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Kinetic study af the transient phase of the Michaelis-Menten mechanism with
inhibition by substrate excess

Summary:

The kinetic behaviour in the transient phase of a Michaelis-Menten mechanism with

inhibition by substrate excess has been analyzed. Time dependent equations for all species involved
to mechanism are derived. Several procedures for rate constants evaluation are proposed.
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INTRODUCCION

En la literatura cientifica. desde el afio 1965, se han des-
crito mas de 800 enzimas gue sufren desviaciones de la
cinética de Michaelis-Menten, basandose en estudios de
estudo estacionario '. Estos hechos han animado a distin-
tos autores a intentar explicar los resultudos experimenta-
les bujo enfoques mas rigurosos que los utilizados previa-
mente 2, encontrando que a diferencia de la ecuacion cld-
sicu de Michaelis-Menten, que es de grado 1:! con res-
pecto al sustrato, podrian darse grados tales como 1:2: 2:2;
2:3; 3:4; ete.

Estos descubrimientos cuestionan fuertcmente si dehe
uaceptarse que las enzimus son en su mayoria michaelianas.
ya que si esto no es asi. los parametros clasicos tales como
Km ¥ Vi perderian su significado fisico para tales enzi-
mids.

Es conocida la existencia de posibles causas que pueden
dur lugar a desviaciones de la cinética de Michaelis-Men-
ten *. Algunos ejemplos son: la enzima que contiene una

Transient phase. Michaelis-Menten. Substrate inhibition.

impureza gue reacciona con el sustralo. o bien la enzima
que existe en dos formas con diferentes actividades o en la
gque se producen agregaciones o micelas '. Algunas de las
desviaciones ¢inéticas encontrudas podrian deberse a tales
hechos. No obstante. una vez suprimidos tales efectos
donde es posible. los hechos experimentales indican que
son muchas las enzimas que dan cinéticas andmalas, en-
tre cllas se encuentran acetilcolinesterasa, fosfatasa
acida, adenosin desaminasi, arilsulfatasa, bencilamina
oxidasa. x-quimotripsina, fumarasa, p-galactosidasa, ga-
lactosa deshidrogenasa, peroxidasa y xantin oxidasa 2. Al-
gunas posibles causas cinéticas para cxplicar estas desvia-
ciones podrian ser: 1) inhibicion por sustrato, b) activacion
por sustrato. ¢) rutas al azar, d) efectos alosiéricos.

El grupo mas numeroso de desviaciones de la cinética de
Michelis-Menten corresponde u lu inhibicién por sustrato
(352 ejemplos). En la mayoria de los casos en los que
aparece cste tipo dc efecto, 1o que se ha hecho es trabajar
a bajas concentraciones de sustrato, de tal manera que sc
obtenga una ecuacion de velocidad 1:1 con respecto al
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sustrato y asi poder definir Ky v Vg, Mo obstante, se
han utilizado en algunos trabajos ? concentraciones eleva-
das de sustrato de tal manera gue se obtiene la ecuacién de
velocidad real para el mecanismo hajo estudio; la regresidn
no lineal permite calcular los parametros globales que apa-
recen bajo eslas condiciones en la ecuacion de velocidad.

Sin embargo, el calculo de las constantes de velocidad
implicadas en el mecanismo no puede llevarse a cabo con
datos Gnicamente de estado estacionario. La posibilidad
del uso de técnicas rapidas permite obtener informacién
sobre la fase de transicion del sistema y la elucidacion
completa del mecanismo puede levarse a cabo mediante la
utitizacién conjunta de ambas técnicas *.

Bajo este enfoque abordamos el estudio cinético del me-
canismo mas simple de inhibicién por sustrato: mecanismo
de Michaelis-Menten con inhibicidn por sustrato o bien
mecanismo Uni-Uni con inhibicién por sustrato.

TEORIA

El mecanismo antes citado viene definido por el es-
quema

k1Al K,

EA —— + E+P

k_.

k] lAJ k—J

EA,

cuyo grafo dirigido se muestra en la figura 1.
Con la notacidn:

X; = especie enzimdtica i-ésima, de modo que

E =X,
EA =X,
EA, =X,

X = concentracion de la cspecie enzimatica X

x¥ = concentracién inicial de la especie X,

. dx
X = —
dt
Y, = especie ligando s-ésima, de modo que
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Grafo dirigido.

FIGURA I.

y, = concentracidn de la especie Y, (s = 1,2}

v¥? = concentracién inicial de la especie ligando Ys (s =
1,2)

. dy, .
I 1 =12
Ye i (s

y si las condiciones iniciales son *:

X = 0,0 =1 (1)
yoo=0,i =1 (2}
v > x§ ) 3

el sistema de ecuaciones gue describe la dependencia de la
concentracion de las especies enzimaticas con el tiempo
viene dado por la ecuacién matricial:

X ki, ks, 0 X
X = k,, k:: k;: X, (4)
X; 0 Kaa ki Xy

Ky =# Ky 0
D) =1 ki, k,,—A ki, (5)
0 K, Kyy—h

donde los valores de K;; vienen dados en el apéndice.
La ecuacion (4) puede resolverse en la forma descrita
en la referencia (5) y asi se obtiene:

z At .
X = Ajp + h;":lAihe . (i=1,12, 3} (6)
siendo
i (a4 )ox!) :
— —_pyi oy 2EhJuT =
Ao (-1 bl u=I,2,3) (7)
1 Dy )x$ H .
Ap = (-1)) ———=—1 (i=1, 2, 3; p =h)
" An{hp—hy) ®)

En la ec. (7} (a;), es el término independiente en el
desarrollo del polinomio D), es decir D;(0), y los valo-
res de A, (h=1,2) son las raices de la ecuacion

AMAph+0Q=0 9

donde

P=k., +k,+k_;+ &k +kyy! (10}
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Q= (k. +kpk_s + kik_syd + kky?® (D

y, a su vez, |
Ak = Q (12)
C G, Ry = P (i3)

A% y &, son siempre reales v negativas.

