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SUR L ' I N A C T I V A T I O N  

D E  L 'URI~ASE P A R  L ' I S O C Y A N A T E  D E  P H ] ~ N Y L E  

par  

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

Laboratoire de Chimie Biologique, Facult~ des Sciences, Marseille (France) 

Dans un r~cent travail, HELLERMAN 1 a montr6 qu'une subunit~ d'ur~ase (213oo g) 
cor~serve int~gralemeflt son activit~ en presence d' une molecule de p-chloromercuri- 
benzoate; une deuxi~me molecule, par contre, provoque une inactivation presque totale. 
Mais, si l'ur~ase a ~t6 pr~alablement trait~e par la porphyrindine dilu~h ~, l ' inactivation 
se produit d~s que l'on a ajout~ la premiere molecule du d~riv~ mercurique. Dans les 
deux cas, la cyst~ine permet de revenir k l 'enzyme actif. 

L 'auteur  conclut de ces observations que, parmi les 4 k 5 groupes thiol poss~d~s 
par la subunit6 d'ur~ase, il faut distinguer: 

I. Un groupe (a) tr~s "r~actif" dont la presence n'est pas indispensable ~ l'activit6 
• ' 1 enzymatlque-c estj lui qui donne la coloration caract~ristique a~ec le nitroprussiate 3- 

est oxyd6 par la porphyrindine dilute et se combine k la premiere molecule de p-chloro- 
mercuribenzoate. 

2. Un groupe (b) de "r~activit~" moindre dont le blocage provoque l'inactivation. 
3 .2  ~ 3 autres groupes encore moins "r~actifs" dont l '6tude precise n'est pas pour- 

suivie. 
Le fait que l'activit~ de l'ur~ase n'est pas sous la d~pendance de son groupe thiol 

le plus "r~actif" est d'ailleurs pr~sum~ depuis longtemps. L'enzyme, en effet, n'est pas 
inactiv~ par une oxydation douce (ferricyanure 4, porphyrindine et iodobenzoate dilu~s 5) 
ni par des agents d'alkylation peu puissants (iodoac~tate s) tandis qu'il l'est bien par 
une oxydation plus pouss~e (porphyrindine et iodobenzoate concentr~s 5) ou par des 
agents d'alkylation relativement ~nergiques (iodoac~tamidee). HELLERMAN, e n  particu- 
lier, avait d~j~ signal~ 5 l 'obtention d'une preparation ur~asique qui, trait~e par la por- 
phyrindine dilute jusqu'k disparition du test au nitroprussiate, 6tait encore pleinement 
active. 

Le principal int6r6t de ce travail est donc qu'il attribue un r61e d6terminant, non 
~t l'ensemble des groupes thiol "non-r6actifs" de l'ur6ase, mais k l 'un d'entre eux seule- 
ment (groupe (b)). Cette conclusion est bas~e essentiellement sur le fait que l'inactiva- 
tion, ~t partir  de l ' instant oh elle commence, devient totale par addition d'une mol6cule 
exactement de p-chloromercuribenzoate. 

Remarquons toutefois qu'une telle conclusion n'est valable que si le p-chloromer- 
curibenzoate se combine stoechiom6triquement aux -SH (b). Or, les observations 
d'Al~soN ~, quoique de nature assez indirecte, sugg~rent que le d6riv6 mercurique s'unit 
mal aux - S H "non-r6actifs" des prot6ines, n n'est donc pas certain qu'au moment off 
l 'activit6 ur6olytique devient nulle, les -SH  (b) soient compl~tement bloqu6s. Si ce 
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doute s 'av6rai t  justifi6, d'ailleurs,  la not ion m~me de - S H  (b) perdrai t  beaucoup de son 
int6r~t et les exp6riences d'HELLERMAN mont re ra ien t  s implement  que le p-chloromer- 
cur ibenzoate  inact ive  l ' enzyme quand  il commence k a t te indre  ses - S H  "non-r6actifs".  

Au lieu de se tier s implement  aux quant i t6s  d ' inh ib i teur  mises en oeuvre, il appara l t  
ainsi beaucoup plus stir de closer di rectement  les groupes thiol de la prot~ine fermentaire  
aux  divers stades de son inact ivat ion.  C'est d 'ai l leurs ce qu ' a  fait BAILEY ~ dans une 6tude 
similaire sur la myosine.  

