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SUMMARY 

Differential spectrophotometry of A T P  :guanicline phosphotransferase-substrate com- 
plexes 

i. The difference spectra which result from the binding of nucleotide and 
guanidine substrates to creatine kinase and arginine kinase has been studied. 

ADP produces specific shift in the absorption spectrum towards higher wave 
lengths when interacting with both enzymes. The change observed with ATP is quite 
different and results from a smaller absorption of the adenine ring. When present, 
the metal Mg 2+ does not change the spectra. 

Spectrophotometric titrations with nucleotides indicate a stoichiometry of one 
mole of nucleotide per mole of arginine kinase and two moles of nucleotide per mole 
of creatine kinase. 

The dissociation constants for the nucleotide-phosphagene kinase complexes 
derived from spectral titration data are similar to those obtained from kinetic studies. 

2. The binding of creatine to creatine kinase provides no difference spectrum. 
But a specific one accompanies the binding of L-arginine and L-arginine phosphate to 
arginine kinase with tyrosyl peaks at 280 and 287 m# and a hypochromic phase at 
239 m/,. 

3. Identical difference spectra are also obtained with various hydrophobic 
L-amino acids such as isoleucine, valine, etc., suggesting interaction between the enzyme 

H a/COOH 
active site and the structure - CZkNH, of the studied derivatives. This fact is sup- 

ported by the protecting effect afforded by the above amino acids against sulfllydryl 
reagents inhibition. On the other hand, alkylation of arginine kinase with iodoacetamide 
provides a difference spectrum showing the tyrosyl peaks produced with L-arginine 
and L-amino acids. The S-carboxymethyl enzyme fails to bind arginine or amino acids 
while it still reacts with nucleotides. 

These experiments suggest that the process of binding L-arginine and some 
L-amino acids to the arginine kinase active site involves the interaction of the essential 

a/COOH 
sulfiaydryl group with t h e  HC~NH2 function of these compounds. 

Abr6viation: DTNB, acide 5,5'-dithiobis-z-nitrobenzo~'que. 
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INTRODUCTION 

Les nombreuses 6tudes cin6tiques faites jusqu'~ pr6sent ont d6montr6 que le 
v6ritable substrat nucl6otidique des ATP :guanidine phosphotransf~rases (EC 2.7.3) 
est constitu6 par le complexe ATP-Mg ou ADP-Mg (bibl. I). Mais, si le mode de 
fixation de ce complexe est bien 6tudi6 dans le cas de la cr6atine kinase 2, aucune 
investigation similaire n'a 6t6 effectu6e sur l'arginine kinase. D'autre part le r61e, 
d6terminant ou non, du m6tal au cours de cette fixation reste, d'une fa~on g6n6rale, 
peu connu. 

Par ailleurs, il a 6t6 suppos6 que le groupement sulfhydrile r6actif et essentiel 
l 'activit6 de l'arginine phosphotransf6rase (EC 2.7.3.3) sert ~ fixer le groupement 

guanidique du substrat 3. Nous avons pens6 que l'6tude, au moyen de la spectrophoto- 
m6trie diff6rentielle 4, des interactions des phosphag~ne kinases avec leurs substrats 
permettrait  de saisir les variations structurales de l 'enzyme provoqu6es s6par6ment 
par chacun d'eux, sans l'interf6rence des autres substrats ou des produits de la r6action. 

Les r6sultats que nous rapportons dans ce m6moire ont 6t6 obtenus au cours de 
l'6tude de l'arginine kinase de muscle de homard et de la cr6atine kinase de muscle de 
lapin (EC 2.7.3.2). Les modifications spectrales provoqu6es par I 'ATP et I'ADP ne 
sont pas affect6es par la prdsence de Mg ~+. En outre, les changements de spectre 
engendr6s par la fixation de l'arginine et de diff6rents analogues sur l'arginine kinase 
paraissent refl6ter des alt6rations sp6cifiques localis6es au niveau du groupe -SH 
essentiel de l'enzyme. 

MATI~RIEL 

L'ATP sel de sodium et I 'ADP sel de lithium (Calbiochem), chromatographique- 
ment purs, sont employ6s en solution aqueuse neutralis6e par NaOH I M. 

Les d6riv6s guanidiques (L- et n-arginine, cr6atine, agmatine) ainsi que les 
L- OU D-aminoacides employ6s sont des produits purs d'origine commerciale; ils sont 
6galement utilis6s en solution aqueuse neutralis6e si n6cessaire. L'acide arginique est 
recristallis6 dans l'6thanol ~ partir du produit commercial (Fluka) ; le guanidinobutane 
ainsi que l'acide guanidinoval6rianique sont synth6tis6s par amidination au moyen 
de la S-m6thylisothiour6e 5. 

L'arginine phosphate et le cr6atine phosphate sont pr6par6s comme il a 6t6 
d~critS,7. 

