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BBA 63363 
Sur une nouvelleforme d'ATP:arginine phosphotransf~rase, de poids 
mol6culaire 160 000 

A l'occasion de t ravaux r~cents, il a fit~ 6tabli que certaines ATP:guanidine 
phosphotransf6rases (EC classe 2.7.3), la cr6atine kinase (EC 2.7.3.2 ) et l 'arginine 
kinase (EC 2.7.3.3 ), peuvent  exister dans la nature 5, l '6tat actif non seulement sous 
plusieurs formes mol~culaires (isoenzymes) mais sous plusieurs tailles molficulaires. 
Ainsi, la cr6atine kinase, dont le poids mol~culaire est d'environ 8o ooo chez les vertfi- 
br~s 1,2 et chez certains oursinsi, a, peut atteindre un poids mol~culaire double dans le 
muscle d'une esp6ce particuli~re, Echinus esculentus, et d@asser 2oo ooo dans les 
spermatozoides de cet animal 2. De m~me, des arginine kinases de poids molficulaire 
environ 8o ooo ont ~t~ mises en ~vidence dans les muscles d'oursin, de Travisia, de 
siponcle 3, de nombreux ~chinodermes 2 et de quelques mollusques 4, alors que l'arginine 
kinase du muscle d'~crevisse 5, de homard" et de nombreux mollusques 4 a un poids 
mol~culaire d 'approximat ivement  4o ooo. Ces deux types d'arginine kinase, de poids 
mol6culaire simple et double, peuvent coexister dans certains muscles de mollusques 4. 

Nous d~crivons ici, ~t partir  du muscle de deux ann61ides polych~tes marines, 
Sabella pavonina et Spirographis spallanzanii, la caract~risation d'un troisi~me type 
d'arginine kinase, dont le poids mol6culaire est sensiblement double de celui de l'argi- 
nine kinase d'oursin, de siponcle et de Travisia 3 et quadruple de celui de l 'enzyme des 
crustacdsS, 6. Une r~activit6 particuli~rement large vis-~t-vis de divers analogues de la 
L-arginine ayant  6t6 signal6e pour l'arginine kinase de Sabella v, nous avons 6galement 
entrepris d'6tudier quelques caract~res de sp6cificit6 de ces nouveaux enzymes. 

Le travail  a ~t6 ex6cut6 sur des extraits enzymatiques acellulaires bruts de la 
paroi nmsculaire des deux vers: les tissus 6talent homog6n6is6s en pr6sence de deux 
volumes de tampon Tris HC1 0.o5 M (pH 7.5) additionn6 d 'EDTA 0.4 mM et de 
dithiothr~itol 0. 4 raM, ~ o °, et l 'homog6nat 6tait centrifug6 (IO rain ~t 34 8oo × g). 
Pour l '~tude des sp6cificit6s, les extraits enzymatiques ont 6t6 pr~alablement fraction- 
n6s sur colonnes de Sephadex G-2oo. Les mesures d'activit6 ATP :guanidine phospho- 
transf~rasique vis-a-vis de la L-arginine et des divers substrats guanidiques essay6s 
ont ~t~ effectu~s selon PRADEL et al. 8. 

Le poids mol6culaire de l'arginine kinase de Sabella et de celle de Spirographe 
a ~t6 compar~/~ celui de prot~ines standard par deux m6thodes diff6rentes: 

(I) Centrifugation en gradient de densit6 de sucrose selon MARTIN ET A M E S  9, 
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POIDS MOLI~"CULAIRE DES ARGININE KINASES I)U MUSCLE DP; ,b'(*b¢[[~ p6~/J(}tz{~z(~ ET I)E ,b'pirogrc~p/li,s 
spallanza~zii 

C a l c u l d s  ( l ' a p r ~ s  la  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  d e n s i t d  {le s u c r o s e  e t  la  f i l t r a t i o n  s u r  c o l o n n e s  
d e  S e p h a d e x  ( ; - 2 o o .  