Nous avons donc repris le t ravai l  d'HELLERMAN et, au momen t  de choisir l ' inhibi -  
teur,  nous  nous sommes laiss6s guider par  les consid6rations su ivantes :  

I. I1 est d6sirable que la substance inhibitrice,  tout  en 6tant  bien sp6cifique des 
- S H ,  poss~de une  affinit6 ne t t emen t  plus grande pour  les - S H  "r6actifs" que pour  les 
"non-r6act ifs" .  Les blocages des deux formes sont  alors largement  ~chelonn6s dans le 
temps et  leurs cons6quences respectives sont  ais6ment observables. 

2. La pr6sence de cette substance ne doit pas interdire  la d6terminat ion quan t i t a -  
t ive des groupes rest6s libres. 

Le c6t~ne et l ' i socyanate  de ph6nyle, dont  nous avons r6cemment  6tudi6 Fact ion 
sur  les groupes thiol prot6iques ~, semblent  satisfaire k ces deux conditions.  Le c6t~ne, 
toutefois, s 'est r6v61~ d ' u n  emploi difficile, car il risque d ' en t ra lner  des inact ivat ions  non-  
sp~cifiques par  l 'acidit6 qu ' i l  d6veloppe et la n6cessit6 off il met  de dialyser les prepara-  
tions. Nous verrons tout-k-l 'heure,  de plus, qu ' i l  s 'un i t  moins b ien  anx  - S H  "r6actifs" 
que l ' isocyanate.  C'est donc cette derni~re substance seulement  qu ' en  fin de compte 
nous  avons utilis6e. 

TECHNIQUES UTILISI~ES 

I. D~TERMINATION DE L'ACTIVIT~ UR~OLYTIQUE 

La conduite du test, la d6termination colorim6trique de l'ammoniaque lib6r6e et le dosage de 
l'azote prot6ique dans les solutions ur6asiques ont 6t6 r6alis6s selon SUMNXR 1°. Notons simplement 
que les prbparations tr~s imputes d'ur6ase donnent naissance A un trouble au moment oth Yon ajoute 
le r6actif de NESSLlCR. Le milieu a donc 6t6 syst6matiquement d~f6qu6 A l'acide trichlorac6tique 
avant dosage n. D'autre part, une courbe de r6f6rence (photocolorimStre, cuve de 1 cm, filtre Wratten 
No 47) montre que, dans nos conditions exp6rimentales, la loi de BEER est parfaitement satisfaite 
entre 35 ° et 65 °/*g de N-NH 8. 

Nous appelons, comme de coutume, unit6 d'ur6ase (U.) la quantit& d'enzyme qui, ,~ 2o °, 
PH ----- 7 .o et en pr6sence d'un fort excbs d'ur6e, met en libert6 I mg de N-NH 8 pendant les 5 pre- 
mieres minutes. Ayant mesur6, d'autre part, la teneur des pr6parations en azote prot6ique (N.P.), 
nous pouvons d6terminer leur puret6 (U.g.) qui, par convention, est le hombre d'unit6s par g de 
protbine (ou o.17 g de N.P.). 

II. PREPARATION DE L'UR1~ASE 

Deux techniques, d'ailleurs analogues, ont 6t6 indiqu6es jusqu'ici pour la pr6paration de l'ur6ase 
pure : D'une part, la technique initiale de SUMNER l° qui pr~voit la cristaUisation directe de l'enzyme 

partir d'un extrait hydroac6tonique de ratine de Ca~tavalia e~tsiformis, suivie d'une recristaUisation 
Gventuelle selon DouNcE zl. D'autre part, celle pr6conis6e par HELLERMAN 1 qui consiste ~ pr6cipiter 
tout d'abord, ~ l'6tat tr~s impur, la quasi-totalit6 de l°urb~ase contenue dans l'extrait pr6c6dent, puis 

purifier l'enzyme par dissolutions fractionn6es et crista]lisation. 
Apr~s de nombreuses cristaUisations, la purer6 de l'ur6ase semble pouvoir ~tre port6e ~ 130000 

