
No d'ordre 4 6 % 

UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIWES DE LILLE 

T H E S E  

présentée à l'université de Lille 1 

pour l'obtention du grade de 

DOCTEUR ES SCIENCES NATURELLES 

OPTION BIOCHIMIE 

Par 

Brigitte DEBUIRE 

STRUCTURE COVALENTE PARTIELLE 

DE L'ATP : L-ARGININE PHOSPHOTRANSFERASE 

MUSCLE 

présentée le 30 novembre 1979 devant la Commission d'Examen 

JURY : Prkident : M. J. MONTREUIL 
Rapporteurs : M. G. BISERTE 

M Y. BOULANGER 
M. R. KASSAB 
Mlle G .  SPIK 

Examinateurs : M. M.  DAUTREVAUX 
M. K.$. HAN 



UNIVERSITE DES SCIENCES 
ET TECHNIQUES DE LILLE ------------- 

15 Septembre 1978 

DOYENS HONORAIRES De 1 'Ancienne Facul t é  des Sciences 

MM. R.DEFRETIN, H.LEFEBVRE, !I.PARREAU. 

PROFESSEURS HONORAIRES des Anciennes Facul tés de D r o i t  

e t  Sciences Econ~aiques, des Sciences e t  des Le t t res  

MM. ARNOULT, Mme BEAUJEU, BONTE, BROCHARDy CHAPPELON, CHAUDRON, CORDONNIER, 
CORSIN, DECUYPER, DEHEUVELSy DEHORS, DION, FAUVELy FLEURY, P.GERMAIN, GLACET, 
GONTIER, HEIM DE BALSAC, HOCQUETTE, KAMPE DE FERIET, KOUGANOFF, LAMOTTE, 
LASSERRE, LELONG, Mme LELONG, LHOMME, LIEBAERTy MARTINOT-LAGARDE, MAZET, 
MICHEL, PEREZ, ROIG, ROSEAU, ROUELLE, SAVAROy SCHILTZy WATERLOT, NIEMAN, 
ZAMANSKI . 

ANCIENS PRESIDENTS DE L'UNIVERSITE 

DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE 

MM. R.DEFRETIN, M.PARREAU, J.LOMBARD. 

PRESIDENT DE L'UNIVERSITE 

DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE 

M. M.MIGEON. 

PROFESSEURS TITULAIRES 

BACCHUS P ie r re  Astronomie 
BEAUFILS Jean-Pierre Chimie Physique 
BILLARD Jean Physique du Sol i d e  
B IAYS  P i e r r e  Géograohi e 
BONNOT Ernes t B io log ie  Végétale 
BOUGHON P i  e r re  Algèbre 
BOURIQUET Robert B io log ie  Végétale 
CELET Paul Géologie Générale 
COEURE Gérard Analyse 
CONSTANT Eugène E l  ec t ron i  que 
CORDONNIER Vincent Informatique 
DEBOURSE Jean-Pierre Gestion des Entreprises 
DELATTRE Char1 es Géol ogi  e Général e 
DELHAYE Michel Chimie Physique 
DERCOURT Jean Géologie Générale 
DURCHON Maurice Bi01 ogie Expérimentale 
FAURE Robert Mécanique 
FOURET René Physique du Sol ide 
GABILLARD Robert Electronique 
GRANELLE Jean-Jacques Sciences Economiques 
GRUSON Laurent A l  gèbre 
GU ILLAUME Jean Microbio logie 
HECTOR Joseph Géométrie 
HEUBEL Joseph Chimie Minérale 
LABLACHE-COMBIER A la in  Chimie Orc~anique 



M .  LACOSTE Loui s 
M .  LANSRAUX Guy 
M .  LAVEINE Jean-Pi erre 
M. LEBRUN André 
M. LEHMANN Daniel 
Mme LENOBLE Jacqueline 
M. LHOMME Jean 
M .  L I N D E R  Robert 
M. LOMBARD Jacques 
M. LOUCHEUX Claude 
M. LUCQUIN ?dichel 
M. MAILLET Pierre 
M. MONTREUIL Jean 
M .  PARREAU Mi chel 
M .  PAQUET Jacques 
M. PROUVOST Jean 
M. SALMER Georges 
Mme SCHWARTZ Mari e-Hé1 ène 
M. SEGUIER Guy 

, M. STANKIEWICZ François 
M. TILLIEU Jacques 
M. TRIDOT Gabriel 
M. VIDAL Pierre 
M. VIVIER Ernile 
M. WERTHEIMER Raymond 
M. ZEYTOUNIAN Radyadour 

Bi01 ogie Végétale 
Physique Atomique e t  !Io1 écul aire 
Pal éontol ogi e 
Electronique 
Géométrie 
Physique Atomique e t  Mol écul a ire  
Chimie 
Piologie e t  Physiologie Végétales 
Sociologie 
Chimie Physique 
Chimie Physique 
Sciences Economi ques 
Biochimie 
Analyse 
Géol ogi e Générale 
?4i néral ogi e 
El ectronique 
Géométrie 
El ectrotechnique 
Sciences Economiques 
Physique Théorique 
Chimie Appliquée 
Automati que 
Biologie Cellulaire 
Physique Atomique e t  Moléculaire 
Yécani que 

PROFESSEURS SANS CHAIRE - 
M. BELLET Jean Physique Atomique e t  Mol écu1 aire 
M .  BKOUCHE Rudolphe Algèbre 
M. BODARD Marcel Bi01 ogie Végétale 
M. BOILLY Bénoni Biologie Animale 
M. CAPURON Alfred Biologie Animale 
M. CARREZ Christian Informatique 
M. CORTOIS Jean Physique Nucléaire e t  Corpuscul a ire  
Mme DACHARRY Mon i que Géographie 
M .  DEVRAINNE Pierre Chimie Minérale 
M. GOSSELIN Gabriel Sociologie 
M. GOUDMAND Pierre Chimie Physique 
M. GUILBAULT Pierre Physiologie Animale 
M .  HERMAN Maurice Physique Spatiale 
M .  JOURNEL Gérard Physique Atomique e t  Mol écu1 aire 
Mme LEHMANN Josiane Analyse 
M .  LENTACKER Firmin Géographie 
M. LOUAGE Francis El ectronique 
M. MAIZIERES Christian Automatique 
Ml e MARQUET Simone Probabi 1 i tés 
M. MESSELYN Jean Physique Atomique e t   oléc cul aire 
M. MIGEON Michel Chimie Physique 
M. MONTEL Marc Physique du Sol ide 
M. RACZY Ladislas El ectroni que 
M. ROUSSEAU Jean-Paul Physiologie Animale 
M. SLIWA Henri Chimie Organique 
M. WATERLOT Mi chel Géol ogi e Générale 



MAITRES DE CONFERENCES ( e t  Chargés d'Enseignement) 

M. AL FAKIR Sabah A l  gèbre 
M. ANTOINE Ph i l i ppe  Ana 1 yse 
M. BART André Pio logie Animale 
Mme BATTIAU Yvonne Géographie 
M. BEGUIN Paul Mécanique 
M. BOBE Bernard Sciences Economi ques 
M. BONNELLE Jean-Pierre Chimie 
M. BOSCQ Denis Probab i l i tés  
M. BREZINSKI C l  aude Analyse Numérique 
M. BRUYELLE P ie r re  Géographie 
M. CHAMLEY Hervé Géotechnique 
M. COQUERY Jean-Marie Psychophysiol ogi e 
M. COURBIS Bernard Sciences Economi ques 
M. COUTURIER Daniel Chimie Organique 
M. DEBRABANT P i e r r e  Géol ogi e Appl i quée 
M. DEGAUQUE P i e r r e  E l  ec t ron i  que 
M. DELORME P i e r r e  Physiologie Animale 
M. DE PARIS Jean-Claude Mathématiques 
M. DHAINAUT André B io log ie  Animale 
M. DOUKHAN Jean-Cl aude Physique du Sol ide  
M. DUBOIS Henri Physique 
M. DUBRULLE A la in  Physique 
M. DUEE Gérard Géol ogi e 
M. DYMENT Arthur Mécanique 
M. ESCAIG Bertrand Physique du Sol ide 
M. FLAMME Jean-Marie Technologie de Construction 
M. FONTAINE Hubert Physique 
M. GAMBLIN André Géographie 
M. GOBLOT Rémi Algèbre 
M. GREVET Pa t r i ck  Sciences Economiques 
M. JACOB Gérard Informatique 
M. KREMBEL Jean Biochimie 
M. LAURENT François Automatique 
Mle LEGRAND Denise Algèbre 
Mle LEGRAND Solange Algèbre 
M. LEVASSEUR Michel Sciences Economiques 
M. LHENAFF René Géographie 
M. LOCQUENEUX Robert Physique Théorique 
M. LOSFELD Joseph Informatique 
M. MACKE Bruno Physique 
M. MIGNOT Fu lber t  Analyse Numérique 
M. N'GUYEN VAN CHI Régine Géographie 
M. PARSY Fernand Filécan i que 
M l  e PAUPARDIN Col e t t e  B io log ie  Physiologie Végétales 
M. PERROT P ier re  Chimie Appl i quée 
M. PERTUZON Emile Physiologie Animale 
M. PONSOLLE Louis Chimie Physique 
M. POVY Lucien Automatique 
M. RICHARD A la in  Bio logie 
M. RIETSCH François Chimie 
M. ROGALSKI Marc Analyse 
M. ROY Jean-Claude Psychophysiologie 
M. SALAMA P i  e r re  Sciences Economiques 
Mme SCHWARZBACH Yvette i4athématiques 
M. SIMON Michel Soci 01 ogi  e 
M. SOMME Jean Géographie 



Mle SPIK Geneviève 
M. STERBOUL François 
M. TAILLIEZ Roger 
M. TOULOTTE Jean-Marc 
M. TREANTON Jean-René 
M. VANDORPE Bernard 
M. WALLART Franc is  
Mme ZINN-JUSTIN N i co le  

B ioch imie 
In format ique 
Bi  01 og i  e 
Automatique 
Soc io log ie  
Chimie Minéra le  
Chimie 
A l  gèbre 



A V A N T  P R O P O S  

L'aboutissement de ce t r a v a i l  nous donne l 'occasion de 

témoigner notre reconnaissance à ceux qui  en ont  permis l a  r é a l i -  

sat ion.  

Nous remercions en p a r t i c u l i e r  Monsieur l e  Docteur 

K. K. HAN qui en a é t é  l ' i n s t i g a t e u r  ; q u ' i l  veu i l l e  bien trouver 

i c i  l 'expression de notre respectueuse gra t i tude .  

Ce t r a v a i l  d o i t  beaucoup à Monsieur l e  Professeur 

G. BISERTE, pour l a  confiance q u ' i l  nous a accordée en nous inté-  

grant au sein de son équipe e t  l a  bienveillance q u ' i l  a toujours 

manifestée à notre égard. 

Cette thèse  a é t é  réa l i sée  dans l e  Laboratoire de 

Biochimie Structurale de Monsieur l e  Professeur M. DAUTREVAUX dont 

l e s  consei ls  précieux ne nous ont  jamais f a i t  défaut e t  qui nous 

a constamment aidée e t  encouragée. 

Qu' il nous s o i t  permis aujourd'hui d'exprimer notre 

reconnaissance e t  notre admiration à Monsieur l e  Professeur 

Paul BOULANGER ; nous avons é t é  heureuse e t  f i è r e  de pa r t i c i -  

per aux travaux de lqEcole  q u ' i l  a créée. 

Nous remercions vivement Monsieur l e  Professeur 

J. MONTREUILqui nous f a i t  l'honneur de présider  ce jury de thèse 

a i n s i  que Mademoiselle G. SPIK, Monsieur R. KASSAB e t  Monsieur l e  



Professeur Y. BOULANGER qui  ont bien voulu accepter de juger notre 

t r a v a i l .  

Nous remercions également nos amis des Laboratoires de 

Biochimie du C. H. U. de L i l l e  a i n s i  que nos amis du Laboratoire 

de Biochimie Cel lu la i re  du CNRS de Montpellier, en p a r t i c u l i e r  

Mademoiselle F. REGNOUF', avec qui nous avons collaboré e t  dont 

nous avons apprécié l a  franche amitié.  

Que Monsieur l e  Docteur N. V. THOAI e t  Mademoiselle 

L. A. PRADEL trouvent également i c i  l 'expression de notre 

grat i tude.  

L'aide eff icace de Madame B. MASSELOT, e t  de Gademoiselle 

S. WOJCIK a grandement f a c i l i t é  notre tâche, qu ' e l l e s  en soient  

chaleureusement remerciées. 



LES RÉSULTATS INCLUS DANS CETTE THÈSE 

ONT FAIT L'OBJET DES PUBLICATIONS 

ET COMMUNICATIONS SUIVANTES : 

II HAN, K. K., DEBUIRE, B. ,  DAUTREVAUX, M . ,  BISERTE, G., FATTOUMI A . ,  

REGNOUE', F.8 KASSABr R. et PRADEL, L. A. (1972) 

Séquence des amino-acides d'un fragment obtenu pa r  

coupure de l ' a r g i n i n e  kinase de Homard pa r  l e  bro- 

mure de cyanogène. 

C. R. Acad. Sci .  Pa r i s ,  274, 324-326. 

2)  DEBUIRE, B . ,  RAN, K. K. ,  DAUTREVAUX, M. and BISERTEI G. (1975) 

I s o l a t i o n  and charac te r iza t ion  of the cyanogen bromide 

fragments of Eobster arginine kinase (Homarus vulgar i s )  

In t .  J. Peptide Protein Res. 9, 69-80. 

3 I DEBUIRE, B. , AAN, K. K. , REGNOUF, F . and KASSAB , R. 

Amino-acid sequence of CNBr fragments of  3 ,  11, 17 amino- 

ac id  residues SN-acetyl terminal Çequence - I so la t ion  and 

charac te r iza t ion  of the  fragments produced by BNPS- 

ska to l e  cleavage . 
Congrès de l a  FEBS - Par i s  (1975) 



4) DEBUIRE, B.,  H A N 1  K. K. DAUTREVAUXI M. 1 BISERTE,  G.1 REGNOUF, F . ,  

KASSAB, R-  PRADEL, L. A. 

S t ruc ture  par t ie l le  de l ' a r g i n i n e  kinase de H o m a r d .  

C o m m u n i c a t i o n  aux Journées B i o c h i m i q u e s  franco- 

belges, 2 4 - 2 6 j u i n  1 9 7 6  ( L i l l e )  . 

5 )  DEBUIRE, B . ,  HAN, K. K., DAUTREVAUX, M. and BISERTE,  G. ( L i l l e )  

REGNOUE', F. and KASSAB, R. ( P a r i s )  ( 1 9 7 7 )  

Amino-acid Sequence of a cyanogen b r o m i d e  f r a g m e n t  

containing the t w o  tryptaphanyl re sidues of L o b s t e r  

arginine kinase. 

J. B i o c h e m .  Japan. g r  611-619. 

6 )  REGNOUFI F. and KASSAB, R. ,  BEBUIRE, B. and HAN, K. K. ( 1 9 7 9 )  

Primary structure of L o b s t e r  arginine kinase : amino- 

and c a r b o x y l - t e r m i n a l  s t ruc tu re  of the e n z y m e  and c o m p l e t e  

a l i g n m e n t  of the  cyanogen bromide peptides. 

S o u m i s  pour publication. 

7 )  HAN, K. K., TETAERT, D. , DEBUIRE, B . ,  DAUSREVAUX, M. and 

BISERTE,  G. ( 1 9 7 7 )  

D é g r a d a t i o n  récurrente ~'EDMAN. 

B i o c h i m i e ,  2, 7 ,  5 5 7 - 5 7 6 .  



TABLE DES YATI ERES 

------------------ 

L'ATP : L-arginine phosphotransférase parmi l e s  

phosphagène-phosphotransféraçes. 

1 Réaction catalysée e t  subs t ra t s .  2 

II Préparation. 6 

III Composition en amino-acides e t  extrémités  

N e t  C-terminales. 7 

I V  Conformation moléculaire. 10 

V Topographie du cent re  a c t i f .  1 3  

V I  E tude c r i s ta l lographique  . 2 2  

V I 1  Propr ié tés  antigèniques. 22 

Technique de base u t i l i s é e  l o r s  de l a  détermination 

de l a  s t ruc tu re  pr imaire  de l ' a r g i n i n e  kinase : %a 

dégradation récur ren te  dlEDMAN. 2 5 

S t r a t ég i e  d 'é tude de l a  s t ruc tu re  covalente de 

l ' a r g i n i n e  kinase. 4 9  



Isolement et caractérisation des fragments obtenus 

par hydrolyse de l'arginine kinase par le bromure 

de cyanogène. 

Séquence en amino-acides du fragment BrCN APK IV b 

contenant les 2 résidus de tryptophanne de l'argi- 

nine kinase. 

CHAPITRE I I I  ------------ 
Séquence partielle du peptide BrCN APK III d' conte- 

nant la cystéine essentielle de l'arginine kinase. 9 3 

Séquences N et C-terminales de l'arginine kinase. 

