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SUMMARY 

The active site of  A T P  : guanidine phosphotransferases. I .  Reaction of  the essential e - N H  2 
lysine groups with r-dimethylaminonaphthalene-5-sulphonylchloride 

I. ATP: creatine phosphotransferase (EC 2.7.3.2 ) and ATP: L-arginine phos- 
photransferase (EC 2.7.3.3) are specifically inhibited by i-dimethylaminonaphthalene- 
5-sulfonylchloride, their essential sulphydryl groups being reversibly masked. The 
metal complexes Mg-ATP and Mg-ADP are shown to increase the inactivation rate 
of creatine kinase only. 

2. The yellow fluorescent dye-labelled enzymes exhibit a characteristic ab- 
sorption spectrum with an absorption maximum at 335 m#. The extent of inhibition 
is in good agreement with the different degrees of labelling, a fact which suggests that  
the dye has reacted at an enzymatically active site. Complete loss of activity is as- 
sociated with the binding of two moles of dansyl per mole of creatine kinase and with 
one mole of dye per mole of arginine kinase. 

3. High voltage electrophoresis and thin-layer chromatography of the single 
fluorescent derivative isolated after pronase digestion of the dansylated enzymes led 
to the identification of e-DNS-lysine; these data provide evidence that the residue 
affected in both proteins is a lysine side chain. 

INTRODUCTION 

La r6action de transphosphorylation catalys6e par les phosphag6ne kinases 
(EC 1.2.7.3) exige la prdsence, au site actif de ces enzymes, d 'un ou de deux groupements 
sulfhydriles dont le caract6re essentiel a 6t6 d6j~ mis en 6vidence 1,2. Cependant, divers 
sch6mas r6actionnels ~-~ et un ensemble de donn6es expdrimentales concernant les 

Abrdviations: dansyl ou DNS-, i-dim~thylaminonaphtal6ne-5-sulfo-d4riv6; DNS-C1, i- 
dim6thylaminonapht~16ne-5-sulfochlorure; DNS-OH, acide i-dim6thylaminonaphtal~ne-5-sul- 
fonique; DTNB, acide 5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoique. 
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propri6t~s cingtiques de certaines d 'entre elles sugg~rent la participation de diff6rents 
autres r6sidus d'acides amin6s tels que l'histidine et la lysine. A cet 6gard, l 'inter- 
vention d 'un groupement ~lectropositif, au voisinage des cyst6ines actives de la 
crfatine kinase, a 6t~ suppos6e pour expliquer, d'une part,  la diminution de la vitesse 
d'inhibition de l 'enzyme par l'acide iodoac6tique lorsque la force ionique du milieu 
est augment6e a et, d 'autre  part ,  le renforcement de cette inhibition lorsque l 'enzyme 
est alkyl6 par le m~me r6actif en pr6sence des complexes ATP-Mg et ADP-Mg (bibl. 6). 
En outre, les t ravaux ayant  trait  5. l ' inactivation de la cr6atine kinase native par le 
p-nitroph~nylac6tate ont amen~ WATTS 7,8 puis CLARK ET CUNNINGHAM 9 a conf~rer 5. 
des rfsidus basiques comme la lysine un r61e essentiel dans l 'activit6 de cette prot6ine, 
bien que l ' interaction du rfact if  avec ces groupements au sein de l 'enzyme 6tudi6 
n'aie pas 6t6 dissoci6e d'une faqon certaine de celle qu'il  peut avoir avec les groupes 
- S H  essentiels s. Enfin, la protection de la cr6atine kinase par le m61ange des substrats 
contre l ' inactivation par la trypsine, r6cemment rapport fe  1°, pourrait  6tre due au 
masquage de r6sidus basiques situ6s au niveau du site actif de la prot6ine. 

