
514  BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA VOL. 2 (1948) 

SUR L ' A C ~ T Y L A T I O N  DES  G R O U P E S  P H E N O L  P R O T ~ I Q U E S  

P A R  L E  C ~ T ~ N E  

p&r 

M. R O V E R Y  ET P. D E S N U E L L E  

L a b ~ a ~  de CMm~ Biolog~ue, FaculM des Sc~nce~ Maruille (Franc~ 

Un r6cent travail nous a montr~  que l 'aptitude ~ l'acylation des groupes thiol 
prot6iques vafie consid6rabMment s~on la prot~ne ~ laquelle on sMdresse et, pour une 
m6me prot~ne, sMon son 6tat de d6naturation. Presque nuHe dans l'albumine d '~uf  
nafiv~ elle e~  au contrake plus marqu6e dans l'albumine d6natur6e et la k6rat~ne que 
dans Ms mercaptans ~mples eux-mSmes. Cette diff6rence de comportement traduit 6vi- 
demment une plus ou moins grande mobilf6 de Fhydrog~ne foncfionnM. I1 nous a paru 
int6ressant de savoir jusqu'~ quM p~n t  elle peut 6tre retrouv6e avec d'autres groupes 
prot6iques 6galement porteurs d'un hydrog~ne mobiM. Parmi ces demurs,  les groupes 
ph6n~ ont particulibrement retenu notre attention caL d'une pa~,  Mur impo~ance dans 
Ms prot6ines phy~Mogiquement actives a 6t6 mMntes fMs soulign6e et, d'autre part, 
Fdtude de Mur "r6activit6" peut 8tre abord6e ~ la fo~ par ~ois vows diff6rentes: Titrim6- 
trique, spectrographique et chimique. 

Les courbes de titrage de l'albumine d '~uf  native ~ semblent d ~  montrer que Ms 
-OH ph6n~iques de cette prot~ne s'ion~ent avec difficult6. MMs, dans ce dom~n~ la 
technique s pectrographique est d'un pr6deux secours car Fion pb6nate absorbe beaucoup 
plus entre 2 900 et 3 Ioo A ° que la fonct~n ph6nol non-disso~6e. CRAMMER ET NEUBER- 
G E R  3 observent alors que: 

a. Les groupes ph6nol de Finsufine ~ionisent bien. Leur p~ est toutefMs notabMment 
plus ~ev6 que c~ui de la tyrosine (lO.15) rams ce fMt est at~ibu6 h la charge nette port6e 
par la prot6ine en milieu alcalin plut6t qu'h un comportement part~ufier des groupes 
eux-m~mes. 

b. Les groupes ph6nol de l'albumine native, par contre, ne ~ion~ent pas de mani~re 
sen~bM jusqu'£ PH = 12. A PH = 13, Fionisafion se produit brusquemenL tandis que la 
prot~ne se d6nature. La d6naturat~n une fo~ r6a~s6e, les groupes de l'albumine s'ionN 
sent alors con~d6rabMment h p~ = 12. 

Les auteurs anglMs interpr~tent ces rafts en supposant que Ms groupes ph6nol de 
EMbumine native pa~icipent ~ des fiMsons hydrogbne qui sont bfis6es au moment de la 
d6naturafion. De te~es fi~sons nMxi~erMent pas dans la mol6cule d'insuline dont la 
~abilit6 serMt uniquement assur6e par des ponts d~ulfure. Ce tr~s impo~ant  travM1 
sugg~re ain~ que la mobilit6 des atomes d'hydrog~ne p o ~ s  par Ms groupes ph6nM pro- 
t6iques est susceptible de vafier con~d6rablement soft au moment de la d6naturafion de 
certaines prot~nes, soft quand on passe d'une profane ~ une autre de structure diff6rente. 

La vo~ chimiqu~ d'autre pa~,  peut util~er soft M p o u r e r  r6ducteur qu'exercent 
les groupes ph6nol v i ~ - v i s  de certaines substances organiques, soft leur apt ffudek 
Yacylation. Le pouvoir r6ducteuL en premier fieu, e~  g6n6ralement esfim6 k FMde du 
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16actff de FAin auquM la tyro~ne, comme d'MHeurs M tryptophane et ~ cyst~ne, con- 
f~re une coMrat~n bMue Ms~ment mesurabM. Si ce mSme r6actif est m~ au contact 
Sune  prot6ine qu~ pour simplifier, nous supposerons tout d'abord d6pourvue de ~y~6ine, 
une coloration apparalt 6gMement, mMs son inten~t6 est beauco~p m~ns forte que la 
teneur de ~ prot6ine en tyro~ne et en tryptophane M laisse pr6v~L Le rapport: Colora- 
tion mesur6~Coloration c~cuMe e~ d '~Heu~ ind6pendant de la prot~ne mise en ~uvre  
et se ~tue entre 50 et 60% ~ ~ D~Gon en condure que Ms groupes ph6nol des pro- 
t~nes sont en pattie "dis~mul6s"? I1 semble que non car Ms peptides ~mples de la 
tyro~nM, ou, plus g6n6r~ement, Ms tyro~nes N~ub~ffu~e~ ne Hvrent d~k qu'une 
fraction de la c o , r a d o n  attendu~ 