Détermination de l'ordre d'enchaînement complet 

des fragments au bromure de cyanogène. 



ATP 

ADP 

AP K 

CPK 

B r C N  

S-AE-APK 

S-CM-APK 

Hse 

PCA 

DTT 

EDTA 

PITC 

PTH amino- 
a c i d e  

HPLC 

CPA 

CPB 

DNS-Cl 

DNS amino-  
a c i d e  

DEAE 

D T N B  

T r i s  . . 

a c i d e  a d é n o s i n e  t r i p h o s p h o r i q u e  

a c i d e  a d é n o s i n e  d i p h o s p h o r i q u e  

a r g i n i n e  k i n a s e  

c r é a t i n e  k i n a s e  

b romure  d e  c y a n o g è n e  

S - a m i n o é t h y l  a r g i n i n e  k i n a s e  

S - c a r b o x y m é t h y l  a r g i n i n e  k i n a s e  

h o m o s é r i n e  

a c i d e  p y r r o l i d o n e  c a r b o x y l i q u e  

d i t h i o t h r é i t o l  

a c i d e  é t h y l è n e  d i a m i n o  t é t r a  a c é t i q u e  

p h é n y l i s o t h i o c y a n a t e  

p h é n y l  t h i o h y d a n t o ï n e  a m i n o - a c i d e  

c h r o m a t o g r a p h i e  l i q u i d e  à h a u t e  p r e s s i o n  

c a r b o x y p e p t i d a s e  A 

c a r b o x y p e p t i d a s e  B 

c h l o r u r e  d e  d a n s y P  

d a n s y l  a m i n o - a c i d e  

d i é t h y l a m i n o é t h y l  

a c i d e  5 - 5 '  dithio-bis-nitrobenzoïque 

t r i s  ( h y d r o x y m é t h y l )  -amino-méthane  



L'ATP : L-ARGININE PHOSPHOTRANSFÉRASE PARMI 

LES PHOSPHAGENE-PHOSPHOTRANSF~RASES, 



Les ATP - guanidino-phosphotransféraçsç ou phosphagène 

phosphotransférases sont des enzymes qui  ca ta lysent  l e  t r a n s f e r t  du 

groupement phosphoryle terminal d 'un nucléotide t r iphosphate  puri-  

que, l ' a c i d e  adénosine triphosphorique (ATP) sur  l e  groupement 

guanidyle d'une base, d i t e  base guanidinée, selon l e  schéma réac- 

t i onne l  suivant  : 

A - PcrPcPP 

ATP Base Base guanidinée 

çuanidinée phosphorylée ou 

phosphagène 

ADP 

Ces enzymes sont  l o c a l i s é s  dans l e  t i s s u  musculaire 

(muscles l i s s e s ,  s t r i é s  e t  cardiaque) e t  dans l e  t i s s u  cé réb ra l  

( c r é a t i n e  kinase)  ; on ne l e s  décèle  pas dans un organe t e l  que 

l e  f o i e  ou s e  forment pourtant  l e s  bases guanidinées. 

Leur r ô l e  connu e s t  l i é  à l a  régénération de 1'ATP 

consommé au cours de l a  cont rac t ion  musculaire. (vo i r  ci-dessus : 

réac t ion  prépondérante dans l e  sens 2)  . 
Par a i l l e u r s  STOREY e t  a l  (1  - 2 )  on t  montré que l a  c r éa t ine  phos- 

phate exerce un contrôle  s u r  deux enzymes c l é s  du système glyco- 

ly t ique  : l a  phosphofructokinase e t  l a  pyruvate kinase. P lus  récem- 

ment, au cours de 1 'étude de l a  phosphofructokinase du muscle ad- 

ducteur de 1' i j l i t re ,  c e t  auteur  démontrait pour l a  première f o i s ,  

l e  r ô l e  poss ib le  de 1'APK e t  de l ' a r g i n i n e  phosphate dans l a  régu- 

l a t i o n  des enzymes glycolyt iques ( 3 ) .  



Des inves t iga t ions  effectuées s u r  l e  r ô l e  du système APK-arginine 

phosphate dans l e  muscle de manteau de Calmar ( 4 )  permettent d ' a f -  

firiner qu 'en d é f i n i t i v e  l e  système APK-arginine phosphate a u r a i t  un 

rô le  l i m i t é  en t a n t  que " réservoi r  d 'énergie"  e t  s e r v i r a i t  su r tou t  

à r ég l e r  réversiblement l a  glycolyse chez l e s  Invertébrés .  

La c réa t ine  kinase c a r a c t é r i s e  l e s  Vertébrés e t  l ' a r g i n i n e  

kinase l e s  Invertébrés .  

Chez l e s  Annélides e t  l e s  animaux d'embranchements vois ins ,  ou t re  ces 

enzymes, d ' au t r e s  phosphokinases du même type sont  responsables de 

l a  formation de s i x  phosphagènes moins bien connus : phosphogly- 

cocyamine, phosphotaurocyamine, phosphothypotaurocyamine, phospho- 

lombricine , phosphothalassémine e t  phosphoophéline ( Figure 1) . 

Les phosphagène kinases  qui  d i f f è r e n t  par  l e u r  t a i l l e ,  

l eur  conformation, l e u r  s p é c i f i ~ i t é ~ p r é s e n t e n t  cependant quelques 

analogies : l e s  pourcentages des d i f f é r e n t s  groupes d'amino-acides 

(dicarboxyliques,  diaminés, aromatiques) sont  remarquablement cons- 

t a n t s  pour l a  p lupa r t  de ces enzymes (DER TERROSSIAN e t  a l  - 5, 

THOAI e t  a l  - 6 ) .  

Les c a r t e s  peptidiques t rypsiques de cinq phosphagène- 

phosphotransférases sont s i m i l a i r e s  ( c r éa t ine  kinase,  a rg in ine  

kinase, taurocyamine kinase, lombricine kinase,  glycocyamine 

kinase) (KASSAB e t  a l  - 7 ,  PRADEL e t  a l  - 8)  a i n s i  que l e s  séquen- 

ces en acides aminés autour du groupe SH es sen t i e l  (Tableau 1.- 

9 - 10 - 1 1  - 12 ) .  

L'étude des phosphagène-phosphotransférases montre que, 

pendant l ' évo lu t ion ,  des s t ruc tu re s  minimales e s s e n t i e l l e s  o n t  é t é  

conservées (nature e t  nombre de rés idus  d 'ac ides  aminés e s s e n t i e l s ,  

s t ruc tu re  pr imaire  des peptides de cent re  a c t i f ,  microehvironnement 

des s i t e s  de f ixa t ion  des s u b s t r a t s )  mais que de t r è s  légers  chan- 

gements de pos i t i on  des résidus d'amino-acides e s s e n t i e l s  sont  s u f f i -  

san ts  pour modifier l e  mécanisme de transphosphorylation. 



P H O S P H O A R G I N I N E  P H O S P H O C R E A T I N E  

P H O S P H O T A U R O C Y A M I N E  

PHOS P H 0  HYPOTAUROCYAMINE 

P H O S P H O G L Y C O C Y A M  I N E  

OH 

P H O S P H O O P H E L I N E  

P H O S P H O L O M B R I C I N E  P H O S P H O  T H A L A S S E  M I N E  

PHOS PHAGENES 

FIGURE 1 
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L'évolut ion biochimique rés ide  donc dans une divergence 

des t a i l l e s  e t  poids moléculaires,  q u i ,  à son t o u r ,  peut en t ra ïner  

une modification du mécanisme réact ionnel .  Mais l e s  s t ruc tu re s  mini- 

males e s s e n t i e l l e s  au type de réact ion enzymatique sont  maintenues 

(THOAI - 13).  

L 'a rg in ine  kinase nous a é t é  fournie  par  l e  Laboratoire de 

Biochimie Générale e t  Comparée (Collège de France-Paris) pu i s  par  l e  

Laboratoire de Biochimie Macromolécuiaire (CNRS - Montpellier) . 

L'enzyme e s t  préparé à p a r t i r  du muscle de Homard (Homarus 

vulgar i s )  selon une méthode déc r i t e  par  PRADEL e t  KASSAB (14) dont 

l 'avantage e s t  de permettre l a  pu r i f i ca t ion  de l'enzyme à p a r t i r  de 

quant i tés  importantes de muscle. Le mode opéra to i re  e s t  l e  suivant  : 

Après congélation à -70' C pendant 24 heures, l e s  muscles 

de Homard sont  broyés jusqu'à homogénéisation en présence de 3 volumes 

d'une so lu t ion  d'EDTA  IO-^ M ,  pH 7 .  L ' e x t r a i t  e s t  centr i fugé 30 minutes 

à 29 000 g à 0' C e t  l e  l iqu ide  surnageant r e c u e i l l i  ; l e  cu lo t  e s t  

e x t r a i t  de façon ident ique par  1 ,5 volume de l a  même so lu t ion  d'EDTA 

e t ,  après cen t r i fuga t ion ,  l e s  surnageants sont  réunis  (Fract ion 1). 

La f r a c t i o n  1 e s t  p réc ip i t ée  à +4' C ,  sous ag i t a t i on ,  par  

du s u l f a t e  d'ammonium c r i s t a l l i s é  (31,5 g/100 m l  de l iqu ide)  e t  l e  

milieu e s t  maintenu à pH 7 par  addi t ion d'ammoniaque 5 N. Après cen- 

t r i fuga t ion  immédiate (30 mn à 29 000 g e t  à 0' C) l e  surnageant e s t  

en r i ch i  en s u l f a t e  d'ammonium (15,5 g/100 m l  de l iqu ide)  e t  après  

une n u i t  à +4' C l e  p r é c i p i t é  e s t  r e c u e i l l i  e t  redissous dans une 
- 3 

so lu t ion  d'EDTA 10 M, pH 7 ( so lu t ion  à 30 mg de protéine par  m l  : 

Fraction I I ) .  



La f r a c t i o n  II e s t  additionnée de s u l f a t e  d'ammonium en 

so lu t ion  sa turée  à +4O C jusqu'à 59 % de sa tu ra t ion  en s e l .  Après 

cent r i fuga t ion ,  l e  surnageant e s t  additionné de l a  même so lu t ion  de 

s u l f a t e  d'ammonium jusqu'à 69 % de sa tura t ion  en se l .  Après une n u i t  

à +4' C l  l e  p r é c i p i t é  e s t  centr i fugé 30 mn à 29 000 g  à O0 C. 

Le p r é c i p i t é  e s t  a l o r s  dissous dans un tampon t r i s -acé-  

t a t e  0 ,01 M I  EDTA I O - ~ M I  pH 8 e t  d i a lysé  24 H à +4O C contre  ce tam- 

pon. La concentration protéique d o i t  ê t r e  a l o r s  d'environ 30 mg/ml 

e t  son a c t i v i t é  égale  ou supérieure à 200 unités/mg. 

La so lu t ion  e s t  soumise à une chromatographie su r  DEAE- 

Sephadex A-50, forme acé t a t e ,  équ i l i b ré  par  un tampon t r i s - a c é t a t e  

de 0.01 M à 0.5 M; EDTA I O - ~ M .  pH 8. L 'arginine kinase e s t  é luée à 

une molar i té  de 0,06 M (Fract ion I V )  e t  possède une a c t i v i t é  spéci- 

f ique  supérieure à 300 un i t é s  par  mg. 

L'enzyme obtenu e s t  homogène (u l t r acen t r i fuga t ion  analy- 

t i que ,  é lectrophorèse en g e l  de polyacrylamide) e t  possède l a  p lus  

haute a c t i v i t é  spécif ique jamais déc r i t e .  

111 COMPOSITION EN AMINO-ACIDES ET EXTRÉMITÉS N ET .............................................. 

L'arginine kinase de Homard e s t  une pro té ine  monocaté- 

na i r e  dont l a  masse moléculaire avoisine 38 500 dal tons.  

Son obtent ion à l ' é t a t  c r i s t a l l i s é  a  permis l a  détermina- 

t i on  de sa  composition en acides aminés (320 à 340 rés idus  d'amino- 

acides)  (15 - 16 e t    able au II : r é s u l t a t s  personnels) .  Cet te  pro té ine  

comporte 4 ou 5 rés idus  de cystéine e t  aucun pont d i su l fu re  ; l e s  



TABLEAU II 

R moyenne effectuée sur 4 dosages du même échantillon 
RR calculé à partir du poids moléculaire de l'anhydro-amino-acide correspondant 

- 

RRR calculé selon la relation poids moléculaire du résidu d'acide aminé x 100 
% de résidu dans la protéine 

R*** ' poids moléculaire de l'arginine kinase : 38 000 

Acides aminés 

Lysine 
Histidine 
Arginine 
Ac .aspar tique 
Thréonine 
Sér ine 
Ac. glutamique 
Proline 
Glycocolle 
Alanine 
Cys téine 
Val ine 
Méthionine 
Isoleucine 
Leuc ine 
Tyrosine 
Phénylalanine 

Micromoles par g de protéine Résidus d'acides 
aminés 
(g X de protéine)** 

10,84 
3,87 
7,05 
10,31 
4,63 
3,94 
13,81 
3,14 
4 ,O6 
4,70 
1,15 
4,66 
2,85 
5,15 
9,90 
4,53 
6,88 

24 h* 

851 
295 
454 
895 
456 
440 
1063 
299 
7 13 
665 
106 
474 
.220 
434 
855 
272 
468 

Poids molé- 
culaire 
minimum *** 

1180 
3533 
2212 
1115 
2183 
2 207 
934 
3084 
1402 
1510 
8928 
2123 
4587 
2192 
1141 
3597 
2136 

72hx 

841 
269 
450 
899 
456 
417 
1077 
319 
713 
659 
118 
4 68 
216 
456 
897 
284 
4 70 

temps O 

846 
282 
452 
897 
45 6 
452 
1070 
309 
713 
662 
112 
471 
218 
456 
876 
278 
469 

Résidus d'Acides 
aminés par mole 
de protéine 

de** 

32,20 
10,75 
17,17 
34,07 
17,40 
17,21 
40,68 
12,32 
27,lO 
25,16 
4,25 
17,89 
8,28 
17,33 
33,30 
10,56 
17,79 

Nbre entier 
d 'acides 
aminés par 
mole de 
protéine RRR* 

3 2 
11 
17 
34 
17 
17 

' 41 
12 
2 7 
2 5 
5 
18 
8 
17 
33 
11 
18 



teneurs en ac ides  aminés dicarboxyliques ( 7 5  rés idus)  e t  en acides 

aminés basiques (60 rés idus)  sont  relativement élevées.  

L'étude des séquences N e t  C-terminales a f a i t  l ' o b j e t  de 

l a  thèse d ' Ingénieur  Docteur de Mademoiselle F. REGNOUF (17) avec qui  

nous collaborons depuis l e  début de ce t r a v a i l .  Nous fa i sons  i c i  un 

exposé t r è s  succ inc t  des travaux q u i  ont  conduit à l a  détermination 

de ces séquences. 

a )  Séquence N-terminale 

Une étude q u a l i t a t i v e  e f fec tuée  sur  l a  pro té ine  

a i n s i  que sur  l e  fragment BrCN de 107 résidus d ' ac ides  aminés a révé- 

l é  l a  présence du groupe acé ty le  dans ces  deux matériaux. 

Une étude quan t i t a t i ve  e t  séquent ie l le  a é t é  a l o r s  menée 

su r  l a  pro té ine  e n t i è r e  e t  ses  hydrolysats  à l a  pronase. E l l e  a 

permis successivement de doser l a  présence d'une mole de groupe acé- 

t y l e  par  mole d'APK e t  d ' i d e n t i f i e r  l a  N-acétyl-alanine comme acide 

aminé N-terminal de l a  protéine.  

Le dérivé N-acétylé a é t é  ca rac t é r i s é  à p a r t i r  d 'un acé ty l -  

pentapeptide i s o l é  quant i ta t ivement  d 'hydrolysats  à l a  pronase dont 

l a  séquence pr imaire  e s t  : 

b) Séquence C-terminale 
-- ----- 

L'acide aminé C-terminal l i b é r é  par  hydrazinolyse 



est la méthionine (REGNOUF - 18) . 

L'action simultanée des carboxypeptidases A et B a 

permis d'identifier la séquence -Lys-Glu-Met (OH) à 1' extrémité 

C-terminale de la protéine.' Malheureusement deux peptides obtenus 

par coupure spécifique par le BrCN (nous verrons ultérieurement le 

protocole d'isolement de ces peptides) possèdent la même séquence 

C-terminale . 

La carboxypeptidase A, utilisée seule, ne détache que 

les 2 derniers amino-acides de 1'APK pour donner la des-Glu-Met-APK ; 

en coupant cette des-Glu-Met-APK par le BrCN il était logique d'es- 

pérer isoler l'un de ces deux peptides sous une forme amputée de ces 

2 résidus d'amino-acides et qui serait donc le peptide C-terminal. 