Le pr6sent travail  a pour but  de d6montrer l ' implication des groupements 
e-NH 2 lysine dans l 'activit6 de la cr6atine kinase (EC 2.7.3.2) et de l'arginine kinase 
(EC 2.7.3.3) par leur r6action spdcifique avec le I-dimfthylaminonaphtal~ne-5-sulfo- 
chlorure (DNS-CI) apr~s blocage r6versible des groupes - S H  r6actifs. De plus, la 
d~termination du nombre de r6sidus n6cessaires ~ l 'activit6 de chaque enzyme et leur 
identification A la e-NH2-1ysine ont fit6 effectu6es. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Matdriel 
L'ATP,  sel de sodium, et I 'ADP, sel de lithium (Calbiochem), sont 5. 98% de 

puret6; ils sont employ~s en solution aqueuse ajust6e 5. pH 7 avec NaOH I M. La 
cr6atine, l 'arginine monochlorhydrate, le dithiothreitol et le p-chloromercuribenzoate 
de sodium (Nutrional Biochemicals Corp.) sont employ6s en solution o.I M dans l 'eau 
distill~e. L'acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzo~que (Aldrich Chemicals) est dissous dans 
le tampon phosphate o.oi M (pH 7.3), 5. la concentration de lO -3 M. Le I-dim6thyl- 
aminonaphtal+ne-5-sulfochlorure ou chlorure de dansyl (Pierce Chemical Co.) est 
employ6 en solution dans l 'ac6tone pure aux concentrations d6sir6es; il est titr6 
d'apr&s son absorption 5. 34 ° m# (eM = 4.3" lO4) (bibl. I I ) .  

La L-e-DNS-lysine est pr6par6e en dansylant le complexe cuivrique de l'acide 
amin612 selon la m6thode de GRAY ET HARTLEY 13. Le d6riv6 fluorescent, aprils d6com- 
position par H2S, est extrait  par le chloroforme 5. pH 5 et identifi6 par chromatographie 
sur couche mince de silice (feuilles chromatographiques Eas tman Kodak type 6060) 
dans le syst6me butanol-acide ac6tique-eau (4: i : I, v/v/v) ; une seule tache de fluo- 
rescence jaune et positive 5. la ninhydrine est obtenue (RF 0.53). 

Le tetrathionate de potassium cristallis6 (K2S4Oe'H20) est pr6par6 selon le 
proc6d6 de TRUDINGER14; il est utilis6 en solution aqueuse neutralis6e. 

Le S6phadex G-25 coarse (Pharmacia, Uppsala) est 6quilibr6 5. 4 ° avec le tampon 
phosphate 0.05 M (pH 8.1). 

La cr6atine kinase de muscle de lapin est purifi6e selon le proc6d6 B de la mfthode 
de KUBY, NODA ET LARDY 15 et cristallis~e d'apr~s MAHOWALD, NOLTMANN ET KUBY 16 ; 

son activitd spfcifique est de 70. 
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L'arginine kinase de muscle de homard est prdparde selon DER TERROSSIAN 
et al.l~; son activit6 spdcifique est en moyenne de 230. 

Avant  usage, les solutions enzymatiques sont exhaustivement dialysdes contre 
les tampons bicarbonate de sodium ou phosphate de sodium o.oi M (pH 8.i), pendant 
48 h it 4 °. 

La pronase (Calbiochem) est utilis6e en solution it 16 mg/ml dans l 'eau distillde. 

Mdthodes 
La concentration protdique des phosphag~ne kinases est ddterminde d'apr6s 

]eurs coefficients d'extinction respectifs it 280 m# dans le tampon phosphate o.oi M 
(pH 8) (crdatine kinase, ~1~'1°/°om 8.8 (bibl. 15)', arginine kinase, ~-10/,~1 cm 8.1). 

Le dosage des groupes - S H  est effectual en l 'absence et en pr6sence d'urde 8 M 
dans le tampon Tris-acdtate 0.2 M (pH 8), au moyen du rdactif d'ELL~AN is selon le 
protocole que nous avons ddcrit 1. 

