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DANS LA 

Dans la publication pr~c~dente 1, nous avons signal6 que la fructokinase du foie est 
activ~e par le magn~sium et par le potassium. Comme on connalt peu d'enzymes qui 
exigent deux ions m~talliques pour leur activit6 optima, il nolls a paru utile d'6tudier 
le m6canisme d'action de ces deux cations et leurs interactions mutuelles. Les r6sultats 
que nous avons obtenus semblent avoir une port6e plus g6n~rale et jeter une certaine 
lumi~re sur le r61e des ions dans d 'autres r6actions enzymatiques. 

TECHNIQUES EXPERIMENTALES 

Los t echn iques  ut i l is6es son t  e s sen t i e l l emen t  les m~mes  que  celles d6cri tes an t6 r i eu r emen t  1. Les  
exp6riences de f ruc tok inase  on t  6t6 t ou t e s  r6alis6es avec  l ' enzyme  purifi6. L ' h e x o k i n a s e  de cerveau 
a 6t6 ob tenue  pa r  cen t r i fuga t ion  g 2o,ooo × g p e n d a n t  2 heures  d ' u n  homog6n6i sa t  de cerveau  de 
cobaye,  le l iqu ide  s u r n a g e a n t  6 ran t  ut i l i s6  s ans  au t r e  pur i f icat ion.  

RI~SULTATS 

La vitesse de la r6action fructokinasique est influenc6e par les facteurs suivants: 
I. Pn; 2. concentration en fructose; 3. concentration en ATP; 4. concentration en mag- 
n6sium; 5. nature du cation alcalin pr6sent et 6. concentration en cations alcalins. 

L'influence des deux premiers facteurs a d6j~t 6t6 d6crite. Entre 5.5 et 7.8, le PH ne 
modifie pas d'une mani~re appr6ciable la vitesse de la r6action. Quant ~ la concentration 
en fructose, elle n'influence gu~re cette vitesse dans les conditions usuelles, car l 'enzyme 
a une tr~s grande affinit6 pour ce substrat  et il est prat iquement toujours satur6. Les 
effets des autres facteurs sont plus compliqu6s et il existe entre eux des interactions 
importantes auxquelles sont consacr6es les recherches d6crites ici. 

I. Rdle du magndsium 

La fructokinase est enti~rement inactive en l 'absence de magn6sium. La Fig. I 
montre que le degr6 d'activation par  cet ion passe par un opt imum qui d6pend essen- 
tiellement de la concentration en ATP et aussi de la concentration en cations alcalins; 
en pr6sence d'ac6tate de potassium molaire, cet opt imum est obtenu pour un rapport  
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Mg - = 
ATP 

I tandis qu’en l’absence de ce se1 il est deja atteint pour une concentration en 

magnesium deux fois moindre. 
L’existence d’un rapport optimum entre les concentrations en magnesium et en 

ATP n’est pas un fait isole. La Fig. z. montre que dans le cas de l’hexokinase de cerveau, 

la vitesse maxima est obtenue pour un rapport gp = I. 

-3 -2.5 -2 -15 
log CMs++l 

Fig. I. Vitesse de la reaction en fonction de la con- 
centration en MgCl,. IRS traits verticaux repre- 
sentent la concentration en ATP; en haut: ATP 
10-s M dans un volume total de 0.8 ml; en bas: 
ATP 2’ IO-~ M dans un volume total de a ml. 
K+ = acetate de K+ &I. En l’absence de K+, une 
quantite trois fois plus grande d’enzyme est utilisee 
et les activites sont divisees par trois. Tampon 

cacodylate, 25 minutes d’incubation 

2 5 i0 
I5 [Ng++)mU/l 

Fig. 2. Activite de l’hexokinase de cer- 
veau en fonction de la concentration en 
M&l,. Les concentrations en ATP sont 
represent6es par les traits verticaux; 
courbe A: ATP 2. IO-~ M, volume total 
a ml; courbe B: ATP IO-~ M, volume 
total 0.8 ml. Tampon cacodylate, rg 

minutes d’incubation 

L’examen de la litterature indique que cette regle est frequemment vCrifiCe pour 
les enzymes qui agissent sur l’ATP ou d’autres composes polyphosphores et qui sont 
actives par un cation bivalent. 