Il n' en a rien été, les deux peptides précédents ont été retrouvés 

porteurs de la séquence C-terminale Lys-Glu-Met(OH), ce qui prouve 

que le fragment recherché est différent de ceux déjà connus et qu'il 

n'a pas été isolé des hydrolysats BrCN. 

Cela prouve par ailleurs que la séquence Lys-Glu-Met(0H) 

se répète 3 fois dans la protéine. 

C'est l'électrophorëse diagonale des peptides trypsiques à 

méthionine qui a permis d'isoler ce fragment C-terminal, segment de 

14 résidus d'amino-acides dont un acide aminé en position N-terminale 

est masqué ce qui empêche sa détection par les méthodes habituelles 

de révélation des chromatogrammes sur papier (ninhydrine, fluores- 

camine) . 

L'arginine kinase manifeste les caractéristiques hydrodyna- 

mique~ (coefficient de sédimentation, rapport de friction et viscosité 



intrinsèque) (Tableau III) d'une protéine globulaire. 

Son comportement en solution est assimilable à celui 

d'un globule imparfaitement spérique comparable à un ellipsoide allon- 
. . 

gé dont le rapport axial serait de 3 à 4. Toutefois; c'est l'analyse 

par diffraction aux rayons X qui permettra d'en élucider complétement 

la forme. 

Structure conformationnelle ........................... 

Les résultats obtenus en dispersion optique rotatoire 

(ORIOL - 19, LANDON - 20) et en dichroïsme circulaire (ORIOL et 
LANWN - 21) permettent de décrire l'arginine kinase comme un 
enzyme de forme globulaire, renfermant 0,37 g d'eaci par gramme de 

protéine et dont la structure ordonnée est faite de 40 % d'hélices( 

et probablement de 10 % de structure . La majeure partie de l'hélice 
semble être à la surface de la molécule, région où se logent 4 rési- 

dus de tyrosine sur les 11 que renferme l'enzyme. 

3. Variations conformationnelles de l'arqinine kinase ..................................... ------------ 

L'évolution des conformations adoptées par l'arginine 

kinase sous l'effet de la fixation des substrats ou des agents connus 

pour leur action déstabilisante, agents physiques (températures éle- 

vées, pH extrêmes) ou agents chimiques modificateurs de certains 

amino-acides, a été étudiée par LANDON et ORIOL (22) . 

' Alors que l'action des substrats sur' l'arginine kinase 

n'entraïne pas de changements conformationnels tels qu'ils puissent 

être mis en évidence par les méthodes globales utilisées, 1 'action 

d'agents dénaturants classiques (pH extrêmes, élévation de tempé- 

rature) produit des transitions structurales coopératives entre deux 



Coefficient de sédimentation, s0 20,w 3,35 10-l~ sec 

Coefficient de diffusion, 2 -1 DiO ,w 7,42 Id-' cm sec 

Masse moléculaire 

- 
M (équilibre de sédimentation YPHANTIS-60,5 mg/ml) 
W - - 
MW = MZ (équilibre de sédimentation YPHANTIS - 

64, 0,3 mglml) 

Hydratation - 
Volume spécifique partiel anhydre, v 

Volume spécifique partiel hydraté, 3* 
Eau d'hydratation 

Forme et dimensions moléculaires 

Viscosité intrinsèque 

Rapport de friction, f/fo 

Coefficient de SCHERAGA-MANDELKERN 

Volume molaire anhydre 

Volume molaire hydraté 

Rapport axial, a/b 

Grand axe, 2a 

Petit axe, 2b 

TABLEAU III ----------- 
PARAMETRE S KYDRODYNAMIQUE S DE L ' ARGININE KINASE 



é t a t s  : l ' é t a t  i n i t i a l  contenant 40  % d ' h é l i c e d e t  l ' é t a t  f i n a l  

ayant une s t ruc tu re  t e r t i a i r e  p l u s  ou moins déployée e t  une s t ruc-  

t u r e  hé l i co ïda l e  p lus  ou moins d é t r u i t e  suivant  l ' a g e n t  dénaturant 

employé. 

De p lus ,  l e s  r é a c t i f s  des  groupements t h i o l s  e t  des 

' t y r o s i n e s  per turbent  également l a  s t ruc tu re  na t ive ,  de s o r t e  que 

l ' a r g i n i n e  kinase adopte a l o r s  une s t ruc tu re  par t ie l lement  dérou- 

l ée .  

Les f a i t s  r e l a t é s  suggèrent l a  grande f r a g i l i t é  d ' au  

moins 50 % de l a  s t ruc tu re  hé l i co ïda l e  de l ' é t a t  n a t i f  ; c e c i  e s t  

en accord avec l a  pos i t ion  s u p e r f i c i e l l e  q u ' i l  semble poss ib le  

d ' a t t r i b u e r  à ce fragment d ' hé l i ce .  

Rôle des rés idus  d'amino-acides e s s e n t i e l s  .......................................... 

L'arqinine kinase e x t r a i t e  du muscle de Homard comporte 

4 rés idus  d 'ac ides  aminés e s s e n t i e l s  : l e s  rés idus  cys té inyle ,  l y sy l e ,  

h i s t i d y l e  e t  tyrosyle .  

Donc, une cystéine su r  4 ou 5,  une lys ine  su r  32, une 

h i s t i d i n e  su r  8 ,  une tyros ine  s u r  11 que renferme l'enzyme sont  

indispensables à son a c t i v i t é .  

Le r ô l e  e s s e n t i e l  de ce s  groupes a  é t é  é tudié  par  l e s  

méthodes spectroscopiques e t  l e s  réac t ions  d'échange isotopique en 

comparant l e  comportement de l'enzyme n a t i f  à c e l u i  de J'enzyme 

spécifiquement modifié. (THOAI - 23) .  



a )  Rôle du rés idu  cystéinyle  

L ' i n t é r ê t  des expériences r é a l i s é e s  pa r  KASSAB et 
a l  en 1967 ( 7 )  a  é t é  de mettre en r e l i e f  dans l ' a r g i n i n e  kinase - 
nat ive  l a  présence d'une fonction t h i o l  p a r t i c u l i è r e .  

L'emploi du DTNB permet de d is t ingues  un groupe SH 

immédiatement access ib le  au r é a c t i f .  Ce groupe S H  présente  2 carac- 

t é r i s t i q u e s  : d'une p a r t  s a  d i spa r i t i on  provoque l ' i n a c t i v i t é  complète 

de l'enzyme e t  d ' au t r e  p a r t ,  il présente  une f o r t e  a f f i n i t é  pour 

1 'arginine qui  l e  protège efficacement contre 1 ' i nh ib i t i on  par  l e  

DTNB . 

Par a i l l e u r s ,  il a é t é  montré que lorsque l e  groupement 

SH e s s e n t i e l  de l ' a r g i n i n e  kinase e s t  bloqué, l'enzyme continue à 

f i x e r  normalement l e s  s u b s t r a t s  nucléotidiques mais ne f i x e  p lus  

n i  l ' a r g i n i n e ,  n i  l ' a r g i n i n e  phosphate (ROUSTAN e t  a l  - 2 4 ) .  

Des travaux récents ,  e f fec tués  par  DER TERROSSIAN e t  

KASSAB (25) e t  MAGGIO e t  KENYON (26) ( 2 7 )  s u r  l a  CPK subs t i tuée  

pa r  des groupes de p e t i t e  t a i l l e  e t  chimiquement i n e r t e s ,  on t  mon- 

t r é  que l e  groupe SH e s s e n t i e l  n ' e s t  impliqué n i  dans l a  f i x a t i o n  des 

nucléot ides  n i  dans c e l l e  de l a  c r éa t ine  mais a u r a i t  un r ô l e  

conformationnel. 

Comme nous l e  s igna l ions  précédemment, l a  remarquable 

ressemblance des séquences en amino-acides entourant  l a  cystéine 

e s s e n t i e l l e  des d i f f é r e n t e s  phosphagène-kinases f a i t  que, par  ana- 

log ie  avec l a  CPK, il e s t  poss ib le  de supposer que l e  mécanisme 

d ' ac t ion  du SH e s s e n t i e l  e s t  ident ique chez 1'APK. 

b) Rôle du rés idu  lysy le  

La dansylation du groupe ly sy le  e s s e n t i e l  qu i  

en t ra îne  l ' i n a c t i v a t i o n  t o t a l e  de l'enzyme, à ra i son  de l a  f i xa t ion  



d ' m e  mole de 1-diméthylaminonaphtalène-5-sulfochlorure pa r  mole 

d 'a rg in ine  kinase (KASSAB e t  a l  - 24) n'empêche pas  l a  f i xa t ion  des 

nucléot ides  mais supprime l a  protonation de 1' ADP, l e s  spec t res  de 

f ixa t ion  des 2 nucléot ides  devenant a l o r s  semblables. 

Ces f a i t s ,  en accord avec l a  configurat ion de 1'ATP étudiée 

en spectrométrie de rayons X i  l a i s s e n t  supposer que l e  groupe 

-NH +-lysyle  a ide  à l a  f i xa t ion  de 1'ADP-Mg pa r  protonat ion de son 
3 

noyau adénine e t  de 1'ATP-Mg par  établissement d'une l i a i s o n  élec- 

t r o s t a t i q u e  avec son groupe phosphoryle terminal.  L'une des charges 

négatives de ce dern ier  s e r a i t  a i n s i  neut ra l i sée ,  l ' a u t r e  l ' é t a n t  dé j à  

par  l ' m e  des 2 charges pos i t i ves  du cat ion M ~ ~ +  impliqué dans l a  

réac t ion  ce qu i  s a t i s f a i t  aux condit ions de po la r i s a t ion  pos i t i ve  du 

phosphore terminal nécessa i re  à son t r a n s f e r t .  

En f a i t  l e  problème e s t  beaucoup p lus  complexe e t  d ' a u t r e s  

a l t e r n a t i v e s  de l i a i s o n s  chimiques pourraient  e x i s t e r .  Le groupement 

lysy le  ne semble pas ê t r e  concerné par  l 'échange de phosphore puis- 

que 1 ' enzyme dansylé continue à ca ta lyser  1 ' échange isotopique 

ATP+ADP-C'~ (ROUSTAN - 28) . 

Des études e f fec tuées  s u r  l a  CPK e t  p l u s  précisément su r  

l e  s i t e  de f i x a t i o n  de l ' a n i o n  formiate dans l e  complexe CPK-ADP-Mg- 

~ ~ 0 0 - - c r é a t i n e  P analogue du complexe t r a n s i t o i r e  ca ta ly t ique ,  mr,- 

t r e n t  (JAMES and COHN - 29) que l a  dansylation de l a  CPK ne change 

pratiquement pas  l e s  constantes  de d issoc ia t ion  de l a  c r éa t ine  e t  de 

1'ADP au cours de l eu r  f i x a t i o n  su r  l'enzyme mais supprime l a  f ixa-  

t i o n  du formiate.  

D'autres  travaux comme l ' i d e n t i f i c a t i o n  d'une ly s ine  

dansylée dans un hydrolysat  de muscle de Lapin (30) e t  l a  déter-  

mination de l a  s t ruc tu re  pr imaire  du peptide t rypsique correspon- 

dant  dans l'enzyme de muscle de Pou le t  (31) permettent de conclure 

à l ' ex i s t ence  d'un rés idu  de lys ine  e s sen t i e l  par  s i t e  a c t i f  de 

l a  protéine.  



C )  Rôle du rés idu  h i s t i d y l e  

Les études c iné t iques  f a i t e s  sur l a  c r éa t ine  

kinase a i n s i  que c e l l e s  ayant t r a i t  à l a  r é a c t i v i t é  p a r t i c u l i è r e  des 

fonctions SH e s s e n t i e l l e s  de c e t  enzyme e t  de l ' a r g i n i n e  kinase o n t  

suggéré l a  pa r t i c ipa t ion  d'un groupement imidazole. 

Puisque l a  r é a c t i v i t é  des groupes SH e s s e n t i e l s  dans l e s  

pnosphokinases e s t  indépendante du pH, RABIN e t  WATTS (32 )  VIRDEN e t  

WATTS (33) ont  émis l 'hypothèse de l ' ex i s t ence  de ces groupements 

dans l a  molécule enzymatique na t ive ,  à 1 ' é t a t  intermédiaire  en t r e  

l a  forme mercaptan e t  l ' i o n  mercaptide ; c e t t e  s t ruc tu re  s e r a i t  rendue 

poss ib le  par  l a  présence d'une l i a i s o n  hydrogène l i a n t  l e  groupe- 

ment su l fhydr i l e  à un rés idu  t e l  que l e  noyau imidazole selon l e  

schéma suivant  : 

Ce couple thiol-imidazole pour ra i t  a lo r s  promouvoir une 

ca ta lyse  de type acide-base au niveau du s i t e  a c t i f  de l'enzyme 

(WATTS - 34) .  

PRADEL e t  KASSAB (35) on t  d é c r i t  l e s  r é s u l t a t s  obtenus 

concernant l a  modification de l ' a c t i v i t é  de l ' a r g i n i n e  kinase par  

act ion du pyrocarbonate d ' é thy le ,  r é a c t i f  spécif ique du noyau i m i -  

dazole à pH 6.  (MUHLRAD e t  a l  - 3 6 ) .  



- L'enzyme dont l e  rés idu  h i s t i d y l e  e s s e n t i e l  e s t  carbé- 

thoxylé f i x e  normalement l e s  subs t r a t s  nucléotidiques e t  guanidinés 

mais il e s t  a l o r s  complètement i n a c t i f .  

Ces f a i t s  démontrent qu'on peut a t t r i b u e r  à ce groupe- 

ment imidazole un rô l e  de catalyseur  acide-base ; WATTS a v a i t  d ' a i l -  

leurs émis c e t t e  hypothèse en 1973. 

d) Rôle du rés idu  tyrosyle  

La n i t r a t i o n  de l ' a r g i n i n e  kinase par  l e  t é t r a n i -  

trométhane a é t é  é tudiée  après  blocage r éve r s ib l e  des groupes t h i o l s  

(KASSAB e t  a l  - 37) .  La formation d'une mononitrotyrosine par  mole 

d '  enzyme en t r a îne  une p e r t e  t o t a l e  d '  a c t i v i t é .  La mononitrotyrosyl-ar- 

ginine kinase e s t  incapable de f i x e r  l e s  s u b s t r a t s  guanidinés e t  

nucléot idiques,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus en spectrophotométrie d i f  f  éren- 

t i e l l e  en font  preuve. 

Des mesures de dispersion optique r o t a t o i r e  e f fec tuées  

sur  l'enzyme mononitré indiquent  que celui-ci a perdu p rè s  de 50 % 

de sa  teneur e n d - h é l i c e ,  contrairement à l'enzyme dont l e s  rés idus  

cys té inyle ,  l y sy l e ,  h i s t i d y l e  e s s e n t i e l s  on t  é t é  modifiés e t  dont l a  

conformation moléculaire n ' a  pas  subi de changement en dispersion 

optique r o t a t o i r e .  

L'étude de l ' e f f e t  Cotton à 233 nm montre l e  cnangement 

conformationnel t r è s  important produi t  au cours de c e t t e  modification . 

Le rés idu  tyrosyle  e s s e n t i e l  appa ra î t  a i n s i  indispensable 

au maintien de l a  conformation~moléculaire a c t i v e  de l ' a rg in ine .  kinase 

(KASSAB e t  a l  - 38) . 

En ce qui  concerne l a  CPK, l e s  travaux de FATMUM (39) 

montrent que l e s  rés idus  de tyros ine  ne peuvent ê t r e  bloqués que par 



lodat ion e t  que l'enzyme a i n s i  modifié devient incapable de f i x e r  

s e s  subs t r a t s  ; cependant l a  conformation globale  r e s t e  inchangée, 

seu l  un changement dans l'environnement du s i t e  a c t i f  a  pu ê t r e  

observé. 

e )  Rôle probable d 'un rés idu  arginyle  

Après l e s  études e f fec tuées  par  BORDERS e t  

RIORDAN (40) e t  JAMES (41) su r  l a  CPK qui  tendent à prouver qu'un 

rés idu  arginyle  e s s e n t i e l  f i x e r a i t ,  par  son groupement guanidique 

chargé positivement,  l e  phosphoryle du nucléot ide,  il e s t  permis en 

raison de 1 'homologie des deux pro té ines  de supposer qu'un rés idu  

a rg inyle  s e r a i t  impliqué dans l e  mécanisme ca ta ly t ique  de l ' a r g i n i n e  

kinase. 

Cet te  hypothèse e s t  encore renforcée par  l e  f a i t  que d ' a u t r e s  

kinases t e l l e s  que l a  phosphofructokinase (42 )  l ' adényla te  kinase (431, 

l a  phosphoglycérate kinase (44) e t  1 ' hexokinase (45) comportent un ou 

de& résidus d ' a rg in ine  e s sen t i e l s .  

Le r ô l e  de ce rés idu  s e r a i t  sans doute,  par  son groupement 

guanidique de f i x e r  l e s  groupes phosphates au s i t e  a c t i f .  