Toutef~s, fl parMt mMntenant adm~ que M pouv~r  r6ducteur des groupes ph6nol 
prot6iques augmente au moment de la d6naturafion. C'est Mn~, par exemple, que Falbu- 
mine d '~uf  native ne r6duit pas M ~rficyanure ~ PH = 9 .6. MMs, une f~s dSnatur6e et 
pfiv~e de ses -SH ~ r  la cystine ~, erie le r6duit k ce m~me PH. Le pep~nog~ne, d'autre 
part, est nettement moins r6ducteur ~ ps  = 8 que la pep~ne. HERRIOTT, qui note ce 
fM~, l 'at tf ibue ~ une d6naturafion plus pouss6e de la pepsine dans Ms conditions de 
Fexp6fience. MILLE~. ~, de son c6tS, pense que Ms groupes ph6n~ de ce~Mnes prot~nes, 
par suite d'une d6naturafion plus complete cons6cutive au s~our en milieu Mcalin, 
r6duisent m~ux  M r6acfif de Fo5n pendant M dosage coMfim~tfique s~on HERRIOTT 5 
~ p~ = I I  qne pendant cdui h PH = 8. La diff6rence des rSsu~ats fournis par les deux 
m6thodes, commun6ment attribute ~ la tyro~ne O-acyl6e et lui servant de mesure, pony  
rMt alors ne lui 6tre due qu'en partie. L'auteur recommande d0nc Fa~onction sy~6ma- 
t ique~Mn d6tergent au milieu r6acfionnd afin d'assurer aux prot~nes un ~tat de d6na- 
tu ra t~n  ausH uniforme que pos~bM. Notons enfin, dans le mSme ordre ~id6e~ que la 
porphyrindine oxyde plus facflement les -OH ph6noliques de l'albumine d6natur6e que 
ceux de l'Mbumine native% 

Les recherches entrepfises jusqu'ici sur l 'acylat~n des groupes ph6nM prot6iques 
ont 6t6 conduffes dans des conditions exp6fimentMes (PH, temp6rature, nature de l'agent 
acylant) ex~Smement vafi~em C'est qu~n effet Mur but imm6diat nMtMt pas d'6tudier 
sy~6mafiquement M ph6nom~ne, mMs bien de d6terminer ses r6percussions sur l'activit6 
p h y ~ o g i q u e  des prot6ines m~es en ~uvre.  De plus, subi~ant fo~ement l'influence du 
travail fondamentM de HERRIOT ET NORTHROP ~ sur la pep~ne, elles ont presque t o ~ o u ~  
6t6 r6afis6es en mifieu a6de oh l'acylation des -OH  ph6noHques progresse Mntement. 
Enfin, Mur interpr~tat~n quantitative n'est vraiment pos~ble que dans M css par t~u-  
fief de Fac6tylafion x~, ~z 

Pour toutes ces rMsons, b~n  rares sont Ms i6su~ats obtenus jusqu'ici, qui semblent 
se pr6ter ~ une compar ison  r6e~ement in~ructive. Nous en avons rassembl6 quelque~ 
uns dans M Tableau I. 

Un examen sommMre des chiffres du TabMau I sugg~re d'ores et d~k que Fac6tyla- 
tion des groupes ph~n~ de l'insufine et de ~ glycyltyro~ne progresse plus vite que ceHe 
des groupes de la pep~ne et de l 'ov~bumine. ToutefM~ des essais pr61imin~res nous 
ayant app~s que la vffesse d 'ac6tylat~n d6pend beaucoup du PH, de la temp6rature et 
du d6bit de c6t~ne, la compar i son  ~bauch6e au TabMau I nous a paru m6riter ff6tre 
pr6~s~e dans des exp6fiences oh tous ces facteurs serMent figoureusement contr616s. 

De plu~ fi Ms -OH ph6nMiques de l'Mbumine d '~uf  se r6v~ent r6eHement "inertes" 
~ l 'acylat~n, fl e~  int6re~ant de savo~ dans quelle mesure cede 'qnerfi~' disparalt 
au moment de la d6naturation. 

Bibliographie p. 52~. 



