
15.9.1972 Specialia 1019 

Etude de l 'hemocyanine d'un Crustac~ d6capode 
naturel et dichroisme circulaire magn6tique 

Cer ta ines  h~mocyan i ne s  on t  d6j & fa i t  l 'obj  e t  d ' u n e  6 tude  
p a r  d i ch ro i sme  c i rcula i re  n a t u r e l :  c ' es t  le cas d e  l ' h6mo-  
c y a n i n e  d'Oclopus wlgaris  L a m a r c k  p a r  VAN HOLO~ t 
a ins i  que  p a r  TANESADA et  al. e. 

Nous  exposons  ici les r6su l t a t s  o b t e n u s  p o u r  l ' h6mo-  
cyan ine  de Carcinus maenas L. d ' a b o r d  p a r  la  t ec l in ique  
de d ich ro i sme  ci rculai re  n a t u r e l  (DC), ensu i te  p a r  celle de 
d i ch ro i sme  ci rculai re  m a g n 6 t i q u e  (DCM). 

L ' o x y h 6 m o c y a n i n e  a 6% p r @ a r 6 e  selon une  m 6 t h o d e  
mise  au  p o i n t  p a r  Fun  des a u t e n r s  a, la d 6 s o x y h 6 m o c y a n i n e  
e t  l ' a p o h 6 m o c y a n i n e  son t  ob te rmes  ~ p a r t i r  de ce t te  solu- 
t i on  p a r  les t e c h n i q u e s  de TAKESADA et  al.e. U n e  6 tude  
s p e c t r o p h o t o m 6 t r i q u e  nous  a p e r m i s  de d6celer, dana  le 
spec t re  d ' a b s o r p t i o n  ca rac t6 r i s t ique  de l ' oxyh6mocyan ine ,  
la pr6sence de 3 pica s i tu6s r e s p e c t i v e m e n t  au  vo is inage  
des iongueurs  d ' o n d e  de 280, 340 et  600 nm.  Les spec t res  
de DC et  de DCM on t  6t6 o b t e n u s  sur  le d i c h r o g r a p h e  
R o u s s e l - J o u a n  du  d ~ p a r t e m e n t  de Biologie  du  C.E.N. 
Sac lay  (France) .  Cet  appa re i l  a 6t6 a d a p t 6  p a r  SCHNEIDER 
et  THIERY ~ pou r  p e r m e t t r e  des  mesures  de DCM. U n e  
b o b i n e  s u p r a c o n d u c t r i c e  cr6e n n  c h a m p  m a g n 6 t i q u e  de 
7 Teslas  dans  le sens de p r o p a g a t i o n  de la lumi~re.  Une  
sor t ie  num6r is6e  eat a dap t 6e  sur  le d i c h r o g r a p h e  af in  de 
p e r m e t t r e  le t r a i t e m e n t  d i rec t  des spect res  p a r  o rd ina t eu r .  

L ' i n t e n s i t *  du  d ich ro i sme  ci rculai re  es t  donn6e  en 
degr6 •  ~ •  p o u r  l ' e f fe t  magn6 t ique ,  elle eat 
donn6e  dana  la  mgme  u n i %  p o u r  u n  c h a m p  de 7 Teslas.  
L a  masse  mola i re  de l ' h 6 m o c y a n i n e  6 ran t  c o n n u e  de fagon 
t rop  peu  pr6cise, la v a l e u r  choisie  eat la v a l e u r  m o y e n n e  
des r6sidus aminoac ides  (M ~ 110). 

Lea courbes  de DC (Figure  1) de l ' o x y h 6 m o c y a n i n e  e t  
d e  l ' a p o h 6 m o c y a n i n e  son t  i den t iques  dana  la r6gion de 
270 n m  et  d i f fgren t  de fagon n o t a b l e  de celle de la d6soxy-  
h6mocyan ine .  P a r  contre ,  une  b a n d e  n6ga t ive  cent r6e  ~t 
338 nm,  c o m m u n e  aux  formes  oxyg6n6e et  d6soxyg~n6e,  
fa i r  place ~ u n  faible  dichroYsnle de s igne oppos~ p o u r  
l ' a p o h 6 m o c y a n i n e .  