Por otra parte, y, depende de t segun
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FiGura 2. Representacion esquemdticu de = vs. y!

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES

El mecanismo bajo estudio se ajusta, en las curvas de
acumulacién de producto Y, frente al tiempo, a la suma de
dos exponenciales. La determinacién de las A, permitira
determinag todas las constantes implicadas en el sistema.
Puesto que las A, son reales v negativas, el procedimiento

a seguir seria®

1}
2}

Determinacion en el estado estacionario de o, By T
Representacion, en la fase de transicion, de In (v~

2 Apt
Y, =P+ at +h§,]yhe h (i4)
donde
_ K kok gyl
R S S RS T T L (s
L 371
B = klkly‘g?—&‘ (16)
_ _klkz(k—3+)\'1)y(1,xllj
A STy 47
_ _ kiky(k_i+Ay)yix]
T T ) 18

Algunos gjemplos tipicos de la variacion de « con res-
pecto & ¥9, y de y, con respecto a t se muestran en las figs.
2 y 3, respectivamente.

El periodo de induccidn tiene el valor

1 P
4+ —
K, Q (19

Y

TE -

— o t) vs. t, lo que da, supuesto o] < Al ¥ a
partir de cierto instante, t,, una recta de pendiente &, y
ordenada en el origen In v,.
3} La determinacién de A, puede hacerse de acuerdo con
Yo A'Il

A, = — ™M1
N Ay, e (20)

expresion deducidu teniendo en cuenta las ecs. (12),

@)

FiGuRa3.

(c)

(b)

Representacion esquematica de los perfiles concentracidn del producto-tiempo. Los casos

representados en (a), (b) y (c) corresponden, respectivamente 2 un valor de 1 positivo, nulo o negativo. A
su vez, T es positivo, nulo o negativo segin gue k_ i(k_ 3 +k,y%) sea, respectivamentie, mayor, igual o
menor que k. kyy?
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(13) y (15} - (17). La ec. (20) permile el ciiculo de A, de
una forma analitica sin necesidad de representar In (y, -
—-P-at—-y,e*)vs.t para 0 <1 < 1p.

Con los valores de A, y &, podemos calcular todas las k;
(i=1, 2, 3, -1. -3), puesto que i, + X, segin la ec. (13) es
lincul respecto de yY, A partir de la pendiente v ordenada
en el origen tenemos dos ecuaciones y aplicando regresion
no lineal a &, A, {ec. (12)) obtenemos tres ecnaciones adi-
cionales. '

Otra posibilidad seria el ajuste por regresidn no lineal a
la ec. {19), con lo que se obtendrian cinco ecuaciones.
Ademas se cumplen las siguientes relaciones:

lim T 1

v —o k_; @
limt 1 (22)
§0 —0 k_,+k,

lim vy = kok-s (23)°
yi—o K ks

lus cuales nos permiten otras aproximaciones al conoci-
miento de los valores de las k.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados experimentales de velocidad en estado
estactonario frente o la concentracion de sustrato indican
que un gran numero de enzimas se desvian del comporta-
miento michaeliano. Los estudios en estado estacionario
detectun estas desviaciones a partir de graficas 2 vs. ¥ o
Vo vs. 1y, Se han establecido criterios para poder diluci-
dar a4 qué grado con respecto 4l sustrato esta correspon-
diendo la velocidad. Sin embargo, puesto que segn la ec.
(15) los factores que multiplican a la concentracion de sus-
trato son expresiones algebraicas de las k;, la determina-
cion de sus valores nos permite conocer cual va a ser la
influencia de cada término en la ecuacion y suber a qué
etapa se debe en concreto ¢l que ese érmino sea significa-
tivo 0 no. En el caso sencillo de un mecanismo 1:2 queda
claro como a partir de la determinacion de las A, (h = 1.2)
puede obtenerse esta informacién. En mecanismos mas

complejos seria conveniente utilizar la expresién de t para
el calculo de &k mediante regresion no lineal.

Desde el punto de vista experimental la determinacién
de &, (h = 1,2) o = ticnen el condicionamiento de necesitar
medidas en fase de transicién (normalmente en una escala
de tiempo de milisegundos), lo cual exige la utilizacién de
técnicas rapidas’. Otro requisito experimental viene im-
puesto por la necesidad de medir pequenos niveles de pro-
ductos de reaccidn, lo que obliga a usar sustratos con ca-
racteristicas apropiadas (alto coeficiente de extincidn, alta
solubilidad, etc.}, y elevadas concentraciones de enzima’.

A partir de lo expuesto anteriormente, en el caso de
mecanismos 1:2, desaparece el sentido fisico de Ky ¥ Vs
y la descripcion de la reaccion catalizada por la enzima
seria conveniente hacerla, en los casos donde sea posible,
por los valores de las k;.
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APENDICE
Valores de las K;; de la ec. (4):

Kin=-Ki.

Ki. =k}

K:: =~ (K: + Kii)
K:i =K% + K’}

K =k_,
K =k,
K. = k!
Kis = - Kz
Ki: =k_;



