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INTRODUCCIO

Les fosfogliceratmutases (PGA-mutases), enzims que catalitzen la inter-
conversi6 reversible entre el g-fosfoglicerat i el 2-fosfoglicerat, poden ésser
de dos tipus, segons que necessitin o no el 2g-difosfoglicerat (DPGA)
com a cofactor. EI mecanisme d’accié dels dos tipus de PGA-mutases és
completament diferent. Les PGA-mutases independents del DPGA cata-
litzen una transferéncia intramolecular del grup fosforil entre dos hidro-
xils del substrat *. En canvi, les PGA-mutases dependents del DPGA cata-
litzen la transferéncia intermolecular del grup fosforil per un mecanisme
de ping-pong que comporta la formacié d'un fosfoenzim intermediari * *.

Els dos tipus de PGA-mutases constitueixen un dels pocs exemples
coneguts d’enzims analegs, o enzims que catalitzen una mateixa reacci6
sense estar relacionats entre ells des del punt de vista de la filogénia. Per
aquest motiu, la investigacié de llurs centres actius i de llurs mecanismes
d’accié ¢és important i pot aportar dades molt interessants sobre I'evoluci6
dels enzims,

Experiments anteriors * * * han demostrat que la PGA-mutasa desnatu-
ralitzada presenta un radical fosforil unit amb un residu d’histidina; si bé
aixo no permet afirmar que passi el mateix amb I'enzim actiu. Per a in-
vestigar la participacié de la histidina en el mecanisme d’accié de les
PGA-mutases dependents del DPGA, hom pot recérrer a técniques de
bloqueig selectiu d’aminoacids, per mitja de I'etoxiformilacié amb dietil-
pirocarbonat o bé per fotooxidacié en preséncia de colorants.

* Treball fet amb I'ajut de la Borsa d'Estudis Leandre Cervera de I'Institut d'Es-
tudis Catalans. Rebut, per a la seva publicacié, el 28 de febrer de 1975,
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El dietilpirocarbonat ¢és un agent acilant que, en condicions experi-
mentals avinents, mostra una afinitat molt especifica envers la histidina.
Experiments ja fets* ¢ han demostrat que I'etoxiformilacié de 4 residus
d’histidina per mol de PGA-mutasa de muscul de conill, provoca una
inactivacié de I'enzim que resulta reversible per I'addicié d’hidroxilamina.

La fotooxidacié en preséncia de colorants ¢s un mitja suau i relati-
vament especific per a modificar residus d’aminoacids de molécules pro-
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Fic. 1. — Fotooxidacio de la PGA-mutasa de miuscul
de conill (0,5 mg/ml) en presencia de blau de
metile.
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La fotooxidacié de la PGA-mutasa de muscul de conill en presencia
de blau de metil¢ provoca una inactivacié que ¢és variable segons el pH,
i sembla afectar la histidina ® 7. Essent també altres aminoacids (tripto-
fan i metionina) susceptibles d'ésser fotooxidats en preséncia de blau de
metile, hom pot investigar la fotooxidacié de la PGA-mutasa en preséncia
de rosa de Bengala per tal d’assolir resultats més especifics. Ha estat fet
aixi, i ensems, hom ha investigat la cinética de la inactivacio, la possible
accio protectora del cofactor (2,3-difosfoglicerat) i les caracteristiques ci-
netiques de 'enzim parcialment inactivat.

MATERIAL 1 METODES

Hem usat PGA-mutasa de muscul de conill de la casa Bochringer (sus-
pensio cristalina amb sulfat amonic 2,6 M). L'enzim fou separat del sulfat



INACTIVACIO DE LA FOSFOGLICERATMUTASA PER FOTOOXIDACIO 135

amonic per sedimentacio i dissolucié dels cristalls amb CINa 10 mM (o bé
amb I'amortidor adequat) i mitjangant una columna de Sephadex G-23.
L’enolasa, el g-fosfoglicerat i el 2,3-difosfoglicerat procedien de la casa
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Boehringer, el blau de metilé de Fuka, A. G., ¢l rosa de Bengala de Shar-
lau i I'albiimina bovina (grau B) de Calbiochem. Els altres reactius eren
productes purs per a analisi.
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La concentracié de proteina era determinada per I'absorcié a 280 nm
(1,48 cm*/mg de proteina) i pel meétode de Lowry i col. '°. L’activitat de la
PGA-mutasa, la vam determinar acoblant-hi I'enolasa i mesurant 1'ab-
sorci6 (a 240 nm) deguda al fosfoenolpiruvat equilibrat amb el 2-fosfo-
glicerat *°.

