la aspartato
transcarbamilasa, a pesar de tener
poca semejanza estructural con los
reactantes o los productos
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La ATCasa desarrolla una cinética sigmoidea. La
formacion de producto en funcién de la concentracion
de sustrato genera una curva sigmoidea porque la
union del sustrato a un centro activo favorece la
conversion del enzima entero al estado R, de forma
que aumenta la actividad de los demas centros activos.
Asi pues, los centros activos muestran cooperatividad

+0,4 mM CTP
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La citidina trifosfato (CTP) estabiliza
el estado T de la ATCasa, haciendo
mas dificil que la union del sustrato
permita al enzima pasar al estado
R. El resultado es que la curva se
desplaza hacia la derecha.



ATCasa composicion: el complejo consta de subunidades cataliticas y reguladoras
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Estudios de ultracentrifugacion de la ATCasa nativa (A), y del enzima
después del tratamiento con p-hidroximercuriobenzoato (B) demuestran que

S——Hg— coO-
T el enzima se puede disociar en las subunidades cataliticas y reguladoras.
i@
Gl Dimero
A regulador
Modificacion de los residuos de cisteina. El p-hidroximercurio benzoato
reacciona con residuos de cisteina cruciales de la aspartato
transcarbamilasa. Cade
Estructura de la ATCasa. (A) La estructura cuaternaria de la
aspartato transcarbamilasa vista desde arriba. El dibujo es una
representacion simplificada de las relaciones entre las de zinc
subunidades. Solo resulta visible uno de los trimeros [cadenas ¢
cataliticas, en naranja y amarillo]. El otro trimero queda oculto B o
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Identificacion de los centros activos
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N-(fosfonacetil)-L-aspartato
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El PALA, un analogo bisustrato. (Arriba) el ataque nucleofilico del
grupo amino del aspartato sobre el carbono carbonilico del
carbamilfosfato genera un intermediario en el proceso de formacién de
N-carbamilaspartato. (Abajo) el N-(fosfonacetil)-L-aspartato (PALA) es
un analogo de este intermediario de la reaccion y resulta ser un
potente inhibidor competitivo de la aspartato transcarbamilasa.

6A
Estado T Estado R

Transicion del estado T al R. La aspartato transcarbamilasa presenta
dos conformaciones: el estado T (tenso) compacto, relativamente
inactivo; y el estado R (relajado), expandido. La unién del PALA
estabiliza el estado R.

Subunidad
catalitica

Centro activo de la ATCasa. Se muestran algunos residuos del
centro activo, cruciales para unirse al inhibidor PALA. El centro
activo esta formado principalmente por residuos de una subunidad,
pero la subunidad adyacente también contribuye con residuos
importantes (en verde)

Estado T Estado_R
(menos activa) (mas activo)

Favorecido por la union del sustrato

Favorecido por la unién de CTP

Los estados T y R estan en equilibrio. Aun en ausencia de cualquier
sustrato o regulador, la aspartato transcarbamilasa presenta un
equilibrio entre los estados T y R. En estas condiciones, el estado T
estéa favorecido en un factor de aproximadamente 200.



Curva del estado R

Curva del estado T El CTP estabiliza el estado T. La unién _-—
de CTP a la subunidad reguladora de la Estado T
ATCasa estabiliza el estado T o
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Fundamentos de la curva sigmoidea. La generacion de la curva sigmoidea por efecto de la
cooperatividad puede entenderse si imaginamos el enzima alostérico como una mezcla de
dos enzimas michaelianos, uno con un elevado valor de Km, que corresponde al estado T y
otro con un bajo valor de Km, que corresponde al estado R. Cuando la concentracion de
sustrato aumenta, el equilibrio se desplaza del estado T al R lo que provoca un brusco
aumento de la actividad respecto a la concentracion de sustrato.
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curva se desplaza a la izquierda (en azul). completamente este efecto (curva central



Esquema simplificado de las interacciones alostéricas en la sintesis de bases puricas y pirimidinicas en E.coli
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Proteina Kinasa A (PKA): Un enzima alostérico con subunidades cataliticas (C) y reguladoras (R) disociables
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proteina kinasa A. (cAME)

reguladora (R2) y dos subunidades cataliticamente activas (C).
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amarillo) se une a una hendidura situada entre los dominios del

enzima. EI ATP queda adyacente al centro activo. también son importantes las interacciones hidrofébicas. El residuo de

isoleucina del pseudosustrato establece contacto con un par de
leucinas del enzima.



