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S U R  L ' A C Y L A T I O N  D E S  G R O U P E M E N T S  T H I O L S  P R O T P . I Q U E S  

par 

P. DESNUELLE ET lV[. ROVERY 
Laboratoire de Chimie biologique, Facul~ des Sciences, Marseille 

I1 est admis a l 'heure actuelle que les prot4ines sont essentiellement constitu4es de 
chalnes peptidiqties dites fondamentales dans lesquelles les amino-acides sont li6s les 
uns aux autres par leurs fonctions carboxyle et amin6e. En plus de ces fonctions, chaque 
amino-acide naturel poss~de un ou plusieurs groupements caract6ristiques qui 6mergent 
des chaines peptidiques. Quand ces groupements appartiennent k des mol6cules orga- 
niques simples, ils leur conf~rent un ensemble de propri4t~s bien d6finies qne l'on 
retronve sans grandes variations d'une mol&ule a l 'autre. Dans les prot6ines, par contre, 
ces propri6t6s subissent souvent une att6nuation notable que l'on tente d'expliquer, 
toutes les fois que cela est possible, par l'existence de diverses liaisons ou que l'on 
impute soit a l'organisation spaciale rigide de l'&tifice prot6ique, soit au voisinage 
imm6diat d'autres groupements. 

Pour ces raisons d6ja, l '6tude de la "r6activit6" des groupements prot6iques, c'est- 
a-dire de leur comportement vis-a-vis des r6actifs habituels de la chimie organique, 
pr6sente une grande importance clue d'autres consid6rations viennent encore renforcer. 

Sur le plan pratique tout d'abord, on a souvent int6rgt a modifier dans une direction 
pr6cise les caract4ristiques d'une prot6ine en agissant sur ses groupements fibres. La 
connaissance pr6alable de leurs propri6t6s est alors indispensable. 

Par ailleurs, on s'est depuis longtemps efforc6 d'6tablir un lien entre la structure 
chimique et l 'activit6 physiologique manifest~e par  certaines prot6ines. Un moyen 
particuli~rement commode d'aborder cette 6tude consiste a traiter  les prot6ines par un 
r6actif soigneusement choisi et a observer les r6percussions d'un tel traiteraent, d'une 
part, sur l'~tat de leurs groupements libres et, d 'autre part,  sur leur activit6. I1 est 
6videmment primordial a ce dernier point de rue  que les r6actions auxquelles sont 
soumises les prot6ines n'entra~nent pas leur d6naturation. Malgr$ cette restriction, de 
nombreuses possibilit6s s'offrent au biochimiste comme en t6moigne la revue d'ensemble 
r~cemment publi4e par HERRIOTT 1. 

Les r~actions d'acylation ont toujours b~n6fici6 cependant d'une faveur particuli~re 
due k leur douceur, a l eu r  sp~cificit4 e t a  leur r6versibilit~ et il faut noter que parmi les 
agents acylants, le c~t~ne CH~ = C ----- O e t  I'isocyanate de ph6nyle C,H~--N = C = O 
sont les plus fr6quemment employ&s. D'une part  en effet, ils sont susceptibles d'exercer 
leur action en milieu aqueux, a froid et dans des conditions de tM voisines de la neutralit6. 
Leurs produits de transformation, d 'autre part,  peuvent ~tre t~/imin6s apr~s r6action 
sans aucune difficultY. 

Tout le monde semble convenir a l 'heure actueUe que ces substances agissent prin- 
cipalement sur les groupements-NH 2 prot~iques. On a not6 cependant que, m~me darts 
les conditions optima de p~ (5.5-7.5 pour le c~t~ne, 7.5-8.0, pour l 'isocyanate de ph6nyle), 
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la r6action est souvent incomplSte et il serait int6ressant de savoir ~t cet 6gard si les 
fonctions amin6es apport6es aux moldcules prot6iques par la lysine s 'acvlent ~t la m6me 
vitesse flue celles des bouts de chaines peptidiques. 

Quoiqu'il en soit, si cette r6.action est rapide, elle n'exerce la plupart  du temps 
aucune influence notable sur l 'activit6 physiologiflue des prot6ines. D'autres  r6actions 
plus lentes comme l 'acylation des - O H  ph6noliques, semblent par  contre entrainer 
l ' inactivation, mais on est alors amen6 ~t laisser les prot6ines 6tudi~es pendant  si long- 
temps au contact des r6actifs que l 'on peut craindre flu'elles subissent des transformations 
complexes d'ordre physique et chimique; les r6sultats d'exp6rience sont alors, sauf dans 
quelclues cas bien particuliers, difficiles ~t interpreter. 

Le r61e jou6 par les groupements thiols dans l 'activit6 de certains ferments ("sulfhy- 
dryl enzymes" des Anglo-saxons) semble au contraire beaucoup plus net. I1 est alors 
curieux de constater que l 'on ne s'est pas beaucoup inquifit6 jusclu'ici de leur acylation 
par les r6actifs pr6c~demment mentionn6s quoiqu'on sache 2 flue le c~tSne acyle rapide- 
ment au soufre la cyst6ine et l 'acide fl thiol propionique. Peut-6tre, disposant d6j~t 
d 'autres  moyens d'action, a-t-on jug6 superflu de l '6tudier en d6tail. 

