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SUMMARY 

Comparative study of the reactive SH groups of ATP:guanidine phosphotransferases 
I. With 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) in the presence of urea, 

6 SH groups are titrated in ATP :creatine phosphotransferase (EC 2.7.3.2 ), ATP :argi- 
nine phosphotransferase (EC 2.7.3.3) and ATP:lombricine phosphotransferase (EC 
2.7.3.5); 14 SH groups are found in ATP:taurocyamine phosphotransferase (EC 
2.7.3.4) and 16 in ATP:guanidinoacetate phosphotransferase (EC 2.7.3.1). 

In the absence of urea, only I SH group is titrated in lombricine kinase, 2 in 
creatine and taurocyamine kinases, and 6 in arginine and glycocyamine kinases. 

2. At pH 8.5, 3 of the SH groups of arginine kinase react at once with DTNB; 
at pH 7, only one SH is immediately titratable. The blocking of this SH group results 
in the complete inhibition of the enzyme. L-Arginine efficiently antagonizes the in- 
hibitor; Mg-ATP and Mg-ADP decrease the rate of alkylation but do not restore the 
inactivation of arginine kinase. 

3. Stoichiometric inhibition by DTNB reveals the presence of one reactive SH 
group in arginine and lombricine kinases and of 2 essential SH groups in glycocyamine, 
creatine and taurocyamine kinases. Guanidine substrates, arginine and lombricine, 
efficiently protect their respective enzymes against inactivation by DTNB ; in contrast 
glycocyamine and creatine do not protect their corresponding enzymes. Moreover, 
Mg-ATP protects glycocyamine and creatine kinases but not the arginine and lom- 
bricine kinases. Taurocyamine kinase is intermediate between these 2 groups of en- 
zymes: it is protected from DTNB by both guanidine and nucleotide substrates. 

4. Fingerprints of N-[I-14C~ethylmaleimide-labelled creatine, taurocyamine 
and lombricine kinases show the presence of approximately the same number of 
peptides, 46, which are mainly neutral or basic. Arginine kinase, the molecular weight 
of which is half that of the other 3 enzymes, produces nearly the same number of 
peptides, 45-48. On autoradiograms of the fingerprints of the 4 enzymes, the main 
radioactivity seems to be situated in the same peptide. 

zoate. 
Abrdviat ions:  DTNB, acide 5,5'dithiobis-2-nitrobenzoique; PCMB, p-chloromercuriben- 
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INTRODUCTION 

On peut supposer, a priori, que toutes les ATP :guanidines phosphotransf6rases 
(EC ~.2.7.3) agissent par le nl~me m6canisme de r6action et poss~dent le m6me site 
actif. Des t ravaux ant6rieurs ayant  sugg6r6 que les groupes SH participeraient /t la 
fixation des substrats et mhme ~ la catalyse enzymatiquel,  2, nous avons 6t6 conduits 
~t rechercher si le hombre de groupes SH r4actifs 6tait le nl4me pour tous ces enzymes. 

En fait, selon les m4thodes et les conditions de dosage employfes, le nombre de 
ces groupements peut varier d'une fa~on appr6ciable. Ainsi, il a 6t6 trouv6 que I 'ATP : 
crfatine phosphotransf('rase (EC 2.7.3.2 ) renferme 2groupes SH rapidement titrables 
par amp6rom6triea; I 'ATP :arginine phosphotransf6rase (EC 2.7.3.3) en pr6sente I ou 3 
selon que la protdine est dos6e au moyen de l'acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique 4 
(DTNB) ou la N-6thylmal6imidea; dans le eas de l 'ATP:taurocyamine phospho- 
transf/'rase (EC 2.7.3.4) ces 2 rfactifs r6v61ent respectivement 2 et 4 SH (r('f. (~); enfin 
dans I 'ATP :lombricine phosphotransffrase (EC 2.7.3.5) ils indiquent la pr6senee d'un 
seul SH rfactif  6. Ces variations, ainsi que celles observfes sur des pr@arations diffb- 
rentes d 'un m6me enzyme 7 rendent difficile toute interpr6tation du r61e des groupe- 
ments sulfllydryles dans les guanidines kinases. Nous avons pens6 qu'en unifornfisant 
la technique de titration et en utilisant un r6actif tr6s sensible, le DTNB, il serait 
possible d 'obtenir  des r6sultats plus homog6nes et plus facilement comparables. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Mat&iel  et mdthodes 
Matdriel 
L'ATP et I 'ADP sont des produits commerciaux; ils sont "t 98% de puret6 et 

sont employ(is en solution aqueuse neutralis6e par NaOH I M. 
Les compos6s guanidiques: cr6atine, arginine, glycocyamine sont d'origine 

commerciale; la taurocyamine est synth6tisfe au laboratoireS; la lombricine est ex- 
traite et purifi6e ~ part ir  des vers de terre 9. Ces produits sont ~ 95-99% de puret6. 
I. 'arginine phosphate est pr6par6 d'apr6s 1°. 

Le DTNB est un produit commercial. Les solutions exactes de DTNB sont pr6- 
parfes dans le tampon Tris-acf ta te  o.I M (pH 7) par dosage du rfact if  au moyen d 'une 
solution de glutathion, cette derni6re 6tant elle-m~me titr6e par spectrophotom6trie 

l'aide d'une solution 6talon de p-chloromercuribenzoate (PCMB) n. 
La N-Ei-laQfthylmalfimide ~t 95% de puret6, est un produit commercial en 

solution dans l '6thanoI X 5o%; son activit6 sp6cifique est de 2. 9 mC/mmole. 
L'ur6e cristallisfe R.P. est utilis6e ~ la concentration 8 Men  solution tamponn6e 

prdpar6e juste avant  usage. 
La er6atine kinase est obtenue ~ l '6tat cristallis6 selon la mfthode de KUBY, 

NODA ET LARDY 12, proc6d6 B; son activit6 sp6cifique est de 7 ° (r6f. 13). L'Arginine 
kinase cristallis6e, la lombricine kinase et la taurocyamine kinase sont pr6par6es 
l '6tat homog6ne selon les m6thodes d6j~ dfcrites6,~4; elles pr6sentent une activit4 
sp6cifique respectivement 6gale ~ 23o, 80 et 82. La glycocyamine kinase (activit6 
sp4cifique, 75) est purifife selon la m6thode de PRADEL, KASSAB ET THOA115 am61ior6e 1~. 
Avant usage, les prot6ines sont dialysfes pendant 24 h ~ 4 ° contre tampon Tris-  
ac6tate o.oi M, EDTA io a M (pH 7.5). 