Modificaciones covalentes comunes de la actividad de proteinas

Ejemplo de

Modificacion Molécula dadora proteina modificada Funcién de la proteina
Fosforilacion ATP Glucégeno fosforilasa Regulacién de

la glucosa:

transduccidn de energia
Acetilacién Acetil-CoA Histonas Empaquetado del DNA;

transcripcion
Miristilacién Miristil-CoA Src Transduccion de sefales
ADP-ribosilacion NAD RNA polimerasa Transcripeion
Farnesilacién Famesilpirofosfato Ras Transduccion de senales
v-Carboxilacién HCO; Trombina Coagulacién de la sangre
Sulfatacién 3'-Fosfoadenosina-5'- Fibrinégeno Formacion del codgulo

fosfosulfato sanguineo

Ubiquitinacion Ubiquitina Ciclina Control del ciclo celular

Ejemplos de reacciones de modificacién de enzimas
Modificacién covalente

Residuos aminodcidos que se sabe
aceptan la modificacién covalente
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La fosforilacién es un mecanismo muy eficaz para regular la actividad de las proteinas por motivos estructurales,
termodinamicos, cinéticos o reguladores
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1) Un grupo fosforilo afiade dos cargas negativas a la proteina que modifica — posibilidad de nuevas interacciones ocasionando
cambios estructurales que pueden modificar la unién del sustrato y la actividad catalitica.

2) El grupo fosfato puede establecer tres o0 mas enlaces por puentes de hidrégeno.

3) La energia libre de fosforilacion es grande ( - 50 kJ mol-1) aportadas por el ATP, el 50 % se conserva en la proteina fosforilada y la
otra mitad en hacer irreversible el proceso. Recuérdese que un cambio de energia libre de 5.69 kJ / mol repercute por un factor de 10
en la constante de equilibrio. Por tanto, la fosforilacién puede alterar el equilibrio conforrmacional entre los diferentes estados
funcionales de la proteina por un factor del orden de 10 exp 4.

4) La fosforilacién y desfosforilacion, pueden ser muy rapidas o lentas. Las cinéticas pueden ajustarse a las necesidades de cada
proceso fisioldgico.

5) La fosforilacion puede desencadenar efectos amplificados: Una quinasa puede fosforilar centenares de moléculas de una proteina
diana, si se trata de una enzima, puede tener lugar una amplificacién ulterior, porque cada una de las moléculas puede transformar un
gran numero de moléculas de sustrato.

6) El ATP es la unidad bioldgica de energia, el uso de este compuesto como dador de fosforilos, conecta el estado energ’rtico de la
célula con la regulacion del metabolismo.



Regulacidn de la actividad de la glucégeno fosforilasa por modificacion covalente
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Cascada de la adrenalina. La adrernalina provoca una serie de reacciones en = e
hepatocitos en las que unos catalizadores activan otros catalizadores, dando b4 {l
como resultado una gran amplificacion de la sefial. La union de un pequefio i Gh'msa I
numero de moléculas de adrenalina a los receptores especificos 3-adrenérgicos ﬁn_.._ SSLER B '
en la superficie celular activa la adenil ciclasa. Para ilustrar la amplificacién, se
muestran 40 moléculas de AMPc producidas por cada molécula de adenil ciclasa; Glucosa sanguinea | 10.000x moléculas |

las 40 moléculas activan 10 moléculas de PKA, cada molécula de PKA activa 10
moléculas del siguiente enzima, y asi sucesivamente. Estas amplificaciones son
probablemente mucho menores que la realidad.



Fosforilasa kinasa
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En la forma mas activa del enzima, la fosforilasa a,
residuos de Ser especificos, uno en cada subunidad,
se encuentran en estado fosforilado. La fosforilasa a
se convierte en fosforilasa b, que es menos activa,
por pérdida enzimatica de estos grupos fosforilo,
promovida por la fosforilasa fosfatasa. La fosforilasa
b se puede reconvertir (reactivar) en fosforilasa a por
accion de la fosforilasa kinasa.

La glucogeno fosforilasa del higado como
sensor de glucosa. La fijacion de glucosa
a un sitio alostérico de la glucégeno
fosforilasa a induce un cambio
conformacional que expone el residuo de
serina fosforilado a la accién de la
fosforilasa a fosfatasa. Esta fosfatasa
convierte a la fosforilasa a en fosforilasa
b, reduciendo la actividad del enzima en
respuesta a la alta concentracion de
glucosa en sangre

OH OH

| |
CH, CH,
Bc .tG_J_c_!

