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SUMMARY 

The active site of A T P  :guanidine phosphotransferases. I I .  Evidence for a critical histidine 
residue through use of a specific reagent, diethylpyrocarbonate 

I. ATP-creatine phosphotransferase (EC 2.7.3.2) and ATP :L-arginine phospho- 
transferase (EC 2.7.3.3) are inhibited at pH 6.1 by diethylpyrocarbonate, their reactive 
sulfhydryl groups being reversibly masked or not. The extent of inactivation is first- 
order with respect to time and inhibitor concentration. The ability of the substrates, 
used separately or mixed, to protect arginine kinase against inhibition, suggests the 
involvement of the modified group in the enzymic reaction. Nevertheless, in the case 
of creatine kinase no protection has been observed. 

2. The carbethoxylated enzymes develop a difference ultraviolet spectrum with 
a maximum peak at 24o m#, a specific feature of N-carbethoxyimidazole formation. 
From the kinetic data of spectrophotometric titrations and loss of activity, it is 
concluded that one histidine residue and two histidine residues are modified per mole 
of arginine kinase and creatine kinase respectively, causing total inactivation. 

3. Advantages of diethylpyrocarbonate as a protein-histidyl reagent are 
demonstrated by the specific titration of the histidine content in both denaturated 
enzymes. Furthermore it is shown that the number and reactivity o f - S H  groups are 
not modified in the carbethoxylated inhibited phosphokinases. 

INTRODUCTION 

Au cours de nos recherches sur les r6sidus d'acides amines essentiels ~ la catalyse 
enzymatique dans les ATP:guanidine phosphotransf6rases (EC 2.7.3), nous nous 
sommes particuli~rement int6ress6s aux r6sidus histidine. En effet, les 6tudes de 
cin6tique faites sur la cr6atine kinase (EC 2.7.3.2) ainsi que celles ayant trait ~ la 
r6activit6 particuli&re des fonctions -SH essentielles dans cet enzyme et dans l'arginine 
kinase (EC 2.7.3.3) ont sugg6r6 la participation d 'un groupement imidazole. Ainsi 
NODA, NIHEI ET MORALES 1 ont mis en 6vidence la relation existant entre la vitesse 
maxima de la r~action de transphosphorylation et l'ionisation d'un r6sidu de pK 6.5. 
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D'autre  part,  la r6activit6 des groupes - S H  essentiels dans les phosphag~ne kinases 
6tudi6es s '6tant r6v616e ind6pendante du pH, RABIN ET WATTS 2,3, VIRDEN ET WATTS 4 
ont 6mis l 'hypoth~se que ces groupements existeraient dans la mol6cule enzymatique 
native dans un 6tat interm6diaire entre la forme mercaptan et l'ion mercaptide; cette 
structure serait rendue possible par l 'existence d'une liaison hydrog~ne liant le groupe- 
ment sulfhydrile A un r6sidu, tel que le noyau imidazole, selon le sch6ma suivant 

NH 

/ I / l l l l l / / l l / l l l / l l l l l  I I I I I  

Ce couple thiol-imidazole serait apte ~ promouvoir une catalyse du type acide- 
base au niveau du site actif de l 'enzyme 5. 

Nous d6crivons darts ce m6moire les r~sultats que nous avons obtenus concernant 
la modification de l 'activit6 de deux phosphag~ne kinases, la cr6atine et l 'arginine 
kinases, au moyen d'un nouveau r6actif du r6sidu histidine, le pyrocarbonate d 'f thyle.  
La r6action sp~cifique de ce dernier vis-~t-vis du noyau imidazole ~t pH 6 a 6t6 d~montr6e 
par MOHLRAD, HEGYI ET TOTH e et bien iUustr6e par les recherches d'EL6DI 7 sur la 
r6activit~ des r6sidus histidine dans les glyc6rald6hyde-3-phosphate deshydrog6nases 
et les lacticodeshydrog6nases. 

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

Matdriel 

L'ATP, sel de sodium, I 'ADP, sel de lithium, produits Calbiochem, l'arginine, 
la crdatine, d'origine commerciale, sont employ6s en solution aqueuse neutralis6e. 