Notons ici en effet flue ces groupements sont susceptibles d'6tre oxyd6s ou bloqu~3s 
par toute une s6rie de r~actifs dont on a tour ~t tour vant6 la sp6cifrcitfi t. Le c6tSne et 
l ' isocyanate de ph6nyle au contraire agissent, comme nous venons de le voir, sur les 
groupements amin6s et ph6noliques. Leur emploi ne parai t  donc pas int6ressant ~t moins 
flue dans certaines conditions, ils acylent les groupements thiols beaucoup plus vite 
clue les autres. 

L'acylation des groupements - S H  prot6iques a 6t6 r6cemment 6tudi~e par  FRAEN- 
KEL-CONRAT 3 dans le eas particulier de l 'albumine d'oeuf native. Trait~e par  le c6t~ne, 
l ' isocyanate de ph6nyle et aussi le suboxyde de carbone, la prot6ine est graduellement 
coagul6e. Apr~s avoir Nimin~ le pr6cipit6, l 'auteur  d6termine la teneur en - S H  de la 
portion rest6e soluble par  mesure du pouvoir r6ducteur clu'elle exerce, en pr6sence 
d'ur6e, sur le r6actif de FOLIN. I1 trouve alors flue l ' isocyanate de ph6nyle agit bien 
sur les groupes - S H  un peu plus rapidement flue sur les - N H  2, mais la diff6rence est 
faible et la r6action incomplete. Quant au c~t~ne, il ac6tylerait les - S H  moins vite que 
les - N H  2. 

Ces r6sultats semblent de prime abord peu encourageants. I1 faut toutefois remar-  
fluer flue dans un travail  de cet ordre, le choix comme mat6riel d'6tude de l 'albumine 
d'oeuf native parai t  assez malheureux car les groupements thiols de cette prot6ine sont 
tr~s peu "r~actifs". 

L'origine des variations flue l'on peut constater dans la "r6activit6" des groupes 
-SH prot6iques en fonction de l '6tat ou de la nature de la prot6ine 6tudi6e, est encore bien 
obscure, malgr6 les nombreuses hypothSses ~mises ~ son sujet*. Certains de ces groupes 
sont tr~s 'r6actifs" et se comportent,  dans une certaine mesure, comme s'ils apparte-  
naient ~ un mercaptan k bas poids mol6culaire (groupes de la k~rat~ine, de l 'albumine 
d'oeuf d6natur6e par  l'ur6e, la guanidine ou les d6tergents, groupes (a) de l'ur6ase). 
D'autres  sont remarfluablement "inertes" et ne sont pas accessibles ~t la plupart  des 
r6actifs classiflues de la fonetion thiol (groupes de l 'albumine d'oeuf, de la sfirumalbu- 
mine, de la globine de cheval natives etc.). D'autres  enfin poss~dent une "r6activit6" 
comprise entre les deux limites pr6c6dentes comme, par  exemple, ceux de l 'albumine 
d'oeuf d6natur6e par  la chaleur, de l'ur6ase, de la myosine e t c . . .  On peut alors supposer 
a priori clue, selon la prot~ine ~t laquelle on s'adresse, les groupes - S H  vont s 'aeyler ~t 
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des vitesses bien diff6rentes et que FRAENKEL-CONRAT a 6tudi6 d'embl6e l 'un des cas 
les plus d6favorables. I1 nous a donc paru int6ressant de reprendre ses exp6riences. 

Dans une note pr61iminaire ~, nous avons d6j~t signal6 que, contrairement aux 
observations de l 'auteur am6ricain, le c6t~ne n'agit pas du tout sur les -SH de l 'albumine 
d'oeuf native. Mais si l'on disperse dans le dod6cylsulfate de Na la fraction ciui a pr6cipit6 
au cours de la r6action, on s'aper~oit que tous ses -SH sont ac6tyl6s. Nous avons alors 
suppos6 que la prot~ine pr6cipitant ~t l'~tat d~natur6, poss~de des -SH fort "r~actifs" 
qui s'acylent rapidement. Une exp6rience simple vient d'ailleurs confirmer cette hypo- 
th~se: Quand on fait barboter du c6t~ne dans un m61ange d'albumine et de dod6cyl- 
sulfate de Na, on assiste k une ac6tylation presque instantan6e des -SH. Comme on 
pouvait donc s'y attendre, la vitesse d'acylation de ces groupes d6pend, dans une large 
mesure, de leur "r6activitC'.  

Avant d'envisager les applications possibles de ces remarques dans le domaine des 
' sulfhydryl enzymes" nous avons, au cours du pr6sent travail, pr6cis6 $ divers PH nos 
exp6riences pr61iminaires et nous les avons 6tendues, d'une part, ~ l 'isocyanate deph6nyle 
et, $ titre de premier exemple d 'autre part, ~t la k6rat6ine qui poss~de avant toute 
d6naturation, des -SH "r6actifs". 

I. PARTIE EXPt~RIMENTALE 

MATIt~RES PREMIt~RES ET TECHNIQUES UTILISI~ES 

I. A lbumine  d 'oeuf  

La  p r6pa ra t ion  de  ce t t e  pro t6 ine  es t  c lass ique  e t  nous  n ' a v o n s  pus  A y reven i r .  Signalons  cepen-  
d a n t  que  la te r teur  en - S H  d ' u n e  so lu t ion  d ' a l b u m i n e  cristal l is6e pr~sente ,  apr~s u n  ce r t a in  t e m p s  de 
s6jour  A la glaci~re, des  va r i a t i ons  b r u s q u e s  e t  inexpl icables .  I1 es t  donc  p lus  c o m m o d e  de s~cher  
Fai r  les c r i s t a u x  de pro t6 ine  impr6gn6s  de sul fa te  d ' a m m o n i u m  e t  de les u t i l i ser  au  fur  e t  A m e s u r e  
des  besoins  apr~s d issolu t ion  e t  d ia lyse .  