Fosforilasa b
(menos activa)



Control hormonal Control de la actividad glucogeno fosforilasa. El enzima puede
adoptar la configuracién T, enzimaticamente inactiva (arriba), o la

Adrenalina forma R, cataliticamente activa (abajo). La conformacion de la
i fosforilasa b esta controlada alostéricamente por efectores como
Glucagon AMP, ATP y Glucosa-6P y, por lo general, en condiciones
fisiologicas, se encuentra en el estado T. En cambio. La forma

2ATP 2ADP modificada del enzima, la fosforilasa a, no responde a estos

_ efectores y se encuentra principalmente en el estado R, a menos
Fosforilasa @
quinasa
1

que exista un nivel elevado de glucosa. En condiciones fisiolégicas
-~
Fosfoprm
fosfatasa

normales, la actividad enzimatica de la glucogeno fosforilasa viene
9P, 2H,0
Glucosa .l
Y Control alostérico

- determinada esencialmente por sus velocidades de modificacion y
-AMP (musculo) ® i
e -Glucosa (higado
orma
(activa)

Forma T
(inactiva)

ATP

y/o
G6P

A

desmodificacion. Observese que solamente la forma T del enzima

esta sujeta a fosforilacion y desfosforilacién, con lo que la union de

los efectores afecta las velocidades de modificacién/desmodificacion
Fragmento del dimero de la glucogeno fosforilasa a, en las proximidades de la zona de contacto de subunidades, que indica las posiciones de los
grupos fosforilo de la SER 14. Los AMPs unidos en los centros de unién del efector alostérico y las moléculas de glucosa unidas al centro activo.



1)
2)
3)
4)
5)
6)

Modificaciones covalentes irreversibles

Muchas proteinas se activan por escisiones proteoliticas especificas

Los enzimas digestivos que hidrolizan a las proteinas son sintetizados como zimégenos en el estdmago o en el pancreas.

La coagulacién sanguinea esta mediada por una cascada de activaciones proteoliticas.

Algunas hormonas proteicas se sintetizan como precursores inactivos. Ejemplo, la insulina

La proteina fibrosa colageno, principal componente de la piel y del hueso deriva del procolageno.

Durante el desarrollo y post-parto se reabsorbe grandes cantidades de colageno. La conversion de procolagenasa en colagenasa.

La muerte celular programada o apoptosis. La activacion de las caspasas a partir de las procaspasas.

Zimégenos gastricos y pancreaticos

‘ Lugar de la sintesis Zimégeno Enzima activo

| Estomago Pepsindgeno Pepsina
Pancreas Quimotripsindgeno Quimotripsina
Pancreas Tripsinégeno Tripsina
Pancreas Procarboxipeptidasa Carboxipeptidasa
Pancreas Proelastasa Elastasa

Ribosomas unidos al

reticulo endoplasmico v

Complejo
de Golgi

Granulo de
zimbgeno

Secrecion de zimégenos por una célula acinar del
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16T
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Tripsina
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7 245
Ile

Activacion de zimogenos por rotura proteolitica. Se muestra la
formacioén de quimotripsina y tripsina a partir de sus zimégenos. Las
barras represenan la secuencia primaria de las cadenas polipeptidicas.
Los aminoacidos en los extremos de los fragmentos polipeptidicos
generados por la rotura se indican debajo de las barras. Los niumeros
representan las posiciones de los aninoacidos en la secuencia primaria
de los zimogenos quimotripsindgeno o tripsindgeno (el aminoacido N-
terminal es el numero 1). Las tres cadenas polipeptidicas (A,By C) de la
quimotripsina estan unidas por puentes disulfuro (esquema de la
derecha).

Enteropeptidasa

T

Tripsinégeno Tripsina
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La enteropeptidasa (secretada por las células del
duodeno) inicia la activacion de los zimdgenos
pancreaticos mediante la activacion de la tripsina,
la cual activa después a los demas zimdgenos. Los
enzimas activos se representan en amarillo; los
zimogenos en anaranjado



Propiedades de la union proteina-ligando
Kd = 0.1 pM 6 KDa
AG® =-75KJ / mol

vida media del complejo = varios meses

Compleif: 'tripsina-inhibidor Inhibidor pancreatico de
pancreatico de la tripsina la tripsina en forma libre

Interaccién de la tripsina con su inhibidor. Estructura del complejo de la tripsina (amarillo) y el inhibidor pancreatico de la
tripsina (rojo). La lisina 15 del inhibidor penetra en el centro activo del enzima y forma un puente salino con el aspartato
189 de este centro activo. El inhibidor unido al enzima y el inhibidor libre tienen una estructura casi idéntica.



Isoenzimas: el sistema LDH

Cambios en la expresion de las formas Patron de distribucion de isoenzimas de LDH
isoenzimaticas de LDH de corazén de
rata a lo largo del desarrollo
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Migration — Migration —

Alteracion del perfil electroforético de los isoenzimas de LDH en suero humano
como consecuencia de un infarto de miocardio.