L'activitd enzymatique des phosphokinases est mesurde dans le sens direct de 
la rdaction de transphosphorylation dans les conditions ddj~t indiqudes19, 20. 

Prdparation des DNS-guanidinophosphokinases 
Protection des groupes -SH par le tetrathionate de potassium. A des quantitds 

d 'enzyme correspondant it lO-12 mg de protdine dans un volume final de I ml de 
tampon bicarbonate de sodium o.I M (pH 8-9) ou phosphate 0.05 M (pH 8.1) et it 4 °, on 
ajoute du tetrathionate de potassium en quantitd suffisante pour obtenir au bout de 
5 rain l'inhibition totale de chaque enzyme (rapports molaires: K2S4OJcrdatine 
kinase -- IOO; KzS406/arginine kinase --  200). Dans quelques expdriences, les groupes 
- S H  de la crdatine kinase ont 6td prot6gds par le p-chloromercuribenzoate de sodium 
employd selon un rapport :  rdactif/enzyme = 400. 

Rdaction avec le chlorure de dansyl. Les S-sulfdnylsulfonate phosphokinases 
obtenues ainsi que la forme native de l'arginine kinase sont traitdes en l 'absence et 
en prdsence des substrats de la r6action de transphosphorylation avec le chlorure de 
dansyl en solution dans l 'acdtone froide, le volume de solvant ajoutd ne ddpassant 
jamais IO~o du volume du milieu rdactionnel. Le mdlange est agitd de temps en temps 
et gardd it 4 °. Des t6moins correspondant it chaque enzyme sont traitds dans les m~mes 
conditions et mis en prdsence d'acdtone seule. 

L'effet de la dansylation sur l 'activit6 enzymatique, en fonction du temps et 
de la concentration du rdactif, est ddtermind apr~s rdduction d'une partie aliquote de 
chaque protdine par le dithiothreitol 7" lO-a M dans le tampon glycine-NaOH 0.05 M 
(pH 8.8) pendant 5 rain it 4 ° pour la crdatine kinase et 30 rain it 25 ° pour l 'arginine 
kinase. 

Purification des DNS-phosphag~ne kinases. Lorsque le degrd d'inhibition voulu 
est obtenu, le m61ange rdactionnel est centrifug6 it froid it 32 ooo x g pour 61iminer 
l'exc~s de DNS-C1. Le surnageant limpide incolore (I it 2 ml) est filtrd immddiatement 
it 4 ° sur une colonne de Sdphadex G-25 (2 cm × 20 cm) tamponn6e it pH 8.1. Les 
effluents protdiques rdcoltds par fractions de 2.5 ml sont rdnnis et dialysds it 4 ° pendant 
48 h contre tampon phosphate o.oi M (pH 8.1). 

Les dosages des groupes - S H  sont effectuds apr~s dialyse des protdines dansyldes 
d 'abord contre dithiothreitol I • lO -3 M dans le tampon phosphate puis contre ce m~me 
tampon. 
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Analyse spectrophotomdtrique des DNS-phosphokinases. Le spectre d'absorption 
des enzymes conjugu6s, en solution dans le tampon phosphate o.oi M (pH 8.I), est 
6tabli ~ la tempfirature ordinaire entre les longueurs d'onde de 250-550 m/~ ~ l'aide du 
spectrophotom~tre Cary 15 et en utilisant des semi-microcuves en quartz de I ml de 
volume et I cm de parcours optique. 

Le nombre de moles de dansyl incorpor6es par mole d 'enzyme est d6termin6 
d'apr~s le coefficient d'extinction molaire des prot6ines conjugu~es ~ 335 m# : eM = 3360 
(bibl. 21) en adoptant  pour la cr6atine kinase le poids mol6culaire de 81 ooo (bibl. 15) 
et pour l'arginine kinase le poids mol6eulaire de 43 ooo (bibl. 22). 

