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Interaccions entre biomolecules




Termodinamica de les Interaccions entre biomolecules

Constant d’associacio (K,)
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CH DS
NKp= - — + — ,
RT R van't Hoff Plot

T

L’entalpia no és independent de la temperatura w=p»  No linealitat




Termodinamica de les Interaccions entre biomolecules

DH: Balancg de la forga d’interaccid entre receptor i substrat
respecte al solvent

Perdua de llibertat conformacional durant la complexacio

Alliberament de molecules de solvent durant la complexacio




Microcalorimetria

Isothermal Titration Calorimetry (ITC)




Esquema de les cel-les d’un microcalorimetre ITC

Xeringa
automatica

Potencia constant

Potencia variable

Cel-la de Cel-la de
referencia treball

Bloc adiabatic




Experiment de valoracio isotermic

Cel-la de treball

Addicio de 30 aliquotes identiques
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Tractament de dades d’'una valoracio

. Integracio
Dades primaries Dades transformades
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Experiment de valoracio isotermic

B Dilucio

A Valoracio
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Experiment de valoracio isotermic

Dilucié

Valoracio
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Experiment de valoracio isotermic

B Dilucio

A Valoracio
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Tractament de dades d’'una valoracio

» DS: entropia del procés

DH: entalpia del procés } Eq. de Gibbs
Calcul iteratiu K,: constant d’associacio
n: namero de llocs d'interaccio
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Sistemes amb diferent afinitat

El parametre (c)

[M],. : concentracio inicial a la cel-la

c =nK, [M]. K,: constant d’associacio
n: numero de llocs d’interaccio

AQIAHX, V)




Aplicacions al desenvolupament de receptors sintetics

Estudi termodinamic de la selectivitat de complexac i0 amb oxoanions en metanol
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Chemical Communications (2001), (16), 1456-1457




Aplicacions al desenvolupament de receptors sintetics

Estudi termodinamic de la selectivitat de complexac i0 amb oxoanions en metanol

K,=15%0,2-10* M- K,=3,2%0,3-10°M K,=4,6+1,0-106M
DH = +3,0 kcal/mol DH = +2,9 kcal/mol DH = +2,7 kcal/mol
TDS = +8,6 kcal/mol TDS = +10,3 kcal/mol TDS = +11,6 kcal/mol

Chemical Communications (2001), (16), 1456-1457




Aplicacions al desenvolupament de receptors sintetics

Estudi termodinamic de la selectivitat de complexac i0 amb oxoanions en metanol

K,=4,6+1,0-106M
DH = kcal/mol
TDS = +11,6 kcal/mol

Forta solvatacio de 'ani6 sulfat que es romp duran t
la complexacié amb gran alliberament de mol-lecules
de dissolvent

Chemical Communications (2001), (16), 1456-1457




Interaccions termicament neutres

Compensacio entalpia-entropia

K,=~ 1013 M1
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a qualsevol T
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kl/mole of injectant
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Temperature °C

Molar Ratio Biochemistry 2000, 41, 10446-10453




Aplicacions al desenvolupament de nous farmacs

Proteines: objectiu habitual del desenvolupament d’'un medicament

Contribucio de DH i DS ==mp Disseny de lligands d’elevada afinitat
ITC

Efecte del pH — Increment de la biodisponibilitat

_ _ @ Poca pérdua entropica durant la complexacio: K, superior
Lligands rigids <

O Ineficac contra mutacions
—

_ _ © Major pérdua entropica durant la complexacio: K, inferior
Lligands flexibles <

@ Més eficac contra mutacions

N~




K

app =

(1+ Kaw [X])

Equilibris de competicio

Proteasa del VIH-1

Inhibidors

Ac-pepstatin KNI-764

KNI-764




Extensio del rang de K, mesurable

K,~10° M1 Sensibilitat dels equips

— DGbCOH + DG P _ DG PL

prot

DG és una funcio d’estat




Aplicacio a la interaccio entre proteines

Estudi de la interaccio especifica entre dues subunitats proteiques

DNA Polimerasa

2 cisteines

Journal of Virology (2004), 78(1), 158-167




Aplicacio a la interaccio entre proteines

Un peptid sintetic corresponent a I'extrem C-terminal reconeix especificament la
subunitat UL44

Peptid sintetic

DH: -16.4 kcal/mol

TDS: -8.1 kcal/mol
K, 1.5-10% M1

o
n:. 1.1

Journal of Virology (2004), 78(1), 158-167




Aplicacio a la interaccio entre proteines

Un peptid sintetic sense les dues cisteines a I'extrem C-terminal reconeix
especificament la subunitat UL44 amb menor afinitat

