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INTRODUCCION GENERAL 



Diversas áreas de la investigación bioquímica y biofísica es--

tán íntimamente relacionadas al fenómeno de fijación de ligandos. Ejemplos 

de estos fenómenos son: la fijación, ya sea de sustratos o inhibidores, a 

enzimas; la regulación de la expresión del genoma por inductores o repres.<?_ 

res; o bien la interacción de receptores con neurotransmisores,. hormonas, 

drogas y otros efectores. Del mismo modo, varios eventos inmunológicos i~ 

volucran o consisten de la fijación de liganaos; por ejemplo,· el reconocí-

miento del antígeno por el anticuerpo, la proliferación de células inrnuno­

competentes que conducen a la pr~ducción de anticuerpos y a su eventual --

secreción, la citólisis inducida por el complemento, el disparo de reacci.<?_ 

nes de hipersensibilidad y la antigenicidad controlada por antígenos de --

histocompatibilidad. 

Métodos para la caracterización de tales interacciones en el -
i 

equilibrio cuando el ligando.y el receptor son monovalentes y homogéneos.-

en sus propiedades de fijación, existen desde hace varios años.: Un proce-

dirniento ampliamente usado e introducido por Scatchard (Scatchard, 1949), 

consiste en graficar la concentración del ligando unido· a la macromolécula 

entre la concentración del ligando libre en contra de la concentración del 

ligando P.egado. La. pendiente de la l!nea recta obtenida es proporcional a 

la constante de equilibrio.de la reacción, y el intercepto en las ordenadas 

a la concentración total de sitios activos. 

Sin embargo numerosas macromoléculas son bivalentes o poliva--

lentes, dando origen a la posibilidad de interacciones intrarnoleculares 
·1 

(efectos cooperativos) durante el proceso de fijación, y a la necesidad de 
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la determinación de parámetros adicionales para una adecuada caracteriza-

ción de la reacción (Rodbard y Bertino, 1973) . Las gráficas de Scatchard 

en estos casos ya no resultan en líneas rectas, sino que presentan segun-

das derivadas positivas o negativas, que reflejan interacciones negativas 

o positivas, respectivamente (Schwarz, 1976). Además, las gráficas de --

Scatchard obtenidas para poblaciones de macromoléculas que son heterogé-­

neas con respecto a su energía libre de fijición por el iigando, pero no 

presentan interacciones, son indistinguibles de las gráficas obtenidas -­

para sistemas con interacciones' n.egativas (Fletcher, et al., 1970) , comp.!_i 

cando de este modo el análisis. 

Aún cuando se obtenga informaci6n de experimentos independie.!!. 

tes de que las macromoléculas son heterogénas y no presentan interaccio--

nes, extraer información. de los detalles . de la heter.ogeneidad es un pro-­
¡ 

blema difícil (Bowman y Aladjem, 1963). En esencia, el objetivo es obte-

ner la distribución de energías libres, esto es, la fracción de recepto--

res cuyo cambio en la energía libre en la fijaci6n·del ligando está entre 

AG y lG + d G (Delisi, 1978, Delisi y Thakur, 1978). 

Existen numerosos intentos para extraer funciones de distrib.!!, 

ción de afinidades a partir de los datos de fijaci6n1 uno de los primeros 

intentos es el análisis de Sips (Sips, 1950) .de la fijaci6n de monómeros 

a una superficie catalítica heter.ogénea. Suponiendo una forma analítica 

particular·para la curva de fijación (una isoterma modificada de 

Freundlich), Sips pudo expresar la función de distribución como una solu-

ción a una ecuación integral singular de primera clase. Este método fue 
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popularizado principalmente en investigaciones inmunoquímicas (Nisonoff y 

Pressman, 1958), pero adolece de la limitación de que la distribución es 

simétrica, y por lo tanto es sólo una aproKimación adecuada cuando se sa-

be que la distribución es simétrica. Sin embargo, es raro que se tenga -

tal conocimiento a priori. Además, en algunas situaciones dinámicas, por 

ejemplo durante el curso de la respuesta· inmune, la forma de la distribu-

ción de afinidades de los anticuerpos séricOs varia (Congy y Mihaesco, --

1978; Eisen y Siskind, 1964; Werblin y Siskind, 1972), y es precisamente 

esta variación la que debe caracterizarse para inferir los mecanismos se-

lectivos que regulan la afinidad de los anticuerpos. 