Le pyrocarbonate d'6thyle (Carlo Erba) est utilis6 en solution dans l'alcool 
absolu ~ la concentration d~sir6e. 

L'acide 5-5'-dithiobis-2-nitrobenzo~'que (Aldrich Chemicals) est dissous dans le 
tampon phosphate lO -2 M (pH 7.3) ~ la concentration de lO -3 M. Le dithiothreitol 
(Nutritional Biochemicals Corp.) est employ6 en solution o.I M dans l 'eau distillde. 
Le t~trathionate de potassium est pr6par~ selon le procfd6 de TRUDINGER s e t  utilis~ 
en solution aqueuse A pH 7. 

L 'urfe  cristallis6e R.P. ainsi que le dodfcyl sulfate recristallis6 sont dissous 
avant  usage dans le tampon choisi. 

Le S6phadex G-25 coarse (Pharmacia, Uppsala) est 6quilibr6 ~ 4 ° soit avec de 
l 'ac6tate de sodium 0.03 M (pH 6.25), soit avec le tampon phosphate 0.05 M (pH 8.1). 

La crfatine kinase de muscle de lapin, pr~par6e/t l '6tat cristallis~ selon la m6- 
thode de MAHOWALD, NOLTMANN ET KUBY 9, pr6sente une activit6 sp6cifique de 7 o. 

L'arginine kinase de muscle de homard est obtenue selon DER TERROSSIAN 
et al.l°; son activit6 sp6cifique est de 230. Avant  usage, les solutions enzymatiques 
sont dialys6es ~ froid pendant 48 h contre le tampon phosphate 0.02 M (pH 7). 

M dthodes 
La concentration protdique est d6ternlin6e d'apr&s les coefficients d'extinction 
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des enzymes ~ 28o m# dans le tampon phosphate o.oi M (pH 7) (cr6atine kinase E l~m = 
8.8 (bibl. I I ) ;  arginine kinase ~% 8.1) E I C l n  ~ ° 

L'activit6 enzymatique est mesur6e dans le sens direct de la r6action de trans- 
phosphorylation dans les conditions d6j~ indiqu6es12,18. 

Carbdthoxylation des phosphag~ne kinases. La r6action du pyrocarbonate d'6thyle 
est effectu6e sur les enzymes natifs ou sur les enzymes dont les groupes - S H  ont 6t6 
pr6alablement prot6g6s par le t6trathionate de potassium, comme il a 6t6 d6j ~ d6criO 4. 
A IO m/~moles d'arginine kinase (43o#g de prot6ine) et ~ 5-4 m#moles de cr6atine kinase 
(430/~g de prot6ine) dans un volume final de I ml de tampon phosphate o.o5 M (pH 6.1), 
on ajoute, ~ la temp6rature ordinaire, I ~ IO #1 d'une solution alcoolique de pyrocar- 
bonate d'6thyle dont la concentration est 6gale au moins ~ o.i M. La modification de 
l 'activit6 enzymatique par carb6thoxylation est 6tudi6e en fonction du temps, de la 
concentration en r6actif, en l 'absence et en pr6sence des substrats. Lorsque les enzymes 
trait6s sont sous la forme S-sulf6nylsulfonate, la mesure de l 'activit6 enzymatique est 
effectu6e apr~s r6duction des prot6ines par le dithiothreitol, comme il a 6t6 d6j~ 
indiqu614. 

Mesure spectrophotomdtrique de la carbdthoxylation des phosphokinases. A partir  
d'une solution de 3 ml contenant 30 m#moles d'arginine kinase ou 15 m#moles de 
cr6atine kinase dans le tampon phosphate 5" lO-2 M (pH 6.I), on pr61~ve 2 fois I ml, 
destin6s aux mesures de spectrophotom6trie diff6rentielle qui sont r6alis6es au spectro- 
photom~tre Cary 15 dans des cuves ~ double compart iment de o.4375 cm de trajet  
optique. On ajoute alors dans la cuve-essai I ~ 2/,1 de pyrocarbonate d'6thyle pr61ev6s 