L a  va l eu r  du  f ac t eu r  d ' a n i s o t r o p i e  (Ae/e ~ 1,3.10 -~) 
eat en  accord  avec  celle propos6e p a r  VAN HOLO~ ~ p o u r  
l ' h 6 m o c y a n i n e  d'Octopus vzdgaris (Ae/e = 1, 5.10 -a) p o u r  
un  m a x i m u m  s i tu6  ~ 347 rim. E n t r e  240 et  300 nm,  r6gion 
oh se m a n i f e s t e  l ' a c t iv i t6  o p t i q u e  des acides amin6s  aro- 
ma t iques ,  seul le spec t re  de la d 6 s o x y h 6 m o c y a n i n e  ind ique  
une  a u g m e n t a t i o n  de l ' a c t iv i t*  op t i que  p a r  r a p p o r t  ~ ceux 
des deux  au t r e s  formea ch imiques  de la mo16cule. Nous  
pensons  que  le DC, d a n s  ce t t e  r6gion, eat dfl g la lois & une  
c o n t r i b u t i o n  des acides a lnin6s  a r o m a t i q u e s  et  5~ une  cont r i -  
b u t i o n  de la  l ia i son cuivre-pro t6 ine .  E n  nous  a p p u y a n t  
sur  les t r a v a u x  de PARIS e t  al. s, nous  d i rons  que  la  I ia ison 
cuivre-ac ide  amin6  ( type I) a p p o r t e  une  c o n t r i b u t i o n  n6- 

C a r c i n u s  m a e n a s  Linn6 par dichroisme circulaire 

gl igeable  alors que  la l ia ison acide amin6-cu iv re -ac ide  
amin6  ( type I I )  eat cause  d ' u n  DC r e l a t i v e m e n t  i m p o r t a n t .  
P o u r  l ' o x y h 6 m o c y a n i n e ,  le DC dfl au  complexe  cuivre-  
p ro t6 ine  eat donc  n6gl igeable :  l ia isons  du  t y p e  I, e t  la  
courbe  se c o n t o n d  avec  celle de l ' a p o h 6 m o c y a n i n e  oh  il 
n ' y  a p a s  de complexe.  P o u r  la d6soxyh6mocyan ine ,  le DC 
plus  i m p o r t a n t  est  dfl ~ la c o n t r i b u t i o n  de l ia isons  de 
t y p e  I I .  La  b a n d e  cent r6e  ~ 338 rim, n6ga t ive  pou r  l 'oxy-  
h 6 m o c y a n i n e  et  la d6soxyh6mocyan ine ,  fa i r  p lace  5. u n  
effet  c o n s t a n t  pos i t i f  si le cu ivre  d isparMt .  

Les spec t res  de DCM (Figure  2) on t  une  forme diff6- 
r e n t e  et  des a m p l i t u d e s  n e t t e m e n t  plus  i m p o r t a n t e s  que  
lea spec t res  de DC. E n t r e  240 e t  300 rim, les courbes  indi -  
quen t ,  pou r  lea 3 formes  de  l ' h6mocyan ine ,  une  b a n d e  
n6ga t ive  i m p 0 r t a n t e  cent r6e  & 272 nm,  un  6 p a u l e m e n t  
286 n m  e t  une  b a n d e  pos i t ive  g 292 nm.  L ' e f f e t  d i ch ro ique  
i n d u i t  p a r  le c h a m p  m a g n 6 t i q u e  ex t6 r ieur  eat plus  in t ense  
p o u r  l ' o x y h 6 m o c y a n i n e  5, 272 n m  et  292 r im; en  dessous 
de 255 nm,  l ' o x y h 6 m o c y a n i n e  et  l ' a p o h 6 m o c y a n i n e  on t  u n  
c o m p o r t e m e n t  ana logue  alors qne  la fo rme dgsoxyg6n6e 
m o n t r e  le d 6 b u t  d ' u n  i m p o r t a n t  DCM n6gat if .  E n t r e  300 
et  400 nm,  seule la fo rme d6soxyg6n6e p r6sen te  u n  DCM 
posi t i f  appr6c iab le  cent r6  sur  338 rim. L a  forme g6n6rale 
des courbes  de DCM en t r e  240 et  300 n m  rapel le  celle des 
courbes  du  t r y p t o p h a n e  6. Lea v a r i a t i o n s  enregis t r6es  dana  
ce t t e  b a n d e  sp6cif ique des acides amin6s  a r o m a t i q u e s  
s e m b l e n t  i nd ique r  que  lea l ia isons  cuivre-oxyg~ne,  pr6- 
sentes  dana l ' oxyh6mocyan ine ,  m o d i f i e n t  la con f igu ra t ion  
61ectronique de ceux  d ' e n t r e  eux  qui  se t r o u v e n t  au  voisi-  
nage  i m m 6 d i a t  du  cuivre.  I1 en  r6sul te  une  mod i f i ca t ion  
de l ' a m p l i t u d e  de ces t r an s i t i ons  l o r squ ' on  passe  de la 
forme oxyg6n6e aux  formes  ne  c o n t e n a n t  pas  de l ia isons  
cuivre-oxyg~ne.  La  v a r i a t i o n  du pic ~ 272 n m  p e u t  indi-  
que r  que  le t r y p t o p h a n e  fa i r  p a r t i e  de ces acides amin6s  
per tu rb6s .  Nous  a v o n s  nti l ia6 le fa i r  que  le DCM est, en  
p remie re  a p p r o x i m a t i o n ,  insens ib le  a u x  c h a n g e m e n t s  de 
c o n f o r m a t i o n  Inol6culaire et  que, p a r  suite,  t ous  les r6sidus 
acides amin6s  de m~me t y p e  i n t e r v i e n n e n t  de fa~on 6gale 
pou r  6 tab l i r  le r a p p o r t  t y r o s i n e / t r y p t o p h a n e  dans  l ' h6mo-  
c y a n i n e  6. 
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EXPERIENTIA 28/9 