Ces faits suggerent fortement que le r81e du magnesium est de former avec 1’ATP 
un ion complexe qui serait le veritable substrat de la reaction. La facilite avec laquelle 
1’ATP forme des complexes avec le magnesium ressort deja d’observations d&rites dans 
la publication precedente; nous avons constate en effet que I’ATP empCche l’insolubi- 
lisation de MgF, et qu’il n’est precipite par Eon mercurique qu’en presence d’autres 
cations bivalents: Mg++, Ba++, Ca++ ou Zn++. L’existence dun ion complexe est claire- 
ment demontree par la titration potentiometrique de l’ATP en l’absence et en presence 
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de magn6sium (Fig. 3). Ces d6terminations n'ont PH 
pas 6t6 effectu6es avec une technique absolument 8 
rigoureuse, mais les diff6rences observ6es d@as- 
sent de loin l'ordre de grandeur des erreurs exp6- 7 
rimentales; le calcul montre 6galement clue ces 
diff6rencesne sont pas dues ~ l 'augmentation de la 
force ionique provoqu6e par l'addition de MgC1. 2 6 

Ces courbes de titration indiquent que c'est 
surtout le pK 4 de I 'ATP qui est abaiss6 par l'ion 5 
Mg++; c'est donc la quatri~me fonction acide de 
I'ATP qui a l e  plus d'affinit6 pour le magn6sium 
et on peut admettre la formation d'un ion ATP-  
Mg lorsque les deux composants du complexe 
sont m61ang6s en proportions 6quimol6culaires. 3 

I1 est encore int6ressant de remarquer qu'en 
pr6sence de magn6sium, la derni~re fonction 
acide de I'ATP est en majeure partie dissocife 
au-del~ de PH 5.5 ; ce fair permet de comprendre, 
au moins en partie, la faible influence du Pn sur 
la vitesse de la r6action. 

O.f 0.2 
mE Nfl 

Fig. 3. T i t r a t i o n  po t en t i om6 t r i que  de 
o.I m M  d ' A T P  par  a d d i t i o n  d'HC1 
o. i  N (eourbe A). I d e m  en pr6sence de 
0. 3 m M  de MgCI~ (courbe B). T i t r a t i o n  

effectu6e sous azote  

Fig. 4. Inf luence des ions Na  + et  K + M sur le r appor t  

Mg op t imum.  K + = ac6 ta te  de K+ M. Na  + = ac6 ta te  
A T P  
de Na  + M. C = contr61e. Concen t ra t ion  en A T P  :5" lO-8 
M, repr6sent~e pa r  le t r a i t  ve r t i ca l .  E n  l ' absence  de K+, 
une q u a n t i t 6  double  d ' enzyme  est  u t i l i s6e  et  les a c t i v i t 6 s  
sont  d ivis6es  pa r  deux.  T a m p o n  cacodyla te ,  3 ° m i n u t e s  

d ' i nc uba t i on  

2. Rdle du potassium 

L'examen de la Fig. I montre que l'addition d'ac6tate de potassium molaire a 
Mg 

le rapport optimum ATP passe de 0.5 

fO0 

-'2 -3 -2'.6 -2.3 
,og (Mg* *) 

plusieurs effets sur la cinftique de la rfaction: i. 
~t i ;  2. la vitesse maxima de la rfaction est for- 
tement augment6e et cette augmentation est ,~ , 
proportionnellement plus marqu6e k faible con- ~ .~00 
c e n t r a t i o n e n A T P ; 3 .  Lorsquelaconcentra t ion i ] 
en magn6sium d@asse sa valeur optima, le 
potassium contrecarre l'inhibition par l'exc~s de ,2 

Mg ~*00 
magn6sium; 4. Lorsque le rapport ~ est tr~s 

petit, le potassium est lui-m~me inhibiteur. 
La Fig. 4 montre que le d@lacement du 

300 
Mg 

rapport optimum ~ n'est pas spfcifique de 

l'ion K +, car il peut fitre 6galement obtenu avec 
de l'ac6tate de sodium molaire. 200 
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T A B L E A U  I 

EFFET DES CATIONS ALCALINS SUR LA VlTESSE DE LA R]~ACTION FRUCTOKINASIQUE 

Les  sels  a jou t6s  son t  en  concen t r a t i on  molaire .  L ' A T P  et  le MgCI~ son t  5" IO-S M sau l  dans  un  
des  contr61es. 