516 M. ROVERY, P. DESNUELLE VOL. 2 ( I948)  

T A B L E A U  I 

Q U E L Q U E S  R E N S E I G N E M E N T S  D ~ J A  C O N N U S  C O N C E R N A N T  L ' A C ~ T Y L A T I O N  P A R  L E  C ~ T ~ N E  A P H  = 5 - 6 ,  

D E S  G R O U P E S  P H E N O L  D E  L A  G L Y C Y L - T Y R O S I N E ,  D E  ~ O V A L B U M I N E  N A T I V E  E T  D E  ~ I N S U ~ N E  

Dur6e de % de tyrosine ac6tyl6e dans la: 
1%c6t~afion 

(mi~  GlycyltyroMne ~ Pcpsine 4 InsuHne 1~ Ovalbumine native ~ 

5 
I O  

3 ° 
45 
60 

18o 
720 

1080 
2 I O O  

m 

2 o  

39 
79 

- -  

- -  

_ _  

u 

u 

4 

1 2  

32 

4 
I I  

87 

u 

O 

* La dur6e exacte de IGc~a f ion  ne ressor t  pas c ~ i r e m e n t  dans ce ~avML 

TM est M double o~et du pr~ent ~avail. 

R ~ S U L T A T S  E X P ~ R I M E N T A U X  

I. D~TERMINATION DU % DE TYROSINE AC~TYL~E 

En prncipe 5, la m6thode con~ste k mesurer le pouv~r chromog~ne, via&-vis du 
r6acfif de Folin, de la prot~ne ac6tyl6e prise, s~t dans F6tat-m~me oh erie sort de Yac6- 
tylation (m6thode PHi, sMt apr~s l'avoir m~ntenue qudques minutes k pH = II  
(m6thode p~II). Le protocole exp~mental utilis~ d6fiv6 de cdui de MILLE~L est b~ve-  
ment r~sum6 ci-apr~s: 

I. Mdlhode pH8 

A x ml de solution contenant  2o A 3 ° y de t y ro~ ne  ou une q u a n ~  6qu~Mente  de p r o t ~ n ~  sont  
~ o u ~ s  (l-X) ml d 'eau,  o.i  ml de CIH N/5 e t  o.2 ml de d o d ~ s u l ~  de Na A i o % \  Apr~s 3 min, o.i 
ml de N a O H  N ~ ,  I ml du r~actH de F M ~  d i~6  ~ 2 ml de ~ m p o a  p h o s p h a ~  sont  ~ o u % s  et la solu- 
t ~ n  est  laiss~e 15 min  ~ 35.5 °. 

2. Md~ode p H I I  

A x ml de sMu~o~  sont  ~ o u ~ s  ( i -x)  ml dMau et o.i ml de N a O H  N/5. Apr~s 15 A 3 ° min, 
0.2 ml de d6tergent* et  o.i ml de C1H N]5 sont  ~ o ~ s  et le dosage est  c on t~u6  comme p r 6 ~ d e m m e n L  

Le t a m p o n  est  compos6 de 9 pa r~es  de phospha te  d ~ o d ~ u e  0.5 M et  I p a r ~ e  de NaOH ~ IO %. 
I ~  r6actff de F o l ~  est  dilu6 de telle ~ o n  que I ml de ce r6ac~f  + 2 ml de t a m p o n  + i ml dMau 
se ~ o u v e n t  A PH = 7.7 apr~s io  m ~  de contacL 

La co~ra t%n  bMue apparue  est  m e s u ~ e  dans Ms 2 cas au p h o ~ c M o r i m ~ r e  (Filtre Wra t t en  n ° 2~.  

Une courbe de r6%rence est d'autre part 6tablie avec de la tyrosine pure (Tableau II). 
Cette courbe permet de transformer Ms mesures colorim6triques pr6c6dentes en 

poids de tyro~ne que, selon les condi~ons du dosag~ nous d~signerons d6sormais par 
les symboles "pH8" et "pHII". 

A par~r de ces donn6es exp6rmentaMs, il s'agit m~ntenant de calculer le % de 
tyro~ne ac6tyl6e, c.k.d, le rapport: Tyro~ne ac6tyl6e ~oMfim6tfique)/Tyro~ne totale 
~olofim~tfique) × ioo, qui nous permettra d'6tablir nos comparisons ult6fieures sur 

* C e t ~  quanfi t6 est  ~ d e m m e n t  ~ m ~ u ~ e  si ~6chantiHon s o u m ~  au dosage co~fient d ~  du 
d ~ r g e n t .  
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T A B L E A U  I I  

ELEMENTS DE LA COURBE DE R~F~RENCE RELA~VE AU DOSAGE 

DES -- OH PH~NO~QUES SELON M I L L E R 

PHOTOCOLORIM~TRE-FILTRE WRATTEN NO. 2 7. CUVE DE I CM 

T y r o ~ n e  (~) 