Biochim. Biophys. Acta, 132 (1967) 347 360 



LES GROUPES SH DES ATP:GUANIDINES PHOSPHOTRANSFISRASES 349 

La trypsine d'origine commerciale est employ6e en solution A 5 mg de prot6ine/ 
ml apr~s dialyse de 24 h contre HC1 lO -8 M. 

Mdthodes 
La concentration prot~ique est d6termin6e par spectrophotom6trie ~t 260 et 280 

m# selon WARBURG ET CHRISTIAN 17. Le dosage des groupements SH au moyen du 
DTNB est effectu6 selon ELLMAN18: le r6actif est utilis6 en solution lO -8 M dans les 
tampon Tris-acide ac6tique ou Tris-acide nitrique o.I M ou glycine-NaOH o.I M 
(pH 8.5). 

Le milieu r6actionnel comprend 1-5 mg de protfine, tampon choisi (o.I M), 0.5 
ml de solution de DTNB io -3 M. Le volume total est de 3 ml. Apr6s 20-30 min ~ la 
temp6rature ordinaire, les lectures sont faites ~ 412 m#, contre t6moin contenant le 
tampon et le DTNB. 

En se basant sur les poids mol6culaires des prot6ines enzymatiques obtenus par 
ultracentrifugation analytique TM et l 'extinction molaire de l'ion thionitrobenzoique 
e m =  13 600 ~ 412 m# (r6f. I8), les lectures obtenues sont converties en nombre de 
groupements SH dos6s par mol6cule d'enzyme. La disparition des groupements SH 
de l'arginine kinase est suivie dans le temps A 412 m/~, aux 2 pH de la r6action de 
transfert. La d6termination des groupements SH essentiels est effectu6e selon la 
m6thode de l'inhibition stoechiom6tfique. 13 

Les dosages au moyen de N-[I-l*C]6thylmal6imide et la pr6paration des hydro- 
lysats trypsiques des guanidines kinases radioactives sont r~alis6s de la mani~re 
suivante: apr~s dialyse de 24 h contre tampon Tfis-HC1 0.05 M, EDTA lO -4 M (pH 
7.5) (cr6atine kinase, lombricine kinase, taurocyamine kinase) ou contre tampon 
Tris-HC1 o.oi M (pH 8.5) (arginine kinase), 50 mg de chaque prot6ine sont trait6s ~t o ° 
par  1.3 (arginine kinase, lombricine kinase), 2 (cr6atine kinase), 4 (taurocyamine 
kinase) 6quivalents de N-EI-14C]6thylma16imide. Apr~s 4 h de contact ~ o °, la perte 
d'activit6 de chaque pr6paration est mesur6e. Les enzymes inhib6s sont alors d6natu- 
r6s par  addition d'ur6e cfistallis6e jusqu'~ la concentration finale de 8 M. Aprbs 4 - 6 
h ~ o °, les solutions sont dialys6es ~ froid contre eau distill6e pendant 48 h avec plu- 
sieurs changements du liquide de dialyse. La lombricine kinase, l'arginine kinase et la 
taurocyamine kinase pr6cipitent au cours de cette dialyse ; seule la cr6atine kinase, qui 
a la propri6t6 de se recombiner apr~s 61imination de l'ur6e, reste en solution, sa d6- 
naturation compl&te est achev6e k pH 5 par pr6cipitation au moyen de quelques 
gouttes d'HC1 o.oi M. Les pr6cipit6s de cr6atine kinase, de lombricine kinase, de 
taurocyamine kinase sont recueillis par centrifugation et mis en suspension dans 5 ml 
de tampon bicarbonate d 'ammonium 0.2 M (pH 8.5). L'arginine kinase apr~s dialyse 
contre eau distill6e est soumise k une seconde dialyse contre tampon bicarbonate 
d 'ammonium 0.2 M (pH 8.5) pendant 36 h. La prot6ine se redissout au cours de cette 
seconde dialyse. 

Les pr6parations ainsi obtenues sont incub6es k 37 ° pendant 20 min; on ajoute 
alors la trypsine au temps o, selon un rapport  enzyme/substrat,  I/IOO. Au bout de 6 h 
le rapport  enzyme/substrat est amen6 ~ 1/5o , par addition d'une nouvelle quantit6 de 
trypsine. L'hydrolyse est conduite pendant 18 h sous tolu6ne. A la fin de la r6action 
l 'hydrolysat est refroidi et une partie aliquote est pr61ev6e pour la mesure de la radio- 
activit6 incorpor6e. Le reste est dess6ch6 sous vide sur KOH et P205. 

Les cartes peptidiques sont obtenues en d6posant sur une bande de papier 
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W h a t m a n  No. 4 (4 cm × 40 cm) une quant i t6  d ' h y d r o l y s a t  t ryps ique  cor resFondant  
it O.lO, o.15 ¢,nlole de prot6ine.  I.es pep t ides  sont  s6par6s en premi6re dimension i-ar 
61ectrophor6se sous 6ooo V, 30 min, dans  le t ampon  E D T A  IO 4 M, pyr id ine  acidc 
ac6tique (pH {~-5) (refs. 2o,21). Apr6s sdchage, la bande  de papier  est tr6s soigneusc- 
ment  cousue sur une grande t~uille de pap ie r  W h a t m a n  No. 4 (4 ° cm :< 7 o cm) selon 
la technique  de RICttMOND ET HARTLEY 2~ et les pept ides  sont  soumis ~ une chromat~,- 
graphie  descendante  dans  le solvant  p y r i d i n e - b u t a n o l - a c i d e  ac6 t ique-eau  (2o:3o:6:24) 
pendan t  13 h "t 2o °. 

