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SUMMARY 

A T P  :thiamine pyrophosphotransferase. Purification and reaction mechanism study 
I. ATP:thiamine pyrophosphotransferase (EC 2.7.6.2) from baker's yeast has 

been purified 2oo-fold. 
2. The enzyme SH groups are not very reactive. The kinase is not completely 

inhibited by p-chloromercuribenzoate, N-ethylmaleimide and 5,5'-dithio-bis-2-nitro- 
benzoic acid even at high concentrations. Iodoacetic acid and iodoacetamide are 
unreactive. 

3. The enzyme is fully inhibited by 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid and 
strongly by 5-dimethylaminonaphthalene sulfonyl chloride and by maleic anhydride. 

4. Some kinetic aspects of the reaction have been examined. The double recipro- 
cal plots of initial velocity versus thiamine concentration at different levels of ATP 
concentration give a family of parallel lines. In agreement with this result, plotting 
I/velocity versus I/concentration of ATP for some different ATP/thiamine ratios 
yields straight lines intercepting on the ordinate axis at the same point. The results 
of kinetic studies are consistent with a "ping-pong" reaction mechanism. 

INTRODUCTION 

La thiamine diphosphate est form6e par phosphorylation de la thiamine, selon 
la r6action : 

Mg2+ 
T h i a m i n e  + A T P  > t h i a m i n e  d i p h o s p h a t e  + A M P  

catalys6e par la thiamine pyrophosphokinase (ATP:thiamine pyrophosphotrans- 
f6rase, EC 2.7.6.2). Cet enzyme et la phosphoribosyl pyrophosphate synth6tase 
(ATP:D-ribose-5-phosphate pyrophosphotransf6rase, EC 2.7.6.1) sont les deux seuls 
enzymes connus transf6rant un groupe pyrophosphorylel, 2 ~ partir de I'ATP, tandis 

nique.  
Abr6v ia t ions :  PCMB, p -ch lo romercur ibenzoa te ;  TNBS,  acide 2 ,4 ,6- t r in i t robenz~ne sulfo- 
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que les autres phosphokinases catalysent le transfert du groupe phosphoryle terminal 
du m~me nucl6otide. 

II nous a paru int6ressant d'entreprendre une 6tude du m6canisme d'action 
de la thiamine kinase afin d'obtenir quelques 6claircissements sur le processus de 
transfert du groupe pyrophosphoryle. Dans ce but, nous avons entrepris la purifica- 
tion de l'enzyme de levure de boulangerie. 

Bien que l'enzyme obtenu ne soit pas enti4rement purifi6, il est beaucoup plus 
actif que ceux d6crits ant6rieurement 3-s. Nous avons pu pr6ciser certains de ses 
caract6res par des exp6riences d'inhibition d'une part, et de cin6tique d'autre part. 

MATERIEL ET METHODES 

Produits 
La plupart des produits utilis6s sont d'origine commerciale. On a contr616 la 

puret6 du thiamine diphosphate (ttoffmann-La Roche) par 61ectrophor6se ~t haute 
tension et localisation des taches ~ l'aide du r6actif molybdique 9. 

La DEAE-cellulose (Cellex-D, Bio-Rad) est trait6e selon la r6f. IO. 
Le gel d'alumine C v est pr6par6 suivant la r6f. I I .  

Electrophor~se ~ haute tension 
Elle est r6alis6e sur papier Whatman No. I 5~ l'aide de l'appareil Shandon, dans 

le tampon pyridine Io%-acide ac6tique 0.4% (pH 6.5), ~ 6000 V pendant 45 min. 

Ddtermination de la concentration en protdines 
Les prot6ines sont 6valu6es spectrophotom6triquement TM. 

Mesure d'activitd enzymatique 
Le thiamine diphosphate form6 par l'action de la thiamine kinase est dos6 

l'aide de la pyruvate carboxylase, pr6alablement d6barrass6e de son cofacteur 1~. 
La combinaison entre apocarboxylase et thiamine diphosphate redonne Fen- 

zyme actif, dont l'action sur le pyruvate s'accompagne d'un d6gagement de CO 2 qu'on 
mesure manom6triquement 14. 