cualquier distribución cuya foi;ma se suponga a priori es ina-

decuada y por lo tanto se han desarrollado numerosas técnicas numéricas -

para calcular las funciones de distribución sin suponer la forma de las -

curvas de fijación (Bowmán y· Aladjem, 1964; Werblin y Siskind, 1972; 

Erwin y Aladjem, 1976) • Sin embargo, aparte de lo complejo de estos mét2 

·dos, lo cual, hace que su aplicación rutinaria sea difícil, las distribu-

·cienes de afinidad son muy inestables a mínimas perturbaciones de los da-

tos de fijación (Delisi, 1976), y no consideran el caso en el que las ma-

cromoléculas heter.ogéneas sean cooperativas. 

En este trabajo se presenta un análi,sis cualitativo en el que 

se permite que las poblaciones heterogéneas sean cooperativas. Se exami-

na la sensibilidad de la gráfica de Scatchard a diversos parámetros de --

fijación, particularmente a las interacciones en ausencia o en presencia 
! 

de heterogeneidad. 
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Este trabajo provee de reglas generales para la interpreta--­

ción de curvas experimentales. 
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w,,1nkn:k~ I<»Ult in \'"Iic·J \1inding i>otlicrms, ;-0n1,' with quite unusual shapcs. Our fimlings 

prnvi1.k thc J-,,.:s for sume alt"rnativc intcrprct:itions of binding hothrnns, lfütinct from those 

r<!l!Hnun!y f•. u111.l in 1Jie <.:\lf!Tnt lih:r:illirc. 



J. l\ll(Ontn111-.; 

li~·:11H) l·.i11t1~n~~ p~~ numLna. lla' slrtii1_'.l1tf(lJ \•,;n·d .1110!\y~i~ t)f l-i111..:in~ '~:,t;1 is fr~·1;1.~ .-utly co1npliª 

c;,1,¡] hy !he· inlfin,ic hckro;;rndty oí lhc bintling ,jtcs an1I by pn<iti\·c ;ind/or n<;1tivc sitc­

'ilc intc·raclic>ns [8]. Both rcsult in hctcrogcncous binding; h•Jl'.'c\·cr, thc f1;¡111cr situation, 

11hich is d11c to SlrllC(llJ'al uiffcrrnccs in thc Hnding siks, is ¡'rc.--·nt f1u111 thc ~(¡n\, whik thc 

Jattcr is gcncratcJ in thc coursc of thc rcaction. 

·n1c need for asscssing thc imlividual contri\rntions of inilial Jietcrogcncity and intcrac­

!ions in multiplc ligand binding has prcviously bccn cmphasizcd [ 12]. Without such a distinc­

tion, an analysis may lcad toan crroncous intcrprctation of Jigand bincling 1lata. f'or cxample, 

in tlw majorily of the classical immunological stmlics, it is assumcd that no inh rnctinns take 

place bctwecn thc two binding siles of immunoglobulin G (lgG) when il rcacts with monoval­

cnt hap!l'n [ 1 O, 18, 27]; howcvcr, data havc bcen obtaincd that are consisten!'' ith thc hypllth­

csis of coopcrativc binding of bil'aknt or monovaknt haptcn by 1:,;G 111ole•:t1ks [I, 2, 21, 23, 

31]. In addition, problems have arisen in dccitling whcthcr !he binding isothcnns of severa] 

homogcncous and hctcrogcncous populations of multivalcnt macromokcules such as illllllll!10-

glob11lin M (lgM) [3, 9, 19, 20], nucleic acids [4, 17, 30], cnzymes [13, 15], and others (14, 

25] are cvidcnce of sitc-site intcractions and/orhctcrogencity, dueto thc difficulty in dctcct-. 

ing the occurrcnce of intcractions whcn intrinsic hctcrogcncity is prcsrnt. 