La  rdv6lat ion des pep t ides  est effectu6e par  pulv6risat ion ~t la n inhydr ine ;  la 
posi t ion des pept ides  radioact i fs  est d6termin6e par  au torad iographie ,  les 61ectro- 
ch roma tog rammes  6tant  expos6s 5 ~t 15 jours eontre  film K o d a k  Kodirex.  

La  rad ioac t iv i t6  en solut ion est mesurde par  comptage  en scint i l la t ion liquide 
au spec t ropho tom6t re  P a c k a r d  Tricarb.  

RISSULTATS 

Dosage des groupements S H  au moyen du D T N B  

(a) En pr(~sence d'ur6e. Le D T N B  r6agit  imm6dia tement ,  en pr6sence d 'ur6e 
8 M, sur les g roupements  SH de l 'a rginine  kinase,  de la cr6atine kinase,  de la lombri-  
cine kinase,  de la t au rocyamine  kinase et de la g lycocyamine  kinase.  I1 r6v61e 6 groupes 
SH pour  les 3 premiers  enzymes et 14 et 16 SH pour  les 2 derniers  (Tableau I). 

T:XBI~EAU [ 

DOSAGI,; DI.'S GROUPES ~ H  DES GUANIDINES PHOSPHOTRANSFI~RASES PAR LE I ) T N B  

Pour chaque protdine (en rag): crdatine kinase, 3.2; arginine kinase, 1.58; taurocyamine kinase, 
o.8o et 4; lombricine kinase, 1.87; glycocyamine kinase, i e t  3. Tampon Tris-acide ac6tique 
(o.I M, pH 7) en absence oucn prdsence d'urde 8 M, DTNB: o. 5 ml d'une solution 1o -a M. Vol. 
final, 3 nil. Lecture apr~s 20 mink 412 m!t contre t~moin DTNB sans prot6ine. 

Enzymes 514 par mole de pro%ine 

.qaus 2*r,;e A vec z*rJe 

Crdatine kinase 2.o 5.o 
Arginine kinase (i.o 6.0 
Lombricine kinase t.2 o.i 
Taurocyamine kinase 2.o 1,t.o 
Glycocyamine kinase 6.o i6.o 

(b) En absence d 'u r fe .  A l '6 ta t  natif ,  les 5 enzymes r6agissent  d 'une  faqon 
diff6rente vis-~t-vis du DTNB.  Les 6 SH de l ' a rg in ine  kinase sont  t i t r6s au bou t  de 
20 min tandis  qu 'on  dose I SH dans  la lombric ine  kinase,  2 SH dans  la cr6atine kinase 
et  la t au rocyamine  kinase et 6 SH dans  la g lycocyamine  kinase. 

Cindtique de la rdac/ion du D T N B  vis-&vis des S H  de l'arginine kinase 
Seule l ' a rginine  kinase na t ive  r6v61e en pr6sence de DTNB,  la to ta l i t6  de ses 

g roupements  SH. La  r6act ion du D T N B  n 'es t  pas  imm6dia te  ; la vi tesse de f ixation du 
D T N B  sur les diff6rents SH de cet enzyme peut  4tre suivie en f lmction de 2 facteurs  
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Fig. I. Cindtique de la rSaction du DTNB vis-&-vis des groupements  SH de l 'arginine kinase en 
absence et en prSsence des substra ts .  Arginine kinase (i.58 mg de protdine) prdincubde 5 min 
tempera ture  ordinaire, en absence ou en prdsence des diffSrents substra ts ,  D T N B  lO -4 M. Vol., 
3 ml. Lecture k 412 mff contre tdmoin. A. Effet du temps  et du pH.  O---Q, Rdaction directe; 
t ampon  g lyc ine-NaOH 0.33 M (pH 8.5); O - - O ,  rdaction inverse; t ampon  Tris-acide acStique 
0.33 M (pH 7.i). B. Effet des subs t ra t s  de la rdaction direete. O - - Q ,  Enzyme tSmoin sans sub- 
s t ra ts ;  x - -  x ,  enzyme plus arginine o.oI M; [2]--[] ,  enzyme plus ATP = acState de Mg o.oi M. 
C. Effet des subs t ra t s  de la rSaction inverse. O - - O ,  Enzyme tdmoin sans subs t ra t s ;  A - - & ,  
enzyme plus phosphoarginine o.oi M; A - - A ,  enzyme plus ADP = acdtate de Mg o.oi M. 
D. Effet du mSlange des subs t ra t s  de la rdaction directe et inverse. {~--O, Enzyme tSmoin sans 
subs t ra t s  (pH 8.5); O - - O ,  enzyme tdmoin sans subs t ra t s  (pH 7.1); V]---[[], enzyme plus Mg-ATP 
o.oi M plus arginine o.oi M; A - - A ,  enzyme plus Mg-ADP o.oi M plus phosphoarginine o.oi M. 

de la rSaction: le pH et la prSsence dans le milieu de divers substrats de la rSaction. 
(a) Effet du pH. A pH 8.5, le rSactif se fixe immSdiatement sur 3 groupements 

SH, la titration des autres SH s'effectuant plus lentement; la r~action est terminSe 
au bout de 12 min. A pH neutre, la rSaction est moins rapide, mais elle provoque, d&s 
son dSpart, la disparition d'un groupement SH; l 'enzyme est satur6 au bout de 30 min 
(Fig. IA). 