2. Kdrat~ine 

Cet te  p r6pa ra t ion  a 6t6 fa i te  selon GODDARO et  MICHABLIS 6 en d i s so lvan t  des  c h e v e u x  h u m a i n s  
duns  une  solut ion alcal ine de CNK.  A p r ~  pr6c ip i ta t ion  pa r  l 'ac ide ac6 t ique  e t  s~chage, le p r o d u i t  
o b t e n u  es t  insoluble  d a n s  l ' eau  ma i s  soluble duns  les so lu t ions  n e u t r e s  de p h o s p h a t e .  I1 cont ier t t :  
13.5 % d ' N  e t  1.2 % de - S H  (calcul6 en cyst6ine).  Ce t t e  dern i~re  t e n e u r  n ' e s t  pas  a u g m e n t 6 e  pa r  la 
pr6sence de  dod6cylsu l fa te  de  Na.  

3. Prdparation du dod2cylsulfate de N a  

Les  propr i6t6s  d 6 n a t u r a n t e s  e t  so l van t e s  que  p r ~ s e n t e n t  les e s te r s  su l fu r iques  d 'a lcools  g ras  
vis-A-vis des  p ro t6 ines  son t  bien connues  e t  on t  donn6  l ieu A d ' i n t 6 r e s s a n t e s  appl ica t ions .  Toutefo is ,  
on s ' e s t  con ten t6  jusqu ' ic i ,  m 6 m e  d a n s  les r eche rches  de labora to i re ,  d ' e m p l o y e r  des  p r6pa ra t i ons  
indus t r i e l l e s  assez  real d~finies, v e n d u e s  sous  le nora  de " D u p o n o l " .  

P e n s a n t  qu ' i l  se ra i t  pr6f6rable  que  c h a c u n  t r ava i l l e  avec  u n  p r o d u i t  pu r  e t  s t a n d a r d ,  nous  pro-  
posons  l ' emplo i  du  dod6cylsu l fa te  de Na  don t  nous  r 6 s u m o n s  ci-apr~s la synth~seT:  A une  so lu t ion  
d 'alcool  l au r ique  (0.5 tool) duns  125 ml  de chloroforme,  on  a j o u t e  g o u t t e  ~ g o u t t e  en  a g i t a n t  b ien  e t  en  
m a i n t e n a n t  la t e m p g r a t u r e  en t r e  o ° e t  5 °, 0.55 tool de ch lo rhydr ine  su l fur ique .  On laisse le m61ange 
r even i r  A 20 ° e t  on insuffle de  Fa i r  A sa surface ,  ce qu i  a pour  effet d '61iminer l 'ac ide ch lo rhydr ique .  
On verse  darts 300 ml  d ' e a u  glac6e, neu t r a l i s e  A tree t e m p 6 r a t u r e  inf~r ieure  ~ 20 ° pa r  de  la soude  
concen t r6e  (o.61 tool), 6vapore  au  ba in  mar i e  bou i l l an t  jusqu 'A cons i s tance  s i rupeuse  (en m a i n t e n a n t ,  
si besoin  est ,  la r6ac t ion  alcal ine pa r  u n  pen  de soude),  pu i s  on s~che sous  vide.  La  poudre  o b t e n u e  
es t  ensu i t e  lav6e 3 lois pa r  500 ml  d 'ac6torte a n h y d r e  e t  6puis6e A l 'alcool absolu  boui l lan t .  Les  
e x t r a i t s  a lcool iques  une  Iois concen t r6s  l a i s sen t  cr is ta l l i ser  le dod6cylsu l fa te  pa r  r e f ro id i s sement .  

4. Pr~parat*on du c~tdne 
Le c6t~ne es t  o b t e n u  selon HERRIOT 8 pa r  pyro lyse  de  v a p e u r s  d ' ac~tone  au  c o n t a c t  d ' u n  fil de 

t ungs t~ne  chauff6 ~ lec t r iquemen t .  Le m~lange  gazeux ,  apr~s  avo i r  circul~ duns  u n  long r~f r ig6rant  
a s c e n d a n t  e t  u n  pi~ge m a i n t e n u  A o?, ba rbo te  duns  la so lu t ion  pro t~ ique  A la v i t e s se  de i bul le  pa r  
seeonde  env i ron .  Le c~t~ne, c o m m e  l ' i nd ique  FRAENKEL-CONRAT, p e u t  auss i  8tre  d issous  d a n s  l ' 6 the r  
de p~trole  ffoid.  U n e  fois sa turn ,  cet  6 ther  es t  r6chauff6 l e n t e m e n t  e t  le gaz qu i  s ' en  ~chappe es t  envoy6  
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dans  la so lu t ion  prot~ique.  Nous  avons  uti l is~ ce t t e  derni~re  t e chn ique ,  p e r m e t t a n t  un  r6glage beau-  
coup plus  precis  du  d~bit, darts t o u t e s  les exp6r iences  de  longue dur6e.  