2 .  'TT~ograehie _ _ _ _  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  du centre  ca ta ly t iqu$  

En fonct ion des r é s u l t a t s  rapportés  précédemment une repré- 

sen ta t ion  schématique du s i t e  a c t i f  de l ' a r g i n i n e  kinase a v a i t  é t é  

é laborée ( f i g .  2) (ROUSTAN - 24) . 

Au cours  de l a  réact ion de transphosphorylation on observe 

1 ' élimination d ' un proton du groupe guanidique e t  1 ' addit ion d 'un 

proton à l1ADP, l e  phénomène é t a n t  révers ib le .  
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Bien- que 1 ' on a i t  d '  abord pensé que l a  cystéine e t  

l ' h i s t i d i n e  e s s e n t i e l l e s  s e ra i en t  impliquées dans ce r ô l e  de capteur 

ou de donneur de proton (46) aucune preuve n ' e s t  venue é tayer  c e t t e  

hypothèse (46, 47, 48, 27) . 

Au cours de l a  mise en place du complexe ca ta ly t ique ,  l a  

po la r i s a t ion  du groupement guanidique d o i t  ê t r e  t e l l e  que l a  p a r t i e  
/ HN=C s ' o r i e n t e  ve r s  l e  phosphoryle$de 1 ' ATP pour que 1 'a t taque  
\ 

nucléophile N J P  s e  produise (46, 49) . 

ROUSTAN e t  a l  (50) on t  montré que l ' a r g i n i n e  se  f i xe  par  

son extrémité 4 -CH 'NH2 terminale,  l a  chaine carbonee de 1 ' arg in ine  
\ 

COOH 
présentant  un plissement au niveau des carbones C e t  C4 il d e v r a i t  

donc e x i s t e r  une région hydrophobe de l a  pro té ine  adaptée à ce 

plissement. 

Au moment de l ' a c t e  ca ta ly t ique  l e  groupement phosphoryle 

t ransférab le  adop te ra i t  une forme plane ce qu i  f a c i l i t e r a i t  l e  t rans-  

f e r t  sur  l e  s u b s t r a t  accepteur (46) .  

Il  s e  p o u r r a i t  q u ' i l  y a i t  i n t e r ac t ion  en t r e  l e  rés idu  

h i s t i dy le  e s s e n t i e l  e t  l e  groupe phosphorylepde 1'ADP qu i  sont  r e l a -  

tivement proches ( l a  f i g .  3 montre l a  c r éa t ine  kinase dont l e  mécanis- 

me réact ionnel  peut  ê t r e  considéré comme s i m i l a i r e ) .  

Le métal l i é  aux groupes phosphorylese e t  3 de 1 ' ATF s u b i t  

une migration ve r s  l e s  phosphates d e t f  de 1'ADP (5 1) . 

+ 
Le r é s idu  lysy le  e s sen t i e l  sous sa  forme NH f a c i l i t e r a i t  

3 
l ' a t t a q u e  nucléophile .sur  l e  phosphate par  l e  groupe guanidique (29 ) .  

L 'a rg in ine  e s s e n t i e l l e  f o u r n i r a i t  une charge pos i t i ve  pour 

l a  f ixa t ion  du phosphoryle du nucléoside (52) , e t  l e  rés idu  tyrosyle  

s e r a i t  indispensable au maintien de l a  conformation ac t ive  de l'enzyme. 
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Des c r i s t aux  d 'a rg in ine  k inase  de t a i - l l e  convenable on t  

é t é  obtenus en ' u t i l i s a n t  l a  méthode de d i f fus ion  gazeuse de REID 

e t  a l  (53) modifiée par  DUBORD e t  a l  ( 17) . - 

Les c r i s t aux  ont  des dimensions moyennes de l ' o r d r e  de 

0,8 x  0 ,4  x 0 , 3  mm" 

Les paramètres de l a  mai l le  c r i s t a l l i n e  ont é t é  mesurés 

(54)  e t  1 'appartenance au groupe s p a t i a l  P confirmée. 2 

Les premiers e s s a i s  d ' i n f i l t r a t i o n  de monocristaux dlAPK 

par  des s e l s  de métaux lourds ( s e l s  de samarium, de rose bengale e t  

de p l a t i n e )  on t  conduit assez rapidement à un r é s u l t a t  p o s i t i f  avec 

l e  s e l  de p l a t i n e  K2PtC14. 

Les spec t res  complets on t  é t é  enregis t rés  à des réso lu t ions  de 
O O 

2 , 9  A pour llAPK nat ive e t  3,3 A pour l e  dér ivé i n f i l t r é  par  l e  p l a t i n e  

(RENAUD e t  a l  1 7 ) .  

Des c r i s t aux  dlAPK nat ive  on t  é t é  exposés au rayonnement 

synchrotron. La q u a l i t é  optique de ce rayonnement permet une augmen- 
O 

t a t i o n  de l a  réso lu t ion  qu i ,  pour llAPKI passe de 2,9 à 2 A.  

Des travaux de BENYAMIN e t  a l  (55) s u r  l ' a c t i v i t é  an t i -  

génique de 1'APK e t  de l a  CPK se  dégagent l e s  po in ts  suivants  : 

- l ' a r g i n i n e  kinase de Homard possède 7  s i t e s  antigéniques 

simultanément r é a c t i f s .  



L'étude de fragments obtenus par coupure de l'enzyme par  l e  BrCN 

montre que su r  5  pept ides  é tudiés  (qui  équivalent  environ à 90 8 

de l a  chaîne polypeptidique) 4 sont antigéniques. 

Par a i l l e u r s  une étude an tér ieure  (56) a  é t a b l i  que l e s  

hydrolysats t rypsiques de 1 ' A P K  conservent une a c t i v i t é  ant igéni-  

que importante, ce qu i  permet d'avancer que l a  s t ruc tu re  ant igéni-  

que de l'enzyme ne s e  l i m i t e  pas à une port ion r e s t r e i n t e  de sa  

chaîne polypeptidique . 

- Les rés idus  h i s t i d y l e ,  lysy le  e t  cystéinyle  e s s e n t i e l s  de 

L'APK ne sont pas  impliqués dans l e s  propr ié tés  ant igéniques de 

l'enzyme ( 5 7 ) .  

Par cont re ,  l e  rés idu  tyrosyle  e s s e n t i e l  s i t u é  à ha sur- 

face de l'enzyme f a i t  p a r t i e  d'un déterminant antigénique de 1'AFK. 

La p a r t i c i p a t i o n  des l y s ines  à l ' a n t i g é n i c i t é  de 1'APK e t  

de l a  CPK tend à ê t r e  prouvée par  l 'augmentation de l a  capaci té  

d ' i nh ib i t i on  d 'hydrolysats  t rypsiques quand l e  c l ivage e s t  l imi t é  aux 

arginines.  Ceci a  é t é  v é r i f i é  chez 1 ' A P K  par  des  e s s a i s  avec des 

dér ivés  à l y s ines  modifiées. (58) 

- La f i x a t i o n  séparée des subs t r a t s  guanidique e t  nucléo- 

t i d ique  sur  l a  CPK n ' en t r a îne  aucune a l t é r a t i o n  de l ' a n t i g é n i c i t é ,  une 

modification n ' e s t  observable que lorsque t o u t  l e  s i t e  a c t i f  e s t  occupé 

y compris l e  s i t e  de f ixa t ion  du groupement phosphoryle t ransférab le .  

Au con t r a i r e  l a  r é a c t i v i t é  antigénique de 1'APK e s t  modifiée 

pa r  l a  f ixa t ion  de l ' u n  des deux s u b s t r a t s ,  l a  f i xa t ion  simultanée des 

subs t r a t s  guanidiqùe e t  nucléotidique s e  t r adu i san t  par  un e f f e t  cumu- 

l a t i f  qui  e s t  indépendant de l a  forme phosphorylée ou non phosphorylée 

du complexe. 

Ces r é s u l t a t s  t raduisent  des  d i f fé rences  appréciables dans 

l a  r é a c t i v i t é  antigénique des deux enzymes. 



TECHNIQUE DE BASE UTILISÉE LORS DE LA 

D ~ T E R M I N A T I O N  BE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE 

L'ARGININE KINASE : 



LA DÉGRADATION RÉCURRENTE DES PROTE INES ET 

DES PEPTIDES, MISE AU POINT PAR EDMAN EN 1950, EST 

UNIVERSELLEMENT UTILISÉE PAR LES CHIMISTES DES 

PROTÉINES, 

DANS LA PUBLICATION CI-APRÈS NOUS FAISONS 

UNE DESCRIPTION DE DIFFÉRENTES MÉTHODES DE DÉGRADA- 

TION EMPLOYEES AINSI QUE DE PROCÉDÉS D' IDENTIFICA- 

TION DES PHÉNYLTHIOHYDANTOÏNE-AMINO-ACIDES 
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secher sou, N 

Ajouter 1 ,te Pgr 30 1 
Extra i re  2 x var 12  g t c i  &nt : At (1  : 2) 
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t.1 1~ lJ'l'll-:41.q eii o i ~ ~ ~ i l l ~ i i ~ e .  Ides lJ'l'll-Sel. cl (:ySO:, :i(.idcs 1)ii i .  t ~ l ~ i ~ ~ ~ ~ i ~ ~ I o g ~ ~ : ~ ~ ~ l i i c  cil pli;tsc g;ixeiis~. 

soiil coiiioIi.lcriiciiI tlClriiils cl Ir 1"1'11-'1'r1) est tlb. Selil Lc IJ'l'l~-hi.: n'ii ]J;IS ))il i4i.c iilciililii~ p;ir celle 
Irciil ~ ~ : ~ r l i c l l e i ~ i e ~ ~ t .  iiii.lliotlc. 

II't~~~ti~tt;rc~liori tlrs 1J7'11-~~r~iiiro-t~ci~Ic.s pirr IICI. 111 otr pur Io strritle. 

! l J ~ o t l t ~ i L  Lr~~iisi~~r- 1 
11ç1 

,\cide üi i i i i i i*  l in6 aii C O I I I . ~  I I ( '  I I I  SiIOll i rCgei icral ioi i~iÿ, i l i~,  \C;)~)~eiiler, 44; i ~Sii~illiirs, 481 I(;ürl)t~i~~t,r, 471 

1 1 
88 

I 
78 ASJ> I 99 

A sn N . D .  89 l 88 
'ïhr ' 3-amino-buty- 1 I 78 

I 64 (Gy) 
rique I 

Ser alanine 1 Y7 
l I 

1 
Glu 81 17 I 66 
Gln I , N . D .  i 52 59 
Pro 88 87 ' 91 
Gly 

l 
104 

98 1 77 
Ala 78 85 83 
CYs (Lin) alanine - GO I 5 
Val 88 66 102 
Met I N.D.  l <letruite ' 90 
I IC  AIIO-11e + lie ' 90 70 94 
l.cu 59 88 88 
Tyr 76 I 81 9 ü 
Plie j 86 70 103 
His , N.D. 46 

1 
1 O0 

TC]> (;lyciiie N . D .  4 3  83 + alanine 

LYS N D .  78 O 1  
Arg i N . D .  70 (Arg) 45 (Orn) 

-. - - 
clac\ rliil1i.c~ iiiditl:iciil le icii<lciiictit .il)ic\ i c g ~ i i c i . i L i ~ ~ i 1 )  



1.c tIt~x;igc~ t l c x  I~'I'Il-;iiiiiiio-:1cit1cs 1';"' c1iroiii;i- tlc silicoiie I)C-iiLiO, SE-(!O cl ()Y-22 (1)SO) ;i G I C  
I t ~ g i ~ i i ~ ~ l i i t ~  t.11 11Iiiisc ~;iziSiisc ;I i~li* iiiis ;iii 1 ) o i i i I  ~ ~ I I I ~ I I ~ I Y ( *  I ) I I I I I .  i t l t ~ i i l i ~ i t ~ i ~  l t b s  ll'l'll-;~ii~i~~t~-:~t~itlt~s. 

I I  t I I I ~ I I  :>IIr i.1 I ' is : i i io cl 111. 1 .  Ia:llc 11ci'- 

illcl tlc tIt1xci. lcx  l " l ~ l l - t l i ~ l ~ i v l i s  tle Alü, (;!y, \'al, 

I1i.o, 1.t~ii -t Ilr, \Ici. l'lie, 'l'yi., 'l'ri) et cciis tlc Asii, 

(;III. I l i x .  ; \ l~i ' i .  Ii~iiiii~lliylsilyI;ilioii, clle ~ ~ c r i i i c l  

tl';iii;il! set. Icx 1"l'I 1 t1i.i.ivi.s tle Cys((:hl), CySO,, 

Sei., 'l'Ili., .AS[),  (;Ill, (il11 el tle Lys.  

I.'itlcii i ilic,;ii i o i i  (les IJ'I'll-1.cu et P'L'H-lle ii'cst 

I:ycii cl Sjocliiisl [52J  oiit tI&ci.it 1;i clii.oiii:iit~- 

gi.;il~Iiic cil 11Ii;isc g;ixciisc ((;(:) ;ive<: I I I I ~ !  coIt)iii~e 

cii vci.i.c (4.5 iii tlc It~iig cl 0,l:I iiiiii t l i b  tli;iriii.ti.e~). 

I.ciir iiii~lliotlc ~ ~ c r i i i c l  tlc sC1);ircr lot is  les 1'1'11- 
iiiiiiiio-;icitlcs oii les riiCtliyl-lliio-i1yt1;111Loï11es 
(1I'I'I-1)-;iiiiiiio-ucitlcs. 

11;ix 11.i.s .~;i~i~I';iis:iii!c : '11 c l ~ ~ ~ o ~ i ~ ; ~ l t ~ g r ~ i ~ ~ I ~ ~ e  cil I.cs i i i i~ll i t~tlcs tlc e ~ l i i t i i i i ; i l o ~ i ~ ; i ~ ~ I i i c  cii 1)li;ise gii- 

11li;isc g:izc.ii.\c. ;il)i.i.x silyl;ilioii, Ic I"I'F1-[le sc d i a -  zciise tli.crilcs iiiili:ilciiiciil cil 191i9 1 ) ; ~  1'is;iiio 

t loi i l~lc 1;iiitlix <[t ic .  Ic 1)'l'll-l.cii rcslc cil iiii pic: el  (11. S U I  st)iil 1i.i.s sciisil)lcs. ICllcs ~~ci~i i ic l lc i i l  

iiiiitliic. .\lai% ~ ) ; i i . S i ~ i s ,  Ic 1"l'H-llc riiCiiic silglh iic tl';ir~;ilysei c l i i ; i i i l i l ; i t i \ ~ c i ~ ~ c ~ i l  les I~'i'11-;iiiiiiio-;icitIcs 

se t l i . t l t , i i l , l t ~  1"1\. I I  1':iiil Ic i.&gi~iiki.cr cii I ' l i y t l i ~ ~ l y -  t.11 ~~iii~I;iii l  tl'iiiie~ iiiolc*. ' l ' t~i i l~~ft~is ,  si l ' t 811  i~ l i l i se  
s;iiil t.1 I L S  1';iii.t. ~);issci. siii. I';iii;ilysciir 11';iiiiiiio- iiiic i~t~licllc tlc gi';iiitlc xi.iisil)ilili~, ( I I I  l)ibiil tlcsc~cii- 

:icitlcb lli;iii.c 5 ) .  t l i ~  jiist111'ii 0.2-0,,5 I I I I I I I ~ ~ .  lClliss st~iil  iiIilisc'*css S I I I =  

I:II.. TI. - -  S~;l~w<tlioic (les IIÏ'll-«rrriiio 
<i<.iilrs pur t~Iirorii<ilo!lrirpI~ie eri ~~licrse !)ri- 

:t,iis~, il'<il~rZs l1isrriii~ et 31. [SI] .  
Siir itiic coloiiiic dc CI:(: (121 x 0.2 ci111 

< ( i i i  csL iiiClaii#i. 6 oii voliiiiic Ggele iIc 
i,:l:l I I .  celit de SP-400,5,:1:1 11. cent de 
OV-210 et O,(ili II. cciit dc  OV-325. 

1 i ~ f i  de  chntliic IJ'I'H-Ala, Val, Pro, (ily, 
I le, 1.eii e t  'Tyr. 

2 IL# de clinqiic I'l'li-Asn, (;III, liis et 
'l 'i.~~. 

0,s ,tg de clin~liic iJ'TH-Met e t  l'lie. 

, , , . ,  
,,. ,. (DGbit d'litliuiri : 105 iiil/iiin). 