Formation du thiamine diphosphate 
La thiamine kinase (3-5 unit6s) est incub6e 15 min ~ 37 ° avec I 'ATP O.Ol 5 M, 

la thiamine 0.006 M, l'ac6tate de magn6sium 0.o3 Men prdsence du tampon Tris-HCl 
0.2 M (pH 8), dans un volume de 0.5 ml. La r6action est arr4t6e par un chauffage de 
5 min au bain-marie bouillant. Les milieux rdactionnels sont ensuite refroidis ~ -- IO ° 
et conserv6s congelds ~ cette temp6rature (quelques jours au maximum) jusqu'au 
moment du dosage du thiamine diphosphate formd. 

L'activit6 est exprim6e en unit6s enzymatiques par mg (activit6 sp6cifique) ou 
par ml. 

On a d6fini l'unit6 enzymatique comme la quantit6 d'enzyme qui, dans nos 
conditions d'essai, forme I m#mole de thiamine diphosphate en I h. 

Mesure du thiamine diphosphate formd 
La carboxylase de levure de brasserie est dfbarrass6e de ses cofacteurs par 

lavage des cellules en milieu alcalin 15 selon des modalitds emprunt6es ~ WESTEN- 
BRINK TM et modifi6es par nous. 
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Pour les essais, la levure lav6e est mise en suspension dans le tampon citrate 
0. 5 M (pH 6), donnant un volume final de IO ml par g de levure s~che initiale; la 
suspension renferme en outre le cofacteur mdtallique sons forme de MnC12 0.03 M, et 
de la thiamine 0.006 M; cette derni~re inhibe totalement toute hydrolyse du thiamine 
diphosphate. 

Les mesures se font darts des fioles de Warburg en pr6sence d'air et ~ 30 °. 
Le contenu des fioles de Warburg consiste en: I ml de suspension de levure 

lav6e, l'6chantillon de thiamine diphosphate ~t doser, 0.7 ml de tampon citrate 0.5 M 
(pH 6), placds dans le compartiment principal, et 0.3 ml de pyruvate de sodium 
o.I M dans le bras latdral; volume total, 3 ml. 

Apr~s une pr6incubation de IO rain A 3 °° permettant  la recombinaison de 
l 'apoenzyme et de ses cofacteurs, on m6lange l 'enzyme et le pyruvate;  on suit le 
ddgagement de CO 2 toutes les 5 min pendant 15 min. 

On a v6rifi6 que la suspension de levure n'op~re ni synth~se ni hydrolyse d .  
thiamine diphosphate au cours de la mesure. 

Le thiamine diphosphate form6 est dvalu6 par rapport  Aune courbe 6talon de 
CO 2 d6gag6 en fonction de quantit6s croissantes de thiamine diphosphate commercial 
(O.lO-O.8O m/zmole). 

RESULTATS 

Purification 
Prdparation de l'extrait brut 
La levure de boulangerie s~che (16oo g) est agit6e mdcaniquement pendant 2 h 

37 ° et pH 7 dans du phosphate disodique o.I M (4.8 1). La suspension est ensuite 
additionnde, ~t temp6rature ordinaire, de 280 g de (NHa)2SO a dans 3.2 1 d'eau; apr~s 
une agitation de 30 min, la suspension est centrifug6e ~ froid pendant 4 ° min 
13 ooo × g, ce qui fournit entre 6 et 8 1 de surnageant. 

La purification est poursuivie A froid entre o et 5 °. On proc~de ~ la precipitation 
des protdines en ajoutant 40 g de (NHa)2SO 4 cristallis6 pour IOO ml de solution, tout 
en maintenant le pH ~ 7; apr~s une agitation de 30 min, l 'ensemble est centrifugd 
pendant 30 min ~ 13 ooo × g; le pr6cipitd est dissous dans 1.6 1 de thiamine o.I mM, 
et la solution enzymatique obtenue est dialys6e pendant 15 h contre 50 vol. de la 
m~me solution de thiamine, ce qui provoque la formation d'un important  pr6cipitd 
blanc; on 6limine celui-ci par une centrifugation de 20 rain ~ 59 ooo × g. On recueille 
2-3 1 de surnageant renfermant 20-30 mg/ml de protdines, et constituant l 'extrait  
brut. 