U.g. et c'est ce chiffre qui servira de base ~ nos calculs ult6rieurs. H ELLERMAN signale ~tre arriv6 
une purer6 de xo5ooo U.g., mais l'ensemble de son travail paralt avoir 6t6 effectu6 sur des prL-para- 

tions dont la purer6 6fair de 75ooo U.g. et au-dessous. 
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La m6thode de cristallisation directe ne donnant pas de bons r6sultats avec notre 
6chantillon de Canavalia*, nous avons suivi la technique d'HELLERMAN qui semble 
d'ailleurs ~tre mieux adapt4e ~ la pr6paration de quantit6s importantes d 'enzyme. Voici 
notre mode op6ratoire (Sch6ma I). 

200 g de farine Arlco sont  t r i tur6s  au mor t ie r  avec I 1 d 'ac6tone ~ 31.5 %** ( temp6ra ture  22 ° C). 
La suspension est  essor6e sur  filtre k plis, puis le rhsidu est  s6ch6 aussi b ien que possible sur  Bfichner.  
Les l iquides sont  r6unis e t  addi t ionn6s d 'ac6tone pure  jusqu'A ce que la concent ra t ion  du solvant  
(vol]vol) a t te igne  42 %. Apr~s une refit  pass6e ~t la glaci~re, le m61ange est  centrifug6 r ap idemen t .  
Le l iquide su rnagean t  (L 2) ne cont ien t  presque plus d'ur6ase. Le pr6cipit6 est  lay6 par  1.6 ml d 'eau  
glac6e que l 'on s6pare imm6d ia t emen t  par  centr i fugat ion.  On ob t i en t  ainsi un l iquide (L 3) actif ,  
mais  t rhs impar .  I1 n ' e s t  donc pas utilis6. Le culot  de cent r i fugat ion  est  ensui te  t ra i t6  par  2.5 ml  
d 'eau  e t  ce m61ange est  laiss6 5 h A la glacihre off il es t  f r6quemment  agit6. Au bout  de ce temps,  il 
es t  centrifug6 au froid jusqu 'k  ob ten t ion  d ' u n  l iquide (L 4) clair (4 h environ).  Le r6sidu solide est  
encore ex t ra i t  2 lois ~ l 'eau dans  les m6mes condi t ions  (liquides (L 5) e t  (L 6)). Ce sont  ces derniers  
l iquides que nous avons acyl6s. 

SCHEMA I 

I - -  

(L I) (17350 U.) 

I 
Pr6cip i ta t ion  ac6tonique 

I 

(L 2) (685 U.) 

PR]~PARATION DES SOLUTIONS D'UR]~ASE 

2oo g de farine Arlco (42ooo U . )  
I 

E x t r a c t i o n  e t  f i l t rat ion 
I 

I 

R6sidu 

Pr6cipit6 
I 

Ext rac t ions  

I 

(L 3) (L 4) (L 5) (L 6) 

6800 U.g.  23600 U.g.  35000 U.g.  32000 U.  

Les chiffres du sch6ma I font apparal tre  que les liquides (L4), (L5) et (L6) contien- 
nent, outre de l'ur6ase, des quantit4s encore notables de prot6ines 6trang6res. Toutefois, 
comme nous le verrons par la suite, ces prot6ines ne sont pas g4nantes car elles ne possG 
dent aucun groupe thiol "r6actiI" ou "non-r6actif". Les liquides pr4c6dents ont donc 
pu 4tre utilis4s directement sans purification suppl6mentaire. 

Ill. DOSAGE DES GROUPES THIOL PROTEIQUES 

Dans la plupart  des cas, nous avons dos6 les - S H  totaux de la prot6ine fermentaire. 
L 'oxydat ion au ~ferricyanure en pr6sence de 1.75 % de dod6cylsulfate a alors 4t6 utilis6e 

* Nous sommes  heureux  de remercier  ici tr~s v ivemen t  le Prof.  SUMNER de l 'envoi g6n6reux 
d ' u n  6chanti l lon de farine Arlco avec lequel  une grande  par t ie  de ce t rava i l  a 6t6 effectu6e. 