Identification chimique de la e-DNS-lysine. 8 mg de DNS-prot6ine en solution 
dans le tampon phosphate o.oi M (pH 8.2) sont digfrfs sous tolu6ne A 4 °0 pendant 16 h 
par la pronase selon un rapport  en poids: substrat/enzyme = IOO. L'hydrolysat  est 
dess6ch6 sous vide et dissous dans o.2 ml d'ac6tone-acide ac6tique o.I M (2 :I, v/v). 
Une partie aliquote est d6pos6e sur du papier Whatman  3 MM et soumise ~ une 61ectro- 
phor6se ~ haut  voltage ~ 4ooo V, d'une part,  dans le tampon pyridine-acide ac6tique 
(pH 6.5), pendant I h et, d 'autre  part,  dans le tampon acide formique-acide ac6tique 
(pH 2) pendant  45 min, en pr6sence de deux t6moins: e-DNS-lysine et DNS-C1. Une 
autre fraction est chromatographi6e sur couche de gel de silice dans le syst~me butanol-  
acide ac6tique-eau (4:1:I ,  v/v/v) en pr6sence des m~mes t6moins. Le d6riv6 de 
fluorescence jaune obtenu ~ pH 6.5 est isol6 par 61ution par HC16 M apr6s une 61ectro- 
phor6se pr6parative, et hydrolys6 ~ IiO ° pendant 24 h; l 'hydrolysat  est port6 ~ sec 
puis repris par l 'ac6tone ac6tique. I1 est soumis parall61ement aux analyses 61ectro- 
phor6tiques et chromatographiques dans les retirees conditions que pr6c6demment. 

La fluorescence des solutions de DNS-enzymes et la position des taches de DNS- 
aminoacides est dftect6e sous lampe ultraviolette. 
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Fig .  I .  C i n 6 t i q u e  de  la  r 6 a c t i o n  d ' i n h i b i t i o n  des  p h o s p h a g 6 n e  k i n a s e s  p a r  le c h l o r u r e  de  d a n s y l .  A.  
D a n s y l a t i o n  de  la  S - s u l f 4 n y l s u l f o n a t e  c r 6 a t i n e  k i n a s e  en  l ' a b s e n c e  e t  en  p r 6 s e n c e  d ' A D P - M g .  
E n z y m e - -  1 . 3 7 . i o - 4 M ;  t a m p o n  N a H C O  a 5 - 1 o  2 M  ( p H 9 . 2 ) ;  t --  4 ° . i ,  DNS-C1 = o; 2, 
DNS-C1 -- 3 . i o - 8 M ;  3, DNS-C1 ~ 3 . i o - 3 M  + A D P  i . i o - 2 M  -~- Mg  2 . i o - 2 M ;  4, DNS-C1 --  
4 " I O - 3  IV[ + A D P  I ' I O - 2  3/[ - -  Mg  2 ' I o - 2 M ;  5, DNS-CI  --  I ' I o - 2 M .  B. D a n s y l a t i o n  de  l ' a r g i -  
n i n e  k i n a s e  n a t i v e  e t  de  la  S - s u l f 4 n y l s u l f o n a t e  a r g i n i n e  k ina se .  E n z y m e  = 2 .44-  i o  -4 M; t a m p o n  
N a H C O a  5 ' IO-2 M (pH  8.3) ; t --  4 °. I ,  a r g i n i n e  k i n a s e  n a t i v e  + DNS-C1 i • lO -8 M, c o n c e n t r a -  
t i o n  a m e n 6 e  a u  b o u t  de  IOO ra in  A 1.8.  i o  -a M; 2, S - s u l f 4 n y l s u l f o n a t e  a r g i n i n e  k i n a s e  + DNS-C1 
5 . 7 " I ° - S M ;  3, a r g i n i n e  k i n a s e  n a t i v e  + DNS-C1 2 . 5 . i o  -3 M; 4, e n z y m e  e x e p t  de  r4ac t i f .  
A u x  t e m p s  i n d i q u 6 s ,  u n e  p a r t i e  a l i q u o t e  de  c h a q u e  p r o t 6 i n e  es t  pr61ev6e e t  d i lu6e  d a n s  le t a m p o n  
g l y c i n e - N a O H  5 - 1 o  .2 M, d i t h i o t h r e i t o l  6 .  i o  -3 M, (pH 8.8);  l ' a c t i v i t 6  e n z y m a t i q u e  e s t  i m m 6 -  
d i a t e m e n t  m e s u r 4 e  p o u r  c r 6 a t i n e  k i n a s e  (1. 3 /~g  de  p ro t6 ine )  e t  ap r6s  u n e  i n c u b a t i o n  de  3 ° m i n  
5~ 25 ° p o u r  a x g i n i n e  k i n a s e  (0.2/~g de  p ro t6 ine ) .  
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RESULTATS 