Traitement thermique et prdcipitation ~ la streptomycine 
On porte A 5 °0 des portions de solution enzymatique d'environ 350 ml; cette 

temp6rature est maintenue pendant 5 min, puis on op~re tr~s rapidement le refroi- 
dissement ~ 5 °. La solution devenue trouble est additionn6e lentement et avec agita- 
tion d'une solution de sulfate de streptomycine ~. 5% dans l'eau, de fa~on ~ atteindre 
une concentration finale de 0.5°/0 en streptomycine; l 'agitation est poursuivie 30 min 
apr~s la fin de l'addition, puis le m61ange est centrifug6 20 rain A 13 ooo × g; le 
surnageant est recueilli et le pH ajust6 ~ 7- 

Fractionnement au (NHa)2SO a 
A la solution enzymatique, dont la concentration en prot6ines est ajust6e 
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15 mg/ml, on ajoute 25.5 g de (NH4)2SO 4 par IOO ml de solution (45% de saturation); 
apr~s 30 rain d'agitation, le pr6cipit6 est 61imin6 par une centrifugation de 30 min 
13 ooo x g. Le surnageant est additionn6 de 19. 7 g de (NH4)~SO 4 par IOO ml de 
solution initiale (72% de saturation), et la suspension obtenue est gard~e telle quelle 
jusqu'au stade suivant. 

Filtration sur S@hadex G-zoo 
Le S6phadex est 6quilibr6 avec une solution de Tris-HC1 0.05 M e t  NaC1 o.I M 

~ p H 8 .  
Les prot6ines pr6cipit~es au stade pr6c6dent sont isol6es par centrifugation puis 

dissoutes dans le tampon d'6quilibration du S6phadex. Le m61ange est filtr6 sur des 
colonnes de S6phadex pour lesquelles on a 6tabli un rapport :  poids de prot6ines/vo- 
lume de gel 6gal & 0.8; le d6bit est de 1-2 ml/cm 2 par h. 

Le pic d'dlution de l 'enzyme se situe apr&s la sortie de la majorit6 des prot6ines. 
La Fig. i illustre le fractionnement obtenu dans ces conditions. 

On r6unit les fractions ayant une activit6 sp6cifique 6gale ou sup6rieure & 15o, 
et on pr6cipite les prot6ines en ajoutant 51.6 g de (NH4)~SO 4 pour IOO ml de solution 
enzymatique (80% de saturation). 

Adsorption sur gel d'alumine C v 
L'adsorption de l 'enzyme sur le gel d'alumine ainsi que les lavages et 61utions 
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Fig. I. F i l t r a t i o n  de la t h i a m i n e  k inase  sur  S6phadex  G-ioo.  Colonne: 6.I cm × 90 cm. ProtEines:  
214o mg dissous dans  23 ml  de Tris-HC1 0.05 M, NaC1 o. i  M (pH 8). F i l t r a t i o n  r6alisEe darts le 
m6me t a m p o n  k la v i tesse  de 48 ml/h.  F r ac t i ons  de 14. 5 m] j u s q u ' a u  t u b e  5 o, et  de 12 ml ensui te  
O---O, absorbance  & 280 m/z; O - - - - - O ,  ac t iv i tE  e n z y m a t i q u e  expr im6e en uni t6s /ml .  

Fig. 2. Ch roma tog raph i e  de la  t h i a m i n e  k inase  sur  DEAE-cel lu lose .  Colonne: 1.2 cm x 12. 5 cm. 
ProtEines:  145 rag. E q u i l i b r a t i o n  in i t i a l e  avec  ]e t a m p o n  phospha t e  i o  mM, ATP  o.o 5 mM, 
ac6 ta te  de m a g n e s i u m  o. i  mM (pH 7.8). t~lution de l ' enzyme par  le t a m p o n  p h o s p h a t e  5 ° raM, 
de m~mes compos i t ion  et  pH,  mis  sur  la colonne comme indiqu6.  F rac t ions :  3 ml. O - - O ,  absor-  
bance  & 280 m/~; O . . . .  O, ac t iv i t6  e n z y m a t i q u e  exprimEe en uni t~s/ml .  
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sont r~alis6s en utilisant des solutions plus ou moins concentr~es en (NHa)2SO 4, 
renfermant toutes la thiamine o.I  mM et ajust&s k pH 7- 

Les prot6ines provenant de l '6tape pr&6dente (127 ° rag) sont dissoutes dans 
295 ml de (NH4)zSO a ~ 5% de saturation pour donner environ 4 mg/ml de prot6ines, 
et t ra i t&s par 3 fois leur poids de gel d'alumine. Apr+s adsorption de l 'enzyme sur le 
gel, ce dernier est lay6 par une solution de (NH4)2SO 4 ~ IO~/o de saturation. L 'enzyme 
est 61u6 4 lois, chaque lois avec 60 ml de solution de (NH4)~SO 4 ~ 25% de saturation. 
Les 61uats sont ensuite r6unis, et les prot6ines pr&ipit6es par dialyse contre une 
solution satur& de (NH4)2SO 4. 