** L 'ac6tone est  p r6a lab lement  distill6e sur  chlorure de Ca, puis sur chaux. 
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(Pour plus de d6tails exp~rimentaux, voil*). Quant aux -SH "r6actifs" de la prot6ine 
native, ils ont 6t6 d6termin6s 6galement par le ferricyanure, mais en l'absence de d6ter- 
gent. Avant de proc6der au dosage colorim6trique, nous avons alors d6f6qu6 le milieu 
par l'acide tungstique ~. 

Rt~SULTATS EXPt~RIMENTAUX ET DISCUSSION 

I. CARACTI~RISTIQUES DES PRI~PARATIONS UR1~ASIQUES UTILISI~ES 

Les pr6parations d'ur6ase obtenues par la technique qui vient d'etre d6crite poss~- 
dent, nous l'avons vu, une puret6 comprise entre 32 ooo et 35000 U.g. Leur teneur 
r6elle en enzyme est calcul6e en admettant  que I g d'ur6ase pure d6veloppe une activit6 
de 130000 U. Les -SH "r6actifs" et totaux ont 6t6 trouv~s COlTespondre, respective- 
ment, k 0.58 et 2.75 g de cyst~ine pour IOO ~ d'enzyme. 

Le chiffre de 0.58% semble en bon accord avec celui des autres auteurs, puisqu'il 
indique la pr6sence de 1.o2 groupe thiol dans 213oo g d'enzyme. I1 est cependant trop 
fort, car, par  suite sans doute d'une mauvaise precipitation tungstique de rur6ase ou 
de l'une des prot6ines qui l 'accompagnent, la liqueur soumise au dosage colorim6trique 
pr6sente un trouble assez notable. Nous pensons donc que nos pr6parations enzymatiques 
ont subi une 16g~re autoxydation qui, d'ailleurs, n'influe pas sur leur activitY. Si cette 
hypoth~se est exacte, il conviendrait alors de relever quelque peu le chiffre de 2.75% 
trouv6 pour les -SH totaux. Une teneur initiale de 2.85%, correspondant ~ 5 -SH par 
subunit6 d'ur6ase, a donc 6t6 adopt6e. 

II. ACYLATIONS PAR DES QUANTIT~S CONNUES D'ISOCYANATE ET DE CI~TI~NE 

Jusqu'ici, les prot~ines ont ~t~ g~n~ralement trait~es par un tr~s gros exc~s de 
c6t~ne ou d'isocyanate de ph6nyle et les progr~s de l 'acylation ont ~t~ suivis en fonction 
du temps. Cette mani~re de faire ~tait d'ailleurs iustifi~e, puisque les groupes prot6iques 
~tudi~s (-NH~, - OH ph~noliques) se combinent assez lentement ~ ragent  acylant pour 
que celui-ci soit en majeure partie hydrolys~. L'acylation des -SH "r6actifs" se pr~sente 
cependant sous un jour different, puisqu'elle est presqu'instantan~e. I1 n'est donc pas 
interdit de chercher k la placer sur le plan stoechiom~trique, c'est-~-dire ~ connaltre 
le nombre de molecules de l'agent qu'il faut mettre en oeuvre pour bloquer I -SH "reo 
actif". Une teUe ~tude nous a paru devoir faciliter consid~rablement l 'approche exp~ri- 
rnentale de notre principal objectif. Elle a ~t~ effectu~e sur les -SH "r~actifs" de l'albu- 
mine d'ceuf d~natur~e. 

Un poids connu d'isocyanate est dissous dans l'ac6tone pure et parfaitement anhydre, 
puis cette solution est ajout~e, lentement et en agitant bien, ~ une dispersion d'albumine 
dans le dod~cylsulfate ~ 1.75 %. Quant au c6t~ne, on le fait barboter dans l'~ther anhydre 
et priv~ de peroxydes par le sulfate ferreux. La teneur en c~t~ne est d~termin~e sur une 
partie aliquote que Yon fait r~agir soit avec un exc~s de soude M/ioo, soit avec une 
solution ~th6r~e' d'aniline. Darts le premier cas, on titre en retour par SOtH z M/Ioo en 
presence de phtal6ine du phenol. Dans le second, on lave l'ac~tanilide par l'acide ac~- 
tique dilu~, on le s~che et on le p~se*. La solution de c~t~ne qui, rappelons-le, doit-~tre 