Io 
15 

25 
3 ° 

D e n M ~ s  op f iques  

O.112 
O.170 
0.225 
0.285 
O.340 

une base u ~ r m e  et pr6~se. Ce cMcul est ~ salon ~ ~ o ~  de la p r ~ n e  
mise en s u m  et, comme les t r a v ~  p u ~ 6 s  i ~ q ~  ont 6t6 ~ r t  ~ a r e s  de ~tMls  en 
ce q ~  M concerne, ~ ~ o ~  u ~ e  d'en exposer ~ r ~ s  Ms ~vers  aspects: 

a. La sub~ance ~ e  e~ un d~v~ ~ m ~  ~ ~ ~ n ~  ou une ~ e  qu~ comme 
t ' ~ s ~  ne ~ i ~ t  ni t ~ ~  ni ~ e .  

Le % ~ ~ m g ~  a ~ t ~  ~ t  ~ ~ t  ~ n ~  p ~  M r ~  s~pM:  

' ~ H I I "  -- "~H8" 
× ~oo ( i)  

' ~ H I I  ' '  

b. La prairie ~ ~ ,  ~mme ~ pepdn~ ~ ~ ~  rams p ~  ~ ~sM~e. 

~ ~ m ~ r  ~ r ~  (I) ~ # m e  ~ h ~ ~ ~ e  ~ 
~ o f i m ~ f i q u ~  c ~  F ~ ~ ~  n'est pas ~po~f i6  ~ p~ = I i .  M~s la vMeur 
' ~ u l I ' L  q ~  se trouve ~ ~ n o ~ t ~ L  repr6sente en ~f f  une ~ m m e  tyro~ne + t ~  
p h ~ e  ~xpfim6 en tyro~n~.  Cette vMeur ne peut donc ~ r ~ r  ~ cMcul ~ ' ~ s  ~ avok 
~ 6  ~ q ~  ~ t  ~ t ~ ~ .  

c. La p r a ~ e  ~ ~ i ~ t  ~ ~ / ~  ~ e  l ' d ~ m ~ e  d' ~ ~ ~ ~  ~ ~ 
~ c~t~ ine. 

Remarquons tout ~abord  que Ms group~ -SH de l 'Mbum~e, rendus '26acrid" p ~  
M d ~ e ~ t  present au moment ~ dosage, vont exercer un pouv~r  r6ducteur p ~ p ~ .  
Le n u m ~ e u r  du rapport (I) ne repr~sentera la t ~ o ~  ~ ~ o f i m ~ f i q u ~  que 
~ ~ c y b e l e  ~ c ~ y ~ e  ou no~  ~ ~ m p o ~ e  ~ m m e  M t ~ o p h a ~ ,  ~ . &  ~ dM p ~ d e  
M m~me pouvo~ ch~mog~ne ~ p~ = 8 qu'~ p~ = II .  Cette h ~  n%~ 6~demment 
pas t o u ~ f ~ t  exacte caL d ' ~ e  p~ t ,  les ~ o u ~ s  t~o l  sont ~sez  l ~ e s  ~ p~ = I I  et, 
d ' ~ e  ~ ,  Ms ~ M ~  ~ ~ s  s ' h y ~ M ~ t  n ~ M m ~ t  ~ ~ m~me p ~  ~ s  ~ u x  
ph6nom~n~, e x ~ a n t  sur M dos~e  d ~  eff~s c o n ~ M ~  vont t e n s e  darts une ~ n e  
m ~ u ~  k se compen~L I1 faut ~ u ~  ~attendre ~ ce que les ~ s ~ t s  ~ dosage 
s~ent  un peu trop fMMes quand qu~ques foncfions -SH ~ e m e n t  a u ~ n t  6t6 a c ~ s  
(cas de l 'Mbum~e n ~ v ~  m~s  s~ent  Mg~ement p ~  execs q u i d  ~ ~  de -SH 
auront 6t~ ~ ~as ~ I ' M ~  ~ n ~ .  ~ ~ x  e~Ms nous ont ~ a ~ e u ~  
mon~6 que Ms e~eum e n ~ a ~ 6 ~  par la pr6sence des -SH n ' a ~ t  en aucun cas lw 
s ~ n ~ c ~ n  g6n6rMe des ~ s ~  q ~  seront exposes ~ ~ .  