5. Dosage des groupes - S H  
La d ~ t e r m i n a t i o n  de ces groupes ,  bas~e jusqu ' i c i  su r  l eu r s  propri6t~s r6duet r ices ,  pose ~ l ' ana lys t e  

un  p rob leme  que  d e u x  c i r cons t ances  pr ine ipa les  v i e n n e n t  compl ique r  : 
a. Pa raU~lement  ~ leur  "r6activitO'" g6n6rale,  le pouvo i r  r 6duc t eu r  de ces g roupes  var ie  beaucoup .  

D a n s  u n  t r a v a i l  c o m m e  le n6 t re ,  off il s ' ag i t  de  d~ t e rmi ne r  eombien  de - S H  on t  6t6 acyl~s, nous  
avons  6 v i d e m m e n t  int~r~t  ~ po r t e r  le pouvo i r  r£xtucteur  des  g roupes  res t6s  l ibres  h une  va l eu r  s t an -  
da rd  auss i  6levee que  possible.  Nous  condu i rons  donc  le dosage su r  une  d ispers ion  de prot6ine  dans  
un  d~ te rgen t .  

b. Si, au  sein d ' un  d6 te rgen t ,  les g roupes  - S H  pro t6 iques  son t  f o r t e m e n t  r6duc teu r s ,  il ne  f au t  
pa s  oubl ie r  que  d ' a u t r e s  g roupes  jou i s sen t  de fagon plus  ou mo ins  accus~e de la m~me  proprietY. On 
doi t  donc  se t en i r ,  p a r  u n  choix  jud ic i eux  de  la n a t u r e  de l ' o x y d a n t  a ins i  que  des  condi t ions  de son 
emploi ,  ~ ~gale d i s t ance  d ' u n e  o x y d a t i o n  t r o p  douce n ' a t t e i g n a n t  pas  la to ta l i t~  des  - S H  e t  d ' une  
o x y d a t i o n  t r o p  b ru t a l e  d6pou rvue  de sp~cificit6. La  t e chn i que  de MIRSKY 9 e t  ANSON 1° au  fe r r i cyanure  
nous  a pa ru ,  apres  que lques  modif ica t ions ,  s a t i s f a i san te  A cet  6gard.  No t re  confiance en eUe s ' e s t  
d 'a i l leurs  acc rue  p e n d a n t  l ' ex6cu t ion  de ce t r a v a i l  pou r  p lus ieurs  ra i sons  qu i  s e ron t  indiqu~es  b ien t6 t .  

Nous  r~ sumons  t o u t  d ' a b o r d  b r i ~ v e m e n t  n o t r e  mode  op6ra to i re  d a n s  le cas  s imple  de l ' a l bumine  
d 'oeuf  non- t ra i t~e  : a ml  d ' u n e  so lu t ion  c o n t e n a n t  lO-2O m g  de pro t6 ine  (lOO-2OO ~ de " - S H  ''~) son t  
m61ang6s A (2.25 - a) m l  d ' eau ,  o.o 5 ml  de t a m p o n  p h o s p h a t e  M (PH = 6-7), o.o5 ml  d ' u n e  solut ion 
fra~che de  f e r r i cyanure  de K o.I M e t  o.5 ml  de dod~cylsul fa te  de  Na  A io  %. On laisse l ' oxyda t i on  se 
d6rouler  IO rain A 37 °, pu i s  on  t r a n s v a s e  le m61ange d a n s  u n  ballon jaug~ de 20 ml  en lui  a j o u t a n t  
0. 4 m l  de  SO4H 2 N. Apr6s  avo i r  compl6t6 au  t r a i t ,  on pr61~ve 5 ml  su r  lesquels  on dose color im~tr ique-  
m e n t  le f e r rocyanure  form6 en le t r a n s f o r m a n t  en  b leu  de  Prusse .  A e e  s t ade  du dosage,  une  nouvel le  
add i t ion  de  d6 t e rgen t  p e r m e t  de m a i n t e n i r  la pro tb ine  e t  le p i g m e n t  A l '6 ta t  disperse;  elle 6 r i t e  donc, 
d ' u n e  par t ,  la p r6e ip i ta t ion  pr~alable  de la prot~ine pa r  le t u n g s t a t e  de Na  et ,  d ' a u t r e  pa r t ,  l ' emploi  
b ien  peu  p r a t i q u e  de g o m m e - g u t t e .  Les  5 ml  pr6c~dents  son t  donc  m~lang6s  A o. i  ml  de Ie r r i cyanure  
o.I M, 0. 5 ml  de dod~cylsul fa te  A io  %, i m  1 de su l fa te  ferrique** e t  6. 5 ml  d ' eau .  On  a t t e n d  5 rain e t  
on m e s u r e  au  photocolor im~t re  l ' i n t ens i t6  de  la colora t ion  b leue  a p p a r u e  (Fil tre W m ~ w x ~  No. 27). 
Une  courbe  de r~f6rence es t  p r6a l ab l emen t  t rac6e  en u t i l i s an t  une  so lu ton  dans  le f e r r i cyanure  d ' u n  
~chant i l lon de cyst6ine cristall is6e de pu re t6  connue .  

Si l '6chant i l lon  d ' a l b u m i n e  es t  insoluble  d a n s  l 'eau,  on le disperse ,  c o m m e  nous  le ve r rons  t o u t  
l ' heure ,  dans  le dod6cylsul fa te .  Q u a n t  k la k6rat6ine,  elle es t  d i s sou te  dans  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e  
PH = 6.7, oxyd6e  pa r  le f e r r i cyanure  pu i s  pr6cipi t6e pa r  le t u n g s t a t e  de Na a v a n t  le dosage colo- 

r im6 t r i que  selon la m 6 t h o d e  c lass ique  de MIRSKY. 