Els experiments de fotooxidacié eren fets a la cambra freda a fi de
controlar la temperatura i d’obtenir un enfosquiment complet quan con-
venia. Les incubacions es realitzaven en un tub o receptacle adequat
(EA-876-1 de l'equip de titulaci6 Metrohm, mod. E422-0,5G) termoesta-
bilitzat a 2 °C i amb agitaci6 magnética. Servia de font lluminosa un
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FiG. 4. — Fotooxidacid de la PGA-mutasa de muscul
de conill (0,5 mg/ml) en preséncia de blau de me-

tile (0,5 mg %).

projector Prado (Leitz) amb bombeta CZX (500 W) la llum de la qual
era enfocada per I'objectiu (1:2,5, f = 10 cm) a I'eix del receptacle d'in-
cubacid, a la distincia de 10 cm.

El volum de la barreja incubada fou gairebé sempre d’1 ml i la con-
centraci6 de PGA-mutasa de o,5 mg/ml. Després de 10 minuts, conve-
nients per a assolir 'equilibri de temperatura i d’oxigenacié, encara a les
fosques, afegiem 10 pl de la dissolucié del colorant, i al cap de 2 minuts
es comencava la iHuminacié. Aquesta era interrompuda periddicament
per a agafar mostres aliquotes de 10 pl que es diluien amb albimina bo-
vina al 19, a fi d'evitar la inactivacié de la PGA-mutasa. Aquestes disso-
lucions eren guardades a 2 °C i a les fosques fins al moment de mesurar
I'activitat mutasa, cosa que feiem a la penombra per evitar una oxidacio
ulterior. Servien de control mostres aliquotes de la barreja, agafades abans
d’afegir el colorant i de comencar la iHuminacio.
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La influéncia del pH sobre la inactivacié per fotooxidacié fou inves-
tigada amb amortidors de la mateixa forca ionica. Els experiments a pH
entre 4 i 6 es feien amb I'amortidor acetic-acetat (0,25 M) i els experiments
a pH superior a 7,0 amb I'amortidor tris-clorhidric (0,25 M). Per investigar
cl possible efecte protector del DPGA, aquest l'afegiem a la barreja incu-
bada. Ensems féiem sempre experiments de control en qué la barreja, amb
el colorant, es conservava sempre a les fosques.

¥i1c. 5. — Foto-oxi-
dacio de la PGA-
mutasa de muscul
de conill (0,5 mg/
ml) en presencia de
blau de metilé (0,5
mg %) amb cofac-
tor (@) o sense co-
factor (m).
Control sense blau

Il de metile (O).
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Per a investigar les caracteristiques cinétiques de l'enzim fotooxidat,
aquest el separavem del colorant mitjangant cromatografia de gel-filtracié
amb Sephadex G-25, cosa que feiem sempre a les fosques.

REsuLTATS

La fotooxidacié de la PGA-mutasa de muscul de conill, en presen-
cia de blau de metil¢ o de rosa de bengala, provoca una pérdua de 'ac-
tivitat enzimatica que progressa amb el temps i pot arribar a l'anula-
ci6 completa (fig. 1). Els experiments de control demostren que l'activi-
tat no varia si la barreja es manté a les fosques o si hi falta el colo-
rant.