L'iodoac~tamide (Calbiochem) et l'acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB) 
(Aldrich Chemicals) sont des produits purs. La solution de DTNB est pr6par6e dans le 
tampon phosphate o.oi M (pH 7.3), a la concentration de IO -3 M. 

L'arginine phosphokinase est obtenue suivant la m6thode de DER TERROSSIAN 
et al. s. Son activit6 sp6cifique est de 230. 

La cr6atine kinase cristallis6e est pr6par6e selon le proc6d6 B de KUBY ET NODA 9. 
L'enzyme obtenu poss~de une activit6 sp6cifique de 70-80. 

METHODES 

La concentration prot6ique est d6termin6e spectrophotom6triquement ~t 280 m/~ 
en prenant un coefficient d'absorption E ~ ,  m~% = 8.8 pour la cr~atine kinase 1° et 8.1 
pour l'arginine kinase. 
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La molarit6 des solutions enzymatiques est calculde d'apr6s les poids mol6- 
culaires suivants:cr6atine kinase = 81 ooo (bibl. IO); arginine kinase = 43 ooo 
(bibl. II) ,  obtenus par ultracentrifugation. 

La concentration en ADP et ATP est mesur6e d'apr6s l'absorption h 259 m/~ 
et ~ pH 7 (1.54" lO4 M-1 cm-a) (bibl. 12). 

Les spectres d'absorption en ultraviolet et les spectres diff6rentiels sont r6alis6s, 
la temp6rature ordinaire, au moyen du spectrophotomhtre Cary 15. Nous utilisons 

soit des semi-microcuves en quartz de i cm de trajet optique pour les dosages, soit des 
cuves en quartz ~ double compartiment de 0.4375 cm de trajet optique pour les spectres 
de diff6rence. Ces derniers sont obtenus en utilisant l'expansion d'6chelle. 

Spectres diffdrentiels 
Les modifications spectrales produites par les substrats ou leurs analogues ainsi 

que par l'iodoac6tamide sur les phosphokinases 6tudi6es sont suivies par la m6thode 
des spectres de double diff6rence d6crite par THEORELL ET YONETANI 4. Dans ces 
essais, l'arginine kinase et la cr6atine kinase sont utilisdes h la concentration finale de 
I ~ 2 mg/ml dans le tampon Tris-ac6tate o.I M, au pH optimum de la r6action de 
transphosphorylation : ~ pH 8.5, nous avons 6tudid l'interaction de ces deux enzymes 
avec I 'ATP-Mg d'une part, leurs substrats guanidiques ainsi que divers analogues 
d'autre part; h pH 7.15 celle avec I 'ADP-Mg et les phosphag+nes. Afin d'6tudier 
l'influence du pH, des spectres sont 6galement trac6s ~ pH 7.15 pour I 'ATP-Mg et 
l'arginine, et ~ pH 8.5 pour I'ADP-Mg. Enfin, des exp6riences de fixation des nucl6otides 
en l'absence de magn6sium sont r6alis6es dans les m~mes conditions, mais en pr6sence 
d 'EDTA IO -a M pour 61iminer les m6taux libres. 

Spectre diffdrentiel de l'arginine kinase alkylde par l'iodoacdtamide 
La r6action est effectu6e clans les cuves ~ double compartiment. 1.2 ml d'arginine 

kinase ~ la concentration de 1. 5 mg/ml clans le tampon Tris-ac6tate o.I M (pH 7.i5), 
sont trait~s par 60/,1 d'une solution d'iodoac6tamide 3" lO-2 M dans un compartiment 
de la cuve essai. La lecture est faite simultandment contre tdmoins enzyme, d'une part, 
et iodoac6tamide 1.5. IO-~ M dans le m~me tampon, d'autre part. Le spectre diff6rentiel 
est suivi dans le temps et, parall61ement, des quantit6s aliquotes de prot6ines sont 
pr61ev6es et l'activit6 r6siduelle mesur~e dans les conditions d6j ~ d6crites 14. Le nombre 
de groupements -SH dans l 'enzyme totalement inhib6 par l'iodoac6tamide est dos6 
en pr6sence et en absence d'ur6e 8 M par le DTNB selon le protocole ddj~ d6crit 15 apr+s 
dialyse de la prot6ine (24 h ~ 4 ° contre tampon Tris-ac6tate o.I M (pH 7.2)). 