6. Hydrolyse alkaline des liaisons S-acyl~es 
Au cours  de nos  exp6riences ,  nous  obse rvons  f r ~ q u e m m e n t  que  la t e n e u r  en  - S H  libres des  

pro t6 ines  acyl6es  es t  p lus  faible que  celle des  pro t6 ines  in i t ia les .  S o m m e s - n o u s  en prSsence d ' u n e  
r6elle acy l a t i on  des  g r o u p e m e n t s  ou d ' u n e  s imple  o x y d a t i o n  ? P o u r  fixer ce point ,  nous  avons ,  c o m m e  
FRAgNK~L-Co~RAX, cherch6 A t i r e r  profi t  de l ' ins tabi l i t~  en mi l ieu  alcal in des  l ia isons S-acyl6es sus-  
cept ib les  de s '~ t re  form6es.  

Signalons  ici que,  dans  la p l u p a r t  des  cas, l ' a u t e u r  am6r iea in  s emble  pouvo i r  faire r6appara~tre  
q u a n t i t a t i v e m e n t  les - S H  de sos p r6pa ra t ions  d ' a l b u m i n e  acyl~e, en  les m a i n t e n a n t  que lques  m i n u t e s  
dans  la soude  dilu6e. Les  condi t ions  exp6 r i men t a l e s  exac t e s  qu ' i l  conv i en t  d 'u t i l i se r  ne son t  d ' a i l l eurs  
pas  indiqu6es ,  ear  elles va r i en t ,  parai t- i l ,  s u i v a n t  les cas.  E n  d6pi t  de  n o m b r e u x  efforts qu ' i l  se ra i t  
t r o p  long de r a p p o r t e r  ici, nous  n ' a v o n s  pas  pu  a r r iver  de fagon r$guli~re ~ des  r~su l t a t s  auss i  sa t i s -  
f a i san t s  et  nous  a t t r i b u o n s  cet  6chec ~ la d e s t r u c t i o n  par t ie l le  des  g roupes  th io ls  p e n d a n t  l ' hydro lyse .  
Quoiqu ' i l  en  soit ,  voici  le mode  opbra to i re  a u q u e l  nous  nous  s o m m e s  f ina l emen t  ar r~t6s :  Une  q u a n t i t 6  
convenab le  de prot6ine  acyl6e es t  amen6e  A PH = Ix pa r  de  la soude  2N.  On  m a i n t i e n t  5 rain A la 
t e m p e r a t u r e  du  labora to i re  sous  une  ~ tmosph~re  d ' a zo t e  pu t ,  pu i s  on neu t r a l i s e  e x a c t e m e n t  pa r  
HC1 2N. Le vo lume  to t a l  du  m61ange ne  dol t  pa s  exc~der  Ace  m o m e n t  2.25 ml  e t  on  proc~de imm6-  
d i a t e m e n t  au  dosage des  g roupes  - S H  c o m m e  il v i e n t  d ' e t r e  indiqu~.  

7. Dosage des groupes -NH2 
Ces g roupes  on t  6t+ d+termin+s  pa r  la m 6 t h o d e  c lass ique  de VAN SI.YKg en  i n t r o d u i s a n t  la pro-  

t~ine d a n s  l ' appare i l  sous  forme soi t  d ' u n e  so lu t ion  aqueuse ,  soit  d ' u n e  d ispers ion  dans  le dod~cyl- 
su l fa te  de Na.  On  ag i te  en  pr6sence d 'alcool  oc ty l ique  r]4 h A l ' obscur i tO x. 

* D a n s  ce qu i  su i t ,  les rb su l t a t s  de ces dosages  s e ron t  calculus en  cyst~ine e t  r e p r ~ e n t ~ s  p a r  le 
symbo le  " -SH" .  

**On t r a i t e  A l '$bul l i t ion o. 5 m g  de su l fa te  fe r r ique  a n h y d r e  pa r  x7.5 ml  de SO~H m 2N,  pu i s  
on a m i n e  A IOO ml  avec  de l ' eau  e t  on filtre. 
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II. RI~SULTATS EXPt~RIMENTAUX 

A. ACTION DU CI~T~NE ET DE L'ISOCYANATE DE PHI~NYLE SUR L'ALBUMINE D'OEUF 

NATIVE 

Dans un m61ange refroidi de 5 ml d'albumine ~ 3.25 % et 5 ml d'un tampon 2 M 
ac6tate (Pa = 5.6) OU phosphate (PH = 7.5), on fair barboter pendant un temps d6ter- 
min6 du c6t~ne provenant soit directement de l'appareil g6nfrateur, soit d'une solution 
dans l '6ther de p&role. Un autre &hantiUon de la solution prot6ique, tamponn6 comme 
pr6c6demment et agit6 m~caniquement, est additionn6 lentement d 'un poidsd'isocyanate 
de ph6nyle 6gal au poids de prot~ine en jeu. La vitesse d'addition est r6gl~e pour que la 
totalit6 du r6actif ait coul6 au bout du temps prescrit. Dans les 2 cas, la Prot6ine prf- 
cipite peu ~ peu pendant l 'op6ration soit seule (cas du c6t~ne), soit m61ang~e k de la 
diph&uylur~e (cas de l'isocyanate de ph~nyle). 

