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233. DCrivCs de nuclhotides d’intbret biologique, IX 1) 
Essais enzymatiques avec des 

analogues de l’acide adhosine-triphosphorique (ATP) 
Communication prdiminaire 2, 

par A. Gabbai et Th. Posternak 
Laboratoires de Chimie biologique et organique sp6ciale de 1’UniversitC de Genkve 

(30 VI I I  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 dCcrits prkckdemment [l] ont ktC essay63 comme substrats 
’ de deux kinases: l’hexokinase et la glycCrokinase. Les travaux avec le deuxikme 

enzyme n’ont qu’un caracthre prkliminaire, alors que les essais avec l’hexokinase ont 
4tt. plus approfondis e t  comportent des mesures de V,,, et  de KTn. 

Nous avons utilisC l’hexokinase de levure cristallisCe Sigma et la glyckrokinase 
Boehri.rtger. 

Hexokinase. Pour les essais avec l’hexokinase, nous avons recouru essentiellenient 
B la mkthode spectrophotomktrique basCe sur la dCshydrogCnation, en prksence d’un 
grand exc& de glucose-6-phosphate-d~shydrogCnase, de l’acide glucose-6-phospho- 
rique formk. Cette rkaction est CtudiCe par l’observation au spectrophotomktre de 
la densit6 optique A 366 nm (mesure de la concentration en NADPH), ce qui perrnet 
de suivre le cours de la phosphorylation du glucose [a]. Les K ,  et Vm,, ont C t C  
dCterniinCs par la reprksentation graphique classique de Lineweaver SC Burke ( l / V  vs 
l/[S:). Dans les essais (tableau 1) on a opCrC A une concentration saturante en glu- 
cose. Les concentrations en ATP ou en analogue variaient g6nCralement entre les 
limites 5,3 * 1 0 - 4 ~  et 5,3 * 1 0 - 5 ~ ;  dans certains cas, cette concentration atteignait 

1) Communication VI I I :  [I]. 
2, 

_ _ _ _ ~  

Un mCmoire detail16 sera present6 2~ Helv. pour publication. 
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1,6 . 1 0 - 3 ~  (dksamino-6-ATP) et  2,65 . 10-6~f  (bromo-8-ATP). Dans les conditions 
employCzs, nous avons trouvC pour 1’ATP K ,  - 1 . 10-4~13). 

Tableau 1. K ,  e t  Vmax relatafs d’analogues de l’A Z’P dans la  rdactzon de l’hexokznase 

ATP 
Butyryl-N6-ATP 
MCth yl-N6-ATP 
UimCthyl-N6-A4TP 
n-Butyl-N6-ATP 
t-Butyl-N6-ATP 
DCsamino-6- ATP 
Bromo-8-ATP 
Amino-8-ATP 
Oxydo-N(l)-ATP 

1 ,o 
1 2  
0,85 
0,77 
0,57 
0,71 
0,53  
0,40 
0 3 7  
0,73 

Composition Ciu melange rkactionnel d’un volume total de 3.07 ml: tampon tris-HC1 3,9 . 
1 0 - , ~  de p H  7,6, MgC1,6,5 . 1 0 - 3 ~ ,  dithiothrCitol4 . 1 0 - 3 ~ ~ ,  glucose 2 , 2  . 1 0 - , ~ ,  NADP 0,65 mg/ 
nil, glucose-6-phosphate-d6shydrog6nase 0,67 ,ug/ml, hexokinase 0,13 ,ug/ml. La reaction a C t C  
effectu6e i 25”; elle a C t C  dCclenchCe par l’addition d’hexokinase. On a toujours effectuc clcs 
mesures parall6les en prCsence d’ATP. 

Tableau 2. Vitesses relatives de la re‘actioiz de la glycdrokinase 

Substanccs Vitesses Substances 
relatives I \‘itesses 

rclatires 

AT 1’ 
I’ropionyl-N6-ATF’ 
ValCrpl-N6-ATP 
IIexanoyl-N6-ATP 
MCthyl- N6- ATP 
Dim6thyl-N6-ATP 

100 
82 
63 
75 
90 
80 

n-Butyl-W- A T P  
t-Butyl-W-ATP 
Ddsamino-6- ATP 
Amino-8- ATI’ 
Bromo-8- ATP 

72 
16 
79 
65 
79 

Composition d u  melange rkactionnel d’un volume total de 2,16 ml: tampon hydrazitit: 3,3 nr + 
glycine 0 , 1 7 ~  de pH 9,8, glycCrol 2 ,3 .  1 0 - 3 ~ ,  MgCI, 1 , 2 .  1 0 - 3 ~ ,  dithiothriitol 5,7 . 1 0 - 3 ~ ,  ATP 
ou analogue 1,13 . M, NAD 0,30 mg/ml, glycCrophosphate-deshydrog6nase 92 ,ug/ml, glycCro- 
kinase 1,4 ,ug/ml. Temperature 25-30”, La rCaction a Ctd ddclcnchCe par l’addition du  glycCrol. 