Chromatographic sur DEAE-cellulose 
La DEAE-cellulose est 6quilibr& avec du tampon phosphate o.oi M (pH 7.8), 

renfermant de I 'ATP 0.05 mM et de l 'ac~tate de magn6sium o.I mM. 
Les prot6ines (145 mg) en solution dans le m6me tampon sont dialys6es contre 

50 vol. de celui-ci pendant 16 h. La solution enzymatique, amen& k 6 mg/ml, est 
raise sur colonne (I.2 cm × 12.5 cm) ~ la vitesse de 15 ml/h. La colonne est lav6e avec 
le m~me tampon. Apr~s l'61imination des prot6ines inactives, on 61ue l 'enzyme k l'aide 
du tampon phosphate 0.05 M (pH 7.8), renfermant I 'ATP et le magn6sium; le d6bit 
est alors ralenti A io ml/h (Fig. 2). Les tubes les plus riches en enzyme sont r~unis et 
les prot6ines pr6cipit6es par dialyse contre une solution satur& de (NH4)2SO 4. 

La fraction principale, d'activit6 sp&ifique 3550, est de 21 mg de prot6ines. 
Une autre fraction, de 7.8 mg et d'activit6 sp&ifique 2020, est 6galement conserv6e, 
de la m~me mani&e que la pr6c6dente. L'ensemble de la purification est repr6sent6 
dans le Tableau I. 

La fraction la plus active r6sulte d'une purification d'environ 200 lois par 
rapport  A l 'extrait  brut. Toutefois, l'61ectrophor&se de disque sur gel d'acrylamide 
de cette fraction montre encore la pr6sence de plusieurs constituants prot6iques. 

Recherche des rdsidus d'acides aminds essentiels ~ l'activit3 enzymatique 
Nous avons essay6 de caract&iser les diff6rents r6sidus d'acides amin6s essen- 

tiels k l 'activit6 enzymatique. Nous nous sommes surtout a t tach& A 6tudier les 
groupements SH, NH 2 et les r6sidus histidine. En cons6quence, nous avons utilis6 
diff&ents r6actifs consid6r6s comme relativement sp&ifiques de ces groupements. 

T A B L E A U  I 

PURIFICATION DE LA THIAMINE KINASE 

Fractions Prot~ines Unitds A ctivitd Rendement 
(rag) enzymatiques sp~cifique (%) 

totales (unitgs/mg) 

E x t r a i t  b r u t  53 o o o  878  o o o  17. 5 IOO 
T r a i t e m e n t  t h e r m i q u e  e t  ~t l a  s t r e p t o m y c i n e  25 o 2 o  95 ° o o o  41 .2  lO8 
F r a c t i o n n e m e n t  4 5 - 7 2 ~ o  ( N H a ) z S O  4 14 36o  635  2 0 0  44* 72 
S 6 p h a d e x  G - i o o  I 270  234  o o o  184. 5 27 
Ge l  d ' a l u m i n e  145 159 o o o  i lOO 18 
D E A E - c e l l u l o s e  21 .2  75 4 ° 0  335  ° 8 .6  

* L ' a c t i v i t 6  s p ~ c i f i q u e  o b t e n u e  p a r  le £ r a c t i o n n e m e n t  e s t  d e  68,  m a i s  a u  c o u r s  d e  l a  con -  
s e r v a t i o n  d e  l ' e n z y m e ,  el le  t o m b e  a u  c h i f f r e  i n d i q u 6 .  
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T A B L E A U  I I  