Inhibition des phosphag~ne kinases par le chlorure de dans S 
Les exp6riences de dansylation d6crites dans ce travail  ont port6 sur la modi- 

fication de l 'activit~ de la cr6atine kinase dont les groupes - S H  essentiels ont ~t6 
pr6alablement bloqu6s par le tetrathionate de potassium; l 'enzyme peut ~tre imm6- 
diatement r6activ6/t 95-1oo% apr&s r6duction par le dithiothreitol. La dansylation 
de l'arginine kinase a 6t6 effectu6e sur l 'enzyme natif  et sur la forme S-sulf6nylsulfonate 
de la prot6ine ; celle-ci est r6activ6e g 90-95 °/o en pr6sence de r~ducteur. Ainsi la perte 
d'activit6 de ces deux phosphokinases par r6action avec le chlorure de dansyl peut 
~tre 6tudi6e d'une fa~on plus s6lective. 

La vitesse d'inhibition de la cr~atine kinase est fonction de la concentration 
initiale de r~actif: l 'enzyme est inactiv~ h 90% an bout de IOO rain pour un rapport  
initial: DNS-C1/enzyme = 73 (Fig. IA, courbe 5). Cela est aussi le cas pour l'arginine 
kinase dont la vitesse d' inactivation d6pend aussi de la forme enzymatique employ6e : 
la baisse d'activit6 de l 'enzyme natif  est, en effet, plus rapide que celle pr6sent6e par 
arginine kinase S-sulf6nyl-sulfonate, pour des concentrations de DNS-C1 employ6es 
deux fois plus faibles (Fig. IB, courbes 2 et 3) ; dans les conditions d~crites dans la 
Fig. IB, l'arginine kinase est compl~tement inhib6e au bout de 35 rain par IO 6quiva- 
lents de chlorure de dansyl. Enfin, il faut aussi noter que lorsque la dansylation est 
effectu6e g u n  pH acide (pH 6.75 ) le taux d'inhibition obtenu est deux fois inf6rieur 

celui trouv6 ~ pH alcalin. 

Effet des substrats 
L'effet des substrats de la r6action de transphosphorylation sur la vitesse 

d'inhibition est diff6rent pour les deux enzymes: pour la cr~atine kinase cr6atine 
kinase-p-chloromercuribenzoate de sodium, la prdsence de la cr6atine est sans effet, 
alors que celle de I 'ATP-Mg ou de I 'ADP-Mg provoque une acc616ration sensible de 

T A B L E A U  

INFLUENCE DES SUBSTRATS DE LA REACTION DE TRANSPHOSPHORYLATION SUR L'INHIBITION PAR LE 
CHLORURE DE DANSYL DE L'ARGININE KINASE NATIVE ET DE LA CRI~ATINE KINASE PR1~TRAITI~E 
PAR p-CHLOROMERCURIBENZOATE DE SODIUM 

Subs t ra t s  % I n h i b i t i o n  

D N S - C 1  2 .  lO -4 M D N S - C 1  3"±o-5  M 
p -Ch loromercur i -  A r g i n i n e  k inase  
benzoate de s o d i u m -  • . t o  -5 M 
cr~atine k inase  
5" lO-S M 