Sel a jout6  O I LiC1 NaC1 KC1 RbC1 CsC1 

/~g de f ructose  
est6rifi6 en  
30 m i n u t e s  

* MgCI~ 2. 5 • IO -3 M- 

195 
78 

332* 
460 35 ° 350 145 

L'augmentation de la vitesse maxima est par contre un effet sp6cifique du potas- 
sium; le Tableau I montre qu'elle ne peut ~tre obtenue avec aucun autre ion alcalin; 
les faibles activations observ6es avec NaCI et probablement aussi avec RbC1 sont dues 

Mg 
au d6placement du rapport  opt imum ATP" 

Les courbes de la Fig. 5 montrent  que l 'activation par le potassium est due ~ une 
augmentation de l'affinit6 de l 'enzyme pour le substrat  ATP-Mg. Les valeurs trouv6es 
pour la constante de Micha~lis sont : 5.4" lO-3 M e n  l'absence de K + (courbe A), i .  lO -3 M 
en pr6sence de KC1 M (courbe B) et i .  lO -3 M avec une faible concentration ionique, 
le seul cation alcalin pr6sent 6tant le K+ (courbe C). Cet effet du potassium sur l'affinit6 
explique que l 'activation par  cet ion soit la plus marqu6e lorsque la concentration en 
ATP-Mg est faible. 

1 

7 A ° 

30 

20 

;o ,'5 2'o 
I 

$. 1o2 

Fig. 5. Mesure de l'affinit~ de la fructokinase pour ATP-Mg. La vitesse de la r6action est mesur6e 
m a n o m 6 t r i q u e m e n t .  Courbe A:  2 ex l~r i ences  r~, l is~es en  l ' absence  d ' ion  K + (cat ion a lca l in  p resen t :  
Na+);  Courbe B:  avec  KC1 M ;  courbe  C: faible concen t r a t i on  ionique,  K + c o m m e  seul  ca t ion  a lcal in  

(autre p r6para t ion  que  pour  les exp6r iences  A e t  B). Le Mg r appo r t  ~ es t  t ou jou r s  o p t i m u m  soit  0. 5 

dans  exp6riences A e t  C e t  I d a n s  exper ience  B. Les  c o n c e n t r a t i o n s  en  s u b s t r a t  son t  expr im~es  en 
A T P - M g  et  les va l eu r s  de la  c o n s t a n t e  de MICHAELIS (K~.) calcul6es g r a p h i q u e m e n t  selon l ' 6qua t i on :  

I I K m I 
-~ = -~ + - ~ -  • ~ S 6 t an t  expr im6 en  M/1 e t  v e n / / M / r a i n  
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Finalement les courbes de la Fig. 6 montrent qu’il existe une concentration optima 
en ion K+ et que cet optimum depend de la concentration en ATP-Mg; a tres forte 
concentration le potassium est inhibiteur mais cette inhibition est du type competitif 
car elle est partiellement levee par une plus grande concentration en ATP-Mg. 

Acrtotr dr K+ 

n/r 

I 2 3 4 

Fig. 6. Influence de la concentration en K+ sur la vitesse dc la reaction en prhence de z concentrations 
diffbrentes en ATP-Mg 

DISCUSSION 

I. Divers auteurs ont deja signal& la propriete que possedent les composes phos- 
phor&s et en particulier l’ATP et les autres polyphosphates de former des complexes 
avec les cations bivalents. NEIJBERG ET MANDL~ notamment ont decrit la solubilisation 
par 1’ATP d’un tres grand nombre de sels insolubles de metaux bivalents. L’importance 
que pourrait avoir la formation de ces complexes dans la cinetique de diverses reactions 
enzymatiques a et6 soulignee recemment par LEHNINGER 3. Les resultats experimentaux 
que nous avons obtenus montrent que les hexokinases agissent vraisemblablement sur 
un ion complexe ATP-Mg. 