.4rgini~ze (;radie~t de sucrose Sephadev (;-200 
kinase 

Dista*zce de Poids Ve/ Vo Poids 
migration rnolgculaire moldculaire 

calczdg calc~ld 

S a b c l l a  ~.85 ~5 o o o o  ~ . 4 9  ~0() o o o  

Spirographe 1,8 5 150 OOO ~ '49  ~6() OOO 

avec un gradient 5-2o% de sucrose en tampon Tris-HC1 0.05 M (pH 7.5) additionnd 
d 'EDTA o. 4 mM et de dithiothr4itol o. 4 mM. Les extraits enzymatiques 4taient 
centrifugfis en prfisence et en l'absence de cr&tine kinase de lapin (poids mol6culaire 
81 ooo, r~f. I) ajout& comme tdmoin interne. Les poids mol6culaires ont 6t~ calculds 
d'apr&s la formule de FONTAINE ET CONI_)LIFFE 10, bas~e sur la distance de migration 
des protdines. Les rdsultats sont rapport& dans le Tableau I. 

(2) Filtration sur colonne (volume utile 2.5 c m x  51 cm) de gel de Sephadex 
G-2oo, ~t 3 °, selon la technique d'ANDREWS 11. La colonne 4tait pr6alablement ~quilibr~e 
en pr&ence de tampon Tris-HC1 o.o5 M (pH 7.5), KC1 o.I M, EDTA o.4 raM, dithio- 
thr~itol o.4 mN et 6talonn~e ~t l'aide de prot~ines standard (catalase du foie de boeuf, 
poids moldculaire 24 ° ooo; ~-globuline humaine, poids mol&ulaire I6o ooo; lactate 
d&hydrogdnase de levure, poids moldculaire 145 ooo; cr6atine kinase de lapin, poids 
mol6culaire 8I ooo ; s~rum albumine de boeuf, poids mol~culaire 65 ooo). Les extraits 
enzymatiques, additionn4s de bleu de dextrane pour la d~termination du V o, 6taient 
filtrds sur la colonne en presence et en l'absence de tdmoins internes. L'effluent dtait 
recueitli par volumes de 2 m l e t  l'activit~ ATP:arginine phosphotransfdrasique des 
fractions dtait mesur~e afin de d4terminer le volume &exclusion de l'enzyme. Celui-ci 
correspondait ~t la fraction d'activit~ spdcifique maxima. Le poids mol~culaire de 
t'arginine kinase fitait calcul6 ~t partir du rapport V e / V  o, en fonction du log du poids 
molficulaire. Les r6sultats sont port6s dans le Tableau I ; ils correspondent sensiblement 
"a ceux d6termin~s ~t partir des gradients de sucrose, ce qui donne pour les deux enzymes 
un poids nloldculaire voisin de 16o ooo. 

L'~tude de la sp6cifieit6 des arginine kinases de Sabella et de Spirographe vis-a-vis 
de divers substrats guanidiques a donn6 les r~sultats suivants : 

(I) La st~rdosp&ificit~ des deux enzymes vis4t-vis des formes Let D de l'arginine 
dtait nulle darts les conditions de l'essai. Toutefois, les valeurs des constantes de 
Michaelis mesur~es pour l'arginine kinase de Sabella ~ concentration fixe d 'ATP- 
Mg ~+ (5 mM) et ~t concentration variable d'arginine (entre o.6 et 3.o mM pour la forme 
L ; entre 0.8 et io mM pour la forme I)), soit 0.52 mM et 2.00 mM vis4t-vis de la L- et 
de la D-arginine respectivement, montrent que l'affinit~ de l'enzyme pour son substrat 
naturel est environ 4 fois plus forte que pour l'isom~re D. 

(2) Leur sp&ificit~ vis-a-vis de divers analogues de la L-arginine ~tait ~galement 
assez large. L'activit~ mesur~e avec l'acide arginique, l 'agmatine et l'acide 6-guanido- 
val6rianique respectivement fitait pour l'arginine kinase de Sabella 5o.o, 26.o et 
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12.o% de celle trouv6e avec la L-arginine et pour l 'enzyme de Spirographe 65.o, 34.o 
et o.o °/o de cette m~me activit6. 