E S S A I N  D ' I N H I B I T I O N  D E  L A  T H I A M I N E  K I N A S E  

L e s  s o l u t i o n s  e n z y m a t i q u e s  (0 .284 m g  d e  p r o t 6 i n e  p a r  ml)  s o n t  p r 6 i n c u b 6 e s  a v e c  les r 6 a c t i f s  e n  
p r 6 s e n c e  d e  t a m p o n  T r i s - H C l  o .2  M ( p H  8), k 26 °, e t  p e n d a n t  les t e m p s  i n d i q u 6 s .  L ' e n z y m e  es t  
d i l u 6  5 ° fo i s  p o u r  l a  m e s u r e  d ' a c t i v i t 6 .  A c t i v i t 6  s p 6 c i f i q u e  d e  l ' e n z y m e  : 355 o. L e s  t a u x  d ' i n h i b i t i o n  
s o n t  c a l c u l 6 s  p a r  r a p p o r t  k l ' e n z y m e  i n c u b 6  d a n s  les m S m e s  c o n d i t i o n s  s a n s  i n h i b i t e u r ;  ce lu i - c i  
p e r d  u n e  p a r t i e  d e  s o n  a c t i v i t 6  a u  c o u r s  d e s  i n c u b a t i o n s  d e  60 m i n .  

Essais R~actifs Conch. Temps de Taux 
(raM) prdincubation d'inhibition 

(min) (%) 

i P C M B  o . I  3 ° 38 .5  
0 .5  3 ° 47 
I 3 ° 58 

2 N - E t h y l m a l e i m i d e  o. 5 60 o 
i 60  4 
5 6o  42 

i o  6 0  65 .5  

3 A c i d e  5 , 5 ' - d i t h i o - b i s - 2 - n i t r o b e n z o i q u e  0 .83  60 o 
3 .9  60  41 
8.3 60 52 

T A B L E A U  I I I  

E S S A I S  D ' I N H I B I T I O N  D E  L A  T H I A M I N E  K I N A S E  

P r 6 i n c u b a t i o n s  d e  l ' e n z y m e  a v e c  les d i f f 6 r e n t s  r g a c t i f s  f a i t e s  e n  p r 6 s e n c e  d e  K H C O  3 4 %  ( p H  8) 
p o u r  les E s s a i s  1 -4 ,  e t  e n  p r 6 s e n c e  d e  T r i s - m a l 6 a t e  o . i  M ( p H  6) p o u r  l ' E s s a i  5- A c t i v i t 6  s p 6 c i f i q u e  
d e s  e n z y m e s :  355 ° p o u r  les E s s a i s  i e t  2, v o i s i n e  d e  2 0 o 0  p o u r  les a u t r e s .  L a  c o n c e n t r a t i o n  e n  
p r o t 6 i n e s  d a n s  les p r 6 i n c u b a t i o n s  e s t  d e  0 . 0 4 2  m g / m l  p o u r  l ' E s s a i  i ,  o . i  m g / m l  p o u r  les  E s s a i s  3 
e t  4, e t  0 .2  m g / m l  p o u r  les E s s a i s  2 e t  5 ;  c e t t e  d e r n i ~ r e  c o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t 6 i n e s  e s t  d e s t i n 6 e  
e m p S c h e r  l a  d 6 n a t u r a t i o n  d e  l ' e n z y m e  d a n s  les E s s a i s  2 e t  5 r e n f e r m a n t  i %  d ' a c 6 t o n e  c o m m e  
s o l v a n t  d e s  r 6 a c t i f s .  A p r ~ s  l a  p r 6 i n c u b a t i o n ,  l ' e n z y m e  e s t  d i lu6  d e  lO-5O fo is  s u i v a n t  les c a s  d a n s  
le t a m p o n  T r i s - H C 1  0.2  M ( p H  8) p o u r  les  e s sa i s  d ' a c t i v i t 6 .  

Essais Rdaetifs Concn. Prdincubation Taux 
(raM) d' inhibition 

Temps Temp. (%) 
(rain) 

I T N B S  

C h l o r u r e  d e  5 - m 6 t h y l a m i n o n a p h t a l ~ n e  s u l f o n y l e  

3 A n h y d r i d e  m a M i q u e  

4 D i a z o t 6 t r a z o l e  

5 D i 6 t h y l p y r o c a r b o n a t e  

0. 5 i o  37 ° 65 
i i o  37 ° 82 
2.5 i o  37 ° 9 6  
6 .25  i o  37 ° i o o  

o . i  i o  37 ° 24. 5 
o .25  i o  37 ° 58 .5  
0. 5 IO 37 ° 75 

IOO i o  0 ° 52 
200  IO O ° 7 6 

I 3 o ° °  74 

5 5 37 ° 23 
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Rdactifs des groupements SH 
Des essais pr61iminaires ayant montr6 que les groupes SH de l'enzyme 6tudi6 

sont relativement inertes, des effets notables d'inhibition ne peuvent 4tre obtenus, 
comme le montre le Tableau II, qu'en pr6sence de concentrations assez 61ev6es de 
r6actifs et apr6s un certain temps d'incubation. 