part ir  d'une solution 0.3 M dans l'aleool absolu et, dans la cuve t~moin, autant  
d'alcool absolu. La carb6thoxylation est suivie dans le tenlps et ~ une temp6rature de 
15-2o °, par l '6tablissement des spectres diff6rentiels dont l 'absorption maxima 
242 m/~ fournit, d'apr&s le coefficient d 'absorption molaire du N-carb6thoxy-imidazole 
(~i = 3200) (bibl. 7), le nombre de r6sidus modifi6s par mole de prot6ine (poids mol6- 
culaire arginine kinase = 43 ooo (bibl. 15); poids mol6culaire cr6atine kinase = 
81 ooo (bibl. I i )) .  Enfin, le ml de solution enzymatique restante, trait6 dans les 
m~mes conditions, permet la mesure parall~le de la perte d'activit6. 

Rdaction des rdsidus histidine avec le pyrocarbonate dans les phosphag~ne kinases 
ddnaturdes. La carb6thoxylation des groupements histidine to taux de l'arginine kinase 
et de la cr6atine kinase est effectu~e dans le temps, en t ra i tant  d 'abord les pro- 
t~ines (14.2 re#moles pour cr6atine kinase, 7 ° m/tmoles pour arginine kinase) par 
l'ur6e A la concentration finale 6 M ou par le dod~cyl sulfate de sodium ~ i % ,  puis 
par IO/~1 d'une solution apportant  500/,moles de r~actif par / ,mole  de prot6ine. Les 
lectures sont faites ~ 242 m# contre t6moin prot6ine d~natur6e sans pyrocarbonate 
d'6thyle. 

Dosage des groupes -SH dans les carbdthoxyphosphokinases purifides. IO mg d'argi- 
nine kinase et 25 mg de cr~atine kinase dans un volume de 2 ml de tampon phosphate 
5" lO-3 M (pH 6.1) sont trait6s par  I #1 d 'une solution de pyrocarbonate 3 M. An bout 
de 5 min de contact, A la temp6rature ordinaire, les enzymes inhib6s sont filtr~s ~ 4 ° 
sur une colonne de S6phadex G-25 (2 cm × 20 cm) dans l 'ac6tate de sodium 0.03 M 
(pH 6.25) ou dans le tampon phosphate 0.05 M (pH 8). La concentration des prot6ines 
contenues dans les effluents recueillis par fractions de 2.5 ml est d6termin~e d'apr~s le 
coefficient d'extinction A 280 m# et le dosage des groupements - S H  est effectu6 en 
l 'absence et en presence d'ur6e 8 M au moyen du r6actif d'ELLMAN 16, dans le tampon 
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Tris-ac6tate o.5 M (pH 8). Parall&lement, on mesure par lecture diff6rentielle ~ 242 m# 
le nombre de rdsidus histidine carbdthoxylds. 

RESULTATS 

Inhibition de la crdatine kinase et de l'arginine kinase par le pyrocarbonate d'dthyle 
Le pyrocarbonate d'6thyle inhibe ~ temp6rature ordinaire, & pH 6.1, l 'activit6 

des phosphokinases 6tudi6es, que celles-ci soient employ6es sous la forrne native on 
sous celle de S-sulf6nylsulfonate enzyme. Le degr6 d'inhibition obtenu est propor- 

.50 "< 50 

[Pyrocarbonate d'eLhyle] xlO -z" M 

Fig. i. Effet  de la  concen t ra t ion  en py roca rbona t e  d '6 thy le  sur l ' ac t iv i t~  des phosphag~ne  ki- 
nases. A, Cr~atine k inase :  5 " Io-"  M; B, a rg in ine  k inase :  t • i o  5 M; t a m p o n  phospha t e :  5 ' IO-2 M 
(pH 6.1), t e m p e r a t u r e  ord ina i re ;  p y r o c a r b o n a t e  d '6 thy le :  aux  concen t ra t ions  indiqu6es,  a jout6  
& paxt i r  d 'une  so lu t ion  o.I M. Volume final:  i ml. Au bou t  de IO min  de r6action, une pa r t i e  ali- 
quote  de chaque  essai est  pr61ev~e et  d i lu t e  dans  le t a m p o n  g l y c i n e - N a O H  5" lO-2 M (pH 8.4); 
l ' ac t iv i t~  e n z y m a t i q u e  est  mesur~e sur o.2/~g d ' a rg in ine  k inase  et  i #g  de cr~atine kinase.  