(b) Effet des substrats de la rSaction de transphosphorylation sur la vitesse de 
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fixation du DTNB.  La Fig. IB montre qu'& pH 8.5, le Mg-ATP ralentit la fixation du 
DTNB sur les SH de l 'enzyme et r6duit le nombre des SH dosables, sans 6viter la 
titration imm6diate d'un groupement. Par contre, l'arginine semble acc616rer l~g~re- 
ment la r6action et permet la titration des 6 SH en 6 min. 

La Fig. IC montre qu'& pH 7 les courbes obtenues en ajoutant la phosphoargi- 
nine ou le Mg-ADP sont encore diff6rentes de celle du t6moin. Le phosphag~ne ralentit 
la r6action mais n'emp~che pas la titration presque complete des SH de l'enzyme. 
L'effet du Mg-ADP est plus spectaculaire que celui du Mg-ATP, il fair disparaitre la 
moiti6 des SH titrables. Cependant il n'emp6che pas le DTNB de r~agir d'embl6e sur 
un SH. 

La Fig. ID montre le ralentissement appr6ciable de la vitesse de titration prow~- 
qu6e par l'addition des m6langes Mg-ATP plus arginine et Mg-ADP plm phospho- 
arginine. Le dosage d'un SH est immfdiat  dans les 2 cas. 

Relation entre la rdactivitd des SH des guanidines phosphokinases vis-&vis du DTNB 
et la diminutio~ de l'activitd enzymatique 

La Fig. 2A montre pour l'arginine kinase la relation linfaire existant entre la 
perte de l'activit6 enzymatique et le blocage d'un SH pour I mole de DTNB.  Cette 
m6me relation est mise en relief dans le cas de la taurocyamine kinase, pour laquelle 

A 10C 

~5C - 5C 

:21 "~\ 0--0'2 ~ - ~  o'8 
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50 
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B / /O40 

. / / ~  i 02° 
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mole DNTB/mole taueocyamine kinase 
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0.5 ,~ 
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Fig. 2. Inhibi t ion  stoechiomdtrique des guanidines phosphotransf~rases par le I)TNB. Ordonn~es : 
% activit4 par rapport & l'enzyme non inhib6. Abscisses: 4quivalents de D T N B  mis en contact  
5 & 15 min & temp4rature ordinaire avec la prot4ine: i mg (arginine kinase), 4 mg (taurocyamine 
kinase), o.21o mg (glycocyamine kinase) dans tampon Tris-ac4tate o.o33 M (pH 7). Vol. final, 
I ml (arginine kinase, glycocyamine kinase) ou 3 ml ( taurocyamine kinase). T4moins : m~mes con- 
ditions, sans inhibiteur. Une partie aliquote des essais et t4moins est pr41ev4e et dilu4e dans le 
tampon glyc ine-NaOH o.oi M (pH 8.5) & 4 °. L'activit4 enzymatique est respectivement mesur~e 
sur o.3 #g (arginine kinase) et i #g ( taurocyamine kinase, glycocyamine kinase) dans les conditions 
habituelles. Pour tauroeyamine kinase, lecture de chaque essai & 4~2 rolL, A, arginine kinase. 
B, t aurocyamine  kinase. O - - O ,  % activit4; A . . . .  z_\, absorpt ion & 412 m/~ et nombre de SH 
dos4s. C, Glycocyamine kinase. 
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le degr6 de fixation des 6quivalents de r6actif utilis6s et le pourcentage d'inhibition 
correspondant ont 6t6 mesur6s parall~lement (Fig. 2B). 

En ce qui concerne la glycocyamine kinase l'inhibition totale de cet enzyme est 
obtenue lorsque 2 groupements SH ont disparu (Fig. 2C). 

Effet des substrats sur l'inhibition des diffdrentes guanidines phosphokinases par le 
DTNB.  Ddfinition des diffdrents types d'inhibition 

(a) Inhibition irr6versible de l'arginine kinase et de la taurocyamine kinase par 
des concentrations 61ev6es de DTNB. En utilisant X pH neutre la solution de DTNB 

la concentration de 1.6. lO -4 M dans des conditions analogues ~ celles d6crites dans 
la Fig. I, nous avons mesur6 simultan6ment le nombre de SH disparus et le degr6 
d'inhibition de rarginine kinase. Celle-ci est totalement inactiv~e d~s le d6but de la 
r~action apr~s fixation du DTNB sur un SH. Dans ces conditions, les substrats em- 
ploy6s A la concentration de o.oi M, qu'ils soient ajout6s s6par6ment ou m61ang6s, ne 
prot~gent pas l'enzyme. En ce qui concerne la taurocyamine kinase, le DTNB r6agit 
sur seulement 2 SH par mole d'enzyme; la prot6ine est totalement inhib6e, les sub- 
strats sont sans effet. 

(b) Effet des substrats sur l'inhibition de l'arginine kinase, en pr6sence de quan- 
tit6s stoechiom6triques de DTNB. En diminuant la concentration de DTNB et en 
employant des quantit6s stoechiom6triques de r6actif, correspondant ~ I, 2, 3, 4 et 6 
6quiv/mole d'arginine kinase, on constate que le substrat guanidique, l'arginine, 

°/o Activit~ 

\ 
l 2 3 4 5 6 

Equivalents DNTB 

Sffdo~s 

6 

Fig. 3. Protect ion de l 'arginine kinase par  l 'arginine contre l ' inhibition par  le DTNB. 1-6 dquiv 
sont  mis en contact  2o m i n k  temp6ra ture  ordinaire, en absence et en prdsence d'arginine o.oi M 
dans le t a m p o n  g lyc ine-NaOH 0.35 M (pH 8.5). Sur chaque essai on ddtermine le nombre  de SH 
disparus, apr~s lecture k 412 m#  et on mesure l 'activitd enzymat ique correspondante  par  r appor t  