* N o ~ n s  d M ~ e u ~  q u ~  ~ r ~ t  A priori  ~ m M ~  p ~ s  ~ M  ~ ~ c ~ r  A d 6 b a ~ r  ~ ~ o -  
~ ~ ~ s  ~ s  ~ H ,  ~ r  ~ m ~ t  A l ~ d e  en  ~ r .  ~ e ~  m ~ 6  ~ a ~ r m ~  
d ~ o ~  ~ nous  a 6t6 i m p o ~ M  d % b ~ L  par  a d d ~ i o n  d M ~  ~ a ~  dqode  M g ~ e m e n t  s u p ~  
r ~ u r e  A la q u a n ~ t 6  c ~ c ~ ,  une  M b u m ~ e  ne r 6 d u ~ a n t  # u s  M ~ ~  ~ ~ n ~  de dod6- 
~ .  ~ ~ ~ s  ~ ~ M n  ~ s  d ~ e  ~ d ~  ~ ~ ~ ~ ~ 
nous  p r o p o ~ o n s  d M ~ d ~ r  M c o m p o r t m e n t  e t  ~ u s  avons  ~ 6 ~  ~ a ~ i ~ r  a ~ c  M ~ ~ r m a M .  
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Quant & la tyrodne totMe ~dor im6tr iqu~,  erie se d6duira du pouvoir chromog~ne 
de la prot6ine initiale en lui retranchant ce qui r ev~n t  au t ryptophane et h la cy~6ine. 
Apr6s a v d r  d6termin6 les coeffidents d'6quivMence n6cessMre~ nous avons trouv6 par 
exemple que FMbumine d 'muf contient 2.5 % de tyro~ne totale ~olo~m6t~qu~.  

II. COMPARAISON A DIVERS PH DE LA VITESSE D~C~TYLATION DES -OH PH~NO~QUES 
APPARTENANT A LA GLYCYLTYRO~NE, L'ALBUMINE D'OEUF NATIVE ET ~INSU~NE 

On traite par M c6t~ne (2 buHes~ec. Temp. 2o-25~ soit une solution ~ 0.45% de 
glycyltyrosine (HOFFMANN-LA ROCHE), sd t  une solutHn de 3.1% d'albumine d 'muf 
cri~allis6e, soit enfin, une suspension de 200 mg d'insufine pure (BOoT~ dans 5 ml de 
~quidm Les tampons ut~is6s sont des m~anges adde  ac6tiqumac6tate M (PH = 5.6) OU 
phosphates M/4 (pu = 7-5)- Le PH est figoureusement maintenu k sa v~eur  de d6part 
~ouge de m6thyle pour le PH = 5.6; rouge de ph6nol pour le pa  = 7.5) par addition 
m6nag6e de soude. Au bout du temps prescrit, Falbumine qui a pr6dpit6 pendant Fac6- 
tylatHn, est 61imin~e par centfifugation. Quant ~ l'insuHne, peu sdubM dans les tampons 
utilis6s, ere est centfifug6e apr~s trMtement, lav6e ~ Fac6tone et ~ F6ther puis dissoute 
dans Feau. 

Les diverses techniques d6crites dans ~ chapitre pr6c6dent sont alors appliqu6es aux 
fiqueurs obtenues et Ms r6sultats qu'elles donnent sont repo~6s dans M Tableau I I I .  

TABLEAU III 
A P T I T U D E  A L ~ C ~ T Y L A ~ O N  D E S  G R O U P E S  P H E N O L  D E  LA G L Y C Y L T ~ R O S I N E ,  D E  L ' A L B U M I N E  N A T I V E  

E T  D E  L ~ N S U L I N E  

pH 

7.5 
7.5 
7.5 
7.5 

5 . 6  
5.6 
5.6 
5.6 

Dur6e de 
l~c~tyla~on (min) 

5 
IO 

1 5  

45 

IO 

I5 
2O 

25 

% de tyrosine ac6tyl6e 
~ ~  M ~ m ~ e  native 

35 - -  

96 4 ° 
- -  6 5  

5o 5 
_ _  - -  

94 - -  
- -  I 0  

InsuHne 

2 0  
m 

m 

25 

Les chiffres du TabMau I I I  appellent les qudques remarques suivantes: 
I. Dans nos exp6fience~ Yac6tylatHn des - O H  ph6nofiques de la glycyRyro~ne et 

des prot6ines progresse net tement plus r i te  que l 'on a coutume de le ~gnaler. Void un 
exemple frappant:  D'apr~s HERRIOTTL la glycyltyrosine Fac6tyle ~ 20% pendant 
30 min ~ Pa 5.6. Nous trouvons 94% d'ac6tylation en 20 min dans tes m~mes conditHns. 
Le d6bff du c6t~ne est probablement plus rapide dans nos exp6fience~ MMs fl ne faut 
pas oubl~r que la vi te~e d 'ac6tylatHn des groupes ph6nol est ex~6mement  sen~ble 
aux variations de ps.  Au dessous de p~ = 5 en p a ~ u l i e r ,  erie devient presque nuHe. 
PeuNStre avons-nous ~mplement  maintenu notre p~ avec plus de soin qu'on ne l 'avMt 
f a r  jusqu'ici. 