Une fois ce traitement termin6, la liqueur est amen6e k Pa = 4.8 afin d'assurer la 
pr6cipitation complete de la fraction prot6ique d6natur~e, puis eUe est centrifug6e. Le 
liquide clair est dialys6 pendant 2-3 jours et centrifug6 de nouveau. On d6termine alors 
la quantit6 de prot6ine en solution par KJELDAHL et sa teneur en groupes -SH et -NH~ 
libres par les m&hodes pr6c&temment d6crites. Le Tableau I donne les r6sultats de 
cette &ude: 

TABLEAU I 

A C Y L A T I O N  C O M P A P ~ E  P A R  L E  C ] ~ T ~ N E  E T  L ' I S O C Y A N A T E  D R  P H ~ N Y L E  D E S  G R O U P E M E N T S  T H I O L S  

E T  A M I N E S  D R  L ' A L B U M I N E  D ' O E U F  N A T I V E  

PH 

5.6 

J ,  

~J 

5.6 
s~ 

p, 

7.5 

7.5 

Nature  de l 'agent  
acylant  

C6t~ne 
PJ 

p, 

Isocyanate de ph6nyle 
,J J~ 

~J J, 

C6t~ne 

Isocyanate de ph6nyle 

Temps d'ac- 
t ion (rain) 

15 
2 0  

240 
270 

" - S H "  (%) 

Avant  hydro-  
lyse alc. 

I .OO 

45 
90 

I8o 

I5 

90 

1 . 0 0  

I ,OO 

I .OO 

I .OO 

0.85 
0.60 
0.42 

1.00 

0.48 

Apr~s hydro-  
lyse alc. 

0.78 . 

I .O0 

N - N H  2 
en % de N 

prot6ique total 

4.I 

0.94 

3"9 ° 
3.9o 

x.23 

1.20 

Les r6sultats du Tableau I appeUent les quelques remarques suivantes: 
I. Les diverses pr6parations d'albumine obtenues au laboratoire pr6sentent des 

teneurs en " -SH"  variant de 0.96 % k I.ZO %. I1 semble clue cette teneur soit d 'autant  
plus forte que les cristaUisations ont 6t6 menses plus rapidement. Dans un but  de 
simplification nous avons ramen6 tousles  chiitres du Tableau I ~ une teneur uniforme 
d e  I.OO ~/o. 

2. Nos experiences montrent clairement que les groupes -SH de l'albumine native 
ne sont pas ac6tyl6s par le c6t~ne ~ PH = 5.60U 7.5 Nous avons eu beau faire varier la 
Bibliogmphie p. 504, 
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dur~e de cette ac6tylation et le PH du milieu, nous avons toujours retrouv~ dans la fraction 
rest6e soluble, une teneur en - S H  rigoureusement 6gale ~t la teneur initiale. Par  contre, 

ces deux PH, l 'ac6tylation des groupes - N H  2 se d~roule se]on le mode maintes lois 
d6crit. 

3. La plupart  des r6actifs caract&istiques de la fonction thiol (nitroprussiate, 
porphyrindine, o-iodosobenzoate e t c . . . )  impliquent la rSunion de deux - S H  en une 
liaison disulfure. NEURATH a r6eemment suppos6 TM que la configuration rigide de certaines 
prot6ines natives interdisait une telle r4union. Celle-ci serait au contraire possible dans 
une prot6ine d6natur6e ~t structure plus flexible. Ainsi se trouveraient expliqu6es les varia- 
tions dans la "r6activit6" des groupes -SH que l'on constate au moment  de la d6natura- 
tion de certaines prot6ines. 

Cette hypoth~se demande ~videmment que les substances s 'unissant ~ un seul groupe 
thiol ~t la fois, rfiagissent de fa~on analogue, que la prot6ine soit native ou d6natur~e. 
Or il ne semble pas que le mode d'action de l'acide monoiodac~tique ou du p-chloromer- 
curibenzoate v6rifie bien cette derni~re proposition. Quoiqu'il en soit, le comportement 
du c6t~ne en montre d6finitivement le mal-fond6. 

4. Si notre remarque ~ contredit net tement  les observations de FRAENKEL-CONRAT, 
nos expfiriences avec l ' isocyanate de ph~nyle sont en bon accord avec les siennes. Nous 
trouvons en effet clue le r6actif agit lentement sur les - S H  de l 'albumine native aux 
deux PH O~ nous travaillons. Les groupes - N H  2 n '6tant  pas touch6s en milieu acide, nous 
observons donc, ~ PH ---- 5.6, l 'acylation s61ective des - S H  et, 5~ 15H = 7.5, une acylation 
simultan~e des - S H  et, des -NH2. L'isocyanate de ph6nyle s'unit ainsi plus facilement 
que le c~t~ne aux - S H  "inertes" de l 'albumine native. Ce fait nous paralt  assez remar- 
quable car l 'encombrement mol6culaire plus r6duit du c6t~ne aurait pu a priori faire 
pr6voir l 'inverse. 