* On  t i e n t  comp te  de la solubili t~ de l 'ac~tani l ide en  p a r t a n t  d ' u n  m~lange connu  de ce t te  subs-  
t ance  e t  d ' an i l ine  que  l 'on  t r a i t e  pa r  les m ~ m e s  quan t i t~ s  d '~ ther  e t  d ' ac ide  ac~t ique que  prC, c~- 
d e m m e n t .  
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absolument d6pourvue de peroxydes, est alors ajout6e h la dispersion prot6ique comme 
il est indiqu6 plus haut. Le blocage des -SH est suivi par la technique habituelle 9. 
U n  essai-t6moin nous a montr6 qu'il n'6tait pas n6cessaire de conduire l'acylation sous 
azote car les -SH,  m6me "r6actifs", ne s'autoxydent pas sensiblement pendant le traite- 
ment. L6s r6sultats exp6rimentaux sont donn6s dans le Tableau I. 

T A B L E A U  I 

ACYLATION, PAR DES QUANTITIES CONNUES DE C]~T]~NE OU D' ISOCYANATE,  DES --SH '~RI~ACTIFS" 

DE L'ALBUI%IINE D~NATUR]~E 

Albumine mise 
en jeu (rag) 

(i) 

14o 
14o 
14o 

71 
56 

14o 
89 

Milli-6quiv. de 
-SH" r6actifs'" 

(2) 

o.o116 
o.o116 
o.o116 

0.0058 
0.0046 
o.o116 
0.0074 

Agent acylant 

Nature  

(3) 

Isocyanate 

C6t~ue 

Millimol utilis6es 

(4) 

o.o116 
o.o134 
o.o232 

o.o118 
0.0207 
o.132 
0.230 

Rapport 
(4)/( 2 ) 

(5) 

I .OO 
1.16 
2.OO 

2.o 4 
4-5 

11. 4 
31.o 

Acylation 
(%) 

(6) 

76 
IOO 
IOO 

19 
31 
52 
64 

L'examen des chiffres du Tableau I montre clairement que les -SH "r6actifs" de 
l'albumine sont totalement bloqu6s par l'addition de 1.16 fois la quantit6 th6orique 
d'isocyanate. Par contre, plus de 3 ° fois la quantit6 th6orique de c6t~ne ne provoque 
que 64% d'ac~tylation seulement. Cette diff6rence provient-elle d'une affinit6 plus 
grande du c6t~ne pour les mol@ules d'eau ou trouve-t-elle son origine dans une affinit6 
plus grande de l'isocyanate pour les -SH prot6iques? La question m6riterait d'Stre 
discut6e. Nous nous contenterons simplement d'indiquer ici que le comportement tr~s 
favorable de l'isocyanate nous a incit6s k utiliser exclusivement cet agent d'acylation 
dans nos exp6riences sur l'ur6ase. 

I I I .  ACTION DE L'ISOCYANATE DE PHI~NYLE SUR L'UR]~ASE 

Voici tout d'abord le protocole exp6rimental de l'un de nos essais les plus caract6- 
ristiques: 

A 2.85 ml d'une liqueur contenant 15.8 mg d'ur6ase (purer6:35 ooo U.g.), on ajoute 
successivement des quantit6s connues d'isocyanate en solution ac6tonique. Aucune 
pr6cipitation de diph6nylur6e ne se produit et le milieu reste parfaitement limpide. Des 
6chantillons sont pr61ev6s avant chaque nouvelle addition, sur lesquels on dose l'activit6 
ur6olytique et les groupes thiol totaux. L'a@tone seule et l'agitation ne provoquent 
aucune inactivation. 

Les r6sultats de cette 6tude sont donn6s sous forme graphique par les Figs I et 2. 
Ces figures sugg~rent les quelques remarques suivantes: 
I. D~s que l'on traite la solution d'ur6ase par l'isocyanate, certains -SH disparais- 

sent rapidement (Fig. I). C'est ainsi que 2.25 6quivalents de l'agent acylant bloquent 
I -SH  sur 5- Nous assistons, de toute 6vidence, k l'acylation des -SH (a) selon HELLER- 
MAN qui, 6tant "r6actifs", se combinent presque stoechiom6triquement ~ l'isocyanate. 
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Le blocage ainsi constat6 n'exerce aucune influence notable sur l'activit6 enzymatique. 
Nous confirmons donc de fa$on tout-k-fait nette les r6sultats obtenus par HEI.LE~MA~ 
dans ce domaine et les suggestions de ses pr6d6cesseurs. 