Analyse des spectres 
La fixation des substrats sur l 'enzyme est 6tudi6e ~ l'dquilibre de la r6action : 

kz 
E +  S ~ - E S  

ks 

A cet effet, nous tra~ons un r6seau de spectres pour diff6rentes concentrations en sub- 
strat. Ayant choisi dans le spectre un maximum d'absorption, nous exprimons les 
valeurs correspondantes suivant la repr6sentation de LINEWEAVER ET BURK 18, ce qui 
nous permet de d6terminer la constante apparente de dissociation (KD). La constante 
d'affinit6 vraie (K~) est connue d'apr6s la relation liant Ks ~ KD : Ks - KD - Eo n/2 off E 0 
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repr6sente la concentration molaire en enzyme total et n le nombre de sites de fixation. 
La repr6sentation suivante raise au point par PANTALONI ET IWATSUBO (communication 
personelle) permet de d~terminer le nombre de sites: I / I  --  X = f (c/X) off X est 
le pourcentage d'effet du substrat  sur l 'enzyme ~ la longueur d'onde choisie (IOO% 
d'effet correspond/~ la saturation de l 'enzyme par le substrat), c 6tant la concentration 
molaire du substrat.  

RESULTATS 

Spectres diffdrentiels des complexes enzyme-substrat 
Enzyme-nucldotide. L'ADP-Mg A pH 7.15, c'est-~-dire au pH opt imum de la 

r6action inverse, donne en pr6sence des deux enzymes (arginine kinase et cr6atine 
kinase) des spectres diff6rentiels r6v61ant les caract6ristiques suivantes : deux maxima 

295 m# et ~ 278 m# et un minimum A 254 m/z (Fig. IA). Ce spectre peut ~tre compar6 
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Fig. I. Spectre de diffdrence des complexes arginine phosphokinase subs t ra t s  nucldotidiques. 
A. Effet de ADP M g : A D P  -- acetate de magnes ium i.~.  lO .4 M, arginine kinase 3.8. lO .5 M 
dans le t a m p o n  Tris-ac~tate o.i M (pH 7.15). A droite de la figure, spectre diff6rentiel de pH 
pour  I 'ADP-Mg (I .lO .4 M), p H  1.6 contre p H  6. 7 . B. Effet de ATP M g : A T P -  ac6tate de 
magn6sium 3.4 " io 4 M, arginine kinase 3.6. lO .5 M dans le t a mpon  Tris acdtate o.i M (pH 8.5). 

au spectre diff6rentiel de pH (pH 6. 7 contre pH 1.6) de I 'ADP-Mg (Fig. IA, ~ droite). 
A pH 8.5 nous obtenons pour I 'ADP Mg un spectre analogue, mais le pic ~ 278 m/z 
pr6sente une amplitude plus faible. 

Par  contre, I 'ATP-Mg/t  pH 8.5 ou 7.15 produit en se fixant sur les deux phospha- 
g~ne kinases des spectres pr6sentant uniquement le minimum ~ 254 m/~ (Fig. IB). En 
l 'absence de m~tal les nucl6otides employ6s sur l 'arginine kinase donnent des spectres 
diff6rentiels identiques ~ ceux d6crits pr~c6demment et qui, pour cette raison, ne sont 
pas repr6sent6s s@arfiment ici. 

Enzyme-substrat guanidique. La cr6atine kinase raise en prdsence de la cr6atine 
pH 9 ou du cr6atine phosphate/~ pH 7.15 ne rdv~le aucune modification spectrale, 

m~me en pr~sence de fortes concentrations en substrat  (4' lO-2 M) ou apr~s pr6incu- 
bation de l 'enzyme avec I 'ADP-Mg. 

Les substrats de l 'arginine kinase :L-arginine (pH 8.5) et L-arginine phosphate 
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(pH 7.15) pr6sentent, au contraire, des spectres ayant des caract6ristiques identiques 
deux minima situ6s A 287 et 279 m# et un autre minimum vers 239 m/t (Fig. 2A). L~ 
rapport A~s 7 mt,/A239 mtt est peu different de 0.3. Enfin la L-arginine et le L-arginine 
phosphate ajout6s successivement ~ l 'enzyme en concentrations saturantes ne provo- 
quent pas d'effets spectraux additifs (Fig. 2B). 
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Fig. 2. Spectres  de difference des complexes  arginine k inase-sub~trats  guanidiques.  A. Inter-  
act ion de la L-arginine (2.1. lO -3 M) avec  l ' a rg in ine  k inase  3.6. io  -~ M dans  le t a m p o n  Tr i s -  
ac6ta te  o . i  M (pH 8.5). ]3. F i x a t i o n  comp6t i t ive  de la L-arginine et du L-arginine p h o s p h a t e  sur 
l ' a rg in ine  kinase.  E n z y m e  3.8. lO -5 M clans le t a m p o n  Tr i s - ac6 t a t e  o.I M (pH 7.15) mis en pre- 
sence de L-arginine 3.3 ' lO-3 M (spectre a), puis  de L-arginine phospha t e  3.3 "lO-8 M (spectre b). 