In this papcr we prescnt a qualitative graphical analysis of thc scnsitivity of thc Scatch­

ard plot [24] to sitc-sitc intcractions of homogcnwus m11ltivalcnt and h.;krogrncuus bi\•¡1h:nt 

macromoleculcs, bascd 011 a com1mtcrizcd simulation of thc sct¡urntial bintling mude] of Klotz 

[ 11 ]. Wc havc found that Scatchard plots may acquirc vcry unusual slrnpes with ~cváal inflcc­

tion points whc'll fhcrc is n mixture of positivc and ncgativ.: intran1okcul:ir inkr;u.:tions in a 
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'llh' stokhin;n- trie J110,lcl nf Klolz ¡ 11] h~s be-en sl1ow11 to he a gcn,Tal formulation, ap-

plicablc to bimlin¡; s1udks [8, 16], which rclaks thc paramctcrs obtaincd from graphs ofbind· 

ing elata with hin,Jing ,·,instants for ~11 J;inus of ligand-macromolcculc interactions. In this 

moJcl, thc rna.:romokcllk is tr<?utc:d as a binding agcnt which is assigncd a dcfinitc nulllhcr of 

association comtnnts, cqual to thc numhcr of binding sites. This thennodynamic trcutmcnt 

defines a sd of stoic:hil1mctric constnnts, K1, K2, .. :, Kn, which appcar in thc cquilibria be· 

twccn macromokculc A (a protein) und ligand L, ;rn<l which describe the scqucntial stoichio· 

metric lllacromolccule-ligan<l spccies Ali, AL2, etc.: 

(AL1) 
ALi-1 + L,.. AL1 K1= 

(AL1-1) (L) (1) 

For thc purposcs of simulation, thc stoichiomctric binding constants (or upparcnt affini· 

ty constants) can be assignc<l witllout nrnking any assumptions rcgar<ling !he physical nature of 

thc inkractions ;rniong thc binding siles [ 12). This model is exprcsscd by thc rntional function 

Ki (L)+2K1K2 (L)1 + ... +i(K1K2 ... K;) (L)1 + ..• +11(K1K2 ... Kn) (L)" 
r = ____ 1 ___________ • ____ --------------

¡ +Kt (!.) +K1K2 (L)' + ... +(K1K2 ... K;) (L)' + ... +(K1K2 ... Kn) (L)" (1) 



,:'.::i!. 1hk to biml li~:rncl and ali free sites :1rc idcntical and inckpl'llllc'111 aftcr l'ach li:;:11Hli11~ re-

,,e: ion, thc ;toichi1Jlll«tric c<lmtants are rcbtcd to thc intrimic sitc const<111t k by thl' linear fac-

tt>r ¡JI] 

11-i+ 1 
K1 = ···------ ___ k 

i. (3) 

lf thcre are homotropic intcractions bctwccn thc active sitcs, thcy can be calculalcd in 

tcnns of an intcraction factor 01 ckfined as 

· . K1 simulatcd 
81 = log [ ] 

K; prcdictcd (4) 

whcrc 

01 >O irnplics positive intcraclion 

81 = O implies no interaction 

01 < O implies ncgative in!ernction 

11rns, the stoichiomclric conslants in a homogcmous systcm describe thc sc,¡ucntial a<ldition 

of li~and L to thc macromokcular acccptor, whilc 01 indkatcs the occurrcncc and natmc of 

thcsc intcractions according to 1he prcdiction of Klot7. for noninJqwndc·nt :111d hkntical sites. 

Thcrc is m1other intcraction factor "f; [7], suitablc for dcscribing in!L'ractions in bivalcnt 

macromokculcs, dcfincd as 
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11 • i (5) 

1 - 1 and i implics a ncgntivc intcraction bd\l'l'•'ll siles i ;md i + 1. This situntion is cxccssively 

rcstricli\'c ~incc thc cvrnts rclakd to thc binding of sitc i + 1 co11ld <lcpcnd on ali thosc preccd· 

in~ it, and not n·:r':""'rily on thosc only in thc imnw<li~1le past. TI1crcfore, 01 will be uscd to 

clcscribc thc simulatcu biúding rcactions throughout this papcr. 

The cquation \\'C haw usc<l to lkscribc sitc-sitc intcrnctions in hctcrogcncous popula· 

li<'ns ofbivaknt macromokculcs is 

m 
r = ¡; 

Kr; (L) +:1K1; K2¡ (L)' 

···---··----·-----
i= 1 1 +K1¡ (l) +Kr¡ Kz¡ (L)' (6) 

whcrc r is thc rntio of thc conccntration of bound ligand to the total conccntration of the mac-

romolccule, (L) is thc molar concrntrntion of unbound ligand, 111 fs thc numbcr of bivaknt 

populations, and K1¡ and K2¡ are thc stoichio111clric constants oí thcjth populntion. 

