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Kinetic study of the transient phase of the iso ping pong bi bi and iso ordered
bi bi mechanisms

Summary: The kinetic behaviour during the transient phase of the [so Ping Pong Bi Bi and I1so Ordered
Bi Bi mechanisms has been studied and equations have been obtained which show the dependence with
time of the products that are involved in those mechanisms, A procedure to obtain the rate constants is .

proposed.
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INTROINCCLON

En un gran nimero de sistemas enzimdticos se¢ han en-
contrado valores andmalos de los parametros cinéticos (1)
y este hecho puede explicarse teniendo en cuenta las posi-
bles isomerizaciones de las formas estables de la enzima.
Entre estos sistemus cabe citar algunas deshidrogenasas
anaerobias que utilizan nucledtidos de piridina, tales como
lactico deshidrogenasa de musculo cardiaco, alcohol des-
hidrogenasa de levadura, mdalico deshidrogenasa de cora-
zdn de cerdo y aleohol deshidrogenasa de higado de caba-
llo {1-3). las cuales probablemente experimentan etapas de
isomerizacion en su mecanismo cinético,

Peller y Alberty (4) han demostrado que si las constantes
de velocidad calculadas a partir de las correspondientes
expresiones son negativas, ¢ si el valor de una constante
de unu reaccion unimolecular en la direccion sustrato —
producto es menor que V,./E,. entonces puede ocu-

rrir isomerizacion de una o mas formas estables de la en-
zima. Lo mismo puede predecirse si se verifica la rela-
CHAN P <P 4P P 5. )

En todo caso, los test anteriormente descritos para in-
lentar conlirmar isomerizaciones en el mecanismo a esfu-
diar implican, necesariamente, reversibilidad experimentai.

Una aproximacion experimental mas asequible seria la
determinacion de los tipos de inhibicidon por los productos.
En estas condiciones, si deducimos la ecuacidn de veloci-
dad en cstado estacionario parz el esquema completo (es
decir, suponiendo reversibilidad} y se eliminan los térmi-

-nos de la lorma ¢ X ¢; ( donde ¢ y c; representan concen-

traciones de productos), se obtienc una ecuacidn con tér-
minos adicicnales en el denominadoer en el caso de los
mecanismos 1so con respecto a los no Iso. Esto permite
diferenciarlos mediante los distintos tipos de inhibicion,
En este trubajo hemos estudiado la fase de transicion de
dos mecanismos Iso: Iso Ping Pong Bi Bi {mecanismo 1) ¢ Iso
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Ordenado Bi Bi {(mecanismo 11). La informacion que pro-

porciona el estudio de dichu fase permite:

a)  Discriminar estos mecanismos

b} Diferenciar los mecanismos con etapas Iso de los nor-
males

¢} Calcular las constantes de velocidad.

TEORIA

Los mecanismos antes citados vienen definidos por los
esqlemas:

kl[A] ' ke
EA G
—>y
k, kg
x = 3

Fe———"= FB

k3 Bi

Mecanismo L. lso Ping Pong Bi Bi

Mecanismo 11, Iso Ordenado Bi Bi

En adelante utilizaremos la notacion:
Y,: especie ligando s-€sima, de modo que

A=Y,,B =Y, X =Y,¥yY =Y, paraambos mecanismos

y.: concentracion de la especie Y,

¥ concentracién inicial de la especie ligando Y,

5i las condiciones iniciales de la reaccion son

O =0 (s #12)

¥y ® xi (1
¥y & X}

donde x! = [E],, la solucién del sistema de ecuaciones

diferenciales (5) que describe la evolucion de cada uno de
los dos sistemas enzimaticos permite escribir, para la va-
riacion de la concentracion de [os productoes con el tiempo:
: LW
Vo=Botael+, & vae™ (s=34) (2)

siendo n = 5 para el mecanismo | y n = 6 para ¢l meca-

nismo 11, Los valores de &, {h = 1, 2...., n-1) son las raices
de la ecuacion . ’

4 L.

jgﬂc.jn’:o . (3)

para el mecanismo [ y las de la ecuacidn
s
j§0C2jA.J =0 (4)

para el mecanismo II. Los coeficientes ¢,; y cz; de las ecs.
(3) y (4) estan definidos en el Apéndice. A su vez, %o, R ¥
v, vienen dudos en la tabla |, En [a 1abla 1l se indican las
expresiones de los perfodos de induccion 13 y 1. de los
preductos Y, e Y,; obsérvese que en ambos mecanismos
T, > T; En la fig. | se muestra de forma esquematica una
de las posibilidades de ba variacion de vy, (s = 3.4) con .

RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya hemos indicado anteriormenic, la discriminacion
entre estos mecanismos y sus homdlogos sin etapas lso

concentracion Yy

Ba’

Figura 1. Representacion esquemdtica de una posible variacion
= - 3
de la concentracion de los productos con el tiempo en los meca-
nismos 1 y 11,
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TaBLA |

Valores de 2.0

B,y e (5=3.4: h=1, 2...

.. n=1)en los mecanismos | y [l

Mecanismo 1y, L0 n, B Y Yan
I f_l g :3 —C—H-Ol_m _CF_S_ (C-'Iz: e . F; - _ Fo
10 i € o o i o, thp —hn) AR L, g —=Aa)
PER p#h
F F, ¢ F < F F
l[ C_Z dju - q _Eﬂ 0 - [ _Czl a0 y B - 18]
20 20 20 20 2w s ,I_J, {hp —hn) A ,[‘. (p—Pn)
p#+h pEN
Los valores de F; vienen dados en el apéndice.
" TABLA 1]
Periodo de induccidn de los productos y su diferencia
Mecanismo T, 1, : Ta—T,
| _(k4+k5 + k—-‘“‘*Lﬂ ¢ 1, ew e + k- +ka 1
kaks kiks ¥ Cio ks Cro ks kik, ¢
1 _ketke o ea S P Y 2
kke Cr k,, Ca ke

puede hacerse por el estudio de los tipos de inhibicion por los
productos en estado estacionario.

Por su parte, lafase de transicion permite discriminarentre
estos mecanismos y aquéllos sin etapas [so por la aparicidn
de un término exponencial adicional en las expresiones que
determinan la dependencia de y_ con t, debido a la etapa de
isomerizacidén extra que se presenta en este ¢aso, segln se
desprende de la ec. (2). Sin embargo, la determinacion de los
periodos de induccion no permite llevar a cabo dicha discri-
minacion (7). si bien permite diferenciar entre distintos me-
canismos 1so {véase tabla [1). En este caso, la discriminacion
entre los mecanismos 1 y 1l es inmediata si representamos 1, —
-1, v8. Iy y asi se obtiene en el mecanismo 1 una recta de
pendiente (k_ s + k, )k k, y ordenada 1/k,, mientras que enel
mecanismo [l esta misma representacion daria una recta
paralela al eje de abscisas de ecuacton 1, -1, = 1/k; como se
muestra en Ja fig. 2.

Determinacion de las constantes
Mecanismo 1

Los periodos de induccién 1, 6 1, pueden utilizarse para la
estimacion de todas las constantes de velocidad siguiendo un
procedimiento similar al descrito en la referencia (6) para

pend.= (k_s"k"_)/ksk“

159

FiGura 2. Representacion de t, ~ 1, como funcion de 1/yY para

los mecanismos 1 y 11.
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mecanismos bisustrato. Asi, 1, puede expresarse en funcién
de yV en la torma siguiente (ver tabla 11):

A|+A3y',’

T AT ALY ®)
donde:

A =a +a,yy (6)

A,=a,, Fa.,yY )]

Ay=agyy ()

Ag=ay, Ta,,y) )]
con

a,=kik_ 1+k k. 3 +ky)
aa=kokik o, +k,+ky)
ay =k kik _atkatky)

Ay =k k(ki-kk,) (10)
ag.=kkki(k o +ky)

g =Kok kiko a4k}

g =k ksl ke +k ko +koky)

Los parametros A, {i = 1,2,3,4) pueden obtenerse me-
diante ajuste por regresion no lineal de 1, vs. ¥\ a la ec. (5).
La dependencia lineal de A; con respecto a v permile obte-
nera; (j = 1.2,i=1,2,3.4:a,, =0). Laresolucién del sistema
de ecuaciones (10) permite calcular todas las constantes de
velocidad. La constante k, podria haberse obtenido también
de una representacion de 1, — 1, vs. 1/y§ que como ya se ha
indicado da una recta de pendiente (k_3 + k, ¥k k, y ordenada
1k,