Enzyme-analogue de substrat. Si diff6rents d6riv6s guanidiques tels que la D- 
arginine, l'acide arginique, l'acide guanidinoval6rianique et le guanidinobutane ne 
pr6sentent aucun spectre diff6rentiel de fixation sur l'arginine kinase, des L-amino- 
acides tels que la L-isoleucine, la L-valine, la L-norleucine, la citrulline et l'ornithine 
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Fig. 3. Spectres diff~rentiels de l ' interact ion entre l 'arginine kinase  et divers acides amines .  
E n z y m e  4.6. io  -~ M dans  le t a m p o n  Tris -ac6tate  o. i  M (pH 8.5) + acides amin6s  9" lO -3 M. 
a. Isoleucine.  b. Valine. c. Citrul l ine.  - - ,  d~riv6s L ; . . . .  , d6riv6s D. 
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Fig. 4- Spectres diffdrentiels de la fixation comp6titive de la L-arginine et de Ia L-isoleucine sur 
l'arginine kinase. A. Addition de L-isoleucine 6 .6 .1o  -3 M ~ l ' enzyme  3.8. lO -5 M, puis de L- 
a rg in ine  4.2. lO -3 M. ]3. Addition de I.-arginine 5" lO-3 M ~ l ' enzyme  3.8-IO 5 M, puis de L-iso- 
leucine 6.6. i o  -s M. Tampon Tris-ac6tate o.I M (pH 8.5). - - - - ,  L-arginine;  - - ,  L-isoleucine. 

pr6sentent un spectre diff6rentiel ayant les m4mes caract6ristiques que celles d6crites 
pour la L-arginine, l'amplitude des pics ainsi que le rapport A28 ~ mu/A23, mr* 6tant 
variables suivant le d6riv6 employ6 (Fig. 3). 

Par contre, les D-aminoacides correspondants ne pr6sentent aucun ph6nom6ne 
de fixation. 

Enfin, l'effet de la L-isoleucine sur l'arginine kinase est comp6titif de celui dfi 
la L-arginine (Fig. 4). 
Constantes d'ajfnitd et nombre de sites 

Nous avons 6tudi6 l'amplitude des spectres de fixation des nucl6otides et de la 
L-arginine sur l'arginine kinase en fonction de la concentration en substrat. Nous en 
avons d6duit les constantes d'affinit6 (Ks) de l'enzyme pour I'ADP-Mg (Fig. 5C), 
I'ATP-Mg (Fig. 5A) et la L-arginine (Fig. 5B), ainsi que celles pour I'ADP et I'ATP 
employ6s sans m6tal (Tableau I). 

TA13LEAU I 

D I ~ T E R M I N A T I O N  D E  L A  C O N S T A N T E  D ' A F F I N I T ] ~  E T  D O  N O M B R E  D E  S I T E S  ( n )  D A N S  L ' A R G I N I N E  

K I N A S E  E T  L A  C R ~ A T I N E  K I N A S E  

Substrat A 148 (raM) n 
(ml~) 

Arginine Crdatine Arginine Crdaline 
kinase kinase hinase kinase 

A D P - M g  254 0.065 
278 

A D P  254 0.074 
A T P - M g  254 0.46 
A T P  254 0.48 
L-Arginine 239 1.2 

o.o43 
o.o47 

I 2 

0 . 3 0  I 2 
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Fig. 5- Repr6sentation selon LINEWEAVER ET BURK de la fixation des diff~rents substrats sur 
l'arginine kinase. Nombre de sites. A. Fixation de l 'ATP-Mg:enzyme 3.6' lO -5 M dans le tampon 
Tris-ac6tate o.i M (pHS.5); ATP = ac6tate de magndsium aux concentrations indiqu6es. 
Lecture 5̀  254 m/*. B. Fixation de la L-arginine: enzyme 3.6. io -~ M dans le tampon Tris-ac6tate 
o.i M (pH 8,5); L-arginine aux concentrations indiqu6es. Lecture 5̀  239 m/~. C. Fixation de 
I 'ADP Mg:enzyme 3.8-1o 5 M darts le tampon Tris-ac6tate o.I M (pH 7.i5}; ADP = acdtate 
de magnesium aux concentrations indiqu6es. Lecture 5. 254 mtt. D. D6termination du nombre de 
sites de fixation de I 'ADP Mg selon la relation I / I - - X  -- f(c/X). 

E n  ce qu i  conce rne  la  c r6a t ine  kinase ,  seules  les c o n s t a n t e s  d 'a f f in i t6  vis-b~-vis de 

I ' A D P - M g  et  de  I ' A T P - M g  o n t  pu  ~tre d6 t e lmin6es  (Tab leau  I,  Fig .  6A). 

Le n o m b r e  de s i tes  de f ixa t ion  des  s u b s t r a t s  a 6t6 6 g a l e m e n t  calcul6 et  t r o u v 6  

6gal & I pour  l ' a rg in ine  k inase  et  ~t 2 p o u r  la c r6a t ine  k inase  (Tab leau  I I ,  Figs .  5D et  6B).  