- -  74 76 
A T P - M g  

0.005 M ioo  82 
O.OLO M ioo  62 

A D P - M g  
0.005 M 83 
O.OLO M 96 47 

G u a n i d i n e s  s u b s t i t u d e s  
o .o i  M 73 61 
0.03 M 27 

A T P - M g  + c r~a t i ne  97 
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la vitesse d'inhibition, comme l'indique le Tableau I e t ,  plus particuli~rement, le trac6 
des courbes 2 et 3 de la Fig. IA. Aucun effet de ce genre n 'a  6t6 observ6 pour l 'arginine 
kinase dont l 'inhibition est, au contraire, retardde par I 'ADP-Mg. D'autre  part,  cet 
enzyme est partiellement prot6g6 par l 'arginine ainsi que, cependant, par d 'autres 
a -NH 2 aminoacides; ce dernier fait rend incertaine l'influence du substrat  guanidique 
et sugg~re une r6aetion simultande du DNS-C1 avec le groupement a -NH 2 de l'arginine 
et le rdsidue actif de la protdine enzymatique. 

.g 
-o 0.~ 

o 
CI 

0 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

~so aso .~o s~o~ 

Fig. 2. Spectre d ' absorp t ion  de la S-sulfdnylsulfonate crdatine kinase dansyMe. Enzyme ~ la 
concentrat ion de 7.6. lO -6 M, con tenant  2 dquivalents de DNS et inhibde 5~ 92 %. Tampon  phos- 
phate  o.oi M, (pH 8.1). a, spectre dt~bli en densitd optique normale;  b, spectre dtabli/~ l'dchelle × 
I O .  

Spectre d'absorption des DNS-phosphokinases el stoechiomdtrie de la rdaction de dansy- 
lation 

Les deux phosphag@ne kinases conjugu6es ~ diff@rentes quantitds de chlorure 
de dansyl et pr6sentant dill@rents degr6s d'inhibition montrent  un spectre d'absorption 
caractdristique des prot6ines dansyl6es 21, avec un maximum se situant g6ndralement 

335 m# (Fig. 2b). Les solutions d 'enzymes dansylds prdsentent aussi une fluorescence 
jaune ~ la lumi~re ultraviolette. 

La Fig. 3 met  en 6vidence la relation 6troite existant entre le nombre de moles 
de DNS fix6es et le degr6 d'inhibition de la crdatine kinase. L 'enzyme perd toute son 
activit@ par la fixation de 2 moles de DNS. Apr~s t rai tement  par le dithiothreitol et 

100 

~e 

/ /  
Moles DN$/Mo le  cr~oLine kina~,e 

Fig. 3. Relation entre la perte d'activitd enzymat ique  et le hombre  de moles de DNS conjugudes 
par  mole de crdatine kin~se. S-Sulf@nylsulfonate crdatine kinase: 1. 5 • lO -4 M; t a mpon  phos- 
phate  5" io 2 M (pH 8.1); DNS-CI: i - l O  -2 M. Apr~s des t emps  de rdaction diffdrents, on mesure 
parall@lement l 'activitd enzymat ique  apr~s rdduetion par  le dithiothreitol  et l ' absorpt ion & 335 m/* 
de l 'dchantillon purifid (voir P A R T I E  E X P I ~ R I M E N T A L E ) ,  

Biochim. Biophys. Acta, 167 (1968) 3o8-316 



314 R. KASSAB, C. ROUSTAN, L.-A. PRADEL 

TABLEAU I1 

S T O E C I - I I O M E T R I E  D E  L ' I N A C T I V A T I O N  D E  L ' A R G I N I N E  K I N A S E  P A R  L E  C H L O R U R E  D E  D A N S Y L  