En los casos donde no sea posible seguir el perfil concen-
tracion-tiempo del producto Y, v, por tanto, la determinacién
de t,, puede realizarse un analisis analogo con el periodo de
indugcion T,

Mecanismao 1

Un andlisis de datos cinéticos a partir del periodo de in-
duccion t, (6 1,) como el realizado en el mecanismo anterior,
permite obtener todas las ¢constantes de velocidad. En este
mecanismo 1, — T, coincide con 1k,

El método utilizado en estos dos mecanismos para la de-
terminacion de las constantes de velocidad no es, evidente-
mente, el Gnico. pudiendo emplearse cualquiera de los demas
métodos sugeridos por Romdn (6) para reacciones enzimiti-
cas.

Desde el punto de vista experimental la determinacion de
los periodos de induccion 1, y T, liene el condicionamiento de
necesitar medidas en fase de transicion lo que exige ka utili-
zaclon de téenicas de cinética rapida (8). Otro condiciona-
miento experimentzl viene impuesto por la necesidad de
medir pequeitas concentraciones de productos de reaccion la
que obliga a usar sustratos con caracteristicas apropiadas

(alto cocficiente de extincidn, alta solubilidad, etc.) y eleva-
duas concentraciones de enzima (8),
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APENDICE

Coeficientes ¢;; (Mecanismo 1:1=1:j=0. 1..... 4, Mecanismo
H:i=2:)=0, l..... 5).

=K Jokdk s rka)yl ok ko s Hka)y bk klkk e+
+hok otk k)yly? (A1)

Cr=Koko TRk - ytko)+k (ko Kotk koK ky+kek o+
+kokyi+kk o kotko ko+kak, Rk +

FhakJyStk Kk, +k,+kJyiyd (A2)
C|:=k|(k73““‘k:+k4+k5)yx’+k.\(k- Kotk tkedy i+

+kkylys {A3)
=k FkyHk otk Rk v H kv (A4)
4= (A5)
Co=k_kskelk_ ko tk ko rkk)tk kkdk- koo +

+ko kg Hkoakay) Fkokkak kv STk kak L kk+

Fhok ko +kkokokkk +k kK Iviyh (AH)

Cay=(koako gtk ok Fk ki k ko ki ko k)+
R N R N S N RS 1 | U (S S e T
ko) Hk FKk o ko ko kg +k ko) yo+
+holkk (k- s Fk k) Fhkako+k v+ kalk ok, +
Fik -yt kgik k) tk (ko kHydy? (A7)

Con=ko  therk ko ko y+k oLk +k k) +Hk o s+ koik Kk, +
+ko ko tkokgtk ko Fhk ok )k koko s+
+ko+k )k Ik Hik o Hkk k) +ko ko +
+k ook tkk v katk ekt ko gk otk ok Hkoka+
+hak otk krk Kotk K JyIHK Kk ok +

thatktkyiys (A8)
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Co=ko (ko vk tktkthkg+k o fkotk)+k K+

+ Kk Hktk Ik Hko R k) Tk (ko +k o+

+Kytkgtkerk yitkatk 4k +ky+ko+
+kJys+k Koylys

=Ko tko ko Fk+k+ko+k vy kv

€a5=1

(A9)
(A10)

(A1)

Las F; i=1. 2..... 10) de la tabla | vienen dadas por:

Fi=k k kkskeylvixy

F.=K k.k:kKkyiyoxy

Fo=k kalkolk - sk )+ (k,+k vyt
Fo=k kokkylk kvl yix!

Fo=k k.kkyytyyx?

F.=F,

F, =.k,|k_,k4k5y‘:’+ thdk - Fk)+k ko +k )y b +

(K kRt k v Dnd 48 lyyxd
Fuzk|k1k]k4‘.k5k¢,+(ks+kﬁ)hh +A-l'-; ]yti]y(‘_{xtll

Fo=k kK dko+andyTyax)
Fro=kkkkk(k,+anylyix]

as

(A12)





