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Essais enzymatigues avec des
analogues de ’acide adénosine-triphosphorigue (ATP)
Communication préliminaire )

par A. Gabbai et Th. Posternak

Laboratoires de Chimie biologique et organique spéciale de I’Université de Genéve

(30 VIII 71)

Summary. The reactivity, as substrates for hexokinase and glycerokinase, of some analogous
of ATP has been compared with that of ATP.

Certains des analogues décrits précédemment [1] ont été essayés comme substrats
de deux kinases: 'hexokinase et la glycérokinase. Les travaux avec le deuxiéme
enzyme n’ont qu'un caractére préliminaire, alors que les essais avec ’hexokinase ont
été plus approfondis et comportent des mesures de Vmax et de Ky,

Nous avons utilisé '’hexokinase de levure cristallisée Sigma et la glycérokinase
Boehringer.

Hexokinase. Pour les essais avec I’hexokinase, nous avons recouru essentiellement
a la méthode spectrophotométrique basée sur la déshydrogénation, en présence d’'un
grand excés de glucose-6-phosphate-déshydrogénase, de 'acide glucose-6-phospho-
rique formé. Cette réaction est étudiée par l'observation au spectrophotométre de
la densité optique & 366 nm (mesure de la concentration en NADPH), ce qui permet
de suivre le cours de la phosphorylation du glucose [2]. Les K, et Vmax ont été
déterminés par la représentation graphique classique de Lineweaver & Burke (1]V vs
1/[S]). Dans les essais (tableau 1) on a opéré 4 une concentration saturante en glu-
cose. Les concentrations en ATP ou en analogue variaient généralement entre les
limites 5,3 - 10—*M et 5,3 - 10-5M; dans certains cas, cette concentration atteignait

Yy Communication VIIIL: [1].
%)  Un mémoire détaillé sera présenté A Helv. pour publication,
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1,6 - 10-3M (désamino-6-ATP) et 2,65 - 10-%M (bromo-8-ATP). Dans les conditions
employées, nous avons trouvé pour 'ATP K, ~ 1 -10-%m3).

Tableau 1. K, et Vax velatifs d’analogues de ' AT P dans la véaction de " hexokinase

Substances K, -10*m V max/Vmax ATP
ATP 1,0 1,0

Butyryl-N6-ATP 2,3 1,2

Méthyl-NS-ATP 1,5 0,85
Diméthyl-Né-ATP 1,2 0,77
n-Butyl-N6-ATP 1,2 0,57
t-Butyl-N6-ATP 0,68 0,71
Désamino-6-ATP 6,0 0,53
Bromo-8-ATP 0,32 0,40
Amino-8-ATP 1,2 0,57
Oxydo-N(1)-ATP 21,2 0,73

Composition du mélange réactionnel d’un volume total de 3,07 ml: tampon tris-HCI1 3,9 -
10-2m de pH 7,6, MgCl, 6,5 - 10-3M, dithiothréitol 4 - 10-3m, glucose 2,2 - 10~2m, NADP 0,65 mg/
ml, glucose-6-phosphate-déshydrogénase 0,67 ug/ml, hexokinase 0,13 pug/ml. La réaction a été
effectuée a 25°; elle a été déclenchée par l'addition d’hexokinase. On a toujours effectué des
mesurcs paralleles en présence d’ATP.

Tableau 2. Vitesses velatives de la véaction de la glycévokinase

Substances Vitesses Substances Vitesses

relatives relatives
ATP 100 n-Butyl-NS-ATP 72
Propionyl-N6-ATP 82 t-Butyl-N6-ATP 16
Valéryl-N6-ATP 63 Ddésamino-6-ATP 79
Hexanoyl-NS-ATP 75 Amino-8-ATP 65
Méthyl-NS-ATP 90 Bromo-8-ATP 79
Diméthyl-N6-ATP 80

Composition du mélange réactionnel d’un volume total de 2,16 ml: tampon hydrazine 3,3 m+
glycine 0,17 de pH 9,8, glycérol 2,3 - 10-3m, MgCl, 1,2 - 10-3M, dithiothréitol 5,7 - 10-3y, ATP
ou analogue 1,13 - 10-3m, NAD 0,30 mg/ml, glycérophosphate-déshydrogénase 92 ug/ml, glycéro-
kinasc 1,4 ug/ml. Température 25-30°. La réaction a été déclenchée par I’addition du glycérol.