Equations (2) an<l (6) can be u;ed for thc purposcs oí sinrnlation since 01 \'alucs may be 

arbitrarily assigncd. Thcy both amrmc that po:;itiYc or ncgatiw inh'1actions rcsult in dcvia· 

tiotis fron1 thc cxpcclcd valucs of K1, bcc:ause of a changc cithcr in thc statislical factor (11 - i 

+ 1 )/i aml/or in thc intrin;.ic nssociation constant k. In our sinmlntions only thc statistica\ foc· 

tor ,,·ns (']1;111~~<1. Th~ com¡rntcr prngr~ms for si111ul:1tion are :1vailal'k u pon rcq\lt.'st. 



3. Sl\\UL\'JJO\S.\\lll:~ 'l'J IS 

A. (;/;..; !'lllCA J. 11/./IA l '/U/i U!- Fii E;, J l'ICll/u.\/l FRIC /i/SJJISG Co.\'STASTS UF M ULTI V,t LENT 

llOU CUJ.ES 

Fi¡;urc 1 (k;.:ribcs tlll' rcaction of a l1umo¡;,·1H·nus dccavnknt mnkcule \\ ith ligand, illus-

1r:it ing thc appc;1rancc of a Scatcltanl p!ot if thc ,;toichiumc1ric constan! K; in thc ith bimling 

stcp wcrc ten times grc~tcr than its expcctctl thcordica! val!1e given by Eq. (3). ln cach curve 

of Fig. 1 kxccpt curve O), only onc K1 of thc kn stoichinmdric constants is ten limes grl'ntcr 

than its c·xpt-ctcd \';1Juc. Curve O r..:¡m:scnt~ thc ;itua1ion in whích thc ten binding siles are 

itll·ntícal and indcpcndcnt. Note that rnr\'cs 2-1 O cach show an asccmling limb whose height 

tkcrt'.<>cs in cach succccding binJing ~kp. In othcr words, thc dcviation from the hlcal cun•c O 

is kss pronounced with cach subscqucnt inkraction. \Ve conclude that if sorne intcractions 

takc place during thc l3st binding steps in a multi\'alcnt molcculc such as lgM, it would be ex­

perimcntally difficult to rccognizc tlmn. lf a steep ascending limb is to be .::vidcnt al high con­

ccntrations of bound lígan.d, onc or more of the last stoichiometric binding constants must 

have. a high value. 

B. MIXTURJi OF /.\'Tf."RAC110SS JN A ,1/ULTJl'Al.ENT .\IACRO.\IOL/;'CULE AT IJJGJI AND LOJll 

CONCENTRA TJONS OF BOV.\'D J.JGAND 

111c scnsifüity of Scatchard plots to sitc-site intcractions was shown to be inversely pro­

portional to the conccntration of bound ligand (sec Fig. l and Eq. (l )). 'Die effect of a mix­

ture of intcractions on 1he binding isothcrm, not only at low but also at high conccn1ra1ions of 

bound lígand, was thcn explorcd. Binding rcactions in which positive and negativc inkractions 

alkrnate during thc satura1ion proccss, tlllls incrcasing an'd dcc1-.~a,ing, rc';;pcctivcly, the proba­

bility of binding as a function of thc occupancy of u!L~r bin<líng ~ítcs, wcrc si1nulakd. Such 



ính·r:J<.:li1lnS ,¡r1..• Pnly !1''''¡1,L· in ll!f'kt'Lk~. ~i!...11 .~.., '."\j: 1~: \. /J\' .. \, !{,"\.\cte.,\\ }1ich ]i;:VL' val­

L·ncl's ¿-r1:;11L r :L.n ~""o. 

Fi~·11rc 2 i1h: 1::1"' i1·.o '~,·;¡tcl1.utl p]1,1s th:it fL'prcscnt hi11<li11g r,·actionsofa dcca\'alcnt 

most (1llhL11ll!i11g f::d11ll' of h1,th c1111·L·s is ih:1t thcir sh:1pc is diffcrent from thosc that are us­

u,iJly fj;¡,¡] to L'\¡i,·1i:"'1;t:!I ¡,¡,,ding ,~.da. lluth l1.1vc s·:\'LT.Jl uitk1l puints, thc n11111ber of 

which ,kp.:mls 011 thc vakncc of thc mokculc :<nd on the p~rticular scc¡uencc of posilivc and 

ncrativc intcractions. llrns, c~.perimental Scatchard plots with anomalous shapes may be in­

dkativc of 1wy co1nplicatcd binding proccsscsinvolving altcrnating positivc and ncgative inter­

actions. ·111is rcsult is in contras! with Schwarz's propasa] that points of inílcction are prcscnt 

only whcn tlwrc are inultipk clas<cs of binding sites [26). 