2. Le seul enzyme qui, a notre connaissance, soit active par le potassium est celui 
qui catalyse le transfert d’un phosphate de 1’ATP sur l’acide pyruvique en presence de 
magnesium et dont l’action est done analogue a celle de la fructokinase (LARDY ET 

ZIEGLER~). Le mode d’action du potassium dans cette reaction est inconnu. 
Dans le cas de la fructokinase, l’effet du potassium, mCme lorsqu’il se trouve a faible 

concentration, est essentiellement une augmentation de l’affinite de l’enzyme pour le 
complexe ATP-Mg. 

D’autres actions n’ont CtC observees qu’avec des concentrations &levees en potas- 
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sium et certaines d'entr'elles ont pu ~tre reproduites avec des concentrations 6quivalentes 

Mg i en ion sodium. Ce sont: I. Modification du rapport optimum ~ qu passe de 0. 5 k I. 

2. Diminution de l'action inhibitrice du magn6sium en exc~s. 3. Inhibition de la r~action 
k tr~s forte concentration. Parce que cette inhibition s'oppose k toutes les autres actions 
de potassium, il existe une concentration optima en potassium; le fait que celle-ci soft 
plus 61ev6e lorsque la concentration ATP-Mg est plus grande, indique une action com- 
p6titive. 

L'ensemble de ces faits pourrait s'expliquer par l'hypoth~,se suivante: l 'enzyme 
porterait deux fonctions voisines dont l'une fixerait normalement le complexe Mg-ATP 
et l 'autre un ion K +donnant  lieu k la forme (I). 

E//K /Na (I) E (2) 
\Mg-ATP Mg-ATP 

Le remplacement du K+ par du Na + (forme 2) diminue 5 lois l'affinit~ de l'enzyme 
pour ATP-Mg. La fixation d'autres cations, tels que Mg++ (forme 3) entrainerait une 
inhibition plus ou moins marquee, levee par un exc~s de K +. Le fait qu'~ faible concen- 

Mg 
tration en cations alcalins, l'activit~ est suboptimale lorsque le rapport ~ est ~gal 

I conduit ~ supposer que la forme (4) peut aussi exister et qu'elle est moins active, 
mais que cette inhibition par ATP-Mg est levee par un execs d'ions K + ou Na +. Lorsque 

Mg 
le rapport ~ - ~  est ~gal {t 0. 5 on peut supposer la formation de l'ion complexe ATP-Mg- 

ATP qui pourrait servir de substrat ~ la r6action mais ne serait pas inhibiteur. 

/Mg-ATP 
E( Mg/ (3) E/  (4) 

\Mg-ATP \Mg-ATP 

Finalement, l'inhibition par une tr~s forte concentration en K + signifierait que cet 
ion peut ~galement d6placer comp~titivement ATP-Mg de la fonction active de l'enzyme, 
donnant naissance ~ la forme (5) inactive. 

~K 
E/ (5) 

\K 

Une telle hypoth~se aurait l 'avantage d'expliquer raisonnablement les rafts ob- 
serv6s. Ceux-ci sont cependant toujours la r6sultante d'actions multiples et il est tr~s 
difficile de faire s6par6ment une 6tude de chacun des facteurs qui influencent la cin6tique 
de la r6action. 
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R~SUMI~ 

I1 exis te  une  concen t r a t ion  en m a g n 6 s i u m  o p t i m a  pour  la  r6ac t ion  f ruc tok inas ique ;  sa va leur  

d6pend  de la concen t r a t ion  en A T P  et  de la concen t r a t ion  en ca t ions  alcalins.  Le r appor t  Mg 
A T P  

o p t i m u m  es t  de 0. 5 en  pr6sence de fa ibles  concen t r a t ions  en ca t ions  a lca l ins ;  il es t  6gal /~ un  en 
pr6sence d ' ac6 ta t e  ou de chlorure  de s o d i u m  ou de p o t a s s i u m  molaire.  