tionnel A la concentration en r6actif (Fig. I) et d6pend du temps de contact pour un 
rapport  molaire: inhibiteur/enzyme sup6rieur ~ 5o (Fig. 2). La reproductibilit6 des 
vitesses d'inhibition exige l 'emploi de solutions-m~res de pyrocarbonate relativement 
concentr6es (o.3 M), le r6actif s 'hydrolysant plus rapidement en solution dilu6e, 
m~me dans l'alcool absolu. La variation de la force ionique du milieu r6actionnel ne 
modifie pas la vitesse de l'inhibition. Les ions nitrate, sulfate et ac6tate ajoutds & la 
concentration de 3 '  IO-2 M sont sans effet. 

Influence des substrats 
La vitesse de l'inhibition est modifi6e par la pr6sence des substrats de la r6action 

de transphosphorylation d'une fa~on diff~rente pour les deux enzymes. En effet, 
comme l'indique le Tableau I, l 'arginine kinase est prot6g6e par les nucl6otides, d'une 
part,  et l'arginine, d 'autre part,  employds s@ar6ment ; la protection est encore meil- 
leure en pr6sence du m61ange r6actionnel ATP-Mg plus arginine (Fig. 3)- Par  contre, 
aucune protection valable n 'a  6t6 observ6e pour la cr6atine kinase, mOme en pr6sence 
des substrats r6unis. 

Analyse spectrophotomdtrique de la carbdthoxylation des phosphagOne kinases 
Les Figs. 4 A et 4 B repr6sentent respectivement les spectres d 'absorption diff6- 
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Fig. 2. Cin6t ique de l ' i nh ib i t i on  de l ' a rg in ine  k inase  par  le p y r o c a r b o n a t e  d '6 thyle .  E n z y m e :  
i • io  -5 M dans  t a m p o n  p h o s p h a t e  5" IO-2 M (pH 6.1), t e m p e r a t u r e  ordinaire .  P y r o c a r b o n a t e  
d 'Ethyle :  i . i o  4M ( O - - O ) ;  2 "Io-4 M ( O - - C ) ) ;  3"1o -4M  ( x - - × ) ;  6 . I o - 4 M  (~ - -~ ) .  Volume 
final:  i ml. A u x  t e m p s  indiqu6s,  une par t i e  a l iquote  de chaque  essai es t  pr61ev6e et  dilu6e dans  
le t a m p o n  g lyc ine  N a O H  5 " io  2 M (pH 8.4) ; l ' a c t iv i t6  e n z y m a t i q u e  est  mesur6e sur 0.2/~g de 
prot~ine.  

Fig.  3. P ro t ec t i on  de l ' a rg in ine  k inase  pa r  le m61ange des s u b s t r a t s  de la r eac t ion  d i rec te  de 
t r a n s p h o s p h o r y l a t i o n  cont re  l ' i nh ib i t i on  pa r  le p y r o c a r b o n a t e  d 'Ethyle.  E n z y m e :  i • i o  5 M darts 
t a m p o n  p h o s p h a t e  5 • lO-2 M (pH 6.1), t e m p e r a t u r e  ord ina i re ;  p y r o c a r b o n a t e  d '~ thyle  : 3" lO-4 M. 
Subs t r a t s :  a rg in ine  2 . I o  -2 lVl; A T P  = acd ta te  de M g - - z - l O  -3 M; I O.Ol 7. © - - C ) ,  enzyme  + 
p y r o c a r b o n a t e  d 'Ethyle ;  Q - - O ,  enzyme  prEincubE en presence des s u b s t r a t s  puis  t ra i t~  pa r  pyro-  
ca rbona t e  d 'Ethyle.  A ux  t e m p s  indiqu6s,  une pa r t i e  a l iquo te  de chaque  essai  est  prElev6, dilueE 
dans  le t a m p o n  g l y c i n e - N a O H  5 " IO-e M (pH 8.4) ; l ' a c t iv i t6  e n z y m a t i q u e  est  mesur~e sur  o.2 pg  
de prot6ine.  