Fi¡;urcs 3 and 4 show thc dircct and llill plots, rcspcctivcly, that correspond to the 

Scatchard plots in Fig. 2. In ordcr to test the scnsitivity of cach plot to mixcd in!eractions, 

tlle ¡,rea bd\\<cn thc Cllí\'•S rc·btivc to the sum ofthc total arcas in cach figure was comparcd. 

\Ve found that thc altcrnation of positivc and ncgativc intcractions is more obvious in !he 

Scatchard plots, as is als9 !he case for hcterogcneity [5, 6, 28). TI1c dircd plot has !he advan­

tagc that onc can simply rcad off thc conccntrntion of macromolcculc-ligand species prcsent at 

any given conccntration of free Iigand. TI1c inflections of !he direct plot are dueto thc pres­

cncc of positiYc and ncgative in!cractions. Whcn füe data is rcprcscn.tcd in Hill plots (Fig. 4), 

thcrc is an overfap at thc extremes; thc slope is thc same at high and low concentrations of free 

ligand, a typical fcaturc of tl1is type of plot. A novel finding is the variation of thc llill cocffi­

cient ~is a f11nction of thc mixcd intcractions. Plots with thc general form of thosc prescn!cd in 

Figs. 2 and 3 havc bcen cncountcrcd cxpcrimcn!ally [ 4, 30], and macromokcules cxhibiting 

both positivc and ncgatil'c intcrac!ions hal'e becn dcscribcd [ 15). 

/ .• 
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s(a11t in :tll plots. Only onc )'llpllbtion varics in its dc•grt'C on111L'raclio11, intrinsic afflnity con-

sta111, and rcl:.1i\'L'. wnccn1ra1k•n \\ith rc;p,·ct to thc o1hcr four. Jn c·v.:ry case, thc x-and )'· 

inkrccpts are imkprntlcnt ofthe dcgrcc ofintrraction, while the !alter varics with !he propor-

tion of intt·racting an1ibodics. i\Jthough :!11 the curves should rea ch thc same So, which is the 

ma:-;inrnm \'~)uc 011 the x axis, this is 1101 gr:1pbically app:!rcnt. Thc lota! concc•11(ratio11 of 

binding sites is al\\'ays undercstimatcd, partknlarly in !he case of 1wgative inkrac1io11s and 

whrn the coopcrativc population is not Ycry large. 

TI1e h.:ight a11d Jocation of thc :1sccmii11g :1nJ de;c,·mli11g limbs dcpt·nd 011 thc propor-

tion of intcracti11g antiboclics and on thc dcgrcc of intcrnction. TI1ercfore, although an ascend-

ing limb is indicativc of positive inh·ractions in hctcrogcncous populations uf amibodics, csti-

mates of O; are not rcliable if thc conccntration of the antibodies showing coopcrativity rcla-

tivc to that of thc total population is unknown. Expcrimentally, an asccnding Iimb has becn 

obtaincd in the l't'ac1ion of antibodics to thc monovaknt haptcn D;\;P (2,4-dinitrophcnol) nt 

very Jow conccntrations of bound ligand [22, 23). From thc graphs prcscntcd hcrc, wc can 

conclude that th~ dcgrce of coopcratiYity has b~cn undcrcstimah:d in many ~ituations. lt 

should be notcd that thc lack of a positive slopc in a Scatchard plot d,>c'S nut mlc out positive 

intcractions since thcir uetcction in hdcrogcneo11s populntions can be rathcr tlifficult if !he co-

opcratiw popula!ion is not among tho Jargcst. lkcausc the cffects of po5itivc intcractions on 
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tns havc Cl'I l:iin \alucs. ~hn ,·uv,·r, it h:1s J'rc·\ ill11,Jy ]1,·l'n shown lhat ;¡ linear Sc:1tchar1l plot 

can rcsu\\ f1om thé CíLJtiun of ncw l>incling siks [ 21 ]. 

ll1c ":cncral condusions that may be drawn from this set of cmvcs ;irc: 1) Thc Scatch­

aril rh11 is ~,;1,ilÍ\c to tl1us,· binding rn1hla11ts that affcct thc most a\n111d;int J'(•¡J11btion,, cs­

pcci~11ly \1 hcn thc affinity of thc .. ,c populations is high with.rcspcct to thut of thc othcrs; 2) 

'íl1c cffccls of po;itiv.: inkrnctions on a Scatcharll plot compele with thosc of negath·c intcrac­

tions and intrinsic hetcrogendty; 3) A sccnlingly straight Scatchard plot tkrhcd from experi­

mental data is no guarantcc of homogcncity or of noninteractivc binding. 