L'enzyme peut 4tre totalement inhib6 par le p-chloromercuribenzoate (PCMB) 
i raM, ~ condition de prolonger son action pendant 2 h. Cependant, l'inhibition due 
au PCMB I mM peut 4tre totalement annul6e par le dithiothreitol en exc6s, si ce 
dernier intervient dans les 5 premi6res minutes de la r6action (inhibition ne d6passant 
pas 28%). 

I1 faut enfin noter qu'aucune inhibition nette n 'a pu 4tre raise en 6vidence avec 
l'acide iodoac6tique et l'iodoac6tamide. 

Rdactifs des groupements aminds 
Pour 6tudier la r6activit6 des groupements NH~, nous avons utilis6 en premier 

lieu l'acide 2,4,6-trinitrobenz6ne sulfonique (TNBS) qui est d'un emploi facile16-21; 
relativement sp6cifique des groupements amin6s 22, il est susceptible d 'attaquer 6gale- 
ment des groupements SH~8, z4. Mais 6tant donn6 l'absence de groupements SH tr6s 
r6actifs dans la thiamine kinase, l'emploi du TNBS apparait ici comme assez s61ectif. 

Des essais faits dans diff6rentes conditions nous ayant montr6 que l'enzyme 
peut ~tre rapidement et totalement inhib6 par le TNBS, nous avons utilis6 d'autres 
r6actifs agissant sur les groupements NH2, tels que l'anhydride mal6ique 25 et le 
chlorure de 5-dim6thylaminonaphtal6ne sulfonyle ~6-3°. 

Les Essais 1-3 du Tableau I I I  montrent qu'une inhibition notable de la thia- 
mine kinase peut 4tre obtenue dans tousles cas. 

Rdactifs des rdsidus histidine 
Nous avons 6galement essay6 de mettre en 6vidence le r61e 6ventuel de r6sidus 

histidine, ce qui est rendu difficile par le manque de r6actifs sp6cifiques. Nous avons 
toutefois utilis6 le diazo-i-H-t6trazole 31-35 et le di6thylpyrocarbonate 36. D'apr6s les 
r6sultats donn6s dans le Tableau I I I  (Essais 4 et 5), il semble que les inhibitions 
obtenues ne soient pas tr6s significatives. 

Etude cindtique de la thiamine kinase 
Dans le cas des r6actions enzymatiques faisant intervenir deux ou plusieurs 

substrats, on admet deux m6canismes de r6action possibles (du type "concert6" ou 
du type "ping-pong"), se distinguant par certaines caract6ristiques cin~tiques 37. 

Suivant la m6thode d'~tude cin6tique fr6quemment appliqu~e/~ ces r6actions, 
nous avons mesurd les vitesses initiales de r~action en fonction des concentrations 
variables de thiamine, tout en maintenant fixe la concentration de I'ATP. Ces mesures 
ont 6t~ faites pour 4 concentrations diff6rentes d'ATP. La Fig. 3 montre que les 
droites obtenues (inverse de la vitesse en fonction de l'inverse de la concentration de 
thiamine) sont parall&les entre elles, ce qui est caract6ristique du m6canisme "ping- 
pong". 