rentiels ~ pH 6.1 de la cr6atine kinase et de l 'arginine kinase natives, carb6thoxyl~es. 
Les prot6ines montrent  un maximum d'absorption ~ 242 m# caract6ristique du N- 
carb6thoxyimidazole6, 7. Si ron  suit parall&lement l 'augmentat ion de l 'absorption 
242 m# et la perte d'activit6 enzymatique, on obtient les diagrammes illustr6s sur les 
Figs. 5A et 5 B, qui met tent  en 6vidence la relation existant entre la perte d'activit6 
des prot6ines et leur carb6thoxylation. Les droites des Figs. 6A et 6B met tent  en relief 
la stoechiom6trie de cette r6action et montrent  que l 'inhibition totale est due & la 

T A B L E A U  I 

INFLUENCE DES SUBSTRATS DE LA R£ACTION DE TRANSPI-IOSPHORYLATION SUR L'INHIBITION DES 
FHOSFHAGENE KINASES PAR LE PYROCARBONATE D'I~TFIYLE 

E n z y m e s :  a rg in ine  k inase  = i • i o -~ M; cr6at ine  k inase  = 5" io  -6 M. T a m p o n  p h o s p h a t e  5" 10 -2 M 
(pH 6.1). p y r o c a r b o n a t e  d 'Ethyle  -- 3 ' IO-4 M. TempEra ture  ordinaire .  Temps  de reac t ion :  IO rain. 
ProtEines  prEincub~es en pr6sence des s u b s t r a t s  employEs sEpar6ment  ou m61ang~s: A T P - M g  = 
A D P - M g  -- a rg in ine  ~ cr~at ine  = 2.  lO -3 M. Act iv i tE e n z y m a t i q u e  mesur~e sur  0.2/~g et  i / 2 g  
de protEine pour  a rg in ine  k inase  et  cr6at ine  k inase  respec t ivement .  

Substrals % Inhibition 

A rginine Crdatine 
hinase kinase 

- -  80 ioo  
A T P - M g  38 75 
A D P - M g  38 80 
Arg in ine  42 
Cr~at ine • oo 
A T P M g  + argin ine  20 IOO 
A T P - M g  ou A D P - M g  + crEatine 80 
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Fig. 4. Spectre  d ' ab so rp t i on  diff~rentiel  des ca rbe thoxyphosphag~ne  kinases.  A. Crdatine k inase :  
i .  i o  -~ M dans  t a m p o n  phospha t e  5" lO-2 M, p H  6.1, t ra i tde  5̀  2o ° pa r  p y r o c a r b o n a t e  d '~ thy le :  
6- lO -4 M. Spectre  ~ t a b l i d a n s  le temps,  a:  2 min ;  b:  3 min ;  c: 4 min ;  d:  5 min. B. Arginine  k inase  : 
i .  i o  ~ M dans  t a m p o n  phospha t e  5" IO-~ M, pH 6.1, t ra i t~e  5̀  2o ° pa r  py roca rbona t e  d '~ thy le :  
6.  io-* M. Spectre  6 tabl i  dans  le t emps ,  a:  2 min ;  b:  3 min ;  c: 4 min ;  d:  5 min ;  e: 6 min.  Les  
diff6rences d ' abso rp t i on  sont  donn~es pour  un  t r a j e t  op t ique  de i cm. 

modification d'un r6sidu histidine dans l'arginine kinase et de deux r6sidus histidine 
dans la cr6atine kinase. 

En ce qui eoncerne l'arginine kinase, la stabilit6 de l 'enzyme carb6thoxyl6 
d@end 6troitement de la temp6rature. Aussi la modification de cette prot6ine par le 
pyrocarbonate d'6thyle doit fitre men6e ~ une temp6rature n'exc6dant pas 15 °. 