4. DISCUSSION 

The most importan! conclusions to be drawn from this qnalitative graphical analysis of 

the scnsitivity of thc Sc«tlchard plot to sitc-site interactions of homogen<:ous 1m11tivalcnt and 

hctcrogeneous bivalcnt macromolcculcs are: 

a) Unustrnlly shapcd plots \\'ith severa! infüctions are an imlkation of thc prescncc of a 

mixture of pusitive and ncgative intcractions in a multivalent macromokculc, and 

b) Thc graphical reprcscntation of hcterogcncity and negativc intcr:idions is antagonis­

tic to that of positive intcractions in a Scatchard plot; i.e., thcy tend to cancel cach 

othcr. 

Othcr notcworthy findings are: 

e) Positivc intcractions are more e.asily dctcctcd during the initial binding sicps in a 

mullinlcnt macromolccule, and 

d) 111c Sc:!lchnrd plot is highly Sl'nsitivc to complcx bimling rcactions whcn thc coopcr­

ativc ¡1op11lation(s) is ;rn10ng thc l;ugcst. 
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h:i> b.cn i1,'.n\,,·d ;:s .1n L\p)::11:1tion of sorne bin,Jing i>othmns uf D~A and H:\'A [4, 26, 30]. 

Di>ti11;:1.i>l:i11g bl'111·,·(·11 tl1c ~r"phic:!I cffrcts of a mixture of intramokcular i11tcractions and 

tl11"c rroducetl by 1nul1ipk cl:1,;;·s uf inkr,,cting l:inding si!L's is, to t>ur knowkdgc, still not 

pos si ble. 

Our rcwlts may be pcrtincnt to thc stutly of thc binuing of JgM sincc this dccavalent 

rnokculc might bind hapten through a complicatcd mcchanism invo!Ying site-sitc inkractions. 

Although no u1rnsual Scatchard plots for lgM have been published, it could be argucd rither 

that thc a\'ailahlc plots 11·,·rc obbincd at high conccntr;1tions of bound ligand and thus wcre 

nut semitil'c to intcractions, or that the intrinsic hctcrug,·ndty ob>rnrcd the graphical charac­

tcristics of such intcrnctions. 1l1c binding of lg..\I is certainly pcrnliar sincc thcre appcars lo be 

lwo d:«>~s of binding siks cvcn in chcmic:11ly humogcr1cous systcms ( 19, ·20]. 

Our f1ndings on thc intcrfcrcnce of hctcrogcncity in the graphical representation of in­

lcraclions has al kas! two praclkal applic.1tions. 111c füst has to do with !he binding ofhap­

tcn by naturally raiscd i.rnmunoglobulins in ·which hctcrogcncous binding sitcs are thoughl lo 

be the rule. In this case, an ascendinglimb may be indicalive of the presencc ofpositive intcr­

aclions, but t.hc lJllantitativc cslimation of thc intcraction paramct~s from graphical data is 

not rcfoblc [29]. The sccond is that a Scatchard plot with a "good straighl line f1t" is usually 

intcrprckd as C\'idcncc of indepcndent and idcntical binding ~itcs. TI1is concl11sion is no longer 

tcnabk d!lt: to experimental \'arfalion and thc possiblc combincd cffcct of hctcrog~ncily and 

intcractions on bincling, and thcrcforc on thc shapc of the curve. 

Filwlly, ;il!hough it is ch-ar thal sorne progrcss has bccn madc in thc intcrprctation of 

binding bulhmns mabling thc rccognition in somc cases of thc prcscncc ofhctcrogcncity and 
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.,., h·n O; x . h ':'. 1 O .,., 11e·1,· >; ., 1. ~ ..... 1 O, C•)l l •'>;'•.•i'di11g 1 o tlic• 1;u1nbc·1 uf lh~ curve. 