de diehro~sine circulaire 
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Fig. 3. Ca]cul du rapport tyrosine/tryptophane. 

E n  effet, le spec t re  de DCM de l ' n ~ m o c y a n i n e  (Figure 3) 
rappel le  celui du t r y p t o p h a n e  mais  le r a p p o r t  des n a p p e s  
pos i t ives  e t  n6ga t ives  en t re  240 et 300 n m  est d i f ferent .  
De plus,  l ' @ a u l e m e n t  si tu6 ~ 286 n m  est  n6gat i f  dans  le 
cas de l ' h 6 m o c y a n i n e  alors qu ' i l  est  pos i t i f  pou r  le t r y p t o -  
phane .  Ces modi f i ca t ions  son t  dues  ~ la ty ros ine  qui  pr~- 
sente  pou r  les p H  alcal ins  une  b a n d e  n6ga t ive  en t re  260 
et  310 n m  6. A y a n t  5 no t re  disposi t ion,  & p H  8, ]es spectres  
sous forme n u m 6 r i q u e  de la tyros ine ,  du t r y p t o p h a n e  et  
de l ' h6mocyan ine ,  le t r a i t e m e n t  sur  o r d i n a t e u r  p e r m e t  de 
d6terminer ,  p a r  approches  successives,  le r a p p o r t  t y ros ine /  
t r y p t o p h a n e .  Ce r a p p o r t  cor respond  ~ la courbe  calcul6e 
qui  se superpose  au mieux  k la courbe  exp6r imenta le .  
Pou r  ce faire, il es t  n6cessaire  de  d6caler  la  courbe  calcnl6e 
de 4,5 n m  vers  les g randes  longueur s  d 'onde .  Cet  effet  
b a t h o c h r o m e  est  g6n6ral  pou r  les p ro t6 ines  e t  se r e t r o u v e  
en absorp t ion .  Le r a p p o r t  de 2,5 a ins i  d6 te rmin4  est  en 
accord  a v e c l e s  va leurs  t rouv6es  pou r  les h4m ocyan i ne s  de 
di f f6rents  Crustac6sT. Para l l61ement  & ce t rava i l ,  BAR'rI~ 
et  al. s ou t  uti l is6 le DCM pour  la d 6 t e r m i n a t i o n  du hom-  
bre  de r6sidus t r y p t o p h a n e  et  ty ros ine  dans  q u e l q u e s  mol6- 
cules de masse  connue.  Not re  m 6 t hode  pr6sen te  l ' a v a n t a g e  
de pouvo i r  s ' app l ique r  pou r  des va leurs  de p H  off les effets  
de la ty ros ine  et  du t r y p t o p h a n e  se superposent .  

Les t echn iques  de DC et  de DCM son t  d ' u n  g rand  in t6 rg t  
pou r  le biologis te  car  elles p e r m e t t e n t  de d6 tec te r  des 
modi f i ca t ions  de la s t r u c t u r e  de l ' h 6 m o c y a n i n e  au n i v e a u  
des l ia isons  p ro t6 ine-cu iv re  et  cuivre-oxyg~ne.  

Summary. The  h e m o c y a n i n  of Carcinus maenas L. in 
the  oxy,  deoxy  and  apoforms  is e x a m i n e d  b y  CD a n d  
MCD. An i n t e r p r e t a t i o n  of the  resul t s  is g iven  in r e l a t i on  
to t he  p rob lems  raised b y  Cu-O 2 bond .  The  r a t i o n  t y r o s i n /  
t r y p t o p h a n  is d e t e r m i n e d  b y  t r e a t m e n t  of spec t r a  b y  
compute r .  
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