B. ACTION DU C]~TI~NE ET DE L'ISOCYANATE DE PHI~NYLE SUR L'ALBUMINE D'OEUF 

DI~NATURI~E 

Nous avons d6j~. signal6 dans l ' introduction qu'un r6cent travail pr61iminaire nous 
a permis de constater l 'ac6tylation extr6mement rapide des - S H  de l 'albumine d'oeuf 
quand elle est d~natur6e par precipitation ou par  dispersion dans le doc6cylsulfate de Na. 
Voici quelque d6tails snr notre mode op6ratoire : 

• La prot6ine qui pr4cipite au cours du t rai tement  au c6t~ne est s6par6e par  centrifu- 
gation, lav6e soigneusement ~ l 'eau et dispers6e sous atmosphbre d'azote dans du 
dod6cylsulfate de Na ~ IO %. De m6me, le pr6dipit6 qui se forme pendant Faction de 
l ' isocyanate de ph6nyle sur la prot6ine, m61ange de diph6nylur~e et de prot~ine inso- 
luble, est extrai t  avec soin au moyen du d~tergent*. Dans les deux cas d'ailleurs, la 
prot6ine insoluble ne se disperse pas entibrement. Notons ici quue la fraction dispersable, 
sur laquelle portent les dosages ult6rieurs, est tr~s probablement la moins acyl6e. 

Dans une autre s~rie d'exp6riences, 5 ml d'albumine sont additionn6s de I . I  ml de 
dod6cylsulfate ~ IO %, puis sont trait6s de la manibre habituelle par le c6tSne ou l'iso- 
cyanate de ph6nyle**. Aprbs le t ra i tement  au c6t6ne, la prot6ine est pr6cipit6e par  addi- 
tion de quelques gouttes d'ac6tate de Na, lav6e par  centrifugation et dispers6e de nou- 

* Nous avons v~rifi~ que la diph6nylur~e est insoluble dans le dod6cylsulfate ~k xo %. 
** Ces exp6riences sont  conduites en milieu non- tamponn6 car en pr6sence de dofl6cylsulfate, la 

prot6ine est pf6cipit~e pa r  l 'ac6tate ou le phosphate  de Na. 

l~ibliographie p. 504. 
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veau dans le d&ergent. Apr~s le trai tement k l 'isocyanate de ph6nyle, la diph6nylur6e 
est centrifug& et la liqueur claire est utilis& directement pour les dosages habituels. 
Notons ici qu'en pr6sence de dod&ylsulfate de Na, la rupture des liaisons acyl&s 
semble proc6der avec une lenteur anormale az. La r6apparition des -SH en milieu alcalin 
ne pourra donc &re que tr~s parti  elle. 

Voici d'ailleurs les r~sultats obtenus (Tableau II). 

TABLEAU n 

& C Y L A T I O N  P A R  L E  C]~T]~NE E T  L ' I S O C Y A N A T E  D E  PI- I ]~NYLE D E  L ' A L B U M I N E  D ] ~ N A T U R ] ~ E  

I~tat de la 
prot6ine 

Pr&ipit6e 
c n  c o u r s  

d'acylation 

En dispersion 
dans le 
dod~cylsulfate 
pendant 
l'acylation 

PH 

5.6 

5-4 

5"3 

5 

Nature 
de l 'agent 

acylant 

CAt~n e 

Isocyanate 

C6t~ne 

~J 

Isocyanate 

Temps 
d'action 

(rain) 

25 
45 

300 

I 

5 
I O  

I 

I5 

" - S H "  % 

Avant hydro- 
lyse alc. 

0 , 0 0  

0 . 0 0  

0 . 0 0  

o.I5 
0 . 0 0  

O.OO 

0 . 0 0  

O.OO 

Apr~s hydro- 
lyse alc. 

0.73 

0.73 

m 

m 

N-NH,  % de 
N prot~ique 

total  

3.9 ° 

3.5 ° 

3.950 

Les r~sultats exp6rimentaux r6unis dans le Tableau II  montrent  net tement que, 
d~s qu'ils sont rendus "r6actifs" par la d6naturation, les -SH de l'albumine sont pres- 
qu'instantan6ment acyl6s par le c6t~ne et l 'isocyanate de ph6nyle. La r6action est s i  
rapide clue les groupes semblent m6me avoir plus d'afiinit6 pour les deux agents acylants 
6tudi6s que des mercaptans ~t bas poids mol&ulaire comme la cyst6ine, le glutathion 
et l'acide ~ thiolpropionique. I1 est de plus int~ressant de constater qu'elle se produit 
en milieu acide, donc dans des conditions peu favorables ~t l 'acylation des - N H  v Nous 
assistons donc ~t une action tout-~t-fait s~lective des deux r~actifs sur les -SH de la 
prot6ine. 

C. ACTION DU C]~TI~NE SUR LES GROUPES THIOLS DE LA I~RAT]~INE 

L'&hantillon de k&at6ine que nous avons pr6par6 est insoluble h PH ----- 5.6. Nous 
traitons donc au c6t~ne une suspension de 15o mg de prot6ine dans 5 ml de tampon 
ac&ate. Apr~s traitement, le tM est ajust6 k 4.6, la prot6ine est eentrifug&, lay& 
l'acide ac~tique dilu6, puis dissoute dans un tampon phosphate M ~ tM = 6.7. On dose 
sur cette solution l 'azote total et les groupes -SH libres (Tableau III). 

Les exp6riences d&rites dans le Tableau III  ont pour principal int6r& de montrer  
que, m~me en l'absence de dod&ylsulfate, les -SH prot6iques peuvent s'acyler trbs 
rapidement, pouxam qu'ils soient suffisamment "r6actifs". 