De m~me, nous avons mesur6 les vitesses initiales de r~action lorsque nous 
avons fait varier les concentrations des substrats maintenues dans un rapport con- 
stant. Avec la m~me representation graphique que pr~c~demment, nous avons obtenu 
des lignes droites pour les diff~rents rapports ATP/thiamine, comme on le voit sur la 
Fig. 4. 
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Fig. 3. Graph ique  de r i nve r se  des v i tesses  in i t i a les  de r6act ion  en fonct ion  de l ' inverse  des concen- 
t i :at ions de th iamine .  Mi l ieux  r6act ionnels :  enzyme (act ivi t6  sp6cifique 355 o) 24 unit6s,  Tris-HC1 
o . i  M (pH 8), a l b u m i n e  o. 4 mg, t h i a m i n e  comme indiqu6,  ATP  3 mM (I), 4 mM (2), 5 mM (3) e t  
7 mM (4); la concen t ra t ion  en ac6 ta te  de m a g n e s i u m  est, dans  chaque  cas, double  de celle d ' A T P ;  
vo lume  2 ml. I n c u b a t i o n s  p e n d a n t  io  min  ~, 37 °. Les mi l i eux  r6act ionnels  son t  pr6incub6s 5 min  
k 37 ° a v a n t  l ' add i t i on  d 'enzyme.  Abscisses:  inverse  des concen t ra t ions  de t h i a m i n e  expr im6es  en 
M. Ordonn6es:  inverse  des v i tesses  in i t i a les  de r6act ion  expr im6es  en m/~moles de T D P  form6es 
en i o  min.  

Fig. 4- Graph ique  de l ' inverse  des v i tesses  in i t ia les  de r6act ion  en fonct ion  de l ' inverse  des concen- 
t r a t i ons  d 'ATP,  pour  diff6rents r appor t s  A T P / t h i a m i n e .  Condi t ions  de r6act ion  et  compos i t ion  
des mi l i eux  r~act ionnels  comme k la  Fig. 3, sauf  pour  les concen t ra t ions  des subs t ra t s .  A T P  
concen t ra t ions  indiqu6es  sur  la figure. R a p p o r t s  A T P / t h i a m i n e :  courbe sup6rieure,  3.2; courbe 
moyenne,  4; courbe inf6rieure, 2.5 e t  1.8. Abscisses:  inverse  des concen t ra t ions  d ' A T P  expr im6es  
en M. Ordonn6es : inverse  des v i tesses  in i t ia les  de r6aet ion  expr im6es  en m/~moles de T D P  form6es 
en i o  min. 

DISCUSSION 

L'une des difficult6s de l'6tude de la thiamine kinase provient du mauvais 
rendement obtenu au cours de la purification de l'enzyme. Ceci tient A deux causes: 
la faible teneur en enzyme dans le mat6riel de d@art, et son inactivation spontan~e 
au cours de la purification. 

La faible quantit6 d'enzyme pr6sente dans la levure a 6t6 mise en 6vidence par 
de nombreux essais d'extraction des prot6ines ~ partir de levure de boulangerie soit 
fraiche, soit dess~ch~e ~ l'air: ces essais n'ont pas permis d'obtenir de plus grandes 
quantit6s d'enzyme. 

L'inactivation de la thiamine kinase en cours de purification constitue 6gale- 
ment un obstacle important pour l'obtention de l'enzyme pur. Les essais de protection 
ont ~t6 sans r6sultat. Le mercapto6thanol et le dithiothreitol se sont montr6s sans 
effet. La thiamine et I 'ATP-Mg utilis~s s@ar6ment ne paraissent avoir qu'un faible 
effet protecteur, qui n 'a pas 6t6 n6glig6 cependant. Le phosphate qui est un inhibiteur 
puissant est sans action. 

Cependant, le protocole de purification adopt6 a permis d'obtenir un enzyme 
bien plus actif que ce qui a 6t~ obtenu jusqu'5~ present 3-8. 

L'emploi des r6actifs de groupements SH permet de d6finir les caract&res sui- 
vants de la thiamine kinase: les groupements SH sont peu r6actifs; d'autre part, ils 
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ne paraissent pas jouer un r61e primordial en ce qui concerne l 'activit6 catalytique 
car, pour obtenir une inhibition totale de l 'enzyme, il faut faire agir longtemps le 
PCMB assez concentr6, et l 'inhibition obtenue est irr6versible. Les SH impliqu6s dans 
les r6actions d'inhibition paraissent donc avoir un r61e plut6t structural. 

En ce qui concerne les groupements NH 2, les exp6riences effectu6es avec l'acide 
2,4,6-trinitrobenz6ne sulfonique (rendu sp6cifique par l 'absence de r6activit6 des 
groupements SH) 2~-24 sont concluantes. Ce r6sultat est confirm6 par les essais faits 
avec l 'anhydride mal6ique 25 et avec le chlorure de i-dim6thylaminonaphtal6ne 5-sul- 
fonyle, dont la sp6cificit6 est toutefois moins 6troite a*-~°. Les groupements NH 2 sont 
essentiels ~ l 'activit6 de la thiamine kinase. 