5< IO0~ 

$0 

,o , o  

Fig. I. Variation du hombre de groupes tkiol de 
l'ur~ase pendant l'acytation. 

En absdsses: Nombre d'6quivalents isocyanate 
ajout6s (calcul6s par  rappor t  aux-SH (a) de 

l'ur6ase). 
En'ordonndes:Nombre de groupes - SH  to taux  

dans 213oo g d'ur6ase. 

Fig. 2. Activit~ de l'urdase en fonction de sa teneur 
en - S H  totaux. 

En abscisses: Nombre de groupes -SH to taux  
dans 213o0 g d'ur6ase. 

En ordonnges: Activit6 % (l 'activit6 init iale est  
prise comme base ioo). 

2. Si l'on poursuit l 'addition d'isocyanate, la teneur en -SH totaux baisse beaucoup 
moins r i t e  (Fig. I). I1 fant en effet k ce moment 29 6quivalents d'isocyanate pour faire 
disptraltre o.3 -SH,  donc pros de 50 lois plus qu'auparavant.  Les g r o u p e s - S H  qui 
sont alors bloqu6s sont ainsi nettement moins "r6actifs" que les pr6c6dents. 

3. Au cours de cette deuxi~me phase, le ferment s'inactive brusquement (Fig. 2). 
I1 ne paralt pas probable que l'exc~s d'isocyanate agisse sur d'autres groupes que les 
-SH,  car, en milieu non-tamponn6 et 16g~rement acide, les groupes - N H  z et -O H  ph6no- 
liques s'acylent tr~s lentement, m6me quand ils se trouvent en pr6sence de quantit6s 
consid6rables d'agent acylant 9. Dans notre cas, ces ph6nom~nes parasites sont donc 
certainement n6gligeables et l 'action de l'isocyanate sur les groupes -S H  "non-r6actifs" 
semble bien ~tre la cause d6terminante de l'inactivation. 

4. La courbe de la Fig. 2 met nettement en 6vidence cette chute d'activit6 ur6olytique 
d~s que les - S H  "non-r6actifs" commencent tt s'acyler. Cette courbe, il ne nous a mal- 
heureusement pas 6t6 possible de la tracer jusqu'k disparition totale de l'activit6 enzy- 
matique. Sa pente, toutefois, est tellement accus6e qu'eU e sugg~re que l 'inactivation 
totale est atteinte bien avant que le deuxi~me -S H  soit compl~tement bloqu6. Nos 
essais conduisent donc, sur ce point, k des r6sultats un peu diff6rents de ceux d'HELLER- 
MAN, car ils ne font pas apparaitre de fagon aussi nette la n6cessit6 de distinguer, parmi 
les -SH  "non-r6actifs" de l'ur6ase, des groupes (b) particuliers et de leur conf~rer une 
importance physiologique sp6ciale. Ce d6saccord s'explique d'ailleurs ais6ment si ron  
admet (voir l 'introduction) que le p-chloromercuribenzoate ne se combine pas stoechio- 
m6triquement aux -SH non-r6actifs. 

Quoi qu'il en soit d'aiUeurs, un fait fondamental semble bien acquis: L'ur6ase perd 
son activit6 au moment oh l'on commence k bloquer ses -S H  "non-r6actifs". I1 faut 
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alors noter que cette "non-r6activit6" provient soit de l'existence, au sein de l'ur6ase 
native, de liaisons structurales labiles dans lesquelles les groupes se trouvent impliqu6s, 
soit d 'un emp6chement st6rique quelconque. Dans les deux cas, il paral t  difficile de 
croire que ces groupes "non-r6actifs" puissent jouer par eux-m~mes un r61e pr6cis dans 
l 'activit6 enzymatique, en facilitant, par exemple, la formation du complexe enzyme- 
substrat.  