Au cours du present travail nous avons 6tudi6 avec quelques d6tails le mode d'action 
du c6t6ne et de l'isocyanate de ph6nyle sur les groupes -SH prot6iques dans deux cas 
clue l'on peut k bon droit consid~rer comme extremes. Mais il taut noter clue dans cluel- 
ques ferments comme l'ur~ase et la myosine par exemple, il existe toute une s6rie de 
-SH poss&tant des "r6activit~s" interm&liaires. On peut donc esp~rer, par l'emploi 
Bibliographie p.  504 . 
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TABLEAU III  

AC~TXeLATION PAR LE C]~TI~NE DES GROLrPES THIOLS DE LA 
K1~RAT~INE 

Toutes les ac6tylations ont ~t6 conduites ~ pH = 5.6 

Temps 
d'ac6tylation 

(min) 

"'-SH" % 

Avant hydrolyse 
alcaline 

1.2o 
o.29 
o.26 
O.OO 

Apr~s hydrolyse 
alcaline 

I 

1.14 
1.24 
o.81 

judicieux des deux r6actifs, bloquer certains groupes de pr6f6rence aux autres et juger 
ainsi, comme vient de le faire HELLERMAN pour l'ur6ase 14, de leur importance relative 
dans l'activit6 physiologique d6ploy6e par ces prot6ines. 

R£SUM£ 

Cette ~tude sur l 'acylation des groupes - S H  prot6iques a permis de d6gager les points suivants : 
I. Les groupes - S H  "inertes? de l 'albumine d'oeuf native ne sont pas touch6s par le c6t~ne, mais 

ils s0nt par contre accessibles ~ l ' isocyanate de ph6nyle. Quoique lente, l 'action de ce dernier r ~ c t i f  
est s61ective, pourvu que le PH du milieu soit maintenu 16g~rement acide. 

2. Les g roupes -SH " r ~ c t i f s "  de l 'albumine d6natur~e ou de la k~rat6ine poss&tent une affanit6 
extr6me pour le c6tSne et l ' isocyaaate de ph6nyle. I1 en r6sulte clue, dans un large intervalle de PH, 
l 'acylation de ces groupes est beaucoup plus rapide que celle des groupes amin6s. 

SUMMARY 

This study of the acylation of protein SH-groups has led to the following conclusions : 
I. The " iner t"  SH-groups of native egg albumin are not at tacked by keten, but  they  are acces- 

sible to phenyl isocyanate. Though slow, the action of the  lat ter  reagent is selective provided the 
PH of the  medium is kept slightly acid. 

2. The "react ive" SH-groups of denatured albumin or of kerateine have an extreme affinity 
for keten and phenyl isocyanate, with the result that ,  over a considerable range of PH, acylation of 
these groups is much more rapid than tha t  of the amino groups. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die vorliegende Arbeit fiber die SH-Grilppen yon Eiweiss erlaubt folgende Schlussfolgerungen : 
I. Die " iner ten"  SH-Gruppen des nativen Ei-albumins werden yon Ceten nicht angegriffen, 

dagegen sind sie wohl ffir Phenylisocyanat zug'~nglich. Die Wirkung des letzteren Reagenz ist selektiv, 
wie langsam sie auch sein m6ge, vorausgesetzt, dass der PH des Milieus leicht sauer gehalten wird. 

2. Die "reaktiven'" SH-Gruppen des denaturierten Albumins oder des Keratins besitzen eine 
~usserst grosse AffinitAt ffir Ceten und Phenylisocyanat. Hieraus folgt, dass innerhalb eines breiten 
pH-Bereiches die Acylierung dieser Gruppen viel schneller verliiuft als die yon Aminogruppen. 

BIBLIOGRAPHIE 

1 R. M. HERRIOTT, Advances in Protein Chemistry, 1946, tome III.  
2 A. lqXtmERGER, Biochem. J., 32 (I938) 1452. 
3 H; FRA•NKELTCONRAT, J. Biol. Chem., 152 (1944) 385. 

H. FRAENKEL-CONRAT, M. COOPER et H. OLCOTT, J. Am. Chem. Soc., 67 (1945) 314. 
4 H; ~EURATrl, J. P. GRgENSTEIN, F. W. PUTNAM et J. O. ERICKSON, Chem. Rev., 34 (I944) 157. 
5 p. DESNUELLE et M. ROVER•, Compt. vend., 224 (1947) 235. 



VOL. 1 (1947) ACYLATION DES GROUPEMENTS THIOLS PROT1~IQUES 505 

6 D. R. GODDARD et L, I~ICHAI~LIS, J .  Biol. Chem., lO6 (I934) 605. 
7 G. DESSEIGNE, Corps Gras, 1 (I945) z36. 
s 1R. M. HERRIOTT, J. gen. Physiol., 18 (I935) 69. 
9 A. E. MIRSKY, J. gen. Physiol., 24 (1941) 725. 

10 M. L. ANSON, J. gen. Physiol., 24 (1941) 399- 
ll H. FRAENKEL-CONRAT, J. Biol. Chem., I48 (1943) 453. 
1~ H. N~URATH, Cold Spring Harbor Symposia Quant. Biol., 6 (I938) 196. 
la G. L. MILLER, J. Biol. Chem., I46 (I942) 339. 
14 L. HELLERMAN, F. ~. CtIINARD et V. 1R. DEITZ, J. Biol. Chem., 147 (I943) 443. 

Re~u le 14 aofit 1947 