Alkylation de l'arginine kinase par l'iodoacdtamide 
Spectres diffdrentiels de la S-carboxymdthyl arginine kinase en l'absence et en prg- 

sence des substrats. La  Fig.  7 m o n t r e  que  la f ixa t ion  de l ' i o d o a c d t a m i d e  sur  l ' a rg in ine  
k inase  en t r a tne  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  spec t re  d i f f6rent ie l  i d e n t i q u e  pa r  les m i n i m a  ~t 287 m #  
e t  279 m #  & celui  d6cr i t  p o u r  la L-arginine,  mais  s ' en  d i f fdrenc ian t  pa r  la pr6sence d ' u n  

m i n i m u m  ~t 257 m/~ su iv i  d ' u n e  t r6s  fo r te  a b s o r p t i o n  a u x  p lus  cour t e s  l ongueur s  d 'onde .  
L a  Fig.  8 m o n t r e  la  r e l a t ion  qu i  ex i s te  en t r e  la  d i m i n u t i o n  de  l ' a c t i v i t 6  enzy-  

m a t i q u e  en fonc t i on  du  t e m p s  et  l ' a u g m e n t a t i o n  de l ' a m p l i t u d e  du  m i n i m u m  ~ 287 m # .  
L a  v a l e u r  m a x i m u m  de ce t t e  a m p l i t u d e  est  o b t e n u e  au  b o u t  de  35 m i n  e t  co r r e spond  

~t l ' i n a c t i v a t i o n  t o t a l e  de  l ' e n z y m e .  
Les dosages ,  pa r  le D T N B  en pr6sence  ou en l ' a b s e n c e  d 'u r6e ,  des  g r o u p e m e n t s  
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Fig. 6. Repr6sentat ion selon LINEWEAVER ET BURK de la fixation de I 'ADP-Mg sur  la cr6atine 
kinase. A. Enzyme  2.9" lO -5 M dans le t am pon  Tris-ac6tate  o.i M (pH 7.15); ADP = ac6tate de 
magnes ium aux  concentrat ions indiqu6es; © - - O ,  lecture & 254 m/~; A - - A ,  l ec ture  & 278 m/~. 
B. D6terminat ion  du nombre  de s i tes  pour  I 'ADP-Mg selon la relation I / I - X  - - f (c /X) .  

- S H  restant dans l 'enzyme inhib6 par l'iodoac6tamide montrent la disparition de 2 
groupes - S H  sur les 6 contenus dans l 'enzyme natif. 

Par ailleurs, la Fig. 9 montre que l 'enzyme dont deux groupements - S H  sont 
bloqu6s par l'iodoac6tamide fixe toujours normalement I'ADP-Mg, mais qu'il est 
devenu inapte & fixer la L-arginine, le L-arginine phosphate ou la g-isoleucine. 

mQ0 
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2~0 260 26O 300 
•[rnp) 
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°! / ~ x ~  
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Fig. 7. Spectre de difference de l 'arginine kinase alkyl6e par  l ' iodoac6tamide. Enzyme 3.5 "IO-5 M 
trait6 par  l ' inhibiteur (1. 5 • io  3 M) dans Tris acetate o.I M (pH 7.15). Spectre 6tabli apr6s 35 min 
de r6action & l ° ordinaire. 

Fig. 8. Relation entre l ' inhibition et les modifications spectrales & 287 m~ provoqu6es par  l 'alkyla- 
t ion de l 'arginine kinase par  l ' iodoac6tamide. Enzyme 3.5"1o-5 M trait6 par  l ' iodoac6tamide 
(1. 5 - i o  - s  M) dans  le t a m p o n  Tris-ac6tate  o.i M (pH 7.15). O - -  - -  --(2), variat ion dans  le t emps  
de l ' a m p l i t u d e  du mi n i m um  ~ 287 ml*; × × ,  variat ion darts le t e m p s  de l 'ac t iv i t6  en-  
z y m a t i q u e  mesur6e  en  pr41evant  une  part ie aliquote et en mesuran t  le degr6 d ' inact ivat ion sur  
o.2/~g de prot~ine. 

Protection de l'arginine kinase par diffdrents L-aminoacides contre l'inhibition par 
l'iodoacdtamide et le DTNB.  L'identit6 des spectres diff6rentiels obtenus en mettant 
l'arginine kinase en pr6sence de L-arginine, d'iodoae6tamide ou des diff6rents L-amino- 
acides d6j& cit6s nous a conduits & 6tudier la protection de l 'enzyme par ces derniers 
contre son inhibition par l'iodoac~tamide ou le DTNB.  Comme l'indique le Tableau II, 

Biochim. Biophys. Acta, 167 (1968) 326-338 



334  c. ROUSTAN et al. 