I.1.x t ~ t 1 1 0 1 i  lie\ I I I  i lisibt*s ~ I I I I -  1;i c l ~ i . o i ~ ~ : ~ l o g r i t ~ ~ l ~ i e  

c i 1  ~ ) l i ; i . s ï  g;izc8iixc. t l t ~ i v c i i l  '1i.c cii vcri'c, c;ir les 
I J ' l ' l l - ; i i i i i i i o - ; i < . i t I e * h  xoiil tli.li.iiils ~):ii'ticllciiieiit :i 

t ~ I i ; i i i t l  11;iiis 1t.s t ~ t ~ l ~ ~ i i i i c s  i~ii~l;ilIit~~ics. 1.i.s lJ'I'lI- 
;iiiiiiit)-:it.i~lc\ ~ ~ 4 # \ s i ' t ~ e i l ~  t l i l I ' i ~ ~ ~ c ~ ~ ~ c s  ~~t~l;irillis tliics 

ii 1;) t.Ii;iiiic l ; i l i ~ ~ ~ ; i I ~ .  I l  es1 tlt~iii: 1rCs tliflicilc 
tl'ol~ltfiiiii. i i i i c  I~oiiiic s i ~ l ) : i i ~ : t l i t i i i  tlcs 11'1'11-üiiiiiio- 

;icitIcx ci1 i i l ~ I i x : ~ i i l  I I I I L *  \ciile <.t~It~iiiic, ii iiioitls tltie 

I'oii S;ixxc : I I I  ~ ) i ~ ~ ~ ; i l ; i l ~ I i ~  tiiie sil! I;ilit~ii I);II. le 1MS 
(.\'.O-l~is-! li.iiiii~lli\I-xilyli ;ici.l;iiiiitlc. (~i.iii~i.~ilciiiciit, 

I I I I  t i l i l i h r  ili,ti\ 1111:ixcx ~ l ; i I i t ~ ~ ~ ~ i ; i i ~ ~ c x  ~ ~ ~ I I I I ~ I ~ ~ ~ I I I ~ I I -  

I:iii.cs : iiiic sciilc ~ ~ l i i i x e  ct)iisliliiCc tlc silicoiic 
I)(: .-)titi c i i i l ~ I t ~ \ i ~  I > O I I I '  itleiililici. les 1"I'Il-:iiiiiiio- 

;it.iilcs les IJIII \  vol;iIilx cl les I I I I I ~ I I \  ~)t~l;iii~cx. c! 
i i i i t b  :IIIII.C~ 1111:i.sc t~oi~xlilii i~c tlc silict~iic SI<- l i l b  poiir 

i t l e i ~ l i l i ~ ~ ~ ~  les i i i t ~ i i i s  \~t~l;iIils cl Ics 1)Iiis po1;iii.c~. 

I 1 i s ; i i i t ~  i z l  111, ' i l  t )111 tli,t.i.il I I I I  ;itiIi.c xysli.iiic 
eii iililis;iiil iiiic ~ili:isc xI;ilic)~iii;iii~~ i i i i i t l i i e ~  f:iilc 
tlc x i l i c t~ i ic  SIJ-~lltll, ()\1-2 1 Il  cl O\'-225. [ ' I I  Ii~oisii.~iic 

xysIi.iiic. :IJ;III! I ) I I L I I .  1)Ii;ixc s l ; i I i ~ ~ i i i i ; ~ i i ~ ~  le iiii~I;iiigc 

I.;I t ~ I ~ ~ ~ t ~ ~ ~ i ; i l o ~ r ; i ~ ) l i i c  C I I  11Ii;ise lit~iiitle SI I I IS  

Ii:iiilc 1)i.essioii (Iil)I.(:) es1 tl';il)l~lic:iti~~ii r'cciilc. 

I C I %  cll'cl, iiii : i ~ I s o ~ ~ l ~ ; ~ i i l  pt~l;iir~b, Ici tliic l i t  si1ic.e 
1~eiiI istrc coiisitli.i.i~ t.i~iiiiiic iiiic ~ili;ixc sl:ilioiiii;iii.c. 

q u i  t~tiiiliciil t1i.s silcs tl';itlsc~i.l~lit,ii ii s;i siii.f:icc. 

I'iie t~oiiil~i~lilioii. ;i li1.11 ciiti'c I;i 11li;isc litliiitlc. 

iiiol~ilc cl 1c.s 1"l'll-:iiiiiiic~-;icitIcs 1)11ur I ~ . I I I .  ;itlsoip- 

lioii siii. ces siles. I.'iililix;ili~)ii tlc 1;i silicc poiir 

I;i xi~l);ii':iliiiii tlcs 1 " I ' I I - ; i i i i i i i t 1 - ~ 1 t ~ i t l c s  ex1 1i.i.s c - l l i -  
c.;icc. <.;II. Ics tIGi.i\,i.s tics l''l'Il-;iiiiiiio-:i<.itIcx I I ~ I I I  

~) t~l ; i i ix~s S I I I I I  i.liii~s l c b s  ~ ~ i ~ c i i i i i ~ i ~ s .  l,;i I I ~ I I I I < ~  1)ci.I't)r- 
lll;lllcch tic, I:t ct~ltllllle ~ l ~ l ~ l l l c l  1);ii. c \ e l l l ~ ) l t ~  tic 
si.11;ii.ci. les 11'1'1 1-l.eii cl llc. ~ : c ~ ~ c i l ~ l ; l i l l ,  I i i  sC~I;ll~;l- 



liciii tlcs Ib'i'll-(:>SO:,. [ l is ,  .ii.g. .\si), (;ILI cs igc  des  
c i~ i i~ l i l i o i i s  iI'i.liiiic~ii h1)Ccialcs. I'oiii. Iciir sl:purü- 
lioii il chl i i i ~ t . c ~ ~ ; i i i ~ c  tl'iililisci i i i i  ;itl~oi.l):iiil iriuiiis 
1)oIairc qiic 1;i 1)li;isc iiiul)ilc : la cliroiii;ili~gi~aI,iic 
cil pli;isc iiivci.sic. 1);iiis c c  c;is, I'ortlre tl'l:l~ttiori 
est iiivci'sc tlc (.cliii ~ l c  Iü i l i c ~ a .  1.c ~ ) t ) i i vc~ i i  tl'blti- 
liori tlc l;i ~iIi;i\c iiitil~ile ci.c)il cii iiii.iiie Iciiil>s <~i ic  

Ic solvaiil tlcviciil iiioiiis poliiirc. 

1~uI:iircs : 'l'iy, GJy, 1-YS, 'i'yr, 'I'iii., Scr ,  Asil, Glii. 
I1:ircc (lue ces  COIIII)OS~.S ciiglobciil .kiiie large 
i ~ l i ~ i i ~ l t i e  tic l)~ilarilCs, LI I I  gr:itliei~L ~ l ' & I i ~ l i i i i ~  es1 
iiCccssairc. 1.c troisiL;iiic groupe est  ccliii d e s  titiri- 
vCs fortcnicii t  11olai1-es : Glu, .4sl), CySO:,, I-fis, Arg 
cl  ICi i i .  si.i);ir;ilioii rcstc <liflieilc. 

Iii'itlgcii, (;r;i11'co et  Küi.gci. 153 1 0111 rCtissi :I 

si.l>;ircr s i i r  iiiic sciile coloiiiic Jcs 19 lJ'l'll-aniiiio- 

r X du soiront 

Lru I 

100- 
/ 

Vol 1 0.01 00 

: Gln 

a0 - , . A." 

60. 

1:it;. 6 .  - Sdpccruliori des I'ï'll-uieiiiio 
40- / ,tc.i~les pcer clironaultryrupliie rri pliuse li- 

tlrritlc sotrs Iiuciie ~~ressiori  cl'ul~rés llollel 
P I  1:rtrrrlr [a]. 

SC11:1r:1tioii des l"I'H-l'io, Leii, \':il, hlet, 
.i1:1, '1*11r. Gly, Tyr, Lys, s c r  ct (;Ill + 
. \ \ I I  1):"' les C1~;iiits ~iii\~:ttits : 1 ; Iiexuiie, 
I I .  clili~i.iii~c (le i i i C t l i y l C c i e - i ~ i ~ ~ ~ r o ~ ~ i i ~ ~ o l  
i:::)~. l>CliiL 50 iiiI/li. 45-100 1i:irs. 1.a 
u<~iii.bc cii ~~uiiitillCs iiiilicliic 1;i 1)ul:iriti. 

O 5 IO II 20 2 5  ,ompiimin) i1c I*i.lli:lllt. 

I I .  7. - S2pt~rulion clcs I'l'll-<tiiiiiio 
itci<lc.s />tir ~liroriiuluyrtr~iltir cri phuse Ii- 
,ltri<le sorts Iicirrie prrssioir t1'1rprL:s llollel 
1,l (.'(lltLle [5.4/.  

(:oloiiiic Xliciol~nl< CN : ~liliase iiioyeii- 
iieiiieiit 1)oluiic nlliyliiiti'ile grelTCc sur 
ailicc ~ ~ ~ r e i i a e  1U bt~ii). Elutioii ji:~r ICS sol- 
V : I I I I \  ~ i i i v : ~ i i I ~  : 1, liex:iiie, Il, clilortire de 
~iiLlliylCiic-isol~iopniiol ( 5 : s ) .  

I)i.hit 30 iiil/li. 45-100 Lais. 
1,;i courl~e cil i)oiiitillCs i'ei>rCsciitc 1:i 

I b t i i i i .  ciivix;igci. I;i si~l):ii~;ilitiii t l i *  1'ïiihciiil)lc t l i~s  ; i t ~ i t l c ~ h  h;iiiI '  I V %  l''l'Il-(:)SO:,. I l i > .  ;Ir; ( * I I  11liIis;i111 

1)l ' lI-; i i i i i i ic , -: i t . i t lcs ,  uii  ciil il tlisliiigiici. lriiis gi.011- i i i i  gi.:itliciil tl'ïliilioii siir t.tiltiiiiic tle 3 1  c ' i i i  g;iriiie 
])es : 1~1.~1i i i i~ i .  g,i.oiipc qu i  coi111)1.ciit1 les l"I'I1 iioii t l c  s i l ice tlc 3 piir. 1,ciii. .syhli.iiic t l t .  stilv:iiils est 
~~o1: i i i~es  I>IYJ,  /.eu, lle, \';il, l'lie, l l c l ,  :il;i. 1.e~ir le stiiv:iiiI : Stilv;~iiI 11 : 75 11. cc111 I ~ ' I I ~ ~ ~ I ; I I I ~ /  
s~~) ; i i~ül ic i i i  exige tics s ~ l \ ~ ; i i i t s  liliol)liilcs. 1,c 25 1). cciil tlc cliloi-t~l'cii~iiic ; hti1v;iiiI 1% : ihtil)i.o- 
tlciisiGiiic 21'11ii1)c cbst t.eliii tic5 IJrl'll rcl:ili\~eiiiciil 11:iiioI c t ~ ~ i l e ~ i ; i ~ i l  1 1). I . I . I I I  ~1';icitIc ~ ) c i ~ c I ~ l t ~ ~ ~ i ~ ~ i i c  



-568 Ii. K .  Han et coll. 

0,l 11 -gi.i~tIieiil ~ ~ t b i i t ~ : i v e  1 0  ;I 4 0  1). (.ciil tlc sol- 
valil Ji, ( l < * l ) l l  1 ilil/ l ) i l .  

1311llcl cl (::iiitlc r>4 oi!t i~Ecciiiiiiciil i.Ciissi i 
sC~):ii.ci les 17 1"l'll-;iiiiiiio-;icitIes siir iiric seiiic 

coloiiiie iIc .\lit:i.ol):ili (3  (1)li;isc iiioyciii~ciiiciit 

pul;iii~c : ;illi\l-iiili.ilc gi.cll'C siii' silice poi'ciise 

(10 piii), Cli~lioii [);II. iiiCIii~ige Iiex:i~ie-uliloriire (le 
l l l b ~ ~ l ~ ~ ~ ~ ~ l ~ - ~ ~ O ~ ) l ~ t l ~ ~ ~ l l l O ~ .  lAil 5 & ~ ~ ~ l ~ ~ l ~ i O l ~  lie tllll'l' (Jiil!  

,40 i i i i i i  ciiviri~ii (sciisil)ilili~ tlc 0,l iiiiiole). ( \ ' o i i .  
ligiii.es (i cl 7 (I'iil)ri's Iiollcl cl C::iiitlc i54i. 

,. 
loiilCs les iiii~llit~tlcs tlc tlCgr:itl;tlioii cilCcs ~ ~ l i i s  

I i i i i i l  oiil iililisl~ t l i l I ~ ' i ~ c ~ ~ l ~  I;iiii~)t)~is tle (~t~iipI:igc, 

tlill'i~ri~iils :i(.itlcs t l c  c,liv:igc oii tlih c~oiivci~sioii, 

iiiiiis le i ~ i ~ i i t ~ l i l '  ( l e  ( ~ t ~ i i ~ ~ l : i g e  es1 loi i j t~i~i~s IL- p l ib i iy l -  
isolliiocy;iii:ilc. (:c tlci.iiici. pciil iblris i ~ c i i i ~ ) l : i t ~ < :  1);ii' 

tl'iiiili.c~s i.i.;i(.lil's. 

[.es iiiïlliyllliioliy~Ii~~iIoiiics iiiiiiiio-;icitlcs soiil 

pliis vol;ilils t~iic les ~~iii.iiyllliit~liyt1i111to'i11cs, tloiic 

pliis Siicil's ii i t l ~ ~ ~ l i l i e i ~  cil ~ : l ~ r ~ ) ~ ~ ~ : i l t ~ g ~ ~ ; i ~ ~ I i i e  cil 

pli;isc g;izciisc I>is;iiio, 51 ; I:yciii, 52 J 

I.cs ii:i~~lilylll1ioliytl;1111o'ines :iiiiiiio-iicitlcs oiil 

iiiic ; i I ) ~ t ~ i ~ ~ ~ ! i o i i  11111s i i ~ ~ ~ ) o i ~ l a i ~ I e  C I )  U.V. qicc les 
1"I'1I-;tiiiiiit)-ii~~itIcs cl soi11 plus  I'iicilciiieiit rc1)Ci.a- 
blcs (lin. 9) .  

C M - C - N Y  - - I  

U" 

2 )  /al' ~ - f ~ ~ 1 1 l t ~ ~ / l ~ / ~ t 1 1 1 1 ~ 1 1 0 - ~ ~ ~ , ~ ~ - ~ / ~ 1 1 ~ / ~ 0 / ~ / 1 1 ~ 1 1 ~ / ~ -  

isollrio~~y~iict~lr.  

l{ciIli cl \ \ ' : I I I I I ~ I J I I  ,591 oiil i i i i s  iiii p t ~ i i i l  tiiic 

v;ti~i:~iili~ tlc I:i ~ ~ i ~ ~ l l i o t l c  t l i *  tli-g~.:itI;ilitbii cil iilili- 

.;:iiiI i i i i  tli .i .ivi. tliiiili.i.. I.cs Il~ic~liytl;ciilt)'iiics t)l)lc*- 

iiiic.s soiil Ioi'lciiiciil ct~loi~i.cs cl I ï i i i .  It)i:;iliseli~)ii 

l';i(.iic~ siil. iiii c l i rc~ i i i :~ loy i : i i i~ i i i c .  

1) - -  1.e 1~e11li1-/'liroro~1li~;1i!~lisoliiio~~~~~~11~11e 
(l1Fl1I'r(:). 

(:t. ri-;ii.lil' ;i i-li. i i l i l i s i .  1wi '  I.c.tluiii cl S i i i l l  ICiU! 
1 ) t ~ i i i '  t l i~gi ' i i t lc~r  Ics ~)cq) l i t lcs .  l.cs 1'I:1'I '1' ( : - : i i i i i i i t ) -  

:it.itIes s o i i l  ~iioiiis 1)uIiiircs tliic les l"1'11 o i i  .\lrl'tl- 
:iiiiiiio-:icitlcs süiii' 1)oiir 1';ii'giiiiiii. t)ii I'liislitliiic. 

Ils ~ ) e i ~ v c i i l  i.1i.c itli~11li1ii~s 11:ii. t ~ l ~ r ~ ~ ~ i ~ ; i l ~ ~ g r : i ~ ~ l ~ i c  ibii 

~>Ii:ise g;izciisc. Ils soi11 pliis vola l i l s  qiic les lJ'I'H- 
;iiiiirio-;it.itles cl Iriir itleiitilic.;ilioii cil Iiiiiiii.rc l ' .V. 
csl I,cliiict)iil~ p lus  fiicilc. 

, . 
loiiles ces v:iri:iiilcs tlcs iiyciils tic ct~iil)l;igc 

:il)1~)rleiit pliis oii ii~oiiis tl'üvuiilüges i~trc Ir I'I'i'C 
i ~ ~ i l i a l c ~ ~ ~ c ~ ~ l  1ICcril p;ir 1GI11iuii. Milis les iii&tIiyl- 

' l 'I l - : i i i i i i i t~-; icitIc .s  soiil Iri~s iiil&rcss;iiils ~)oi i r  I;I 

~ ~ l i r t ~ i ~ i : i l t ~ g ~ ~ ; ~ ~ ~ I ~ i c  cil 1)Ii;isc g:izeiise. !.es I J - I I ~ ~ ) I I I  y 1- . . I Il-;iriiiiio-;icitIc*s ii':iiiii.iiciil piis tl'iiv;iiil;iyc iiiu- 

jciir. .\l;iis 1ir:iiiiiitzcr 1.1 ul. (voir 1,liis loiii) oiit 

i i l i l i s ï  tlcs i~ t~ i i i~)oscs  siill'ciiii~s tic- ii;il)lilyl-Il'(: qiii 

~ ) ~ i i v c i i l  se lilcr siir Ic grtiiil)c cl)siloii-aiiiiiic tlcs 
~ . ~ s i t l i i s  tlc Iysi i ic  (les ~)cl)litlcs qiii 1)crileiit Iciir 

l)i.ol~i.ii+IC t ~ ~ ~ g ; ~ i i o ~ ~ I ~ i l c .  Aiilsi, O I I  [~c*iiI i-vilthi. 