Peptid sintetic

1.25 - 10° M1

a-

Sense 2 cisteines

Journal of Virology (2004), 78(1), 158-167




Caracteritzacio termodinamica d’'una interaccio

Interaccio entre proteines durant el mecanisme de transduccio de senyal a
través de la membrana cel-lular

DH: -9.5 kcal/mol == |nteraccions polars

TDS: -3.9 kcal/mol wmp Component conformacional
K, 1.6-10% M1 desfavorable

n: 1.1

DC,: -245 cal/mol K mm) Interaccio especifica
Component hidrofobica

Proceedings of the National Academy of Sciences (2000), 97(16), 8961-8966




Caracteritzacio termodinamica d’'una interaccio

Interaccio entre proteines durant el mecanisme de transduccio de senyal a
través de la membrana cel-lular

TDS: -3.9 kcal/mol
A

Els péeptids son flexibles abans de la
— > interaccid i sOn penalitzats degut a la
entropia conformacional

\4

DCp: -245 cal/mol K

Proceedings of the National Academy of Sciences (2000), 97(16), 8961-8966




Seguiment de cinetiques de reaccio

Q =nDH =[Py V DH
dQ/dt = DH V (d[P]/dt)

dQ/dt = DH V k [Cy] exp(-kt)

Reactius




Seguiment de cinetiques de reaccio

Q =nDH =[Py V DH
dQ/dt = DH V (d[P]/dt)

dQ/dt = DH V k [Cy] exp(-kt)




Productes

Seguiment de cinetiques de reaccio

Q =nDH =[Py V DH
dQ/dt = DH V (d[P]/dt)

dQ/dt = DH V k [Cy] exp(-kt)

~

Injeccio de
catalitzador



Seguiment de cinetiques de reaccio

Q =nDH =[Py V DH
dQ/dt = DH V (d[P]/dt)

dQ/dt = DH V k [Cy] exp(-kt)

1

Productes




Seguiment de cinetigues enzimatiques




Seguiment de cinetigues enzimatiques

PP1-g Fosfatasa

Estat estacionari




Seguiment de cinetigues enzimatiques

PP1lgFosfatasa

K,=1.2mM
Koyt = 0.6 st
Ny = 0.43 mM/min




Microcalorimetria ITC

Pros

. Dissolucio
. Termodinamica del proces de reconeixement molecular
. Automatic

Contres

Requereix DH > 3-5 kcal/mol

Concentracions de macromolecula entre 1 pM — 1 mM
Consumeix gquantitats no menyspreables de material
No sensible amb interaccions molt fortes o molt debils




Aplicacions de la Calorimetria diferencial d’escombrat (DSC)

Mesura de I'estabilitat de macromolecules

Determinacio del nUmero de dominis d’una proteina

Determinacio de I'estat oligomeric d’'una proteina




Calorimetria diferencial d’escombrat (DSC)

Esquema de les cel-les d’'un microcalorimetre DSC




Calorimetria diferencial d’escombratge (DSC)

Mostra Referencia




Estabilitat termodinamica

Unfolding d‘una proteina monomerica

Temperatura (°C)




Estabilitat termodinamica

Unfolding d ‘una proteina monomerica

T

To

Temperatura (°C)




Estabilitat termodinamica

Unfolding d‘una proteina monomerica

T

Temperatura (°C)













Agregacio: efecte de la concentracio

Oligomeritzacio: desnaturalitzacio d’'una proteina dimerica

[proteina]

Temperatura (°C)




Estabilitat termica

Oligomeritzacio

Temperatura (°C)




Estabilitat termica

Efecte de I'agregacio post-unfolding
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Control de qualitat de proteines

Fraccio activa de proteina

Temperatura (°C)




Control de qualitat de proteines

Fraccio activa de proteina

9,
DHo

F, =

a

T

Temperatura (°C) Proteina 100% activa




Control de qualitat de proteines

Fraccio activa de proteina

Temperatura (°C)




Control de qualitat de proteines

Temperatura (°C)




Optimitzacio de formulacions de proteines
Efecte del pH

Temperatura (°C)




Experiments de complexacio

Interaccio entre Ribonucleasa A i un inhibidor

Drug Discovery Screening

Temperatura (°C)

Biochemistry 1990, 29, 6927-6940




Experiments de complexacio

Interaccio entre Ribonucleasa A i un inhibidor

‘ K,: constant d’associacio

Fins a 10°9 M1 11!

To |

Temperatura (°C)

Biochemistry 1990, 29, 6927-6940







Hydrophobic effect
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