FIG. 1, Sc:i1cl1:ml pluts of ;;,-,1ul:1h'1I binL!in~ r¡·:ictinns in which positivc and ncga!ivc 

intcractions allt'rnatc during !he s:1!uration proccss in a homogcncous dccarnlcn! 111olcculc. 

'Jl1c binding tla!a oí thc solid curve are: !otal pro!cin conccn!ra!ion Ao = 3.3 x 10-1, 01 = log 

1, 02 = ll1g 2.~. OJ ,~ log .375, 04 = h1g ~.54 x 109 , Os ~ log 8.3, 06 ·'~ log 12, 01 = log 1.75 x 

J0-2, Os = 2.26 X 10-2
, O 9 = log 4.5 X 103 , 0 10 = log 104 • 'fo e binding data OÍ !he dottcd 

cim·c urc: .10 = 3.3x10-1 ,O1 = log 1, 02 = log .25, 03 = log .6, 04 = log 5.71, Os = lug 8.3, 

06 ~, log 1.2 x 10-2 , 01 = log l.75 x 10~', Os"' log '.!.6 x 10-2 , 09 =lag 4.5 x 103 , 010 ~ log' 

FIG. 3. Din·c! plo1s corrcspondi11g !o !he bi11ding dala uscd in Fig. 2. 

FIG. 4. llill pluts corrcsponding to thc binding dala uscd in Fi¡,-. 2. 

F!G. 5. lnílucncc of i111L'r:1rtions, hctcrogcneity, allll affini!y con>tant on thc shapc of 

Scatch:ird plots. Ali simubtcd rcadic1ns havc thc fnllowing data in ..:om111on: !otal protdn 

conccn!ration (A~ = 10-1 moks/li!cr); total conccntration of bintling sitcs (So = 2 x 10-1 

1 

moks/likr); fj\·c ¡iopubtions, of which four are mrni111eracti11g (K1 = 2 x 104
, K2 = 104 /2; 
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thi:ly). TIH: tT1JiC . .'1l~J.:liP!l t•f 1' ',!.,.' f11::r 1 !•j :d.iíic n .... flJT'-' .. !tL ... 10 "/º (·1.;:.11:d n~l\.')1 ~o'''º 

(~olid lin.:), ~ind ~}º oi/11 ((k!tl'.d 1:11 .. ') (~r llh.' \11\:!l ¡1ri,1t:ín 1:11111;1;1l(1:tti1111: tlli..' rifth }lt1!11ll::1i11n 

r.:prc>cll1' llil' ¡,.,¡ t>Í lile i''"lc'ill in tl1c c)'Sh 111. 111 thc p.111L·],, lliL· fiflh jhljllll:iti<111 Y:irks in its 

O¡ \·:1lue, "' follows: L'1illl1lln 1 (a, 1: k), 02 "log 4; col1111111 2 (/J, ¡:, /), 02 = log ·1; coh1mn 3 

(e, 11, 111 ), a: lug 1: L't1lu1nn 4 Id, i, 11), 02 '" l<>g 1/2; l'uiu11111 5 (e,j, o), Di 'log 1/4. Thc 

r·npubtion th:it \aries in 02 :ilso varks in its intrinsic arfi¡1ity con:<lant, as follows: row 

(11-e), k" JO' ;1ow 2 (f-j), k = 5 x 106; row 3 (k--u), k = 106• 

-. 
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CUSION GENERAL DIS 



La sensibilidad de la gráfica de Scatchard a diversos paráme-

tros de fijación así como algunas características cualitativas de la reaE_ 

ción de fijación han sido examinadas en este trabajo. Las gráficas de --

Scatchard proveen de información cualitativa valiosa referente a la natu-

raleza de las interacciones, la constante de afinidad pr.omedio, y a la --

heterogeneidad del sistema. sin embargo, los estimados cuantitativos y, 

en algunos cas0s, la interpretación cualitativa de estas gráficas no es 

confiable. 

Las principales r.eglas a seguir cuando se interpreten las di-

versas formas que una gráfica de Scatchard puede adquirir son: 

l. Una región con pendiente positiva indica interacciones positivas 

entre los sitios de fijación. Esto. es cierto aún en presencia de 

interacciones negativas· y/o heterogeneidad inicial. Estas últi-­

mas reducen los efectos gráficos de la interacción positiva. 