2. Comme on pouvait  s 'y  attendre, les groupes ph6nM s'ac6tylent mieux, quelle que 

Bibliograph~ p. 52I. 



VOL. 2 (1948) AC~TYLATmN DES GROUPES PHENOL PROT~IQUES 519 

s~t  ~ mM6c~e qui Ms portent, ~ pH = 7.5 qu'~ p~ = 5.6. Ce fMt ~adui t  simplement la 
mobilit6 plus grande de l'hydrog~ne ph6nolique en milieu alcalin. 

Quand fl s'agit donc de d ~ m ~ e r  Ms r6percus~ons qu'exerce Fac6tylation des 
group~ ph6nM sur Facfivi~ p h y ~ o ~ q u e  des prot~ne~ on a i n ~ t  ~ ~av~lMr en 
milieu Mg~ement a~aHn chaque fo~ que ~ ~ a b ~  de la prot~ne M p ~ m ~ .  

3. Les group¢s ph6nM de h ~ycy l ty ros~e  s 'ac~ylent  t o ~ o u ~  notablement plus 
vite que ceux des deux p r o t 6 ~  ~ u ~ 6 e ~  Toutefo~, Fac~ylation est beaucoup plus Ms6e 
dans F ~ s ~ e  que dans FMbum~e d '~uf  native. Nos r6su~ats confirment ceux de 
CRAMMER ET NEUBERGER en ce q ~  concerne tout-au-mMns Ms ~ff~ences en~e ~suHne 
et Mbum~e native. I)ans cette d e r ~ e  prot~ne, Fhydrog~ne ph6nolique pr6sente bien 
une m o b ~  ~marquablement  fMMe. M~s cette m o b ~  ne semble pas 6tre k son 
maximum dans l '~suHne MM-m~me. 

III .  ESSAI DE COMPARAISON ENTRE L'AC~TYLA~ON DES - OH PH~NO~QUES DE ~ALBUMINE 

D'OEUF NATIVE ET D~NATUR~E 

I1 convient m~ntenant  de se demander ce que devient, au moment de ~ d6natura- 
t~n,  l 'aptffude ~ Fac6tylation des groupes ph6n~ de FMbumine. Va-t~He, par un pro- 
cessus aussi spectacul~re que cMui not6 sur Ms groupes thiol, r ~ n d r e  ou m~me d6pa~ 
set celle des phones  ~mples ? V a t , l i e  tou~au-m~ns ~ e  ~ o ~ e  au m~me niveau que 
cMM des groupes de l'insuHne ? Pour fixer ce p~nt ,  deux techniques exp6fiment~es, 
an~ogues k celles d6j~ util~6es au cours de notre premiere 6tude~ peuvent Mors ~tre 
env~ag6es: a. S~t  recuefllk M coagulum d6natur6 qui se forme quand on ac6tyle des 
solutions aqueuses ~Mbumine, M disperser dans M dod6cylsuHate et appliquer ~s tech- 
niques DE MILLER ~ cette disper~on; b. s~t  fMre agir directement ~ c6~ne sur une 
solution d'Mbumine dans M dod6cylsulfate et noter la diminution que subit M pouv~r  
chromog~ne du milieu au cours du ~Mtement. T o u t e r S ,  en dehors des e~eu ~  provo- 
qu6es par Ms ~ s o n s  S-ac~tyle, erreurs dont nous avons d~k discut6 Fimpo~ance, 
p lu~eu~ drcon~ances viennent compliquer Finterpr6tat~n des exp6fiences qui vont 
suivre. 

a. Etude du coagulum 

Une sMufion d'Mbumine ~ 3.0% dans un tampon phosphate M/4 (PH = 7.~ est 
soutane pendant 45 rain ~ un barbotage assez rapide de c6t~ne (2 bu~es~e~. La tempe- 
rature est de 20 ° et M pHest  con~amment maintenu ~ 7.5 par addition de soude. Le 
coagulum est lav6 et dispers6 dans la quanfit6 de dod~cylsulfate n6cessaffe aux dosages 
ult~fieurs. 

