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Introduccio

LAglomeracié Macromolecular Cooperativitat

Els enzims oligomerics poden presentar comportaments que difereixen del model
cinetic classic de Michaelis-Menten. Aquest fenomen s'anomena cooperativitat i és
degut a que la unié d’un substrat a un dels centres actius altera l'afinitat de la resta de
centres actius pel substrat.

El medi cel-lular és un entorn complex format per una gran
guantitat de diferents macromolecules que exclouen un
cert volum al medi. Els efectes causats per aquest volum O
exclos es coneixen com aglomeracié macromolecular!ll. La -

majoria de les dades cinetiques experimentals s’han in viro La cooperativitat pot ser de dos tipus: positiva, si I'afinitat dels centres actius
obtingut treballant en condicions de dissolucio diluida i N0 naie 1 comparacio entre condicions de augmenta per la unié de molécules de substrat; i negativa, si I'afinitat disminueix.

dissolucié diluida (in vitro) i medi cel-lular (in

sOn representatives de I'entorn cel-lular. vivo).

< viabl ’ o o | Cooperativitat positiva [S] és la concentracio de substrat i v és el
Ja que no és viable realitzar mesures cinetiques in vivo per la nombre mig d’ocupacio:

complexitat del medi cel-lular, per estudiar els fenomens | Comportament no cooperatiu Vo
relacionats amb [|'aglomeracio macromolecular es poden V=-s-

Umax
addicionar polimers inerts que actuen com a agents aglomerants

. - | Cooperativitat negativa s és el nombre total de centres actius, v, és la
o obstacles (in vivo-like). En aquest cas s’han fet servir diferents — 70

Imatge 2. Estructura , . velocitat inicial i v_._, és la velocitat maxima.
molecular d'un dextra. concentracions d’un dextra de pes molecular 250 kDa. : max

Imatge 3. Grafica d’Scatchard comparant els tipus de
comportaments cooperatius.

~

Objectiu U'enzim que s’ha estudiat, L-Glutamat Deshidrogenasa (GDH), és un hexamer que
catalitza la reaccié de desaminacio oxidativa del L-glutamat a a-oxoglutarat mitjancant la

Estudiar la cooperativitat i I'efecte de I'aglomeracio macromolecular sobre aquesta reduccié del NAD* a NADH!2l j presenta cooperativitat negatival3!.

en el cas de I'enzim L-Glutamat Deshidrogenasa (GDH).

Q_a reaccio s’ha seguit mitjancant mesures espectrofotometriques.!4! Y

Resultats

Per interpretar el mecanisme de |la cooperativitat de la GDH es van proposar uns models basats en les interaccions entre el substrat i els centres actius de
les diferents subunitats que formen I'enzim!>l. El model que millor ajusta les dades experimentals té en compte tres constants microscopiques d’associacio
(k,, k, i k3), que es poden representar segons l'esquema:

Imatge 4. Esquema de les constants
microscopiques d’associacié del model
de cooperativitat proposat. En aquest
esquema només es representen les
constants d’un dels trimers que formen

I'enzim (hexamer), per l'altre trimer les
constants sén iguals. Imatge 5. Estructura 3D de la

GDH (330 kDa) amb cada
GDH L-Glutamat subunitat numerada.
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K. és la constant d’associacio efectiva del substrat: (S] (mM) . (S] (mM)
rafica 4. Variacié de la velocitat inicial respecte la concentracié de rafica 5. Grafica catchard per les dades experimentals, els rafica 6. Evolucié de K. en funcié de la concentracié de substrat per les dades
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D E— els errors, que son de 'ordre dels obtinguts per dissolucid diluida que

es troben al grafic 2.

La relacio de K. amb el nombre mig d’ocupacio és:

Condicions k, (106 M) k,(10€ M-1) k3(10° M-1) (10 M-s?)

Vmax

1 V Dissolucié 2,8+0,3 1,0+0,2 2,6+0,4 1,39 0,03 Taula 1. Valors obtinguts per
K ([ ]) — les constants  d’associacié
c [ S] S —V 25 g/L agent aglomerant 2,3%0,3 0,7+0,2 2,6 0,6 1,42 + 0,05 microscopiques i la velocitat
maxima a partir dels ajustos al

50 g/L agent aglomerant 2,9+0,4 0,9+0,2 2,7+0,6 1,25 + 0,05 model proposat.
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