Arginine DNS-Cl ajoutg DNS fixd 
kinase (M) (mole~mole 
(~o -4 M) arginine kinase) 

1 . 2 2  3 • I O  3 I .O 98 
1 . 2 2  3 - I O  - 3  1 . 2  I O O  

1.22 3 • Io -s 0.70 80 
2.44 1. 4 ' I o  s 0.90 92 
2.44 1.8" lO -3 1.3 IOO 

% Inhibition 

dialyse, les dosages des groupes - S H  de la prot6ine dansyl6e inactive montrent  la 
pr6sence, dans l 'enzyme natif, des 2 - S H  %actifs essentiels et, apr~s ddnaturation par 
l'ur6e 8 M, celle des 6 groupements - S H  totaux. 

Le Tableau n indique que l'arginine kinase dansylde tt l '6tat natif  est compl&te- 
ment inhib~e en fixant une mole de r6actif par mol6cule d'enzyme. Toutefois, quand 
elle est sous la forme de S-sulf6nylsulfonate prot6ine elle fixe une quantit6 de DNS 
sup6rieure ~ celle correspondant ~ son degr6 d'inhibition. De plus, dansyl6e sous sa 
forme native et contenant une mole de DNS par mole d'enzyme, elle perd la totalit6 
de ses groupes - S H ;  cependant, apr~s dialyse exhaustive contre dithiothreitol, la 
prot6ine dansyl6e inactive retrouve ses 6 groupes -SH.  

Caractdrisation chimique du site de fixation du DNS-Cl sur les phosphagkne kinases 
Afin d'6viter les r6actions de transfert du DNS an sein des enzymes conjugu6s, 

pouvant  se produire au cours d'une hydrolyse chimique drastique des prot6ines, celles- 
ci sont d 'abord dig6r6es par la pronase qui, comme l'illustrent les analyses chromato- 
graphiques et dlectrophor6tiques (Fig. 4), lib~re un seul d6riv6 de fluorescence jaune 
poss~dant la m~me mobilit6 et le m~me RE que la DNS-e-lysine de synth~se utilis~e 
comme t6moin. Elu6 puis hydrolys6 par HC1 6 M, ce d6riv6 conserve les m~mes carac- 
t6ristiques. Additionn6 de DNS-e-lysine, il donne ~ l'61ectrophor+se ~ diff6rents pH 
et ~ la chromatographie une seule tache fluorescente. 

(-) (-} 

0 0 0  

<) O O 

o ~ ~ ~ 

o o 0 0 

A B 

Fig. 4. Identification de la DNS-e-lysine dans les phosphag6ne kinases dansyl6es. Electrophor~se 
5, hau t  voltage des hydrolysats  enzymatiques  puis acides des DNS-arginine kinase et cr~atine 
kinase. A, p H  6.5, B, pH 2. P, hydrolysa t  par  la pronase;  H, hydrolysa t  acide (HC1 6 M) du d6riv6 
dansyl6 lib6r~ par  la pronase et isol~ par  ~lectrophor~se 5_ p i t  6.5; T, tgmoin DNS-e-lysine; D, 
DNS-OH. 
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CONCLUSION 

La dansylation des phosphag&ne kinases et, tout particuli~rement, de la cr~atine 
kinase apr+s protection r6versible des groupes -SH essentiels a permis de mettre en 
6vidence d'une fagon s61ective le caract~re indispensable des r6sidus lysine dans 
l'activit6 de ces enzymes qui, ~ notre connaissance actuelle, semblent d6pourvus de 
groupements a-NH 2 libres2a, 24. La recherche de r6sidus d'acides amin6s actifs dans les 
enzymes poss6dant des fonctions thiol essentielles, au moyen de r6actifs qui ne sont 
pas d'une sp6cificit6 absolue, exige le blocage r6versible de ces groupements. Ainsi 
KRESS ET NODA 25 6tudient l 'alkylation des r6sidus m6thionine de la myokinase dont 
les g roupes -SH r6actifs sont prot6g6s par l'acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique 
(DTNB). De m~me, PFLEIDERER ET JECKEL 26 montrent l 'importance des r6sidus 
histidine ou tyrosine dans les lacticod6shydrog6nases trait6es par le p-chloromercuri- 
benzoate de sodium, le chlorure mercurique ou le DTNB (bibl. 27). Enfin, LIE 2s a 
d6crit l 'alkylation s61ective d'une histidine active dans la prot6ase streptococcale dont 
un groupe -SH essentiel a ~t6 prot6g6 par le tetrathionate de sodium. 