Le dosage pHII qui, normalement, devrait indiquer la somme globale tyro~ne + 
~yptophane + c y ~ i n e  ~olofim~triques) s 'e~ r6v~6 nettement trop fMble. Nous attfi- 
buons ce fait ~ la p ~ e n c e  du d6tergent qui, on M sMt ~, ralentff con~d6rablement l 'hy- 
drolyse des ~aisons acyl6es. Ce d6tergent ne peut 6tre 61imin6 par diMyse sous p~ne de 
vok la prot6ine pr~cipiteL Nous avons donc renonc6 k toute d6termination pr6cise du % 
de tyrosine ac6tyl6e dans M coagulum. Ce % peut toutefo~ 6tre esfim6 de fa~on approxi- 
mative comme suit: pendant M dosage pH8, la c y ~ n e  ne joue aucun r6M puisqu'elle 
est compl~tement ac~:tyl6e. La colorat~n obtenue est donc uniquement due ~ la tyro~ne 
et au tryptophane non-ac~tyl6s. Si on lui retranche la totalit6 du tryptophane, on ob- 
t~n t  a~rs une vaMur minimum pour la tyro~ne non-ac6tyl6e. Dans M cas pr6sent, nous 
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trouvons envffon 2o% de la tyrodne totMe ~ d o ~ m ~ r q u ~ .  Ce r6sultat, quo~ue im- 
pr6c~, mon~e d~k que les groupes ph6nd de l'albnmine n'acqui~ent pas & la d4natu- 
ratbn une " ~ a c ~ "  6gale & ceHe des groupes de la ~ycyltyrosine. 

b. Ac~tylat~n des groupes ph~n~de l ~ u m i n e  en dispers~n dans ~ dod~cy~ul/a~ 

Quand on ~oute un tampon ac6tate (PH =5.6) ou phosphate (pn =7.5) k une 
~sper~on ~album~e dans le dod6cylsulfate, ~ p r ? ~ e  pr6cipite e n t ~ m e n t .  Ce f~t  
ne nous a pas gSn6 dans no~e premiere 6tud~ car les-SH ~ac6tylent ~ blen en m~eu 
adde et l'on peut op6rer sans tampon. Dans M cas pr6sent, F e m ~  d'un tampon parMt 
~spensab le .  Nous avons ~ors not6 qu'un tampon cffrate M~ k p~ = 6 .  4 pouvMt k 
~ rgueur ~ e  u t a h ,  mals Fad~t~n u~6fieure de quanfit~s mSme m~im~  de soude, 
destinies k m~nten~ M pn ~ sa valeur inifiale, provoque ~ p r 6 c i p i t ~ n .  I1 e~ donc, 
en tout cas, impossible ~6vi t~  une aci~fication progres~ve du m~eu. Cette ad~ficat~n 
est 6~demment pr~u~dable  k ~ bonne maybe de Fac6t~at~n et, afin d'obten~ des 
bases pr6dses de comparMson, nous avons effectu6 des e x p 6 r e n c e ~ m o ~ ,  dans Ms 
mSmes con~t~n~ ~ur ~ ~ycfityro~ne, F ~ s ~ e  et l'Mbumine d'muf nat~e. 

Notons, d'autre part, que, con~M~ment ~ ce que l'on observe au paragraphe (~, 
le d6~rgent Feut ~t~ ici 6~m~6 par ~a ly~,  une ~ Fac6tylat~n ~rmin6e, sans que ~ 
profane coaguM. Cette drcon~ance favorabM p ~ m ~  d'appliquer ~ ~chn~ue de 
d ~ e r m ~ n  du % de tyro~ne ac~tyl6e (Tableau IV)telle quMlle e~ d6cfi~ plus haut. 

TABLEAU IV 
AC~TYLA~ON PAR LE C~T~NE ~ES GROUPE$ PHENOL DE L~LBUmNE D~NATUR~E PAR LE 

DOD~CYLSULFATE 

Dur6e ~e % de tyro~ne a~t~ 

l~c~afion (mi~ G~c~ty~ne Album~e naive I Albumme d~a~u~e I~me 

io 
2o 
3 ° 

33 
53 
64 i I i i  

3 
15 
2o 

Les chiffres du Tableau IV sugg~rent Ms quMques remarques suivantes: 
I. Comme nos essa~ pr6c6dents le laissMent pr6v~L ces nouveHes exp6rences 

montrent dMrement queMs groupes ph6nol de Falbnmine d~natur6e s'ac6tylent moins 
bien que ceux de la glycyltyrosine. La d6naturat~n de Valbumine ne provoque donc 
pas, chez Ms groupes ph6noL une vaHat~n de "r6activff6" aus~ marqu6e que chez Ms 
groupes thiol. 

2. Quant au comportement des groupes de l'albumine d6natur6e et de Finsuline, 
nos exp6fiences sont trop impr6cises pour permet~e d'affirmer qu'H e~ identique. 
L'obligat~n oh nous sommes en effet de trava~Mr k PH variable, raMntit beaucoup Ms 
ac6tylat~ns et rend les diff6rences 6ventuelles pen sen~bMs. I1 est toutefo~ probable 
que l'ac~tylat~n des -OH ph6noliques, comme Mur ~nisation, progresse de man~re 
analogue dans Ms deux prot~nes. 