+1(] 

0 

-]0 

-30 

-50 

?qm~) 

Fig .  9. S p e c t r e  d i f f6 ren t i e l  de  l ' i n t e r a c t i o n  des  d i f f6 r en t s  s u b s t r a t s  a v e c  l a  S - c a r b o x y m ~ t h y l -  
a r g i n i n e  k ina se .  S - C a r b o x y m 6 t h y l  p r o t d i n e  3.5 " i o  -5 M d a n s  t a m p o n  T r i s - a c 6 t a t e  o. I M (pH  7.15) ; 
s p e c t r e s  6 t a b l i s  en  p r 6 s e n c e  d ' A D P  = a c 6 t a t e  de  m a g n e s i u m  = 8 . 3 . 1 o  .5 M ( - - ) ,  de  L-argi -  
n ine  3-3" lO-3 M ( ) e t  de  L -a rg in ine  p h o s p h a t e  3.3" lO-3 M ( × × × × ). 

T A B L E A U  I I  

P R O T E C T I O N  D E  L ' A R G I N I N E  K I N A S E  P A R  D I V E R S  A N A L O G U E S  DE S U B S T R A T  C O N T R E  L ' I N H I B I T I O N  

P A R  L E  D T N B  E T  L ' I O D O A C ] ~ T A M I D E  

L ' e n z y m e  o .3-0 .  4 /~g  e s t  p r 6 i n c u b d  5 m i n  ~t 25 ° a v e c  le d6 r iv6  cho i s i  lO -2 M d a n s  le t a m p o n  
g l y c i n e - s o u d e  o.2 M ( p H  8.5);  a u  m61ange  on  a j o u t e  l ' i n h i b i t e u r  ( D T N B  2.5" IO -T M; i o d o a c d t a -  
m i d e  lO -8 M) e t  a u  b o u t  de  2o r a in  la  L -a rg in ine  lO -3 M. L a  r d a c t i o n  e s t  a m o r c 6 e  p a r  I ' A T P - M g  
5 " lO-3 M. I n c u b a t i o n  15 m i n  A 25 °. 

Substrats Inhibiteur employd 

D T N B  Iodoacdt- 
amide 

% de protection 

Ddrivds guanidiques 
L - A r g i n i n e  62 
A g m a t i n e  
A c i d e  a r g i n i q u e  o 
G u a n i d i n o b u t a n e  o 

8o 
O 

Acides amines sdrie L 
I s o l e u c i n e  49 
V a l i n e  39 
N o r l e u c i n e  37 
a - A l a n i n e  3 i 
N o r v a l i n e  30 
C i t r u l l i n e  28 
L e u c i n e  27 
L y s i n e  27 
O r n i t h i n e  20 
A s p a r a g i n e  18 
Ac ide  a s p a r t i q u e  5 

4 I 

3 ° 

A cides aminds sdrie D 
A r g i n i n e  o 2 
A l l o i s o l e u c i n e  o 3 
V a l i n e  o o 
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les acides amin6s de la s6rie L essay's, en particulier ceux poss6dant une chalne lat6rale 
hydrophobe, comme l'isoleucine, assurent une protection notable quoique inf6rieure 
{t celle observ6e avec le substrat guanidique, la L-arginine. Par contre, les d6riv6s 
correspondants de la s6rie met  les compos6s guanidiques d~pourvus de a-COOH ou 
de a-NH~ sont sans effet. 

DISCUSSION 

Fixation des substrats nucldotidiques 
L'ATP et I 'ADP libres ou li6s au magn6sium donnent chacun des spectres 

identiques en pr6sence d'arginine kinase et de cr6atine kinase (Fig. I). Cependant le 
spectre correspondant ~ la fixation de I 'ADP ou de I 'ADP-Mg est diff6rent de celui 
donn6 par I 'ATP ou I 'ATP-Mg. 

II est int6ressant de noter la similitude existant entre le spectre diff6rentiel pro- 
duit par le complexe enzyme-ADP et celui de I 'ADP-Mg seul 6tabli A pH 1.6 contre 
pH 6.7; dans ce dernier cas, l'effet spectral observ6 est dr1 A la protonation du noyau 
ad6nine 16. 

L'effet de la fixation de I 'ADP sur les deux enzymes s'est traduit par un d6place- 
ment de la bande d'absorption du nucl6otide vers les grandes longueurs d'onde (red 
shift). La contribution sp6cifique de la mol6cule enzymatique est illustr6e, d'une part, 
par l'in6galit6 des pics ~ 278 m# et 254 m# et, d 'autre part, par l 'apparition d'un pic 
vers 294 m/~, qui pourrait ~tre dll/t un changement de conformation mettant  en 6vi- 
dence un r6sidu tryptophane. 