I'c\lr~:iclit~ii tlc 1)cl~litlc ;tir cwiirs (le I:i clOyratInlioii 

i ~ i ~ l o ~ ~ i ; i I i t ~ ~ i c .  

1)  1.0 ~ ~ . ~ i l r . u p / i t ~ ~ l y i i s o l h i o ~ y ~ l l ~ l ~ e .  P;iriiii les Lcc~~iii([ii~ts iililisCcs par  1's c!lliiiiistes 

(le c . t , i i i l ~ ~ s < :  csl 1)liis « ;ic.lil' D t~ i i c  Ic plii.ii\liso- tics ~)rotCiiii~s c.rrl;iiiics oiil i)ii 'Ire ;iiitoiiialisCes, 

lI i i t )c .y: i i i i i le  cil i.;iisoii tlc lu ~~ri.seiic' cil ~ J < W ( I  11" ~ ) ~ I ~ I I I ~ I I : I I I I  uIi;itlii~~ Fois 11~s  1)i~bgri-s i i i~~)or I : i~~ls .  

g r t ~ i ~ ~ ~ c i ~ i e i i l  iiiIrC : l i i  i ~ i ~ i i c l i t ) ~ ~  tic t.tbiipl;ige es1 (:'est i i i i i s i  tliic l'oii i i  vil ii:iiIi.cb I ' ~ ~ I I I ~ ~ ~ I I : I I ~ S ~ I I ~  tlc*s 
p l i i h  i~;ipitIc. :i(.itles i ~ i i i i i i i ~ s  il y il L I I I ~  \ r i ~ ~ ~ l : ~ i i ~ e  CI'aii~~Ces. les ? 



syiilliclisciirs :iiiloiii;ili~~iics c lo i i  la iii&lliotlc tlc 
~~ferr i l i i~l t l ,  i l  ! ;i iiiic tliz:iiiic tl';tiiiiCcs cl Cgalc- 
iiieiil tIc1)iiis I I I  ;IIIS I I I I  l i ~ o i s i ~ ~ r ~ ~ c  ; i ~ ~ ~ ~ ; i r c i l I ~ i g c  qiii 

])eriiiel t l ' i ~ l : i I ~ l i i ~  I C I  ~ I i ~ ~ i c l i i ~ ~ c  ~ ~ ~ ~ i ~ i i ; i i i ~ e  (les pro- 
téiiics. l x  pr.iiic:il)c tlc chcl ;i~)l~;ii.eil csl fondé siir 

la iiibllrotlc cl:issit~iic tl'l:tlrii;iii. 

I I  i ~ s i ~ l c  1111 \ L . ~ ~ I I C I I ~ C I I I ~  ci1 1~li:ise liiliiitlc coiis- 

triiil p : i i  1 ~ t I i i i . 1 1 1  cl lieg?: I22] et IIII séqiienccui 
c.11 pIi;isc b o l i ( l v  (~ t ) i i s I r~i i l  \) :IV I.;III~SL!II [til]. 

1.~5 ;il)l);ircil.s ci~riiiiicrciüiis (I~ecliiiiüii ails 

C.S..\., .lct~lt.o : I I I  .lu]~oii cl  1:s-Socosi cii 1:r':iiicc) 

~ ~ t 1 s ~ ~ t 1 c i i 1  i i i i  ~~i.ofir;iiiiiiiciii~ &lcctroiii(~itc i~ i i i  cuii- 

lrtilc les tlill'i.iciilcs CI:ipcs (Ic I;i tlégiutlatiori, iiiiisi 

( 1 " ~  I ~ + i i i .  r l i i i .Cc :  lis ~ ~ i ~ t ~ g ~ : i i ~ i i i i e  i.cilklc litli~lciiiciil 

cc.Icii iI'I~tliii;iii 122' iii;iis petit Clic ;itl;il)lC ii . 
t.li;i(lui* I j l ~ t ~  tlc ~)i'oii~iiic. Soiis ;ivoiis ~1I;iii ( 2 1  (11.. 
t iZ i  t l i j i i  tli.c.rit cbii tlcl;iil iios ~~roloculcs csl>ibri- 
I I I L ~ I I ~ ; I I I X  ~ J O I I ~  I;i t l i~~i~:ttI;il ioi~ t l ' l~tI~i~:~i i  tics pro- 
IGiiics ( > I I  i I c .  ~ ) t ~ l , v l ~ c l ) l i t l ~ ~ s  ci1 liii tl';iiiiii~c 197:l. 
Soiis lie t l i~ i~ i~ i \o i i s  cltic les iiiotlilii~:itic~iis :il)l)orti.cs 
i~CceiiiiiiciiI. 

:ii i'rocl~.tr~tiiirc t.1 ~ ~ r o l u c ~ ~ l e  i~octr les /)rolt;ines 

011 Ic3.s / lo/~/ / l l~/ l l i~l~~.s  

l'oiir lis ~~i~ogi~;iiii i i ic i i i , i ~ i i i : i 1 .  Ic iiicillc~iir, oii I'iiii 

(les iiicillciii~s I:iiiipoiis t l ~  coiil)l:igc rcslc le t11i;i- 

tlrol. (:c ~ ~ i ~ t ~ t l i i i l  c i ~ i i l i c i i l  1111 peii t l ' : ~ l ~ l ~ ~ l ~ y t l e .  I l  
c!;: [ J ~ I I  vo1;iIil cl ii'i~bl L*\II.;I~I t111c II;II. il11 c\cGs 
{le 1:iviige il l';~(~Gl:tlc (l'L'~lliyIe ( 2 8  ii 32 1111 tl ';i~i~I;itc 

tl'i.lliylc tlc l:i\.:ig~~ I):II. t .yt-lc) si I'oii iililisc t l i i  

i111:1<1i~01 1 11. I I  O ( - I I I  ;II, '  i . t ~ i i i ~ ~ l : i t ~ i ~  1):ii. I I I I  i : i i i i ~ ) t ~ i  

;III t l i i i t i ~ I l i y l ; i i i i i ~ ~ t i ~ ) r o ~ ~ y ~ ~ c  q t i i  iic eoiiticiil p;is 

tl':iltlCliytlc : i~i . : i i i i i i lzcr ,  iil ; Iir:iiitll el \':III I l t ~ l t l .  
(i3i. Ail coiii.s i~'iililis;ilittii t l ~ .  t~ii:itli.ol 1 SI cl : I L I  

coiirs tl'iiii loiig 1:iv:igc ii I':ici.l;ilc tI'CtIiyle, les 
~ ) c ~ ~ l i t l c s  org;iiiol)liilcs cL les ~)cl~l i t lcs  t.oiirls s t~i i t  

cslr;~ils ~ J ; I I .  l';~cL'~l:ili~ t l ' i~ l l iy le  tl'oii Iibiir l ) c~~- l t~ .  (:CS 

~)IiC~ioii~kiic i ~ ~ ~ ~ r ~ s c i i l c  L I I I  !)roltIbiiic iiiiijciir 11;ii 

I'iililisalio~i (le t~ii;i(lrol (voir les ~ ~ r o g ~ ~ : i i i i i i i c ~ s  tlcl 
pcl)titlcs ~)liis lo in) .  

Cc tlei.iiiei- i.C;ic.lil' (:SI ~ ~ l i i s  :iv;iiil:rgctis cliic le 
t l i l l ~ i ~ ~ l l i ~ ~ ~ i l t ~ l  i111i i~i.st~iic tlt* i~~-is l ;~I l isci~ cl tlc I ) O I I -  
clici Ics i~:iii;ilis;iiioiis tlii si~<lticiii.i~iir. 

~1criiit)tlsc.ri t.1 (11. j(;(il rccoiii~ii;iiitleiiI i'iililis:i- 

tioii t l i i  I;iiiil)oii tli~iii~lli~ll~ciizyl;i~~~i~~c tl)IliiA) 

poiir r c i i i ~ ~ I ; ~ c c r  le, t~i i : i t l i~~~I IIOII I .  1c.s 1)rotCiiics I I I I  

les ~ J u I \  ~ ) c ~ l ) l i t l c s  (I'iiiic Ioiigii~iir coiiil)risc ciilrc 50 
et 150 i.i..;itliis. 1.;i tlir;iiiiii~ iiiisc cil triivi.cb esî tlc 

:IO0 i i i i i t , l c ~ s  I)OIII.  les I~;.oli*ii~cs ct tlc .'>OU iiiiiolcs 

I J ~ H W  Ics ~)t)lyl)el~li t lcs.  A v e c  celle clii;iiitiiF, oii  ciil il 
l':iii.c :(O ii T>II cyclcs tlc tlkgrntl;ilit~ii. (:elle clii:iiililC 

l)i*iil ;lie c o i i s i t l i ~ i ; i l ~ l i ~ ~ ~ ~ c ~ ~ l  rGtliiilc si I'oii iililisc . 
( I I I  ( ~ I I ; I ~ I I ~ ~ J I  0.1 >l ( t~i i ; i t I r~l  : 50  iiil, I I - ~ J ~ I ~ ~ ) : I I I ~ ~  : 
t l -O ~ - 1!)2:25( i ,  ;ijiisIL'. CI 1)fI  9 ii 1';iitIe tl';icitle lri- 
l I i ~ o ~ ~ t ~ ; ~ c i ~ l i t ~ ~ i c ) .  

b c ~ l v : i i r l  1Ic 1:iv;igc. 1.c Icriilis tle lov;igc est &g:ilc- 

I I I C ~ I I I  ~ . ~ t l i i i l ,  <,'csl-i-tlirc li. v t ~ l ~ t i ~ i e  tic ~ ~ o I \ ~ ~ i i i l  1.;- 

t i i i i l  I N ) I I I .  Cvi lc i .  le% ~~ci . lcs  tle ~~cl i l i t lcs  i.i.hitliicls. 

I ) ' ; I I ) I ~ ~ S  ccab ;iiiIci~i~s, ils I I I I I  I J ~ I  i t l c ~ ~ l i l i c i ~  30 rb- 
sitliis S-lcriiiiii;iiis ii 1~;ir.lir (le 7 iiiiit~lcs tl';il)o- 
iii,vt~gloliiiii~. .\\'et. ~eii lci i ici i l  :i iiiiiole~ tl';il~b- 

iiiyc~glt~l)iiic, ils t i t i 1  I ) I I  i t lciililiei.  les 20 rGsiiliis 

S-lci.iiiiii;iii~. (:cl~ciitl;iiil. I ' i i i i  tl'ciilrc iit)iis (1i;iii 

cl Sliclicl (:lii.Glicii - I I ~ ~ I ~ ; I I I S  I I I J I I  piil)li's), ;II I  

( . t icii .s t l ' i i i i  sCjoiii. ii \ l t ~ c i l i . i . : t l  11';i ] ) I I  i.cl)i.otliiii.i. 

Iciii c\l~i.i~iciit.e ;ivec 7 iiiiiolcs tlc ~)rtbli~ii ics cii iiti- 

s:iiil le i i i i* i i i e  iiiotli.lc 11th S~qiiciicciii  ( 1 l ~ ~ c I < i i i i i i i )  

cl Ic i i i i . i i i r  ~)i~tilot~olc. 

l i t  et i l  Ci81 oiil t l isci . i l  i i i i  ~ ) r o l o t ~ t ~ l c  Ir's 
st~iisil~lc (*II ~~l i I i s ;~ i i l  1111 :ig~*iil I I ( +  coiip1~1gc r;ttlio- 

;it.lif :f.;S-I>I'l'(: :ive<. iiiic iiiotlilit~;itioii iiiiiiciirc ( l i t  

~)io:r:iii~iiic tlii si~tliiciic~ciii~. (:es ;iiilciii~s itlciilificiil 

It-s 1"I'Il-;iiiiiiit~-;i<.itlt*s i.;itlio;iclifs A I';iitlc tl'iiiic 

t ~ l i ~ ~ i ~ i i i ; i I i ~ g ~ ~ ; i ~ ~ l r i c  cri t.oiit.Ii(- iiiiiicc. I)itliiiiciisioii- 

i~i*Ilc ( : ~ i ~ l t ~ r ~ i t I i t ~ g r ; i ~ ~ l ~ i ~ ~  cl s c i ~ ~ l i l I ; i l i o ~ ~  liqiiitlc~) :I 

I'i~c~licllc iIc I O  ii III0 ~~i t~o i i io lcs  ii p;ii.lir tlc 
5 i~iiit~li*s i l t e  ~ ) i . t ~ l ' i i i c .  O i i  1~t.111 i.i.:ilisi.i. 15 c.yt.It.s 

tbii 11liis t l c  tli.gi.:itlntioii :ive<: c.cllc iiii.lliotlc. 

I{i.t~c~iiiiiicril, I:ric(lst~ii, il or;^ ct \\':iiig r69l oiil 

iililisc I;i t l i i i i i ~ l l i y l : i l l y I i ~ ~ ~ ~ i ~ ~ c  (IIhlhA) sciil sol\.;iiit 

t l ' c ~ ~ l i ~ : i c l i o i i  ~)t)itr rG:iliscr (ifi cycles poiir iiiic 1)i.o- 

Iïiiie cl -10 eyt.lcs O ~ I I ~  1111 ~ ) r p l i t l c  

I ~ ~ t l i i i i i i i  taf (11. [701 o i i i  iiioiitrb cliic les rcsitliis 

tlc ~ ~ i ~ t ~ l i i i c  soiil iiicoiiij~lClcii~c~i~l tlil:icliCs ;ri1 coiirs 

tlc 1;) tli.:i:itl;ilioii :iiitoiii;ilic~iic siir sC<liic~iicc~iii. 

(:t*s ; I I I I ~ I I I . S  o i i l  c ~ s ~ ~ l i c ~ i i i -  t111c lit ri.;icIioii (le voit- 

1~l;i:t. cbI i i ~ t ~ o i i i ~ ) l i ~ l i ~  c ~ t ~ i i i i i i c  I;i ri~;iclioii (le cli- 
I,;I:C ( 0 1 1  les tIeii\) : I I I  t~oiirs tic Ili  tl~~g1~;111;iIio11 

: t i ~ I t ~ ~ ~ ~ : ~ i i t ~ i ~ c ,  Ils 0111 ~ ~ i ~ i ~ ~ ~ i s ~  Ic iiiCc;iiiisi~~c tle la  
t ~ i ~ ; i t ~ l i ~ ~ i i .  

I J )  I ' ~ .~I ! /~ .~I I I I I I I~~  t.1 ~ ~ r o l o ( ~ o l t ,  /lotir les /~t,/~litl<'s. 

( : t a  l)i'oiot.tiIt. es1 siirloiil tlcsliiii~ ii tlcs ~~cl) l i t lcs  
t l t ~ i i l  I:i Ioirfiiiciir i:>I iiil'i.i~ieiic'c ic 100 ri.sitliis. G i a -  
iii~i.:ilt~iiicirl, Ic I>iwgi':iiiiiiir tlii s&cliiciicciir 1)oiii. Ics 
] ~ r o l i ~ i i i i ~ s  csl tlil'licili~iiiciil ;il~l)lic:ible ;iiis ~ ~ c p l i -  
iIc\. t.;ii. Ics pel)litlrs r i ~ s i t l ~ i ~ l s  ~)ciivc.iit Clic 
c\l i . : i i ls  ~);it' les solv; i i i l s  oi.g;iiiitliics. 1.c.s cs11C- 
riciit.cs siir 1c.s 1~cl)Iitlt~s i~;itIio;it~lil's O I I I  I I I O I I I I ~ ~ ~  
< I I I ~  Iciii. 1 ~ e i . 1 ~  t'hl I ) I X I ~ O ~ ~ I I ~ C  11;"' I'c~sli~:ccli~i~i ILI" 



- - 
410  Ii. Ii. Han e l  coll. 