Glycérokinase. La réaction de la glycérokinase (phosphorylation du glycérol par
IATP) a été couplée a celle de la glycérophosphate-déshydrogénase [5]. Ce dernier
enzyme, qui comporte comme coferment du NAD, était en quantité beaucoup plus
forte que la kinase. La variation de densité optiquz & 366 nm due au NADH a été
utilisée comme mesure de la vitesse de consommation du glycérol. On a opéré a
pH 9,8 apres s’étre assuré que dans ces conditions les acyl-N8-ATP ne subissent pas

3)  Le degré d’association des isoenzymes de l’hexokinase et, peut-étre, leur conformation,
dépendent de la composition du milicu, en particulier de la concentration en €électrolytes et
cn glucose [3]. On trouve ainsi dans la littérature des valeurs assez diverses pour le K, de
PATP. La valcur de 1,0 - 10-*M que nous observons est proche de celle indiquée notamment
par Kaji & Colowick [4].
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d’altérations notables. Chaque série de mesures concernant un analogue était accom-
pagnée d’une autre série effectuée avec de 'ATP (tableau 2).

Discussion. On sait que I’hexokinase cristallisée est un mélange d’isoenzymes.
Tous nos essais ont été effectués avec la méme préparation cristallisée Sigma qui,
par analogie avec d’autres préparations, serait essentiellement un dimére dans les
conditions employées [3]. Quoi qu’il en soit, les valeurs figurant dans le tableau 1
représentent les actions globales des diverses formes de ces isoenzymes. Ce tableau
ne montre pas de variations trés notables des Vyax: les mono- ou di-substitutions
en NS, ou la forme oxydique de N(1), produisent des réductions de 15 a 23%,. Il faut
toutefois noter que I'effet inhibiteur sur Vax du groupe ¢-butyle en N€ est nettement
moins élevé que celui du groupe n-butyle. La présence du brome en C(8) produit une
diminution de 609%,. Les variations des K, sont beaucoup plus importantes. Les
substitutions en N® augmentent la dissociation, a I'exception toutefois du groupe
t-butyle qui produit l'effet contraire: nous n’entrerons pas ici dans le détail des rela-
tions possibles entre le caractére volumineux du substituant et la diminution de la
dissociation de la combinaison enzyme-substrat. Toujours est-il que le doublet non
partagé en N6 semble jouer un réle en ce qui concerne la liaison du substrat, car celle-ci
est fortement affaiblie par la suppression du groupe amino en 6, dans le désamino-6-
ATP. On pourrait faire la ménie remarque en ce qui concerne le doublet libre en N(1),
car son blocage dans 'oxyde-N(1) augmente considérablement le K,,. La substitution
en C(8) par le brome augmente l’association, alors que celle par NH, la diminue: ici
encore, 1l est prématuré de discuter les diverses explications possibles.

On constate que les modifications apportées ici & UATP ne produisent pas un
affaiblissement de l'action enzymatique comparable 4 celle indiquée, dans le cas de
I'hexokinase, pour le GTP ou pour I'ITP dans lesquels le groupe amino en 6 de 'ATP
est remplacé par un C=0 [4].

En ce qui concerne la glycérokinase, il faut noter (tableau 2) I'inhibition considé-
rable produite, dans les conditions expérimentales employées, par le substituant volu-
mineux ¢-butyle en N6,

Nous remercions de son appuile Fonds National Suisse de la Rechevche Scientifique.
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