Mais, dans les deux cas ~galement, la prot6in e native subit certainement des modi- 
fications importantes de structure avant  que ses groupes "non-r6actifs" soient bloqu6s 
par  la substance chimique mise en oeuvre. Peut-6tre, ces modifications qui se produisent 
soit au moment  de la rupture des liaisons labiles 6ventuelles, soit au moment  oh la sub- 
stance chimique fraye son chemin jusqu'aux groupes difficilement accessibles, sont-elles 
de nature ~ entrainer la perte de l'activit6. Si cette hypoth~se est exacte, le blocage des 
groupes aurait  un caract~re secondaire et le ph6nom~ne r6ellement important  consisterait 
en une s6rie de d6naturations partielles intervenant ~ leur niveau. Rien n'emp~che, d'ail- 
leurs, de croire que les d6naturations soient suffisamment localis6es, au d6but tout-au- 
moins, pour 6tre r6versibles. 

Nous pensons que cette hypoth~se devrait  ~tre envisag~e routes les/ois que l'activit~ 
physiologique d'une prot~ine semble d~pendre de l'int~grit~ de Fun de ses groupes "non- 
r~acti/s". Sans en entamer ici la discussion g6n6rale, qui est sans doute encore impossible 
aujourd'hui,  notons que le cas de la myosine, autre "sulfhydryl enzyme",  dolt ~tre 
provisoirement r6serv6 rant que les contradictions existant entre les r~sultats de 
BAILEY 8 et ceux de SINGER 1~ ne seront pas lev6es. Signalons aussi, qu'en dehors des 
groupes thiol, on attr ibue souvent k certains autres groupes prot6iques (ph6nol, amine) 
un r61e pr6cis dans l 'activit6 physiologique des prot6ines. I1 est alors curieux de constater 
que ces derniers groupes sont 6galement susceptibles, grace k leur hydrog~ne mobile, 
d 'entrer dans des liaisons structurales labiles (ph6noP ~, amine~). Les groupes phenol 
de la pepsine, par exemple, sont dou6s d'une tr~s faible "r6activit6 TM et il n 'est  probable- 
ment  pas sans int~r6t de rapprocher ce fait des r~sultats exp6rimentaux classiques 
d'HERRIOTT 16 sur l ' inactivation de l 'enzyme par le c6t~ne. 

R ~ S U M ~  

L'acylat ion,  en milieu 16g~rement acide, de i - S H  "r6acti f" de l 'a lbumine d'ceuf d6natur6e 
n6cessite l 'emploi de 1.16 mol d ' isocyanate  de ph6nyle (en solution ac6tonique) et plus de 5 ° mol 
de c~t~ne (en solution ~th6r6e). Un pr6c6dent t ravai l  a, d ' au t re  par t ,  montr6  que l 'acylation des 
- S H  "r6act i fs"  des prot6ines est presque instantan6e,  tandis  que celle des - S H  "non-r6act i fs"  est au 
contra i re  tr~s lente. 

P a r t a n t  de ces observat ions,  nous avons t ra i t6  de l 'ur6ase par  des quant i t6s  connues d ' isocyanate 
en solution ac6tonique et nous avons mesur6 la perte progressive d 'activit6 subie par  l 'enzyme ainsi 
que le blocage de ses groupes - S H .  Nous confirmons que l 'ur6ase est encore p le inement  active quand  
ses - S H  "r6actifs" sont  bloqu6s. L ' inact ivat ion d6bute b r u s q u e m e n t  dos que les - S H  "non-r6act i fs"  
se t r ouven t  at teints .  Elle semble 6tre totale avan t  que les - S H  (b) d'HELLERMAN soient compl~tement  
acyl6s. 

Pour  les prot6ines qui, comme l 'ur6ase, s'inactivent quand on bloque certains de leurs groupes 
"'non-r~actifs", une hypoth~se est pr6sent~e d'apr~s laquelle l ' inact ivat ion r6sulterait ,  non du blocage 
lui-m~me, mais  des changements  s t r u c t u r a u x  r6versibles su rvenan t  au niveau de ces groupes au 
m o m e n t  off on les force ~ r6agir. 