(3) Par  contre, leur r6activit6 avec certaines bases guanidiques (cr6atine, glyco- 
cyamine, taurocyamine) susceptibles d'6tre phosphoryl6es par d 'autres phospho- 
kinases 6tait nulle. 

En r6sum6, la comparaison avec des prot~ines de poids mol6culaire connu 
montre que les muscles de Sabella pavonina et de Spirographis spallanzanii renferment 
un nouveau type d'arginine kinase, dont le poids mol~culaire est environ 16o ooo 
(Tableau I), soit 2 fois (r6f. 3) ou 4 fois (r6fs. 5 et 6) sup~rieur/t celui des ATP :arginine 
phosphotransf~rases connues jusqu'ici. 

Une autre caract6ristique de ces nouveaux enzymes est leur large sp6cificit6 
vis-A-vis de divers analogues de la L-arginine, en particulier vis-/t-vis de la D-arginine ; 
cette propri6t6 les diff6rencie de la plupart  des arginine phosphokinases, dont la 
sp6cificit6 vis-~t-vis de la L-arginine est extr6mement stricte, et contraste avec leur 
manque total  de r6activit6 vis-/t-vis des substrats guanidiques des autres ATP: 
guanidine phosphotransf6rases. 

Cette particularit6 n 'est  toutefois pas en rapport  avec le poids mol6eulaire 
61ev6 des arginine kinases de Sabella et de Spirographe, car l 'enzyme d'6crevisse, dont 
le poids mol6culaire est sensiblement 4 fois plus faible, se montre lui aussi actif sur la 
D-arginine .5. Ii n 'est  pas non plus possible d'dtablir un rapport  entre le poids mol6- 
culaire des arginine kinases et les valeurs de leurs constantes de Michaelis vis-a-vis 
de la L-arginine. 

Seule une 6tude approfondie de la structure et des propri6t6s cin6tiques de ce 
groupe d'enzymes permettra  peut-~tre de comprendre la signification biologique des 
diff6rentes tailles mol6culaires sous lesquelles se pr6sente l 'arginine kinase dans les 
muscles des invert6br6s. 

Nous remercions Mlle YVONNE GUILLOU pour son excellente collaboration 
technique. 

Laboratoire de Biochimie Marine, 
Ecole Pratique des Hautes Etudes et 
Laboratoire Maritime du Collbge de France, 
Concarneau (France.) 

Y. ROBIN 
C. KLOTZ 
N. V. THOAI 

I L. NODA, S. A. KUBY ET H. A. LARDY, J. Biol. Chem., 209 (1954) 203. 
2 B. MORELAND, D. C. WATTS ET f~. VIRDEN, Nature, 214 (1967) 458. 
3 N. V. THOAI, N. V. THIEM, G. LACOMBE ET J. ROCHE, Biochim. Biophys. ,4eta, t22 (1966) 547. 
4 B. MORELAND ET D. C, WATTS, Nature, 2I 5 (1967) lO92. 
5 P. EL6DI ET E. SZORI~NYI, Acta Physiol. Acad. Sei. Hung., 9 (1956) 367 . 
6 N. V. THOAI, IR. KASSAB ET L. A. PRADEL, Bioehim. Biophys. ~4cla, I iO (1965) 532. 
7 R. VIRDEN ET D. C. \VATTS, Comp. Biochem. Physiol., 13 (1964) 161. 
8 L. A. PRADEL, R. I(ASSAB, F. REGNOUF ET N. V. THOAI, Biochim. Biophys. ,4eta, 89 (1964) 

255. 
9 R. G. MARTIN ET B. N. AI~,IES, J, Biol. Chem., 236 (1961) 1372. 

IO Y. A. FONTAINE ET P. G. CONDLIFFE, Biochemistry, 2 (1963) 290. 
11 P. ANDREWS, Biochem. J., 96 (1965) 595. 

Regu le 9 Septembre, 1968 

Bioehim. Biophys. Acta, 171 (t969) 357-359 