La velocitat d’inactivacié és variable segons el pH. La figura 2 mostra
cls resultats obtinguts en fotooxidar la PGA mutasa (0,5 mg/ml) en pre-
sencia de blau de metile (5 pl/ml) i amb valors de pH compresos entre
5 i 8 (forga idnica 0,25 M). Les velocitats relatives d’inactivacié (expressades
pel temps necessari per a assolir una inactivacié del 10 %) corresponents
als diferents valors de pH sén representades graficament a la figura 3.
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S’obté una corba sigmoide amb un punt d'inflexié que correspon a un pH
proxim a 6,5.

Experiments de fotooxidacié semblants, perd fets amb rosa de Bengala
en lloc de blau de metil¢, han donat els mateixos resultats qualitatius, si
bé les inactivacions obtingudes en iguals condicions de concentracié del
colorant, de temperatura, de for¢a ionica i de pH resulten amb rosa de
Bengala més rapides que amb blau de metile.

La velocitat d’inactivacié de la PGA-mutasa varia també¢ segons la
forca ionica del medi. A pH 6,0 un augment de la forca ionica del 2,5 9,
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(de 0,1 M a 0,25 M) fa que la velocitat d'inactivacié en presencia de blau
de metile es redueixi en un 40 9.

La inactivaci6 de la PGA-mutasa en preséncia de blan de metile o de
rosa de Bengala segueix una cinética de primer ordre només en el periode
inicial. La figura 4 demostra que la representacié semilogaritmica del tant
per cent d’activitat residual en funcié del temps de reaccid, solament és
lineal durant la fase inicial.

La preséncia del cofactor 2,3-difosfoglicerat (20mM) no protegeix l'en-
zim de la inactivacié provocada en preséncia de blau de metile i a pH 7,0
(figura ).

L’experiment representat en la figura 6 demostra que la fotooxidacio
de la PGA-mutasa afecta la velocitat maxima, perd no modifica el valor
de Km corresponent al g-fosfoglicerat. D'altra banda, 'enzim parcialment
inactivat ¢és inhibit per la forca ionica del medi, de manera semblant a
com ho és I'enzim original. En preséncia de CIK 0,4 M augmenta el valor
de Km corresponent al g-fosfoglicerat sense que se n’alteri la velocitat
maxima (figura 6).

El pH optim de I'enzim parcialment inactivat per fotooxidacié coin-
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cideix amb el pH optim de I'enzim original. El grau d'inactivacié es man-
té constant entre valors de pH compresos entre 5 i g (figura 7).

Discussio
La inactivaciéo de la PGA-mutasa per fotooxidacié indica que l'activi-

tat enzimatica va lligada a algun dels aminoacids susceptibles de fotooxi-
daci6 (histidina, metionina, triptofan, tirosina, cisteina i cistina). La in-
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fluencia del pH i de la for¢a ionica sobre la velocitat d'inactivacié permet
suposar que la perdua d’activitat és deguda, en tot o en part, a la foto-
oxidaci6 de residus d’histidina. La relacié de tipus sigmoide entre la velo-
citat d’'inactivacié i els valors de pH del medi correspon a la fotooxidacié
de la histidina, especialment quan I'agent fotooxidant és el rosa de Ben-
gala.

L’abséncia de cinética de primer ordre en el procés d'inactivacié po-
dria ¢sser explicada per la preséncia en la molécula enzimatica d'un cert
nombre de residus d’histidina amb diferent fotosensibilitat o per l'exis-
tencia d'isoenzims, També es podria explicar admetent que, a més de la
histidina, resulten fotooxidats altres aminoacids constituents del grup ac-
tiu o necessaris per a mantenir la conformacié de l'enzim cataliticament
actiu.

La disminucié de I'activitat enzimatica provocada per fotooxidacié pot
¢sser deguda a una disminucié de I'afinitat de I'enzim envers el substrat
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(augment del valor de Km) o a la inactivacié completa de les molécules
d’enzim que resultin afectades. Els resultats dels experiments cinétics efec-
tuats indiquen que la fotooxidacié modifica solament la velocitat maxima,
perd no el valor de Km. Aixo demostra que els aminoacids destruits sén
imprescindibles per a 'accié enzimatica, i que la possibilitat d'una dismi-
nucié de l'afinitat de I'enzim envers el substrat pot ésser descartada.
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