Ic cli1oi~o1~ii1;tiic 5 i i i v i c  tl'iiii cliv;tjic ;i<*itlc (iicitlc 
I i c ~ ~ l : i l l i i t i r ~ c ~ l ~ i ~ I y r i t ~ ~ i c  oii Ill:l<AJ. IJoiir les ~)cplitlcs 
ct)iirls (~)el)titles Ii.yp~itliics piir csciii~)lc) 1)ossC- 
tl:iiit t i i i  ~.'\itlii tIc I>siiic ( . I I  ~ ) t ~ h i l i o i i  (:-le-i.iiiiii:ilc 

Iciii ~~ei ' tc .  c ~ I  C I I < ~ O I . ~  I J I ~ I S  i i cce i i t i~~e  piir les Iü- 

v:iges ;i l ' ;l~~;~l:llc t l '<*l l ly l<~ 011 : t t i  l ~ c l l z ~ l l c .  I l  l':111l 
tloiic i.ib(Iiiirc~ Ilh% I ~ I I I ~ J S  tlc l:tv:ig~~'i~l tlc (~1iv:igc. 1411 
licii tlii tlotil)lc c.li\r;igc 1);ir I1:icitlc et tlc tlciis la- 
it:igrs ;III c~Ii1oi~o1~ii1:iiic tl:iiis le, ~)~~ogr:iiiiiiic tlc I>I.O- 

tGiiics, o i i  ii'iiti l i s c h  qii'iiii seiil cliv;ijic. et iiii sciil 
1:1\~:lge :Ill < ~ l l l t ~ l ~ t l l ~ i i t : l l l c .  l . t b  l ~ l l l l ~ ~ 0 l i  ~~11: l~ l r t l l  0 , l  1 1  
ili111C ~ : I I .  le I I I ~ ~ ~ : I I I ; ~  l ~ - ~ ~ ~ O ~ ~ ~ l l i ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~  :i ~ J E I  9 peiit 

;Ire i i l i l i s i* .  l.';tv:tiiI:igc t l i i  ~ I - ~ ) I ~ ~ ) ~ ) : I I I O I  essl  tlc iii:iiii- 

Ic.iiir le I ' I ' I ' ( :  chri iiiic ~)li:is' iiit)iit~l)li:~si~lt~c tl:iiis 

1:i soliilioii tic ïciiil)l:igc coiitcii:iiil Ic l)cl)litlc, le 
I : I I I I ~ ) ~ I I I  < S I  ltt lll'l'(~. Ise l;iv:igC :I l ' ;~c i~ l ;~ lc  i l ' ~ ~ l l ~ y I c  
1)ciil ?Ir<, i + t I ~ i i l .  1.i. ~ ~ ~ I I I ~ ) I : I ( ~ C * I I I ~ I I I  tic, (~i~:iiIi~til ,  

~ i i i~ i i i e  ft 0.1 .II ,  I):II. tliss I ; I I I I ~ ) O I I S  v t ~ l : i I i l s  l i b l s  t1iila 

D l I X A .  1)LIIi:i t l i i i i i ~ l l ~ y l : i ~ ~ i i ~ ~ o ~ ~ ~ ~ t i ~ ~ y ~ ~ c  ~iciit 

C v i l c i  le I:iv;igc- 1):ti '  I':icCl;ilc tl'i-lli\~lc.. 1.c. ~ ) i ~ t i l r l i . ~ i ~ c ~  

tl'iililis:tli~iii t i c .  cch\ I : i i i i ~ ~ t i i i s  vtrl : t l i ls  ribsitlc iI:iiis 

I:t iii:tii~lcii:iii~~c t l i i  p l 1  t l c  <.otil)l;igc ; I I I  i.oiii.s 111- 1:i 

tlégrüt1:ilioii. (~i~iii~r:ilciiiciiI, oii ell'i~cliic tlciix oii 

[rois iiiie(.lioiis (le I : I I I I ~ ) ~ J I I  : I I I  ctiiii.\ tlc 1;) i.i*;it.Iit~li 

tlc <*olil>l:lyc. 

N 

SO.. "la 

I<c : t i i (~ t~ i i l )  tlc i i i i~ t l io t l c s  t ~ i i l  i.tP tICeriIes t l i i i i s  1:) 
lilli-i.:iliirc poiir 1;1 tli.grütl:ilioii (les pe1)titlcs i 
1';iitIe ( I ' I I I I  s i . t~i ic~icei~r  : ~ i ~ l o i ~ i ; ~ l i t ~ i ~ c  cil 1i11:isc l i -  
t lu i t lc .  .4vct.  1 ~ .  si~cliiciicctir cii ~)li;ise solitlc tlc 
I. : t i i i~~e~i, (.es I > I . ~ I I ) I C I I I ~ S  soiil I ) I . ~ S ~ I I I C  I ~ L I S  rL1soIus. 
S t ~ i i b  v t ~ i i l t ~ i i s  tl';il)oi~tl i~:11i1)~~1cr Ics iiii.lliotlt*s ri.- 
c , ca i i l c s  siii. I:i t l i ~ g i ~ : i t l : i l i t j i i  ;iiili~iii:ilitliic cil 1)li:isc 
litluitlc iI1li;tsc solitle : voir pliis loin).  

Iir;iiiiiilzei~, Sïlii.:iiil; cl I ~ L I I I C I I S  171, 721 o n t  
: i l ) p o i . I C  tiiie :iiiIrc S ~ I I L I I ~ ~ I I  ;III ~ ) roI~ lCi~ ic  (les 
1)el)litlcs st~liil)lcs tl:iiis les stil\~;iiits org:iiiic~iics. 

I'tiiii. iiii ~)cl)titlc l i~yl~sic~i ie  coiilciiüiil la lysiiie eii 

~ ) t ) s i l i t ~ i i  (:-lcriiiiii:ilc, qiii tl~.\~iciit 1)lii.s cs1riiclil)lc 
1i:ir le I~ciizi.iic cl I':ici*l:ilc iI'i.lliyle t l i i  I':iil tlc 1;i 

~ t r i ~ i i i : t I i ~ i ~ i  t l i i  ~ ~ O I I ~ ) ~ I I I C ~ I I ~  ~ ~ l i ~ ~ ~ y l l l ~ i o ~ ~ : ~ r l i : ~ i ~ ~ y l ~ ~  
c L i i  cl1~iltiii-SI1,. ils gi~cll'ciil t i i i  rï:iclif cliiiiiicliic 

IiytIi.ol)liilc ;III iii\.c~;iii tlcs gi.~)til~i~iiiciils ;i11)1i;i ci 
el)\iloii : i i i i i i i i ~ s .  (:es ri.:ictii's s o i i l  tlcs tlCrivi-s iIc 
l - ~ ~ ~ l l ' t ~ ~ i l ~ < ~ ~ ~ ~ l - i s t ~ l l ~ i o ~ ~ y : ~ i ~ : ~ l c  (SIJl'l'(:) t i t i  siilro- 
i i : t~~li lyl- ist i l l1iocyii1i:11c~ I.cs ïoriiiiilcs cliiiiiiqtrcs 

tIc [.es i~6:iïlifs soiit ]iri.sciitées s u r  1;i figiirc 10. 
(:c.llc i i i i - l l i t ~ t l c  :i i a l i *  iiliiisi-L* 1):"' I i i~ : i i~ i~ i Iz~r  <,I 
r t l .  7 2 '  1 8 1  ( ) ; I I .  .luIlCs (./ (11. rd51 ~ ~ t b i i r  tlcs ~>rl>itlcs 
t ~ t 1 i i 1 1 ~ i i : i i i I  1:i lys i i ic~ cil ~ ) t ~ s i l i t ) i i  (:-lci.tiiiii;ilc :ivc.i: 

i i i i  ~)~ 'ogr: i i i~i~ic  tlc t~ii:itIi~t11 potir tlcs pel~litlcs :issez 

10iigs cl Ic ~ ) i ~ ~ g i . : t i i i i i i c  tlc* I ) \ l~\r \  I M M I ~  tlcs ~bcl)titlcs 
~>l i is  coii1.1~. 

~ I I I I I ; I I I ,  11:111iitb11 cl .4pp~Il: i  iÎ:i? o i i l  i i l i l i s i .  le 
l i i . i ~ t . i . t l i .  tlc I~i.:iiiiiilzci t.1 (11. 91 ' ~ ) ( I I I I .  <.:ii.actC- 
1.iht81. I:i \ i . t~i i t - i ic~ t~oiiil)li.lc tlc (i ~)clilitlcs Ii3ylisi- 

I I ; I I I I  l:t I \ \ i i ic : I I I  ~ , ~ I I I I . \  ilc I:I tli~;~~:itI:ilit~~i : I I I ~ I I I I I : ~ -  

I i t l i i c b  V I I  pIi:ibc I i t~ i i i t l~ .  

I)\viilct cl ( ; i i i . t l  : 7.1 0111 t i l i l i s i *  11: 3-s11Ifo-~~l1C- 
~ ~ y i ~ l t ~ t ~ ~ l c .  Ic - S I J ' ' ,  I ' i so~i i~rc  tlii 

1-SIJl'I'(: ~ ~ t ~ i i i i i i c  iigciil tlc c.ocil)l:i;c ilil groiil)ciiieiit 

e l ~ b i l t i i i  XII: ilcs ~~c l ) l i t l es  ct~iileii:iril 1:i Iysiiic cil 

~io\ i l i t~i i  i : - l ( ~ i . i i i i i i : i l c ~ .  Ils I I I I I  i 1 1 1 1 ~ ~ i i i i  i i i i  i~c~titlciiie~iil 

I ) I C * I I  ~ ~ i e i l l c t i i ~  :rvt6c 11, 4-Slll'l'(:. I.:I i.:iisoli ibii iasl 

I:I ~ i i r \ ~ ; i i i l ~ ~  : I'ist~iiii~rc cil pir(1,  le -1-SIJI'l'C :I (46 

t.t~iirs i l ( .  I;I t l i ~ ; ~ ~ ~ t ~ l : t l i t ~ i i  : I I I ~ ~ I I I I : I ~ ~ ~ ~ I I C ~ .  %l:iis lc! 
1-Sl'Irl'(: i.i.:~giI ;iiissi Ijieii :ivcc le g ~ ~ i i i i ~ r c ~ i i i e ~ ~ t  

;i1~11i;i-S11, ~11i':ivec Ic g i ~ t i i i ~ ~ c ~ ~ ~ ~ ~ i t  c.l)siltiii-NIT2 tlc 
1:i l n i i i c  cil 110silit1ii (:-lt.riiiiii:ilc. 0 1 1  iitiliso gi.rii.- 

i~ : i l e i i i e i i l  I t .  1-SI11'1'(: pour 1:' i.kiclioii iiiili:ilc 
(1"' i . l : t l ~ c ~ ~  cl Ic IJ!'l'(: poiir les Clul)es s~ii\~:iiilcs. 



I,(v .I-SIII'I'(: ~)ossi-tlcb rit1 rc.iitlciiic.iil II(& ryc.l is: i t ioi i  
tI;iiis l':tcitl~: l ~ t ~ ~ ~ l : ~ f l ~ ~ o r ~ ~ l ~ ~ ~ l ~ r i t ~ ~ ~ c ~  flll:l3,\) :isscz 
11:is. Il (*II r i ~ s i i l l c  IIII t l ~ l : t c l i t ~ ~ ~ ~ c ~ i i l  i i i t ~ t ~ i i i ] ~ I i ~ t  t l i t  

~ ~ r t ~ t i i i ( * r  ri.sitlti tlo 1:) s i~ i l t i c t i t~c~.  (Y* t l i i i  IN'III i.rt111rc 
t l i r l i c i l t -  I'itlrtitilic::ilion i les r i*s i t l i ts  sttiv:itils. 
I . ' i so t i i i~ r r  (.II iiii.l:i Ic. 3-SI'Ir1'(: ~ ) c . r t r i c - l  cl'i.\,ilcr (.et 
i i i co i i \~ i~r i i c~ t i1 .  Ai i is i .  l e  t l r r t i i c r  i , i k i t l i i  t l ' i in  
p r l ~ l i t l c  I r y l~s i c l i i c  ( l ys  r n  pt)s i l iot i  ( ~ - I t ~ r r t ~ i i i : i l c ~  
11c~trI-il i * l i .c9  r C g i ~ t i i ~ r i *  <,ri Iysit i t .  l i l~ r -c .  t l ' i i r i c ~  i i i : i t i i i~rc.  
111tis s :~ l is~ :~ is (n~ i lc~ .  

2 )  l)ro!yr(i~!irr~c (?r~( i r l ro l  0 .1  J i .  

(;rc.\\~llicr c t  I ng l i s  1751 o i i l  i t l i l i s ï  II. ~ ~ ~ ~ t ~ g r : i t i i i t i c  
()ii:itlrt)l 0.75 hl ((nu l i c i i  t lc 1 hl)  c l  0.OX hl t.rsl)cc- 
t i v ~ ~ i i i c i i l  I )o i t r  t lcs ~ ) c l ) t i r l ~ s  t lo t i l  1:) l o i ig i i c i t r  v: t r i r  
csnlrc: :i cSt 2!) rCsi1111s. I.~IIV ti io t l i I i t~ : t l i t r t~  ( l i t  11ro- 
gr:tiiiriic t1'1:t11ii(n11 c o t ~ s i s l ~  ji i i t i l i s i . ~  le I : t t i t l~on 
(?it:itIrol 0.18 SI. I l s  : ~ t l t I i l i t ~ i i ~ ~ c i ~ t  lc *  I:IIIII>OI~, :iv:iiiI 
I ' i t i j e r l i c ) ~ ~  <IV I'I'IY;. c l  r c ~ ~ ~ i ~ ~ I : i c v i i l  l ' c~x I r : i c l i t ) t~  ii 
l ' : t t ~ i * l : t l c ~  r l ' i ~ l l ~ y l ~ ~  11:tr t i i i t -  t*~It.: i t . l ioi i  :III t ~ l ~ l t ~ ~ ~ ~ l ~ i t -  
I : t i i c *  1.1 ~ w : i l i t l i ~ c ~ t i l  [III sc~ti l  c.liv:~gc :III l i < ~ t i  rlc t lcitx. 
1.:) l ) rc t i i i i - r ( -  c ~ x l ~ : t t ~ l i t ~ t ~  II:IV le t ~ l ~ l t ~ r t ~ l ~ t t I : i t ~ ~ ~  cbsl 
si*c.lii~r. sotis vitl(*. I ~ t i s t i i l c~ .  i l s  ~ ~ r : t l i t l i i t ~ t i l  It' t'li\':igc 
VI l ' c ~ x I r : ~ t ~ l i t ~ i i  t ic  l:t l I ~ i : ~ ~ t ~ l i t i o i ~ c ~  ~I:IV IV t . l i Io r t~ l i i i -  
1:inc. D ' :~ l~r iss  ces :iitIciirs. cc 1)rogr:ttitiiie ~ ~ e r r i i e l  
t i c  1>r6cil)ilc.r Ic  l>cl>t i t l r  r ~ s i t l i i c ~ l  (SI tl'i~liniiiirr 
ron i~ ) lC tc inc r i l  I c  II1:BX. 

4 )  , \ l o t ~ i ~ i i ~ i ~ / i o ~ >  (~'IIII f ~ / / r r i I  / l ro l ( , r~ l rp~r r  
t111 l)r/)li(i(p ir r i C ~ ~ r r ~ r l r r .  

(;otiinic* IIIIIIS I':ivotis r : i \ ) \~v l i .  \)I(IY Ii:iiil, ILI 
t ~ i t : i s i - l t ~ l : ~ l i l ~  tics [)c!l)litl(*s ~ ~ c ~ l : i l i v ~ ~ t ~ ~ c . i ~ l  t.oiirIs 
stbtil c~xlr:t i ls 1):tr tl(bs si11v;i11ls t r t ~ ~ : t i i i t ~ i i t ~ s  ;III c ~ ~ c i r s  
II(, 1:t t l i ~ ~ r : ~ t I : i l i o ~ ~  : i t ~ I o i i ~ : ~ l i c ~ t ~ c ~  c.11 1)Ii:isr~ l i t I i i~t lc.  . 
l)iIV<*rctils : i i ~ I c ~ i ~ r s  on1 ci l  l ' i t l c c ~  t l ' i~ l i l i s ( : r  IIII agent 
« ~ r o l < ~ c l c i i r  » 1)ott i  C v i l r r  I ' rs l r : ic~l iot i .  (:<+I :inen( 
t l i r i l  c ~ c ~ l ~ c ~ t i t l : i i i l  clrr « i i i c ~ r l t *  s vis-:i-vi\ t l i -  1:) (16- 
g r : ~ ~ l : t l i t i ~ i  t l ' 1 ~ t l i i i : t t i  :iIirt t l i t ' i l  III. gi-iic* 11:is l ' i t l c i ~ l i -  
l i t . : i l ioi i  t1c.s 1 " ~ 1 I - n i i i i t i ~ 1 - : t c ~ i t l t ~ s  ~ ~ r t ~ \ ~ c * t i : i r i l  t l i i  

~ ) c * l ) l i t l r  A 6 1 i t t l i c ~ r .  

So i is  :!von$ r : ~ s s c t i i l ~ l i ~  tl:iiis Ic  I:ilrlc:iii I I  Icc 
r l i l l . i ~ r ~ i i l s  :tgrt i ls ~ ) ro l ce l ( - t i r s  1)rol)tiui-S. 