La formation du complexe ADP-phosphag~ne kinase produit des changements 
spectraux semblables A ceux d~crits au cours de l'interaction de I 'ADP, l 'ADP-ribose 
et le NAD avec l'alcool deshydrog6nase 4 et la glutamate deshydrog6naselL 

L'interaction des phosphokinases avec I 'ATP ou I 'ATP-Mg permet d'obtenir 
un spectre caract6ristique dont le minimum dans la r6gion de 254 m# traduit surtout 
une diminution de l'absorption du noyau ad6nine. La diff6rence observ6e entre les 
spectres A T P -  et ADP-enzyme traduit la formation de complexes enzyme-substrat 
diff6rents bien que ces derniers se fixent sur un m~me site 1,1s. 

Les valeurs des constantes de dissociation (Ks) de I 'ADP-Mg sont pour les deux 
enzymes plus faibles que celles d6termin6es pour I 'ATP-Mg (Tableau I). Dans le cas 
de la cr6atine kinase, les valeurs trouv6es sont tr~s peu diff6rentes de celles obtenues 
par d'autres m6thodes 1. L'arginine kinase donne les m~mes constantes en l'absence 
ou en pr6sence de m6tal. Ce fait indique que l'ion Mg 2+ n'est pas indispensable A la 
fixation des nucl6otides A l 'enzyme ou qu'il ne modifie pas d'une fa~on sensible la 
structure de ce dernier. 

Les mesures effectu6es A partir des spectres de diff6rence montrent que les deux 
enzymes pr6sentent I site de fixation des substrats nuc16otidiques par 40 ooo g de 
prot6ine. Ce r6sultat est identique {~ celui trouv6, pour la cr6atine kinase, par d'autres 
m~thodes physiques. I1 a 6t6 d~jA ddmontr6 que les deux enzymes poss&dent, par unit6 
de 40 ooo g de prot6ine, le m~me nombre de r6sidus essentiels 1,3,15,~9,~°. 

Fixation des substrats guanidiques et de leurs analogues 
La fixation des substrats guanidiques permet de diff6rencier nettement ces deux 

phosphag~ne kinases. Alors que la cr6atine kinase, en pr6sence de cr6atine employ6e 
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seule k tr6s forte concentration (4" lO-2 M) ou en prdsence d 'ADP-Mg qui favorise la 
fixation de ce guanidique 21, ne donne aucune modification de spectre, l 'arginine kinase 
fixe la L-arginine ou le L-arginine phosphate en produisant un spectre diff6rentiel 
earact6ristique (Fig. 2A). On observe deux modifications principales: 2 pics A 287 et 
280 m#, dus ~ un ddplacement vers les courtes longueurs d'onde de la bande d'absorp- 
tion de la tyrosine (blue shift), d 'une part, et un minimum de plus forte amplitude 
239 m#, d 'autre part.  Calcul6e ~ partir  de l 'absorption & 239 m#, la constante d'affinitd 
(Ks) de la L-arginine est 6gale ~ 1.2" IO 3 M, valeur identique ~ celle obtenue par des 
mesures cindtiques is. 

Afin de distinguer les groupements du substrat  qui ddterminent les modifications 
spectrales observdes, nous avons 6tudi6 l ' interaction de diffdrents composds guanidiques 
et acides amin6s possddant une ou deux des fonetions prineipales de la moldcule. La 
phospho-L-arginine donne un spectre identique non additif h celui de la L-arginine, 
mais la D-arginine, l'aeide arginique, l 'agmatine ne d6terminent aucun ehangement de 
spectre. Les spectres obtenus avec les acides amin6s de la sdrie L, h chaine latdrale 
hydrophobe, sont identiques h celui observd avec la L-arginine; ce fait indique que les 
modifications spectrales provoqudes par le substrat  naturel sont dues essentiellement 

a/COOH 
A l'interaction de la structure -HC,'~NH2 avec l 'enzyme. D'autre  part,  la longueur 

et l 'hydrophobie de la chalne hydrocarbonde renforcent cette interaction ; celle-ci est 
d'une stdrdospdcificitd stricte, puisque tous l e s  ddrivds de la sdrie D sont inactifs 
(Figs. 3 et 4)- 