Les essais r6alis6s avec des r6actifs des r6sidus histidine sont moins significatifs 
divers points de vue. Ces r6actifs, le diazo-I-H-t6trazole 31-z5 et le di6thylpyro- 

carbonate 36 sont assez peu s61ectifs; le diazot6trazole inhibe net tement la thiamine 
kinase mais le di6thylpyrocarbonate, employ6 ~ pH 6 pour limiter l 'a t taque aux 
groupements histidine, n 'a  qu'une faible action sur l 'enzyme. 

Enfin, l '6tude cin6tique de la thiamine kinase apporte un argument en faveur 
de l'existence d'un m6canisme de r6action du type "ping-pong", conduisant ~ l 'hypo- 
th6se de la formation d'un interm6diaire enzymatique au cours du transfert de 
pyrophosphoryle. 

On salt que la m4me m6thode d'6tude a fourni des r6sultats analogues pour 
plusieurs enzymes 38-~s. Dans la plupart de ces cas, on admet qu'il se forme un inter- 
m6diaire enzymatique phosphoryl6; mais le transfert de groupe phosphoryle entre 
l'interm6diaire enzymatique et l 'accepteur de phosphate n 'a  pu 4tre mis en 6vidence 
que dans un seul cas 45-47. 

En ce qui concerne la thiamine kinase, et si l 'on envisage l 'hypoth6se de la 
formation d 'un intermddiaire enzymatique renfermant du phosphore, il parait  6vident 
que cet interm6diaire devrait consister en une combinaison enzyme-pyrophosphoryle. 
Une combinaison de ce type parait  se former au cours de la rdaction catalys6e par la 
phospho6nol pyruvate  synthase 49, mais elle est instable, et l 'interm6diaire fonctionnel 
de la r6action semble plut6t 4tre la combinaison enzyme-groupement phosphoryle 5°-5a. 
Par  contre, une 4tude r6cente de la phosphoribosyl pyrophosphate synth6tase 5~ 
semble indiquer que cet enzyme forme, au cours de la r6action, un interm6diaire qui 
pourrait  renfermer le groupement pyrophosphoryle. 

II serait int6ressant de pr6ciser l'existence d'un tel interm6diaire dans le cas de 
la rfaction catalys6e par la thiamine kinase. En utilisant du [y-3zp]ATP et de 1' 
I U14C~ ATP (marqu6 uniforme), nous avons d'ores et d6j~ d6termin6 que notre pr6para- 
tion purifi6e d 'enzyme fixe du phosphore par incubation avec le substrat  nucl6otidi- 
que, dans les conditions habituelles, mais pendant des temps courts, en l 'absence de 
thiamine. I1 reste toutefois ~ pr6ciser si la prot6ine marqu6e par le 32p est effective- 
ment  l 'interm6diaire suppos6, la thiamine kinase-pyrophosphoryle. 

RI~SUM]~ 

I. L 'ATP: th iamine pyrophosphotransfdrase (EC 2.7.6.2 ) de levure de bou- 
langerie a 6t6 purifide environ 200 lois. 

2. L'enzyme ne poss&de pas de groupements SH tr~s r6actifs. Le p-chloro- 
mercuribenzoate, la N-6thylmal6imide et l'acide 5,5'-dithio-bis 2-nitrobenzoique, 
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m6me ~t fortes concentrations, ne l'inhibent pas totalelnent. L'acide iodoac6tique et 
l'iodoac6tamide sont sans effet. 

3. L'acide 2,4,6-trinitrobenz~ne sulfonique inhibe totalement l'enzyme. Le 
chlorure de 5-dim6thylaminonaphtal~ne sulfonyle et l'anhydride maldique ~. concen- 
tration 61ev6e l'inhibent fortement. 

4- L'inverse des vitesses initiales de r6action en fonction de l'inverse des concen- 
trations de thiamine donne, pour diff6rentes concentrations fixes d'ATP-Mg, des 
droites parall~les. En confirmation de ce dernier r6sultat, l'inverse des vitesses 
initiales de r~action en fonction de l'inverse des concentrations d'ATP donne, pour 
diff6rents rapports ATP/thiamine, des droites se coupant au m~me point sur l'axe 
des ordonn6es. Ces rdsultats semblent indiquer un m6canisme de rdaction du type 
"ping-pong". 
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