un  t6moin identique exempt  de DTNB.  - . . . .  , % activit6 en absence d'arginine; O - - Q ,  
activitd en prdsence d'arginine; O - - O ,  nombre  de groups SH disparus. 
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Fig. 4- Effet  des s u b s t r a t s  de la r6act ion di rccte  sur  l ' i nh ib i t ion  des guan id ine  phosphok inases  
pa r  le DTNB.  Effet  des concen t ra t ions  va r i ab les  du s u b s t r a t  guanid ique .  P r6 incuber  la prot~ine:  
o.8 #g  (cr6atine kinase),  2 fig (g lycocyamine  kinase),  o.5 fig (arginine kinase) ,  I #g  ( lombricine 
k inase  ou t a u r o c y a m i n e  kinase),  5 min  & 25 ° ou 3 °° avec le m61ange: s u b s t r a t  guan id ique  aux  
concen t r a t i ons  indiqu~es dans  les Figs. AI  A6 plus D T N B  dans  t a m p o n  g l y c i n e - N a O H  0.2 M 
(pH 8.5) (arginine kinase,  g lycocyamine  kinase,  lombr ic ine  kinase,  t a u r o c y a m i n e  kinase)  ou 9 
(cr~atine kinase) .  Ajoute r  A TP-a c 6 t a t e  de Mg, 5 #moles .  Vol. I ml. I ncube r  i o  m i n k  3 °o (cr~atine 
kinase,  lombr ic ine  kinase) ,  lo  rain k 24 ° {glycocyamine kinase,  t a u r o c y a m i n e  kinase),  15 min  
24 ° (arginine kinase).  I n h i b i t i o n  non comp6t i t i ve  v i s&-v i s  de la c r6at ine  on de la g lycocyamine  
a u x  concen t ra t ions  su ivan tes  de D T N B :  AI,  I ~ - O ,  o; A L~, 2 • lO -7 M; k - - A ,  8 • lO .7 M. A2, 
0 - - - 0 ,  o; © - - O ,  4" lO-9 M; A - - A ,  5 '  lO-9 M. Inh ib i t i on  compdt i t i ve  v i s&-vis  de l ' a rg in ine ,  de 
la lombr ic ine  ou de la t a u r o c y a m i n e  a ux  concen t ra t ions  su ivan t e s  de D T N B :  A3, 0 - - 0 ,  o; 
O - - O ,  I . I o - * M ;  k - - A ,  5 " I o - 7 M .  A4, 0 - - - 0 ,  o; (D--(_), I ' t o - S M ;  A - - ~ ,  1 . 5 " I ° - 7 M ;  
A - - A ,  2" Io-~  M. AS, O - - O ,  o; (D--@, 3 . 3 " I o - 7 M ;  A - - A ,  I ' I O - 6  M. Effet  des concen t ra t ions  
va r i ab les  du Mg-ATP.  Pr6 incuber  la pro t6 ine  : 0.8 fig (crdatine kinase) ,  2 #g  (g lycocyamine  kinase) ,  
0. 5 fig (arginine kinase) ,  i /tg ( lombricine k inase  ou t a u r o c y a m i n e  kinase) ,  5 rain k 25 ° ou 3 °° avec  
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protege efficacement l'enzyme. Par contre le Mg-ATP et le Mg-ADP sont sans effet; 
la protection n'est pas augment6e quand ils sont ajout6s h l'arginine ou ~ la phospho- 
arginine. Par ailleurs, la protection par l'arginine est maintenue en pr6sence de I e t  2 
6quiv de r~actif (Fig. 3); elle diminue progressivement pour des concentrations plus 
fortes de DTNB ; le Mg-ATP est sans effet sur cette diminution de l'activit6 enzymati- 
que. 

Dans les m~mes conditions et en prdsence de 2 6quiv de DTNB, il est impossible 
de mettre en 5vidence une protection exercfe par le substrat guanidique ou le Mg-ATP 
dans le cas de la taurocyamine kinase et de la lombricine kinase. Par contre celle-ci 
est observ6e d'une fa~on nette en employant de faibles quantit~s d'enzyme (Fig. 4). 

(c) Types d'inhibition. La mise en comp6tition du DTNB et des substrats de la 
r6action de transphosphorylation nous a permis d'6tablir pour les phosphokinases 
6tudi~es, le type d'inhibition provoqu6 par ce r~actif ~ l'~gard de chaque d~riv~ guani- 
dique et du Mg-ATP. Les droites de LINEWEAVER-BURK 2z ainsi obtenues montrent pour 
la cr6atine kinase (Fig. 4 A1B1) et la glycocyamine kinase (Fig. 4 A~B~) des r6sultats 
semblables, l'inhibition par le DTNB est comp6titive vis-5-vis du Mg-ATP et non 
cornp6titive ~ l'6gard de la cr6atine et de la glycocyamine. Par contre pour l'arginine 
kinase (Fig. 4 A3Bz) et la lombricine kinase (Fig. 4 A4B4), le caract~re comp6titif de 
l'inhibition se manifeste vis-~t-vis des substrats guanidiques correspondants, l'arginine 
et la lombricine. L'inhibition de la taurocyamine kinase par le DTNB (Fig. 4 AsBs) est 
antagonis~e aussi bien par la taurocyamine que par le Mg-ATP. 

T A B L E A U  I I  

MARQUAGE DES GROUPES S H  ESSIENTIELS DES GUANIDINIES PHOSPHOTRANSFI~RASES AU MOYEN DE 
LA N -  [I-14C] ]~THYLMALI~IMIDE 

Enzwnes Radioactivitd (coups/ Moles N- Inhibition 
min × lO B) dthylmald- (%) 

imide/mole 
Initiale Finale enzyme 

Lombricine kinase 2.5 2.2 0. 9 ioo 
Arginine kinase 25. 7 15.2 o.8 8o 
Cr~atine kinase 4.4 4.o 1.8 94 
Taurocyamine kinase 5.0 2.5 2.0 - -  

Marquage spdcifique des SH essentiels par la N-[~-l*Cldthylmaldimide 
Dans le Tableau III ,  les diff6rents r6sultats obtenus au cours de la pr@aration 

des 4 S-[I-14CJsuccinyl guanidines phosphokinases sont pr6sent6s. Le protocole ex- 
p6rimental qui a 6t6 choisi permet de mettre en 6vidence, une lois de plus, la relation 

