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L’interaction des ions du manganése
avec I’enzyme énolase et son substrat
étudiée par la résonance paramagnétique

B. G. MaLmsTrOM, Tore VANNGARD et Méartha Larsson
Instituts de Biochimie et de Physique, Uppsala, Suéde

L’enzyme énolase activé par certains ions métalliques catalyse la réaction

suivante:
CH,OH CH,

(JJHOPO:,H2 <~ COPO,H, + H,0
JZOOH COOH

acide glycéro-2-phosphorique (PGA).

Les ions métalliques qui activent 1'énolase sont Mg™*, Zn*+, Mn™*+,
parmi eux seul llon Mn*™* est paramagnétique. Nous faisons ici une
étude paramagnétique des complexes Mn-PGA et Mn-énolase. En comparant
les résultats de cette méthode-ci avec les autres méthodes [1-4] nous avons
trouvé un bon accord.

On emploie un spectromeétre commercial travaillant avec la fréquence
de 9500 Mc/s. Pendant les expériences a la température ambiante on a
gardé les spécimens, dont la température monta jusqu’a 30° a cause de
I’absorption diélectrique, dans des tubes de Pyrex de diameétre intérieur
de 1,3 mm.

La résonance de solutions de I'ion Mn** suffisamment diluées dans 1’'eau
présente 6 pics hyperfins, d’une largeur d’environ 20 gauss chacun, alors
que le Mn** formant complexe donne des spectres bien plus larges. On a
proposé plusieurs mécanismes pour cet élargissement [5, 6]. Au cas ou
I’élargissement est si grand que la contribution du complexe a la hfs peut
étre négligée, I'intensité des pics hyperfins est une mesure de la quantité
du manganése libre. C’est aussi le cas pour le complexe Mn-PGA aussi que
pour le complexe Mn-énolase.
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L’expérience eut lieu en tampon tris-CIH 0,05 M, pH 7,8 contenant
CIK 0,50 M. Les concentrations de manganése, de PGA et d’énolase furent
mesurées de la maniere décrite ci-dessus [2].

La formation du complexe entre le Mn et le PGA fut étudiée sous deux
concentrations différentes du Mn, 2 . 10 et 1 . 10 M. On obtint pour la
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constante de dissociation K, la valeur de 2,3 . 102 M, ce qui s’accorde
bien avec les valeurs obtenues par la méthode d’échangeur d’ion (2,3 —
2,5 . 1073 M) aprés correction 4 la méme force ionique [3].

Pour I’étude du complexe Mn-énolase, nous avons calculé & partir des
raies de résonance paramagnétique comment la moyenne du nombre d’ions
Mn** liés par une molécule de I'enzyme (v) varie avec la concentration des
ions Mn™ ™ libres. Les résultats s’accordent dans les limites d’erreur avec
les valeurs obtenues par la dialyse de 1’équilibre (voir la figure) et peuvent
étre comparés aux résultats d’expériences cinétiques de la fagcon suivante.
On a démontré antérieurement [2-4] que D'activation de 1’énolase com-
porte la formation d’un complexe du métal avec I'enzyme et non avec
le substrat mais le métal peut tout de méme se lier spécifiquement et non



158 B. G. MALMSTROM ET COLLABORATEURS

spécifiquement. Dans ces conditions, on peut calculer & partir de la constante
de Tactivation K, (déterminée par la méthode spectrophotométrique) la
constante de dissociation K pour le complexe Mn-énolase en tenant compte
des perturbations d’équilibre en présence du substrat. Celles-ci sont:
1° diminution de la concentration du Mn** & cause de la formation du
complexe Mn-PGA (pour la constante de dissociation K, voir ci-dessus);
20 Ja diminution de la concentration du complexe Mn-énolase par la forma-
tion du complexe ternaire énolase-Mn-PGA (pour cette correction on emploie
la constante de Michaelis K, =1 . 104 M [7)).

De cette facon on obtint K = 1,7 . 10™* M. Pour une concentration du
Mn*t* aussi grande que K on obtient dans la figure v = 0.5, c¢’est aussi
la valeur qu’on devrait obtenir si ’activation comporte la liaison d’un ion
Mn par chaque molécule d’enzyme. Ainsi n’y a-t-il qu'une liaison spécifique
par chaque molécule d’enzyme et la liaison non spécifique doit dans ce cas
étre petite cor elle diminue a cause de la grande force ionique.

Les études préliminaires 4 la température de l'air liquide démontrent
que les conditions sont changées & tel point que la solution du Mn** dans
I’eau donne un pic d’environ 430 gauss de largeur sans la hfs [8] alors que
les deux complexes Mn-PGA et Mn-énolase donnent une structure hyper-
fine [9] avec la largeur de pics hyperfins d’environ 200 gauss et une sépara-
tion totale de 470 gauss. En supposant que la congélation ne change pas le
caractére des complexes, ceci indique que la formation du complexe ne
comporte pas de changement de multiplicité comme il peut en étre pour
les complexes octaédriques covalents [10]. Il semble plus difficile de déter-
miner «le degré de covalence » a partir de la constante hyperfine A [11],
d’une part parce que la question de 'origine de la structure hyperfine n’a
pas encore été entierement éclairée [12, 13], d’autre part que notre hfs ne
peut étre décrite de fagon satisfaisante par une constante A. Ceci peut
éventuellement dépendre de la superposition de deux spectres aux diffé-
rents facteurs g et différentes constantes hyperfines.

On projette des études ultérieures de ce probleme.
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