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Abstract

Structural ana functional properties of phosphoglycerate mutase and
bisphosphoglycerate synthase/phosphatase isozymes.

Mammalian tissues contain six multifunctional enzymes with 2,3-
bisphosphoglycerate synthase, 2,3-bisphosphoglycerate phosphatase and
phosphoglycerate mutase activities. Three of them are the isozymes of
phosphoglycerate mutase (E.C.2.7.5.3.), and the other have been inter-
preted as isozymes of the bisphosphoglycerate synthase/phosphatase
found in erythrocytes. All these enzymes lose their activities when
incubated with specific reagents for lysine (TNBS), arginine (phenyl
glyoxal and 2,3-butanedione ), histidine (diethyl pyrocarbonate and
photo-oxidation with rose bengal) and cysteine (tetrathionate). The
protective effect of glycerate-3-P and 2,3-bisphosphoglycerate
differ with the reagents. 2,3-Bisphosphoglycerate synthase/phosphatase
and phosphoglycerate mutase isozymes show similar kinetic patterns.

Introduccid.

Dels teixits de mamifer s'han aillat vuit enzims amb activitat
bisfosfoglicerat sintasa ( 1,3-BPG + 3-PG — 3-PG + 2,3-BPG) i bis-
fosfoglicerat fosfatasa ( 2,3-BPG —— 3-PG + Pi ), gque poden estar
implicats en el metabolisme del glicerat 2,3-bisfosfat ( 2,3-BPG)

( Carreras et al., 1981; Chiba i Sasaki, 1978 ). Tres corresponen als

isoenzims de la fosfoglicerat mutasa ( PGM, tipus M, B, MB) ( Mezquita
i Carreras, 1981); altres tres han sigut interpretats com a isoenzims

de la bisfosfoglicerat sintasa-fosfatasa (BPGS-BPGP ) descrita en els

eritrdcits ( Chiba i Sasaki 1978 ), i els dos restants com a possibles
isoenzims de la bisfosfoglicerat fosfatasa (BPGP) detectada en el

miscul esquelétic ( Chiba i Sasaki, 1978 ).

Els tres isoenzims de la PGM han sigut copurificats fins homo-
geneitat del midscul cardiac de porc ( Bartrons i Carreras 1982 ).
L' iscenzim tipus M ha estat també purificat del miscul esquelétic

( Pons i Carreras 1983 ). Tenen fonamentalment activitat mutasa

i en molt menys proporcié activitats sintasa i fosfatasa ( mutasa/

sintasa/fosfatasa=1000/0.1/0.05).




Els tres possibles isoenzims de la BGPS-BPGP han estat purificats
de miscul esquelétic i de cervell de porc ( Pons 1 Carreras, 1983; Tauler
i Carreras, 1983 ). La preparacié de miscul és homogénia; les preparacions
de cervell no ho sén, si bé estan lliures d'enzims contaminants amb acti-
vitat bisfosfoglicerat sintasa, bisfosfoglicerat fosfatasa i fosfoglice-
rat mutasa. Tenen activitat sintasa i fosfatasa en més proporcié

que els isoenzims de la PGM ( mutasa/sintasa/fosfatasa=1000/50/0.4).

En aquest treball es presenten els resultats de l'estudi compa-
ratiu de les caracteristiques estructurals i funcionals dels isoenzims
de la PGM i de la BPGS-BPGP, que completen els resultats préviament
publicats ( Pons i Carreras, 1983; Tauler i Carreras, 1983; Berrocal i

Carreras, 1983 ).

Aminoacids essencials.

S'han investigat l'efecte que la modificacié de residus de lisina,
arginina, histidina i cisteina té sobre les activitats bisfosfoglicerat
sintasa, bisfosfoglicerat fosfatasa i fosfoglicerat mutasa dels isocenzims
de la PGM i de la BPGS-BPGP.S'han estudiat comparativament els efectes
protectors dels substrats, activadors i inhibidors.ls'ha seguit la meto-
dologia préviament publicada ( Carreras et al. 1982a, 1982b; Berrocal

i Carreras, 1983b, 1983c, 1984 ).

Modificacid de lisines.- Els tres isoenzims de la BPGS-BPGP mostren

un comportament similar enfront el trinitrobenzé-sulfonat (TBNS); per-
den paralel.lament les activitats bisfosfoglicerat sintasa, bisfosfo-
glicerat fosfatasa i fosfoglicerat mutasa ( fig. 1 ). La concentracidé de
reactiu necessaria per inactivar l'enzim é€s d'un mateix ordre en tots
els casos ( 50-100 PM/mg proteina ) a pH 8.2, 60 min. i 372. Els subs-

trats 1 productes no eviten la inactivacié, si bé enlenteixen la seva

velocitat. E1 3-PG és el compost que té més efecte protector (' fig. 1).
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La incubacié dels tres isoenzims de la PGM en preséncia de TNBS
i de piridoxal-5'-P determina la pérdua paralel.la de les activitats
bisfosfoglicerat sintasa, bisfosfoglicerat fosfatasa i fosfoglicerat
mutasa. No s'observen diferancies significatives entre els dos
iscenzims. Els efectes protectors dels substrats sén similars als
préviament descrits per l'isoenzim tipus M de muiscul de conill ( Berro-

cal i Carreras, 1983a, 1984).