Suit  16gende Fig. 4. 

d 'abord  ATP ~ ac6tate de Mg aux concentrat ions indiqu6es, ensuite avec D T N B  dans t a m p o n  
g lyc ine-NaOH 0.2 M (pH 8.5 ou 9). Ajouter  le subs t ra t  guanidique:  2o/*moles (cr6atine kinase), 
io/~moles ( taurocyamine kinase, glycocyamine kinase, lombricine kinase, arginine kinase). 
Incuber  dans les conditions d6crites ci-dessus. Inhibi t ion competi t ive vis-k-vis du Mg-ATP, aux 
concentrat ions suivantes  de DTNB:  131, 0 - - - 0 ,  o; 2x- -&,  I ' I O - T M ;  A - - A ,  2 . Io -VM.  132, 
0 - - - 0 , 0 ;  O - - O , 2 " I O - S  M; &--&,  2.5-IO-S M. 135, O-- -O,o ;  ( ~ ) - - Q , 2 . i o - 7  M; A - - & , 4 . i o  7M; 
&- -A ,  I - lO -6 M. Inhibi t ion non comp6tit ive vis-k-vis dn Mg-ATP aux concentrat ions suivantes 
de DTNB:  B3, O - - O ,  o; O - - O ,  2.5" Io-* M; A - - A ,  5" Io-7 M. B4, aV--O, o; g - - m ,  1.5" lO -7 M. 
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existant entre l'activit6 enzymatique et le nombre de SH essentiels et de s'assurer du 
marquage s61ectif de ces derniers par des mesures parall~les du taux d'incorporation 
de N-[IJ~C]6thylmal6imide et du degr6 d'inhibition. Le marquage de la lombricine 
kinase et de la cr&tine kinase a pu @re ais6ment effectu& en faisant r&gir des quan- 
tit& stoechiom6triques d'inhibition ; la plus grande partie de la radioaetivit(, employ6e 
est retrouv& au niveau des prot6ines, provoquant 94-Ioo% d'inactivation et le 
blocage de I SH (h)mbricine kinase) et 2 SH (cr&tine kinase). 

En ce qui concerne l'arginine kinase des conditions exp~rimentales particuli~res 
ont 6t6 choisies dans le but de marquer sp&ifiquement le groupement SH li6 '~ l'activi- 
t6 de cet enzyme et dont la pr6sence a dt6 r6v~16e par le DTNB. En pr&ence d'un 
16ger exc~s de r6actif (1. 3 d(tuiv ) ~ la temp@ature de 3 °o et apr~s I h de c{}ntact, le 
degr6 d'inhibition de l'enzyme (8o%) correspond /t la fixation de o.8 6quiv de N- 
6thylmal~imide sur la prot6ine. 

Enfin, pour la taurocyamine kinase, le contact avec 4 6quiv de r&ctif  pendant 
plusieurs heures 5 o °, pr{}voque le marquage de 2 SH. La mesure de la perte d'activit( • 
obtenue n 'a pu ~tre effectu6e car la prot6ine pr&ipite. I1 est cependant vraisemblable 
de penser que la N-[i-l~C]~thylmal6imide n 'a touch6 que les SH essentiels & l'activitd 
de cet enzyme et que nous avons pr&~demment mis en 6vidence au moyen du DTNB. 

L'examen des cartes peptidiques fournies par les hydrolysats trypsiques des 
4 S-[I-l~C]succinyl-phosphokinases que nous avons pr@ar&s apporte certaines infor- 
mations (Fig. 5)- 
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Fig. 5- Cartes pept idiques des ATP:guanidincs  phosphotransf6rases.  Premi6re dimension: 61ec- 
trophor~se -X 6ooo V, 3o min. T a m p o n  pyridine acide ac4tique, E D T A  lO .4 M (pH 6.5). Deuxi6ine 
dimension : chromatographic  descendante dans le solvant  : pyr id ine-n-butanol  acide acdtique-eau 
(20:3 ° :6:24, v /v /v /v)  k 2o ° pendan t  13 h. R6v6lation par  la ninhydrine et autoradiographie.  

B i o c h i m .  B i o p h y s . . 4 c t a ,  132 (1967) 347 360 



LES GROUPES SH DES ATP:GUANIDINES PHOSPHOTRANSFERASES 357 

La cr6atine kinase, la lombricine kinase et la taurocyamine kinase pr6sentent le 
m6me nombre de peptides (en moyenne 46) dont la plupart  sont neutres ou basiques. 
En ce qui concerne la cr6atine kinase en particulier, ce nombre correspond ~ la moiti6 
environ de celui correspondant ~ la somme de arginine plus lysine = 99 trouv6 dans 
la prot6ine 24. Sur la carte peptidique d'arginine kinase on peut compter en moyenne 
45-48 peptides ce qui correspond ~ la composition en acides amin6s basiques de cet 
enzyme (arginine plus lysine = 50) 1~. 

Pour les 4 prot6ines 6tudi6es la radioactivit6 est localis6e, apr~s 61ectrophor+se, 
au niveau des peptides neutres. Apr+s chromatographie, elle est en majeure partie 
concentr6e sur un peptide unique qui semble occuper la mSme position sur toutes les 
cartes peptidiques. 