En vue de tester la sp6cificit6 de la r6action du pyrocarbonate d'6thyle sur les 
r6sidus histidine dans les enzymes 6tudi6s, des dosages spectrophotom6triques ont 
6t6 effectu6s dans le temps apr~s la d6naturation des prot6ines et l'emploi d'un exc~s 
de r6actif. La Fig. 7 A illustre les r6sultats obtenus pour la cr6atine kinase et la Fig. 7 B 
ceux correspondant ~ l'arginine kinase. Pour les deux enzymes, la r6action est plus 
rapide en pr6sence d'ur6e 6 M qu'en pr6sence de dod6cyl sulfate. Finalement, le nombre 

I 

00\  /f!'0.10 0or 

z ~ 4 5 I 2 3 ~- 5 6 
temps (ran) 

Fig. 5- Re la t ion  en t re  le degr6 d ' i nh ib i t i on  des phosphag6ne  k inases  pa r  le p y r o c a r b o n a t e  d 'd thy le  
et  l ' a u g m e n t a t i o n  de leur absorp t ion  5̀  242 m/~. A. Cr~atine k inase :  i -lO .5 M dans  t a m p o n  phos- 
p h a t e  5 "IO-2 M, p H  6.1, ca rbe thoxy l6e  5̀  2o ° pa r  p y r o c a r b o n a t e  d '6 thy le :  6.  lO .4 M. B. Arginine  
k inase :  i .  lO .5 M dans  t a m p o n  p h o s p h a t e  5 '  lO-2 M, pH 6.1, ca rbe thoxy lde  5̀  2o ° pa r  pyrocar-  
bona te  d '6 thy le  6 • lO -4 M. A ux  t e m p s  indiqu6s,  on mesure  l ' a u g m e n t a t i o n  d ' abso rp t ion  5. 242 m~ 
et, para l l~ lement ,  sur un dchant i l lon  t ra i td  dans  les mgmes  condi t ions,  on d6 te rmine  la  per te  
d ' ac t iv i t~  enzyma t ique .  (O---Q), % ac t iv i t6  ; ( (2)-- ©), a u g m e n t a t i o n  de l ' ab so rp t i on  5̀  242 m/~ pour  
un  t r a j e t  op t ique  de i cm. 
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Fig. 6. Stoechiomgtrie de l ' inactivation des phosphag6ne kinases par  le pyrocarbonate  d'4thyle. 
A. Cr6atine kinase. B. Arginine kinase. 

de r6sidus histidine dos6s est de 34 moles pour la cr6atine kinase et de 8 moles pour 
l'arginine kinase, valeurs identiques ~t celles obtenues par analyse de leur composition 
en acides amin6st°,lL 

Dosage des groupements -SH des phosphag~ne kinases carbdthoxyldes 
Afin de montrer que la perte d'activit6 des phosphag6ne kinases apr6s action 

du pyrocarbonate d'6thyle est ind6pendante des groupements sulthydriles, ces derniers 

0.50 

<3 

0.25 

A B 

5 10 15 20 0 
Temps (rninuEes) 

0.25 

10 20 30 g0 ~ 

Fig. 7. R6action des rdsidus histidine dans les phosphag6ne kinases avec le pyrocarbonate  d'6thyle. 
A. Crdatine kinase: 4-76' IO -e M dans t a m p o n  phospha te  5 • lO-2 M (pH 6.1), trait6e par  pyro-  
carbonate  d'6thyle: 2.2 • IO -a M darts un  volume final de 3 ml, apr6s contact  avec ur6e 6 M (courbe 
i) ou chauffage 5 min & IOO ° en pr6sence de doddcyl sulfate & i % (courbe 2). B. Arginine kinase: 
2 . 3 3 . i o - 5 M  dans t a m p o n  phospha te  5 . i o - ~ M  (pH 6. i), trait6e par  pyrocarbonate  d'dthyle:  
i . i .  lO -2 M dans un volume final de 3 ml, apr6s contact  avec urge 6 M (courbe I) ou chauffage 
5 min & ioo °, en prdsence de dod6cyl sulfate & 1% (courbe 2). Lectures & 242 m/~ contre tdmoin 
protdine en l 'absence de r4actif. 

ont 6t6 dos6s dans les enzymes inhib6s et purifi6s. Le Tableau II montre que la cr6atine 
kinase a non seulement conserv6 la totalit6 de ses groupements -SH mais aussi la 
r6activit6 de ses 2 -SH essentiels. L'arginine kinase pr6sente la totalit6 de ses 6 groupe- 
ments dosables en l'absence d'ur6e. 
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T A B L E A U  I I  