Modificacié d'arginines.- El tractament dels tres isoenzims de la BPGS-

BPGP amb fenilglioxal i 2,3-butanodiona afecta paralel.lament les tres

activitats ( fig. 2‘). Fenilglioxal ( 10-20 mM ) i 2,3-butanocdiona ( 10-
20 mM ) produeixen la inactivacié total als 60' a pH 8.2 i 37°. La

preséncia de substrat o productes no modifica la inactivacid ( s Ko [y 0 L

Els tres isoenzims de la PGM sén afectats pels reactius modi-
ficadors de residus d'arginina de manera similar a la publicada per
l'isoenzim tipus M de miscul de conill (Berrocal i Carreras, 1983a,
1983b) . Perden paralel.lament les tres activitats enzimatiques; perd

a diferéncia dels isoenzims de la BPGS-BPGP, sdn protegits pel 3-PG

iel 2,3-BPG.
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l'isoenzim MB de la fosfoglicerat mutasa.

Caracteristiques cinétiques.

Patrd cinétic.- S'han estudiat els patrons cinétics de l'activitat bis-

fosfoglicerat sintasa dels tres iscenzims de la BPGS-BPGP en un interval

de 3-PG de 0.5 PM - SO}uM i de 1,3-BPG de 0.5 PM - 50 uM ( pH 7.2, 289,
parada de la reaccid per escalfament a 90°). El1 1,3-BPG s'ha sintetitzat

seguint esséncialment el métode de Krinski ( 1958 ). E1l 3-PG lliure de

2,3-BPG preparat segons el métode de Towne ( 1957 ). E1 2,3-BPG s' ha
mesurat com a cosubstrat de la PGM segons Grisolfa ( 1969 ).
Els tres isoenzims mostren un mateix patrd cinétic. Les represen-

tacions Lineweaver-Burk 1/Vvs 1/3-PG a diferents concentracions de
1,3-BPG i de 1/Vvvs 1/1,3-BPG a diferents concentracions de 3-PG, donen
grafiques no lineals, la interpretacidé de les quals obliga a descartar
possibles artefactes produits per la preséncia de contaminants en la

preparacidé dels substrats. Malgrat aixd no semblen existir diferéncies

significatives entre les constants cinétiques dels tres iscenzims. Els
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Modificacidé d'histidines.- Els iscenzims de la BPGS-BPGP purificats
de cervell tenen, respecte als reactius modificadors d'histidines

( dietilpirocarbonat i foto-oxidacié amb rosa bengala ) un comporta-
ment similar al de l'enzim de midscul esqueldtic ( Tauler i Carreras,
1983 ). S'inactiven les tres activitats, si bé l'activitat fosfata-

sa és més resistent.

La concentracié de dietilpirocarbonat necessaria per inactivar
l'enzim ( pH 6.0, 60 min. 372 ) és la mateixa en tots els casos ( 2-
10 mM/mg de proteina ). Els substrats i productes retarden la velo-

citat d'inactivacié ( fig. 3.).

La modificacid de residus d'histidina afecta de manera semblant
els tres iscenzims de la PGM. Tal com s'ha descrit per l'iscenzim
M de mdscul de conill ( Berrocal i Carreras, 1983a, 1983c) es perden
les tres activitats gi bé la sintasa i la fosfatasa sdén menys afec-
tades. El 3-PG i el 2,3-BPG protegeixen del dietilpirocarbonat, perd

no de la foto-oxidacid.

Modificacid de cisteines.- Els tres isoenzims de la BPGS-BPGP s'inac-

tiven pel tetrationat. Les diferéncies que es varen trobar en un prin-

cipi ( Tauler i Carreras, 1983 ), fdéren degudes a una contaminacié de
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Efectes inhibidors i activadors.- Rose ( 1980 ) ha demostrat una marcada
inhibicid competitiva del Pi respecte al 3-PG en la BPGS-BPGP d'eri-
trocits. Els iscenzims de la BPGS-BPGP de porc no sén afectats pel Pi

(85 o o o i

El glicolat-2-P estimula notablement les activitats bisfosfoglice-
rat fosfatasa i sintasa (Rose 1980 ) de la BPGS-BPGP d'eritrdcits. Els
isoenzims de la BPGS-BPGP de porc sdn molt menys afectats; el grau d'ac-

tivacié de l'activitat sintasa no supera el 200 %.

Diferents compostos fosforilats ( F-2,6-P., G-1,6-P F-1,6-P

2 2 Pl
o{-glicerol-P, /2 -glicerol-P, ATP, ADP, citrat, P.E.P.) assajats com a

possibles activadors o inhibidors, no afecten de manera significativa

l'activitat sintasa dels isoenzims BPGS-BPGP de porc.
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Discussid

Els resultats de la modificacié de residus especifics d'aminoacids
confirmen el caracter multifuncional dels isoenzims de la PGM i de la
BPGS-BPGP, suggerida per altres criteris. Demostra també la similitud Bk

entre ambdSs grups d'enzims, confirmada pels experiments cinétics.

La similitud de les caracteristiques estructurals i funcionals dels
dos grups d'isoenzims de PGM i BPGS-BPGP podrien explicar-se admetent que
ambdds grups resulten de la combinacié dels dos tipus de subunitat de la

PGM amb un altre tipus de subunitat diferent.
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