DISCUSSION 

L'emploi du DTNB a permis de mettre en 6vidence dans les guanidines phospho- 
kinases 6tudi6es, 2 types de groupements SH: les uns inaccessibles au DTNB mais 
dosables apr~s d6naturation par l'ur6e 8 M, les autres particuli&rement r6actifs, et 
imm6diatement dos6s dans les prot6ines natives. Ainsi la cr6atine kinase, l'arginine 
kinase, la lombricine kinase pr6sentent le mSme nombre de groupements SH totaux, 
6 par mol6cule d 'enzyme; le dosage par le DTNB confirme donc les r6sultats d6j~ 
obtenus par les m6thodes spectrophotom6triques ~,s. La taurocyamine kinase diff~re 
de ces derni~res par la pr6sence de 14 SH d~termin6s par le DTNB en pr6sence de 
Tris-ac6tate k pH neutre et en pr6sence d'ur6e. Ce chiffre qui diff~re de celui obtenu en 
pr6sence de tampon phosphate e, est proche de celui mesur6 par le p-chloromercuri- 
benzoate (PCMB) sur la prot6ine d6natur6e e t / t  pH acide (SH = 12). 

L'int6rSt principal du DTNB est d 'avoir mis en relief dans chaque enzyme natif  
la pr6sence de fonctions thiols particuli~res dont la r6activit6 est directement li6e 
l 'activit6 enzymatique. En effet, le r6actif, mSme utilis6 g concentration 61ev6e, r6agit 
s61ectivement et imm6diatement sur 2 SH de la cr6atine kinase et de la taurocyamine 
kinase et n'affecte qu 'un seul SH dans la lombricine kinase. Par  contre il bloque 6 SH 
de l'arginine kinase aussi facilement qu'en pr6sence d'agent d6naturant. 

Cependant les groupes SH totaux de l'arginine kinase ne r6agissent pas/ t  l '6gard 
de ce r~actif d 'une mani~re uniforme. A pH 8.5 3 SH sont dos6s imm6diatement et de 
pr6f6rence aux 3 autres groupements, comme dans le cas de la N-~thylmal6imide 5. 
A pH 7 la r6action est plus lente et l 'emploi du DTNB permet de distinguer une groupe 
SH imm6diatement accessible ~t celui-ci, m6me en pr6sence des substrats. En plus de 
sa tr~s grande sensibilit6 au DTNB, ce groupe SH pr6sente 2 caract6ristiques: d'une 
part  sa disparition provoque l ' inactivation complSte de l 'enzyme, et d 'autre part,  il 
pr6sente une forte affinit6 pour l'arginine qui le protege efficacement contre l'inhibi- 
tion par le DTNB. 

Les nucl6otides, bien qu'ils provoquent un ralentissement appr6ciable de la 
vitesse de fixation du DTNB ne semblent pas 8tre en rapport  direct avec les groupe- 
ments SH de l 'enzyme, puisqu'ils n'exercent aucun effet protecteur et que l'inhibition 
par  le DTNB n'est  pas competitive ~ l '6gard du Mg-ATP. Leur effet sur la vitesse de 
la r6action parait  ~tre le r6sultat d'une modification de la conformation de la mol6cule 
prot6ique entrainant le masquage de 2 ou 3 groupements SH. 

L'ensemble de ces r~sultats sugg~re que l'arginine kinase poss~de un SH in- 
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dispensable k l'activit6 enzymatique et nficessaire ~t la fixation du substrat guanidique 
sur la prot~ine. Ces faits sont dans l'ensemble en accord avec ceux rapport6s dans une 
publication rficente par VIRDEN ET WARTS 7, sur la vitesse d'alkylation des groupe- 
ments SH de l'arginine kinase de homard au moyen de l'acide iodoae&ique et de 
l'iodoac6tamide. L'~tude des SH de la taurocyamine kinase au moyen du DTNB a 
dgalement mis en dvidence la relation existant entre le nombre de grout~ements r('ac- 
tifs dans la prot('ine native et eeux n6eessaires g l'aetivit6 enzymatique. Bien que 
celle-ci possgde I4 SH, le DTNB r~agit s~lectivement sur 2 d'entre eux, prow~quant 
l'inactivation compl&te de l'enzyme. 

La glycocyamine kinase se eomporte comme la cr~atine kinase et la tauro- 
cyamine kinase: son activitd est li('e it la pr&ence de 2 SH essentiels. 

L'inhibition stoechiomdtrique de l'arginine kinase ~ et de la taurocyamine kinase'; 
par la N-dthylmal6imide a sugg6rd que l'activltd de ces enzymes est lide g la prdsence 
de 3 SH dana le premier et de 4 dans le second; les rfisultats obtenus ~'t l'aide du DTNB 
montrent que cette interprdtation est due "a un d~faut de sb~leetivit(' de l'inhibiteur. 
La tr~s grande sensibilitd du DTNB i~ l'6gard de certains de ces groupements, a permis 
d'individualiser parmi l'ensemble eelui qui, dana l'arginine kinase, et ceux qui, dans 
la taurocyamine kinase, sont essentiels g la catalyse enzymatique. 

Ainsi, il est possible de classer les guanidines phosphokinases en 2 groupes: l'un 
est repr~sent~ par l'arginine kinase et la lombricine kinase qui possbdent I SH in- 
dispensable ~ l'activit6 enzymatique; l'autre, par la crdatine kinase, la glyeocyamine 
kinase et la taurocyamine kinase dont l'aetivit6 est li('e k 2 SH. 

Les droites de LINEWEAVER et Bum< montrent que les substrats de la rdaction 
directe sont capables de prot~ger de mani~re diff6rente lea guanidines kinases contre 
l'inhibition par le DTNB. Ace point de vue on peut classer les enzymes en 3 catfigories : 
la premiere est repr('sentde par l'arginine kinase et la lombricine kinase qui sont 
efficacement prot~g('es par teur substrat guanidique et dont l'inhibition par le DTNB 
est non compdtitive du Mg-ATP; la seconde renferme la cr~atine kinase et la glyco- 
cyamine kinase dont l'inhibition est competitive vis-5-vis du Mg-ATP et non compd- 
titive ~ l'dgard de la er('atine et de la glycocyamine ; enfin dans la troisi~eme cat~gorie, 
se trouve la taurocyamine kinase dont l'inhibition peut fitre combattue {~ la fi)is par le 
substrat guanidique et par le Mg-ATP, l'effet protecteur de ce dernier &ant cepend~mt 
plus important. 