Le chlorure de dansyl a d6jk 6t6 utilis6 comme r6actif inhibiteur des enzymes se 
fixant sur les lysines actives de la myosine ATPase29, 3° et de la r6nine al ainsi que sur 
l'histidine 21 ou la s6rine 32 de la chymotrypsine. Les rdsultats obtenus au cours de ce 
travail montrent que l'inhibition de la cr6atine kinase et celle de l'arginine kinase sont 
associ6es respectivement A l'incorporation de deux moles et d'une mole de chromo- 
phore par mol6cule gramme de protdine; grace ~ la stabilit6 et aux caract&res analy- 
tiques du d6riv6 fluorescent lib6r6 par les enzymes dansyl6s et hydrolys6s par la pro- 
nase, il a 6t6 possible d'identifier le site de fixation du DNS comme 6tant la e-NH 2- 
lysine. 

Bien que les exp6riences de protection par les substrats ne permettent pas 
d'assigner un r61e d6fini ~ ces r6sidus dans l'activit6 enzymatique, l'acc61~ration de 
l'inhibition de la cr6atine kinase par le DNS-C1 rappelle celle observ6e en alkylant, 
dans les m~mes conditions, la prot6ine par l'acide iodoac6tique ° et sugg~re la proximit~ 
du r6sidu lysine par rapport ~. la cyst6ine active. Le r61e du groupement lysine propos6 
par WATTS 7,8 dans le maintien d'une conformation stable du site actif peut ~tre 
soulign6 par les modifications structurales subies par l'arginine kinase native dont les 
groupes -SH ont 6tabli, apr6s la fixation d'une mole de DNS, des ponts disulfure 
facilement r6duits par le dithiothreitol. A cet 6gard, la dansylation d'une lysine active 
dans la myosine ATPase provoque aussi une perte sensible des groupes -SH, partielle- 
ment retrouv6s apr+s traitement de la prot6ine par l'alcool ou l'urde 29. 

Enfin, l'existence dans la cr6atine kinase de 2 lysines actives sur 65 r6sidus 
lysine 3~ confirme la structure dim~re de cette prot6inO 4, chaque protom+re renfermant 
un -SH essentiel et un site catalytique ~. L'arginine kinase s'apparente ~ cette derni~re 
par la pr6sence d'une lysine active sur 32 (bibl. I7), d 'un SH essentielL5 et d 'un site 
catalytique an, associ6s ~ une structure monom+re qui sera prochainement d6montr6e 
par une 6tude quantitative de sa structure C-terminale aT. 
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RI~SUM]~ 

I. L 'ATP :crfatine phosphotransffrase (EC 2.7.3.2 ) et l 'ATP:arginine phospho- 
transf6rase (EC 2.7.3.3) sont sp6cifiquement inhib6es par le I-dim6thylaminonaphta- 
16ne-5-sulfochlorure, apr6s protection r6versible de leurs groupes SH essentiels. 

2. L'6tude spectrophotom6trique des prot6ines dansyl6es, purifides, montre que 
la perte d'activit6 est associ4e ~ l'incorporation de deux moles de dansyl par mole de 
cr6atine kinase et d'une mole de DNS par mole d'arginine kinase. 

3. Le site de fixation du chromophore dans chaque prot6ine a 6t6 identifi6 comme 
6tant la e-NH2-1ysine. 
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