2. Una pendiente negativa su.rge de heterogeneidad inicial y/o inter­

acciones negativas, aun ~n la presencia de interacciones positi-­

vas. 

3. Dado que los efectos de interacción positiva compiten con los de 

interacciones negativas y heter.ogeneidad, .una aparente línea recta 

puede obtenerse como resultado de procesos complicados de fijación, 

siempre que los parámetros presenten ciertos valores. De este mo­

do, una línea recta no necesariamente indica sitios idénticos e -­

independientes. 

4. Curvas bizarras de fijación que presenten un número de accidentes 

pueden ser indicativas de un proceso complejo de fijación, y !>or -

lo tanto no deben ser experimentalmente consideradas como resulta­

do de artefactos. 



5, Un estimado preciso de la concentración total de sitios activos -

So es necesario para la confiable estimación de las constantes de 

afinidad, ya que las interacciones negativas y la heterogeneidad 

favorecen la subestimación de So. Atención especial debe darse -

a la porción aparentemente horizontal de la gráfica antes de que 

se interprete el sistema en su totalidad. 

Estas reglas enfatizan el conc:pto de que cualquier modelo de 

fijación puede ajustar un conjunto de datos experimentales, pero hasta 

que todas las alternativas sea~ descartadas, un ajuste no establece un mo 

delo particular (Fletcher, ~al, 1970; Koshland, ~al, 1966; Magar y 

Steiner, 1971). Cualquier desviación discreta de la región de fijación -

provocada por la unión de una molécula de ligando, debería producir un -­

cambio en las propiedades de fijación de la macromolécula (De Lean, ~ al. 

1979). Se requieren de técnicas químicas que disti.ngan entre una posibble 

heterogeneidad de los sitios y de interacciones entre sitios idénticos --­

(Boeynaems ·y Cantraine, 1980; Fletcher, ~al., 1970). Las situaciones -

presentadas en las gráficas incluidas en este trabajo no son atribuibles -

a ni.nguna reacción en particular. Sin emba.rg'o, no parece haber nfoguna -­

razón lógica para descartar algunas de las formas de las gráficas de 

Scatchard mostradas en este trabajo, en base a lo~ datos de equilibrio 

existentes en la literatura. Otras formas de las curvas de adsorción pue~ 

den fácilmente ser. generadas en base al modelo estequiométrico empleado. 

Es claro que las gráficas de Scatchard deben ser consideradas como un pri~ 

mer paso en el análisis de datos de fijación de ligandos. 



APENDIC'E 

En este apéndice se mencionan los ternas principales de 

los diversos articules provistos en la sección de referencias. 

Lo anterior tiene corno objeto que el lector interesado en el 

fenómeno de fijación de ligandos a rnacrornoléculas pueda am-­
pliar y profundizar la información que hasta la fecha se tie 
ne de este tipo de fenómenos. 

TEMA 

1.- Análisis y Desarrollo matemático 
del modelo estequiornétrico de fi 

jaci6n. 

2.- Análisis de las diferentes repr~ 
sentaciones gráficas del fenóme­
no de fijaci6n en base al modelo 
estequiométrico. 

J.- Formulación estocástica del mode­
lo estequiométrico. 

4.- Análisis y desarrollo matemático del 
modelo de mecánica estad1stica de ·f1 

jaci6n. 

5.- Análisis de las diferentes represen­

taciones gráficas del fenómeno de f i­
j aci6n en base al modelo de mecánica 

estad1stica. 

REFERENCIAS 
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6.- Modelos conformacionales de 

la fijación. 

7.~ Problemas te6ricos de los mo­
delos de fijación. 

8.- Otros modelos de fijación. 

9.- Problemas en la interpretación 

de las isotermas de adsorciOn, 

10.- Propiedades generales de las 

isotermas de adsorción, 

11.- Problemas en la medición de los 

parámetros de fijaci6n. 

12.- Desarrollo de t~cnicas tanto te~ 

ricas como experimentales para d~ 
terminar distribuciones de afini­

dad. 

1.3.- Sistemas gráficos para la repre­
sentaci6n de la heterogeneidad del 

sistema. 

14.- Problema de distinciOn entre hete­
rogeneidad e interacciones, 

14, 27, 37. 

20, 21, 22, 23, 

321 33. 

10, 36, 42, 48. 
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19, 32, 42, 49. 
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