Les propriOtfis prOsentOes par la taurocyamine kinase placent cet enzyme it 
mi-chemin entre l'arginine kinase et la lombricine kinase d'une part et la erdatine 
kinase et la glycocyamine kinase d'autre part. Sa protection, ainsi d'ailleurs que celle 
des 2 premi&res phosphokinases, par les substrats guanidiques correspondants, peut 
fitre due ~ la prfisence, dana ces dfirivfis, de groupementa polaires particuliers, permet- 
tant la formation d'un COlnplexe enzyme-substrat relativement stable. I)e plus, si 
l'on suppose que les 2 SH essentiels de la taurocyamine kinase servent, comme ceux 
de la cr~atine kinase ~ la fixation des nucl~otides la,~,"~ et qu'ils sont aitub.s au niveau 
du site de fixation du d~riv~ guanidique, on comprend que la prfisence de taurocya- 
mine emp&che l'inhibition de cet enzyme par le DTNB. Cette m~me hypoth~'.se avait 
~t~, envisag~e par MAHOWALD, NOLTMAN ET KUBY la. 

Le marquage des SH essentiels ~ l'activitfi des diffdrentes phosphokinascs a pu 
fitre r(~alisd grace ~t la inise en oeuvre de la N-I~-l~C]fithylmal~imide, dans des condi- 
tions permettant de contr61er la spdcificit~, de la r~action vis-g-vis de chaque proti, ine. 
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A cet 6gard, les r6sultats obtenus pour l'arginine kinase et la taurocyamine kinase 
montrent que l'affinit6 de l 'inhibiteur vis-a-vis de ces 2 enzymes est moins grande que 
celle qu'il manifeste pour les autres phosphokinases et qu'un exc~s de r6actif est in- 
dispensable pour assurer le blocage s~lectif des SH li~s ~t l'activit~. Ceci 6tant, la rela- 
tion 6troite existant entre la quantit6 de N-[i-14C16thylma16imide incorpor6e et le 
degr6 d'inhibition de chaque enzyme confirme d6finitivement les r6sultats d6j ~ obtenus 
au moyen du DTNB. 

Dans ces conditions, l '6tude des s6quences entourant les groupes SH essentiels 
peut ~tre convenablement r6alis6e pour chaque phosphokinase. Nous avons abord6 
ces recherches en comparant les hydrolysats trypsiques des enzymes marqu6s sur les 
cartes peptidiques. 

Ira taurocyamine kinase et la lombricine kinase semblent, comme la cr6atine 
kinase, fournir la moiti6 du nombre des peptides attendu. Si le nombre d'acides 
arnin6s basiques contenus dans ces prot6ines est le m~me que celui connu pour la 
cr6atine kinase, leur structure dim6re peut ~tre alors envisag6e. Cependant l'int6r~t 
principal de ces cartes peptidiques r6side dans la pr6sence et la position d'un peptide 
fortement radioactif et occupant la m~me position sur les 4 61ectrochromatogrammes. 

Ces premiers r6sultats semblent indiquer que les sites actifs des phosphokinases 
~tudi6es poss~dent des structures tr~s peu diff~rentes. 

R~SUM~ 

I. L'emploi de DTNB a permis de titrer, en pr6sence d'ur6e, 6 groupes SH dans 
l 'ATP:cr6atine phosphotransf6rase (EC 2.7.3.2), l 'ATP:arginine phosphotransf6rase 
(EC 2.7.3.3) , I 'ATP :lombricine phosphotransf6rase (EC 2.7.3.5) ; 14 groupes SH dans 
l 'ATP:taurocyamine phosphotransf~rase (EC 2.7.3.4) et 16 dans I 'ATP :guanidino- 
ac6tate phosphotransf6rase (EC 2.7.3.1 ). 

En absence d'ur6e on ne dose qu'un SH darts la lombricine kinase, 2 dans la 
cr6atine kinase et la taurocyamine kinase, 6 dans l'arginine et la glycocyamine kinases. 

2. A pH 8.5, 3 groupes SH de l'arginine kinase r6agissent imm6diatement avec 
le DTNB, ~ pH 7 un seul. Le blocage de ce dernier entralne l'inhibition compl~te de 
l 'enzyme. L'arginine le protege efficacement contre l 'inhibiteur; le Mg-ATP et le Mg- 
ADP ralentissent la vitesse de fixation du r6actifsans 6viter l ' inactivation de l'arginine 
kinase. 

3- L'inhibition stoechiom6trique par le DTNB montre la pr6sence d'un groupe 
SH r6actif dans l'arginine et la lombricine kinase et celle de 2 SH essentiels dans la 
glycocyamine kinase, la cr6atine kinase et la taurocyamine kinase. Les substrats 
guanidiques, l'arginine et la lombricine, prot~gent efficacement leurs enzymes respec- 
tifs contre l'inhibition par le DTNB. Au contraire la glycocyamine et la cr6atine n'exer- 
cent pas le m~me effet vis-~t-vis des enzymes correspondants. Inversement le Mg-ATP 
qui ne protege pas l'arginine kinase et la lombricine kinase le fair efficacement pour la 
glycocyamine kinase et la creatine kinase. Interm6diaire entre ces 2 groupes d'enzy- 
mes, la taurocyamine kinase est prot6g6e contre le DTNB ~ la lois par les substrats 
guanidique et nucl6otidique. 

4. Les cartes peptidiques des enzymes marqu6s ~t N-[i-x4c]6thylma16imide 
montrent  que la cr6atine kinase, la taurocyamine kinase et la lombricine kinase 
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poss6dent approximativement le m6me nombre de peptides (46) surtout neutres et 
basiques. L'arginine kinase, qui poss6de un poids mol6culaire 2 lois plus petit, 
pr6sente ~t peu pr6s le m6me nombre de peptides (45-48). Sur les autoradiogrammes 
des "fingerprints" des 4 enzymes, la radioactivit6 semble se concentrer sur te m6me 
peptide. 
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