Rdle du groupe - S H  dans la fixation du substrat guanidique 
La pr6sence dans le spectre diff6rentiel de l'arginine kinase alkylde par l'iodo- 

acdtamide (Fig. 7) des deux pics caraet6ristiques de la tyrosine dont l 'amplitude est 
proportionnelle A la baisse de l 'aetivit6 (Fig. 8) sugg6re que la modification speetrale 
observ6e dans les complexes enzyme-L-arginine et enzyme-L-aminoacides est due g 

a/COOH 
l'interaction de la s t r u c t u r e  -HC~NH2 de ces mol6cules avec le groupe - S H  essentiel 

de l 'enzyme. Cette argumentation est renforc6e par l'effet protecteur exert6 par les 
L-aminoaeides eontre l 'inhibition de l 'enzyme par l 'iodoacdtamide ou le DTNB et qui, 
pour chaque d6riv6, est proportionnel ~ l 'amplitude de la modification spectrale qu'il 
produit (Tableau II). L'implication du groupement thiol essentiel dans la fixation de 

a/COOH 
la L-arginine et des L-aminoacides du c6td -HCqNH~ est ddmontr6e aussi par l 'absence 

de spectre diffdrentiel quand on ajoute la L-isoleucine ou la L-arginine ~ la S-carboxy- 
mdthyl arginine kinase, alors que I 'ADP-Mg continue ~ r6agir normalement (Fig. 9). 

L'absorption dans la rdgion 280-287 m# pourrait  4tre due soit ~ un changement 
de conformation du site actif exposant un r6sidu tyrosine au milieu ambiant,  soit 5~ 
une rupture d'une liaison hydrog6ne liant l 'oxyg6ne de la tyrosine ~ un autre groupe- 
ment de la protdine, soit enfin ~ l ' interaction des groupements chargds des substrats 
avec le syst6me 61ectron ~ du noyau aromatique de la tyrosine22; cette derni6re sup- 
position est improbable en raison de l'effet produit par l ' iodoacftamide, mol6cule non 
chargde. 

Enfin, l 'identitd des spectres diffdrentiels arginine kinase-L-arginine, arginine 
kinase-L-isoleucine et arginine kinase-iodoac6tamide ddmontre que le groupement 
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- S H  essentiel de cet enzyme, dont la rfactivit6 a 6t6 d6crite comme indfpendante du 
pH (bibl. 3) et dont la modification par l ' iodoac6tamide 3, le DTNB et la NEM 15 inactive 

a/COOH 
l 'enzyme, est directement li6 ~ la fixation de la s t r u c t u r e  -HC('\NH2 du substrat  

guanidique et non ~ celle du groupement guanidique comme il avait  dt6 suppos6 3. 

RI~SUME 

i. La formation de complexes entre phosphag6ne kinases (cr6atine kinase et 
arginine kinase) et leurs substrats nucl6otidiques ou guanidiques a 6t6 6tudi6e par 
spectrophotom6trie diff6rentielle. En pr6sence de I 'ATP ou de I 'ADP, les deux enzymes 
donnent des spectres de diff6rence identiques, celui obtenu en pr6sence d 'ATP 6tant 
diff6rent de celui de I 'ADP;  le premier correspond ~ une diminution de l 'absorption 
du noyau ad6nine, le second ~ un d6placement de la bande d'absorption du nucldotide 
(red shift). 

Les constantes d'affinit6 Ks out 6t6 calcu16es ~ part ir  des variations d 'amplitude 
des spectres, en fonction des concentrations de substrats. Le nombre de sites de 
fixation des nucl6otides a 4t6 trouv6 6gal ~ I pour l 'arginine kinase et h 2 pour la 
crfatine kinase. 

2. La fixation des substrats guanidiques permet de diff6rencier ces deux phos- 
phag6ne kinases. Alors que le complexe cr6atine kinase-cr6atine ne donne aucune 
modification de spectre, l 'arginine kinase fixe la L-arginine ou le L-arginine phosphate 
en produisant un spectre diff6rentiel caract6ris6 surtout par un "blue shift" de la 
tyrosine. 

3. L'identit6 des spectres diff6rentiels fournis par l 'arginine kinase en prfsence 
d'acides amin6s de la sfrie L, ~t chalne lat6rale hydrophobe (isoleucine, valine, etc.), 
avec celui obtenu en pr6sence de L-arginine, sugg6re que les modifications spectrales 

a ,COOH 
sont dues ~. l ' interaction du site actif  de l 'enzvme avec la structure -HCq de 

NH 2 
ces d6riv6s. 

Ce fait est encore corrobor6 par l'effet protecteur des acides amin6s de la s6rie 
L essay6s contre l ' inhibition de l 'enzyme par les r6actifs des groupes SH. L 'un de ces 
derniers, l ' iodoac6tamide, alkyle la prot6ine en donnant un spectre diff6rentiel en 
partie semblable ~ ceux obtenus avec l 'arginine et ]es acides amin6s de la s6rie L; 
l 'enzyme S-carboxym6thyl6 ne fixe plus l 'arginine et les acides amin6s, mais continue 

r6agir avec les nucl6otides. 
On peut en conclure que le groupement sulfhydryle essentiel de l 'arginine kinase 

a/COOH 
est impliqu6 dans la fixation de la p a r t i e  -HC~NH~ de la mol6cule de L-arginine et 

de L-arginine phosphate. 
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