DOSAGE DES GROUPEMENTS Sn DANS LES CARB~THOXYPHOSPHAGENE KINASES 

Prdparations % Nombre de Groupements SH dosds 
Inhibition rdsidus 

histidine Sans urde Avec urge 
modifids 
par mole Tdmoin Essai T~moin Essai 
d'enzyme 

Cr~atine k inase  na t i ve  85 1.75 1.72 2.2 8.1 6.6 
Arginine  kinase  na t i ve  95 0.80 6.o 5.9 

DISCUSSION 

Les r6sultats exp6rimentaux que nous avons d6crits mettent en 6vidence 
l'inhibition des phosphag~ne kinases, natives ou ayant les groupes SH rnasqu6s, par 
la carb6thoxylation d'un nornbre bien d6fini de r6sidus histidine. 

En effet, les caract6ristiques spectrales des enzymes trait6s par le pyrocarbonate 
d'6thyle 5 pH 6.1 sont celles connues pour le N-carb6thoxyirnidazole6, 7. De plus, le 
degr6 de perte d'activit6 pour les deux enzymes est en relation 6troite avec l'augrnen- 
tation de l'absorption 5 24 ° rn/~. Ainsi l'arginine kinase et la cr6atine kinase semblent 
renfermer un r6sidu histidine actif par 40 ooo g de prot6ine. Ceci est en accord avec 
les r6sultats d6j~t obtenus concernant la pr6sence du rn~rne nombre de groupe -SH 
(bibl. 4, 18, 19) et de r4sidu lysine essentiels 14. Dans le cas de la crdatine kinase, ces 
donn4es indiquent que chaque sous-unit6 poss6de son propre site catalytiqne. 

L'effet protecteur important exerc6 par le rn61ange des substrats ~ l'6gard de 
l'arginine kinase traduit l'interaction du guanidique et des nucl6otides avec ou ~t proxi- 
rnit6 de l'histidine active. L'ensemble de ces r6sultats apporte, pour la premiere lois 
sans doute, un appui exp6rimental au r61e des r6sidus histidine dans le rn6canisrne 
d'action des phosphag6ne kinases a-5. 

L'ernploi du pyrocarbonate d'6thyle cornrne r6actif sp6cifique du noyau irnida- 
zole ~ pH 6 a 6t6 d6j~t rnis en 6vidence par ELODI 7. Le pr6sent travail confirme son 
utilisation fructueuse pour montrer l'irnplication des r6sidus histidine dans l'activit6 
d'enzymes poss6dant des groupes -SH r6actifs. 
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R~SUM~ 

I. L'ATP:cr6atine phosphotransf6rase (EC 2.7.3.2 ) et l 'ATP:L-arginine phos- 
photransf6rase (EC 2.7.3.3), ernploy6es sous la forme native ou apr6s rnasquage de leurs 
groupes-SH essentiels, sont inhib6es, ~ pH 6.I, par le pyrocarbonate d'6thyle. Le degr6 
d'inhibition varie avec le temps et la concentration en inhibiteur. Les substrats de la 
r~action de transphosphorylation, ernploy6s s6par6rnent ou rn61ang6s, prot6gent 
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efficacement l'arginine kinase, mais ne sont d'aucun effet vis-a-vis de la cr6atine kinase. 
2. Les enzymes carb6thoxylds pr6sentent un spectre d'absorption diff6rentiel 

avec un maximum d'absorption ~t 240 m/~, caract6ristique de la formation de N-  
carb6thoxyimidazole. Les d6terminations spectrophotomdtriques effectudes parall61e- 
ment aux mesures de la perte d'activit6 d6montrent l'implication de deux r6sidus 
histidine actifs dans la cr6atine kinase et d'un r6sidu histidine essentiel dans l'arginine 
kinase. 

3. La sp6cificit6 du pyrocarbonate d'6thyle {t l'6gard des r6sidus histidine a 6t6 
mise en relief par l'6tude de la carb6thoxylation de ces aminoacides dans les phospha- 
g6ne kinases d6natur6es. Cette sp6cificit6 a 6t6 encore soulign6e par la non-modification 
du nombre et de la r6activit6 des groupes - S H  dans les enzymes inhib6s. 
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