Glychokinase. La rkaction de la glyckrokinase (phosphorylation du glycCrol par 
I’ATP) a ktk couplke A celle de la glyckrophosphate-dCshydrogCnase [5]. Ce dernier 
enzyme, qui cornporte comme coferment du NAD, Ctait en quantitC beaucoup plus 
forte que la kinase. La variation de densitk optique B 366 nm due au NADH a k tC  
utilisCe comme mesure de la vitesse de consommation du glyckrol. On a opkrC B 
pH 9,s aprks s’&tre assurk que dans ces conditions les acyl-N6-ATP ne subissent pas 

3, Le degrC d’association des isoenzymes de l’hexokinase et, peut-ktre, leur conformation, 
dCpendent de la composition d u  milieu, en particulier de la concentration en  electrolytes e t  
cn glucose [3]. On trouve ainsi dans la litterature des valeurs assez divcrses pour le K ,  de 
I’ATP. IAa valcur dc 1 , O .  1 0 - 4 ~  que nous observons est proche de celle indiquCe notamniciit 
par Kaj i  & Colowick [4]. 
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d’altkrations notables. Chaque s6rie de mesures concernant un analogue Ctait accom- 
pagnhe d’une autre sitrie effectuke avec de I’ATP (tableau 2). 

Discussion. On sait que l’hexokinase cristalliske est un mklange d’isoenzymes. 
Tous nos essais ont Ctk effectuks avec la m&me prkparation cristalliske Sigma qui, 
par analogie avec d’autres prbparations, serait essentiellement un dimhre dans les 
conditions employCes [ 3 ] .  Quoi qu’il en soit, les valeurs figurant dans le tableau 1 
reprksentent les actions globales des diverses formes de ces isoenzymes. Ce tableau 
ne niontre pas de variations tr&s notables des Vmax: les mono- ou di-substitutions 
en N6, ou la forme oxydique de N(1), produisent des rkductions de 15 a 23%. I1 faut 
toutefois noter que l’effet inhibiteur sur V,,, du groupe t-butyle en N6 est nettement 
moins klevk que celui du groupe n-butyls. La prksence du brome en C(8) produit une 
diminution de 60%. Les variations des K ,  sont beaucoup plus importantes. Les 
substitutions en N6 augmentent la dissociation, B l’exception toutefois du groupe 
t-butyle qui produit l’effet contraire: nous n’entrerons pas ici dans le dCtail des rela- 
tions possibles entre le caractkre volumineux du substituant et la diminution de la 
dissociation de la combinaison enzyme-substrat. Toujours est-il que le doublet non 
partagit en N6 semble jouer un r61e en ce qui concerne la liaison du substrat, car celle-ci 
est fortement affaiblie par la suppression du groupe amino en 6, dans le d6samino-6- 
ATP. On pourrait faire la mCme remarque en ce qui concerne le doublet libre en N(1), 
car son blocage dans l’oxyde-N(l) augmente considkrablement le K,. La substitution 
en C(8) par le brome augmente l’association, alors que celle par NH, la diminue: ici 
encore, il est prkmaturk de discuter les diverses explications possibles. 

On constate que les modifications apportkes ici a I’ATP ne produisent pas un 
affaiblissement de l’action enzymatique comparable 2 celle indiquhe, dans le cas de 
l’hexokinase, pour le GTP ou pour I’ITP dans lesquels le groupe amino en 6 de 1’ATP 
est remplach par un C=O [4]. 

En ce qui concerne la glyckrokinase, il faut noter (tableau 2) l’inhibition consid6- 
rable produite, dans les conditions exphrimentales employites, par le substituant volu- 
mineux t-butyle en N6. 

Nous remercions de son appui le Fonds National Suzsse de la Recherche Scienhfzque. 
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