R~SUM£ 

L Nous ~d~uo~ ~mme~ i! ~u~ d~m~, de ma~e app~h~ ~u~au m~, ~ ~op~- 
tion de ~yro~ne ~ da~ d~ p ~  ~ena~ du ~p~pha~ ~ de la c~e. 

~ m ~  ~. i~z. 
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2. L ~ p t i t u d e  A l~c~tylat ion par M c~t~ne pr6sent~e par les groupes ph6nol de ~ ~ycy l ty ro~ne ,  
de 1Mlbumine d'oeuf naive et de lqnsuHne d6crd t  dans l%rdre suivant  : Glycyltyrosine > InsuHne > 
Albumine nahve. Ce r6su~at  confirme que Ms atomes d%ydrog~ne p o ~ s  par Ms groupes phenol de 
1Mlbumine native sont dou~s dMne tr~s ~ible  mobilit6, qui Mff 6gMement obstacle ~ Mur ~nisa t iom 

3. L~c6ty la t ion  des groupes de Falbumine ddnatur~e et de l 'insuHne ~ m b l e  progresser de fa~on 
anaMgue. La d6natura~on,  en tout  cas, ne fa~ pas v a r ~ r  la "'r6ac~v~6" des groupes phenol de 
l~ lbumine  de faqon aus~  accus6e que ceHe des groupes thioL 

4- Ces faffs s u g g ~ ' n t  que, c o n t r M ~ m e n t  au groupe thiol, les groupes ph~nM prot~ques  ne 
jou~sen t  pas de ~ u r  pl¢.ine '~6acf iv~6" m6me ~ r s q u q ~  sont d~gag6s de route fia~on ~ructura le .  

SUMMARY 

I. We show how to determine, at  least approximately,  the proportion of acetylated tyro~ne  in 
proteins containing t ryp tophan  and cysteine. 

2. The tendency to acetylafion by ketene shown by the phenol groups of glycyl-tyrosine, nahve 
egg albumin,  and insulin decreases in the following order : glycyl~yroMne > insulin > naive albumin. 
T h ~  resu~ confirms t h a t  the hydrogen a toms of the phenol groups of nagve albumin possess very 
1Kfle mobifity, with a c(~responding hindering of ionisation. 

3. The acetylat ion of the groups in denatured albumin and in insulin appears to proceed ~mi-  
lafly. In any  case, denatura t ion  does not  affect the " reac t iv i ty"  of the phenol groups in a lbumin so 
markedly  as K does tha t  of the thiol groups. 

4. These facts sug~mt that ,  in contrast  wKh the thiol groupE the phenol groups in p ro t6ns  do 
not  d~play  their  full " reac t iv i ty"  even when freed from s t ructural  linkages. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Wir z ~ g e ~  w~  man, ~ d e n ~ H s  ann~hernd,  d ~  ~ f i v e  Menge yon a ~ t y l i e r ~ m  Tyrodn  ~ 
Eiweissk6rpern, die Tryp tophan  und C y s ~  entha~en,  b e ~ i m m e n  kann. 

2. Die N~ g u n g  zur A~ ty l i e rung  durch K e ~  d ~  die Phenolgruppen ~ Glyc~tyrosin,  n ~ e m  
E ~ u m ~  und I n s ~  k abe~  ~ m m t  in der folgenden R d h e n ~ e  ab: G ~ c y ~ y r o ~ n  > Insufin > 
n ~  A ~ u m ~ .  D ~ s  E rgeb~s  b e ~ i g t ,  d a ~  d ~  W a s ~ f f ~ o m e  der Phenolgruppen des nativen 
A ~ u m ~ s  n u t  ~ n e  ~ h r  gefinge Beweglichkeit b e s i t ~  d ~  auch in ~ c h ~  W e r e  ihrer I o ~ u n g  
im Wege s tehL 

3. Die Azetylierung der Gruppen im d e n a ~ d ~ n  A ~ u m ~  und im lnsufin ~ h e ~ t  ~ anMoger 
Weise zu v e f l au ~ m  Auf ~ d e n  Fall verAnde~ d ~  ~ena tu r ie rung  d ~  "Reakt iv i t~ t"  der Phenolgruppen 
des A ~ u m ~ s  ~ c h t  in so ausgesprochener W e r e  wie die der T~Mgruppen .  

4. D i ~ e  Ta tsachen  zwingen zu der Annahm% dass - -  im Gegensatz zu den T h ~ r u p p e n  - -  die 
PhenMgruppen im Eiweiss nicht  ihre vollst~ind~e " R e a k t i ~ t ~ t "  b e ~ t ~  sogar wenn sie yon jeder 
~ ruk ture lMn Bindung g e ~  rind. 
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