SUMMARY 

The acylation,  in weakly acid medium, of one " reac t ive"  - S H  of denatured  egg a lbumin  requires 
I . I  mol phenyl  isocyanate (in acetone solution) and more t han  5 ° tool ketene (in ethereal  solution). 
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A prev ious  i n v e s t i g a t i o n  h a s  shown  t h a t  t he  acy l a t i on  of t he  " r e a c t i v e "  - S H  of p ro te ins  is a lmos t  
i n s t a n t a n e o u s ,  whi le  t h a t  of  " n o n - r e a c t i v e "  - S H  is ve ry  slow. 

S t a r t i ng  f rom these  observa t ions ,  we have  t r ea t ed  urease  wi th  k n o w n  q u a n t i t i e s  of  i socyana te  
in  ace tone  so lu t ion  and  have  m e a s u r e d  the  progress ive  loss of  a c t i v i t y  a t  t he  s ame  t i m e  as  t he  blockage 
of i t s  - S H  groups .  We  conf i rm t h a t  u rease  is s t i l l  fu l ly  ac t ive  w h e n  i ts  " r e a c t i v e "  - S H  groups  are  
blocked.  I n a c t i v a t i o n  beg ins  s u d d e n l y  w h e n  t he  "non - r eac t i ve"  - S H  groups  are a t t a cked .  I t  seems  
to be comple te  even  before t he  - S H  (b) g roups  of HELLERMAN are comple t e ly  acy la ted .  

For  p ro te ins  such  as urease ,  which are inactivated when certain of their "non-reactive" groups are 
bloched, a h y p o t h e s i s  is p resen ted  accord ing  to wh ich  i n a c t i v a t i o n  resu l t s  no t  f rom the  blockage itself, 
b u t  f rom reversible  s t r u c t u r a l  changes  a t  t he  s i te  of these  g roups  w h e n  t h e y  are caused  to react .  

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Azy l i e rung  yon  e iner  "aktiven" - S H - G r u p p e  des  d e n a t u r i e r t e n  E i a l b u m i n s  in schwach  
s a u r e m  Milieu e r forder t  die A n w e n d u n g  yon  1.16 Mol P h e n y l i s o c y a n a t ( i n  ace ton ischer  L6sung)  
und  m e h r  als  5 ° Mol K e t e n  (in / i ther ischer  L6sung) .  I n  e iner  vo rgehenden  Arbe i t  wurde  andere r -  
sei ts  gezeigt,  dass  die Acy l i e rung  " a k t i v e r "  - S H - G r u p p e n  be inahe  m o m e n t a n  erfolgt ,  w g h r e n d  die 
de r  "inaktiven" - S H - G r u p p e n  i m  Gegensa tz  dazu  seh r  l a n g s a m  verl/~uft. 

Auf  G r u n d  dieser  B e o b a c h t u n g e n  b e h a n d e l t e n  wi t  Urease  m i t  b e k a n n t e n  I s o c y a n a t m e n g e n  in 
ace ton ischer  L6sung  u n d  m a s s e n  den  s t e igenden  Akt iv i tAtsver lus t ,  den  das  E n z y m  bei  der  Blockie rung  
seiner  - S H - G r u p p e n  erleidet .  W i r  best / i t igen,  dass  die Urease  noch v o l l k o m m e n  a k t i v  ist, wenn  ihre  
" a k t i v e n "  - S H - G r u p p e n  b lockier t  sind. Die I lmk t iv i e rung  beg inn t  d a n a c h  pl6tzlich, sobald  die 
" i n a k t i v e n "  - S H - G r u p p e n  angegr i f fen  werden.  Sie sche in t  bere i t s  vollst/~ndig zu sein, bevor  die 
- S H  (b) -Gruppen  yon  HELLERMAN vollsti~ndig acyI ie r t  s ind.  

F/Jr die Eiweissk6rper ,  die - -  wie die Urease  - -  inaktiviert werden, wenn man gewisse ihre~ 
"inaktiven" Gruppen blockiert, wird  eine H y p o t h e s e  aufgeste l l t ,  nach  welcher  die I n a k t i v i e r u n g  n ich t  
yon  der  Block ie rung  selbst ,  sonde rn  yon  revers ibe len  S t ruk tu rve r i~nderungen  i m  Niveau  dieser  
G r u p p e n  her r i ih r t ,  die au f t r e t en ,  sobaId m a n  sie zur  R e a k t i o n  br ingt .  
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