2. Le m a g n 6 s i u m  forme avec  I ' A T P  un  ion complexe,  qui  cons t i t ue ra i t  le v~r i table  s u b s t r a t  de 
la r6action.  

3- L 'aff ini td de l ' enzyme  pour  le complexe  A T P - M g  est  c inq  lois p lus  grande  en pr6sence d ' ions  
K + que  d ' ions  Na  +. 

4. L ' i on  K + ~ tr~s forte concen t ra t ion  exerce une  inh ib i t i on  qui  es t  compe t i t i ve  avec A T P - M g .  
5. La  s igni f ica t ion  de ces fa i t s  a $t6 discutde  et  une  hypo th~se  expl ica t ive  es t  proposSe. 

S U M M A R Y  

I. There  is an  o p t i m u m  m a g n e s i u m  concen t r a t ion  for t h e  f ruc tok inase  react ion.  I t s  va lue  is 
d e p e n d e n t  on t he  A T P  concen t r a t ion  a n d  on t h e  a m o u n t  of alkal i  ca t ions  present .  A t  low concen- 

Mg 
t r a t i ons  of a lkal ine  cat ions,  t he  o p t i m u m  ~ ra t io  equa l s  o.5. I t  reaches  u n i t y  in t he  presence of 

mola r  p o t a s s i u m  or s o d i u m  chloride or ace ta te .  
2. M a g n e s i u m  forms a complex  w i t h  ATP.  T h i s  complex  appears  to be t he  real s u b s t r a t e  of 

t he  react ion.  
3. The  aff ini ty of t h e  enzyme  for t i le A T P - M g  complex  is five t i m e s  grea ter  in t he  presence  

of K+ ions  t h a n  in  t he  presence of Na  + ions. 
4. At  ve ry  h igh  concent ra t ions ,  K + ions  are inh ib i tory .  The  inh ib i t i on  is compe t i t i ve  wi th  

A T P - M g .  
5. The  signif icance of these  fac ts  is d i scussed  a n d  an  i n t e rp r e t a t i ve  h y p o t h e s i s  is suggested .  

ZUSAMMENFASSUNG 

I. ES gib t  e ine op t ima le  M a g n e s i u m - K o n z e n t r a t i o n  fiir die F r u k t o k i n a s e - R e a k t i o n ;  dieses 
O p t i m u m  h~Lngt v o n d e r  K o n z e n t r a t i o n  des A T P  u n d  der  A l k a l i - K a t i o n e n  ab. Bei ger ingen Konzen-  

t r a t i onen  der A lka l i -Ka t ionen  is t  der op t ima le  W e r t  des  Verh~l tnisses  ~ p  gleich o. 5. Bei molal 'en 

K o n z e n t r a t i o n e n  von  K a l i u m -  oder  N a t r i u m c h l o r i d  oder  -ace ta t  i s t  d ieses  Yerhg l tn i s  gleich I. 
2. Das  M a g n e s i u m  bi ldet  m i t  d e m  A T P  ein  komplexes  Ion, welches das  e igent l iche  S u b s t r a t  

der R e a k t i o n  zu sein schein t .  
3. Die Affini t~t  des  E n z y m s  zu d e m  K o m p l e x  A T P - M g  is t  in Gegenwar t  von  K+- Ionen  ff infmal  

gr6sser  als  in Gegenwar t  yon  Na+-Ionen .  
4, I n  hohe r  K o n z e n t r a t i o n  fibt das  K+-Ion  e ine  konkur r i e r ende  H e m m w i r k u n g  auf  A T P - M g  

a u s .  

5. Die B e d e u t u n g  dieser  T a t s a c h e n  wurde  erSr ter t  u n d  eine erklArende H y p o t h e s e  aufgeste l l t .  
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