,\ i i io i i i s  q i i ~  l 'on i i l i l i s c  co i i i i i i r  ;igviil t lc coii- 
1)l:tgc I c a  ~'~S-l'l'l.(; r : i t I i~~ : tc l i f .  1:i t ~ i t : i i ~ I i l i ~  II(+ 
~)cpt i t lc .  i t l i l i s i ~ c ~  :III tlcl):ii-l 1 5 1  i Ic  I 'or i l re tlc 
IO!) titiiolc~s. ttii.itic csn ~ ~ r i * . i c . i i c ~ c ~  cl ' t~ti lr:t i i icirr o i i  
tI';ig(*til ~ ~ r t ~ I ( - t ~ l t ~ i t r .  :\Y(,(. l t t  ~ ~ r o g r : ~ i t i t i i t *  il(- lani-  
11tu1 1)31111\ : I3oti iccl c l  (11.. 8.1 IIII II(*III ~ I ~ l ~ ~ r ~ n i n t ~ r  
I:I . ; i - t l i i c - i i t ' c ,  cciiiil~li.lc* t l ' i i t i  t l i ~ t . : t l ) r l ~ l i t l c ~  v i l  ~ ~ : t r l n n t  
t lv l f l l l  IIIII~II~S. l)':11)ribs ccbs :titIc*tirs. p t i i t r  IIII a111r~ 
])c-plitlrt, l cb  r v t i t l t ~ i i i ~ n l  :i 1:) 5" i- l i ipt* (i':11-.5) csst dc 
I O  11. r c n t  s:ins : iqcnt ~ ) r n l ( b c l r ~ i t r  co t i l r ts  (il.,? p.  
c.riil rii ])ri.st-iicc tl':tgr.ril ~ i r o l t ~ r l c i t r .  

. . 
I,cs cys l< : in rs  t lcs p r p l i t l r s  l ~ c ~ i t v c ~ t i l  i - I r e  t i iot l i -  l . ~ i ~ r . i ; . \ i ~  T l .  

e s  I I  Y - S I I - I I - S ~ I I  1 :  l c l  I I  s o t l i i t ~ i ~  - -  ---.--- 

t l i i  ~ - ~ I V ~ I ~ ~ I ~ I - ~ ~ ~ ~ : ~ ~ I ~ ~ - ~ I I ~ ~ I ~ I I : I I ~ ~  c-I soi t t i t is t~ t.tisitilts Agen1 proleclciir ,\ II~~.III s PI r~ - f r r~ i i r es  
:III sC<lt ict i t~r i t r  r i 1  i i l i l is : i i i l  Ir- ~ i r t~g r : i i i i i i i c  :ive(. Ir ~ .. 

(?ttatlrtrl 0 , l  hl. (:c l)rot.Ctl6 :I <-le i t l i l i s i -  ~) : IV N i l i i t l i c  
Polyorni1hin~-s~iccinyld Silvcr c t  Hooil 781 

( 9 1  ml .  i 76 1 I>ottr I ' < ; l t i t l ~~  t l rs  .;i~ilitc~iit.rs tlt-s 
Col~olymcrc norleucine-arginine , Si;tll r l  <II. (791 

r l i : i incs ,\ cht 1t t lv  I ' i t is i i l in(~.  
Polyornill~ine-rtilfonyI6 : Wnlerlieltl e t  Brid- 

3) J lor l i / ic~nl ior t  ti I'rrirlc tl<* c r r r l~o t l i i r i r i r l r~ .  

I.oslc*r. 1lrttc.ii:icr r l  111. 7 7 '  11n1 t i l i l i s i ~  t i t i  : i i i I rc 
r i ioyc i i  t l r  i i io t l i f i c r  I r s  1)rol)rii.l6s ~ ~ l t y s i t ( i i c ~ s  t1c.s 
~>c l ) l i ~ l ( . s  t l r i i  c.onsislt. ii g i ' t - l l ' t~  t i i i  ~~OIIIIHISI"; I i y t l r o -  
~ ) l i i l ~  :III t i iv t~: i i t  t l i i  r i k i t l i t  ( : - l (~r i t i i i i : i l .  I . ' : tc. i t l t~ 

2-:1r i i i i io-1i : t~~l i I~1l i~t i r - l , . '>- t l ist i l~r11i i t~ i1c~ (.SI l is(& 11:ir 
l ' i t i l ~ r i t t ~ t l i : i i r t ~  t l ' i i i i c *  c : t r l ~ t ~ t l i i t ~ ~ i t l c ~ .  S i  I;I r i - : i c I i t~ r i  
cas1 r6:ilisi-c. ii 1111 .1 c-II ~)i.i*st.tic.<~ tI'II(;I 0.01 N. il 
ti'csl 11:is t i i~crss : r i r t~  t l t .  I ~ l t i t ~ i t c ~ r  ;III ~~ r i * : i l : i l ) l c  les 
gt.t~ti11t'iiic~"I" : i l l ) l i : i - : i t i t i i i i *  l i l ~ r t - s  t It. I:i c . l i : i i  t i c -  

l ~ ' l ~ l i t l i t ( i t c .  t l t ~ t i l  IV III< (.SI t . i i v i i r ~ i i  t l t .  !).T,. 1.1- gi'oit- 
I ~ c * i i i r t i l  t . : r r l ~oxy l i ~ l i i r  t l rs  t.1i:iiiic.s l:ili.r:ilc-.; i1t.s 
:tt.itlc.s tlic:trl~oxyliclii<.s ri.:tgil t l t u  I:i t i i F i i ~ t ~  T:it;oii 
t1 i i cB  t - t b l i i i  t l i i  r i -s i t l i i  (:-Ic-r~tiin:tl t111 l1c~11l i t l<* .  1 ,~s  
:it.itl(*s t l i c~ : t r l~osy l ic l i i cs  ((;lit r l (oit) . \s i ) )  ~ ~ t ~ t i \ ~ t ~ t i I  

i b l r c  i t l i * i i l i l iCs : i l>~i.s i i r i i -  I iy t l ro lysc- 1 1 ~ 1 : t l t ~  : ir iclc 
clc 1:i ~ i l i : i sc  :iquensc o u  1):" ( l i . t l i i r l ion ;i p a r t i r  
t lc  1:i r o r i i pos i t i o i i  cri : i r i t lcs nn i i i i i . ~  (III l > e l > l i t l r  
1,:i I t ~ t ~ l ~ i i i c l i i r  est s imp le  et I ' : i t l t l i l i t ~ i i  t l ' i in cori i- 
l ~ o s i *  ~ ~ : ~ ~ ~ l t l : ~ l i ~ t ~ i t ~ i t ~  :t c b t i  IIIIIS 1':tv:tnl:tgc~ 11':titg- 
J I I~~ I I~ I~ I~  1:) t l t i : i I i l i *  1111 Iiliii r o r t i i i ~  11:tr I c a  l ~ c l ~ l i ~ l c ~  
t1:ttis 1:) t . t b t i l ~ < ~  ( l i t  s i ~ t~ i t c~ i i cc~ r i r .  

gcn 1801 
Apomyoglohine siiccinylce IZopevnn 1.1 nl. 181) 
1,yrozyme niorltric< Prnnl, et Ziibcr 1821 
Parvnlbtimine Rocli:tt 1-1 ni .  183) 
(:ylochromr c i3oiiiccl r l  (il. 1841 
- - - .- -- . - - . - . -- 

I . ' i t l i l i s :~ l io t~  t ~ t ~ i i t t i i t ~  :igc-iiI ~ ~ i ~ t ~ l t - t ~ l c ~ i r r  t lc 1:t 

~ ~ : w v : ~ l l ~ i i i i ~ i t t t ~  tus1 c~l' l ic~:it~c ( 1 ~ 1 1 t ~ I i : t l  t.1 I<t~l icgnn, 
t ~ r ~ i ~ t t ~ ~ i i i i i ~ ~ ; t l i ~ ~ t ~  ~ ~ t ~ r s r i t i t i t ~ l l t ~  ( - 1  t ~ c l ' C i ~ c ~ ~ i r ~ t ~  X:l I i o i i r  
l ' c l t i ~ l c ~  t l ' i i i i  ~ w l ) l i t l t *  s i t i  i i t i  ~ i , t l i i c . i i t . t . i i r  :~~t lor i i : t -  
l i t l u t u  (.II l)li:isc* l i t l t i i t l c ~ ) .  (:(%III. ~woli.iiic. tssl vri clT('l 
1ri.s s o l i i l ~ l t ~  11:ttis 1 ' c ~ : i i i  ot i  t1:ciis t I ' : i i t l r t~s solv:irits 
:tt~i ic-itx (:ic'itlt, t l i l t t i - .  csIt..). (:c-tlc> i t i i ~ l l i t ~ t l c ~  csl, t ic 
11Itis. v:il)itlc~ (?.'>-!)O t i tn 11:tr t:yt.lt,). c.ts q i i i  i.vi1c la  
i i iot l i l ic : t l io i i  1 ) r i - : t l : t l ~ l r  t l rs  ~ ~ c ~ l ) l i r l t ~ s  ~ ~ t i i i t i i i c  d:ii-s 
l e  ~) rocCt l+  t1(* Iir:tiinitzc.r r t  i - l i i i i i t i t ~  1:i l i xn t i on  r l u  
pcq)li(lc s i i r  rCsinc r n  t I t s  I:i cl i~qr:it l : i l ion su r  
Ic. s i ~ t l i t c ~ i i t ~ t ~ ~ t r  tsn ~) l i : isc~ s i ~ l i i l c  (voi t .  111iis lo in ) .  
[:II(- t l i i : i t i l i l i .  i t i i l i : t l ~ ~  r lc III0 i ~ i r t l c~s  II? l~c,() l idc csl 
r : ~ i , ~ o t ~ ~ i ; i I ~ l c ~  s i  1'1)it v(*t i I  i t lc . t i I i l i (~r  lt. l 1 ' l ' 1 ~ - : ~ i i i i ~ ~ n -  
:i(.itIt* 11:\r p l i i ~ i t ~ i i r s  i i i ~~ l I i t i t l cbs  s i i ~ i i ~ I ~ ; ~ t i i ~ ~ i i c ~ i ~ t .  
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l i  - S I ~ Q ( ~ I < \ ( ; I . ; ~ ~ I ~  I..A i3ii.\5i; ~ O I . I I ) I < .  l ~ - l l ~ ~ ~ ~ ~ l ~ c - t l i i ~ l l ~ i o c y ~ ~ ~ ~ l c  (1)I'I'C). iiiisuilc, oii 

1'11iii. i.vilcr 1;i 1)ci.lc t l i i  pcl)litlc rCsitliicl :ILI 

t.oiii..; (les c\ir: icli t~iis p;tr les solv;iiils t)i'gaiiiclucs, 

l.uiir5cii cil ;i ct~iibli.iiil i i i i  séc(ticiicciir cil 1~li;isc 

w l i t l c  tloiil Ic ~~i . i i i ( . i l~c  csl tIc l i ~ c i .  t~iiv;ilciilicllc- 

i i i c i i l  le ocl~l i t lc  1);ir 5011 i.&si!iii C-lei.iiiiii;il siir iiiic 

i.i.siiic ;i~~;iiit tlc i.i.;ilisci. 1;i tlfgi-ütl;ilioii clussicltic. 
diiibi, les i i i i i l l i ~ ~ l c s  1;iv;iges cl cs1r:iclioiis l ~ ü r  les 
sol\~;iiils iii~~;iiiitliics soiil [)raliqii&s sans perle tic 

~)c~JI i l lc .  

S O I I ~  ; IVI) I IS  i ~ ; ~ s s c i ~ i I ~ l i ~  tI;iiis 1' l:il~Ie;it~ I l l  les 
t l i l l ' i ~ ~ ~ e ~ i l ~  ~ I I I I ~ J ~ I I ~ I ~  i i I i l i s C s  I J I J I I I .  I ixt~i~ tlcs 1~cplitlcs 

o i i  tlcs ~ ) t ~ l y l ~ i ~ l ~ l i t l c s .  

1.1. ~ ~ ~ u i r l i ~ i i i ~ ~  cssciilicl tIc I;i tli.gi~;itl;~lioii cil 

l)liüsc st~lit lc csl i.cliii tic 1;i lia;ilioii tics 1~el)litlcs 
stir ix'.~iiic O I I  SIII.  les s i i ~ ) ~ ~ t ~ r ~ ~  ~ I I S ~ J I ~ I I J I ~ S .  ll;iis, 
iii;111iciii~c1i.~c111~'1iI, i l  i~'c.\islc 1);)s ~ I I I ~ O I . ~  (le i i i ï -  

lliotlcs i i i i i v t ~ i . ~ t . l l v s  cliii ~~ci . i i i ' l lc i i l  tlc l i l c i  Ioiis 

les pc-pl i ( lvs .  ~ ~ ~ ~ ~ ~ c i i t I ; i i i l ,  en ~iliIis;i~il ]~l i~sict i rs  

i ~ ~ i ~ l i i t i ~ l ~ ~ s .  I;I ~ ~ 1 1 1 ~ ) ; i i ~ I  t1i.s pcp1idc.s ~~ct ivei i l  L'-IIT 
1isi.s sur 1111 s t i l) l~t)rI  i ~ i s ~ ~ l ~ i l ~ l c .  l.'itl&;il scr;iil (le 
f i lci .  le ~ ~ c l ~ l i t l c  1):ir soi1 cslri.iiii16 (:-1ci.iiiiii;ilc. 

.\l:iih i l  c\ islc tlcs gi~oiil)c~iiiciila c;ii~l~t~.\yli~liics tlcs 
c l i ; i i i i ch  I:~lïi.;tlci\ tlcs ~)cl)litlcs cl i l  ii'csl ~ ; i h  I':icilc 
tlc 1c.s I)ltit1iii.i. sClc(~livciiiciil a:i i i i  loiiclicr Ic giwii- 

~ ~ c i i i c ~ i l  c : i r l ) t ~ ~ y l i ( l i i c '  cii ~)usilioii (1-lci~iiiiii;ilc. I I  
i':iiiI ~~11isic111~s ~iii*lIio(lcs 1)otir ~ ~ i ~ s o i ~ t l i ~ c  le 1)ro- 
I,1Ciiic. 

;i) I'c,/)lities Ir!ll~sic~trrs t~oiileiruiil lit lysiirr 

011 lit, 111 .Y-.\/; c!yslt;iitv ~ I I  / ~ O . ~ ~ f ~ l J l l  f . ' - lrr~t~ii~uIr.  

(:es ~ ~ c l ~ l i t l c s  1~ci1vciiI <.Ire <,oiil)li*s siir 1';iiiiiiio- 

s l y i ~ C i i c ~  1);ii' Iciii. : i ~ o i i ~ ) c i ~ ~ i ~ ~ ~ l  ~ ~ 1 ~ s i l o i i - . \ ' l l ~ .  1.c 
p q ) l i t l c  t l i ~ i l  i . l i ~  tl';il)oi.tl 1r;iilih 1111 csci.s tlc 

3-aiiiinopropyl sur billes de 

verre poreux 

.V-(2-ainiiioetliyl)-3 aminopro- 
pyl-verre poreux 

:f-nlariylhexiiii~cthylCne-(linini - 
no~)ulydiiiiktliy l acrylniriide 

.V-aininokthyl-polyacrylainide 

~ ju i i i c  I':i~~iiiiostyrici~c. .41)rés Ic Ir:iitciiiciil acide, 
I;i ri.:iclioii tic clivage ;i lieu cl 111 1~reiiiii.i.c liüisoii 

~ ) c~ ) I i t l i ( l i i c  itsI i'uiiipiic. 1.c pi.ciiiici r&sidii est 
;ill;i<.lii. si i i .  1;) ~ . ~ s i i i c  cl le ~)cl)liclc i.fsitliic.l 1)ctil 
i.1i.c tlïgi.;itlï i~c~i~iii;ilciiieiiI. 1.;i ii;iliiic ( I I I  ~~i.ciiiici. 

i.i.sitlii  ciil il <.lie i.l;il~lic suil 1):ii' tlilfkrciicc ù 
1) : i i ' l i i  tlc 1;i ~ ~ o i i i ~ ~ ~ s i l i t i i i  cil ;iciclcs ;iiiiiiiCs oit 11:ir 

tlaiisyl:ilioii tlii p c l ~ l i ~ l c  iiiiliül. 1.c rCsidii C-tcr- 
iiiiii:il ( I y s i t ~ ~  oii S-hl:-t.ysti.iiic) est ~'.x:ilciiiciil 1ixC 
I I I .  I:I i.i-siiie. 

l'oiii. tlcs ~ ~ c l ~ l i t l c s  Iryl~sicliies ~~ossktluiit  LIII rk- 
s i t l i i  tl';ii.giiiiiic cil !~osilioii (1-lci~iiiiii:ilc, i l  T:iii1 

Ii.;iiis1'oi~iiii.i. I';irgiiiiiic en tii.iiilliii~c 1);ii. Iiytli.;ixi- 

i iolysc ~):ii 'li 'llc (50 1 ) .  cc*iil t I ' l i~ t l i~ : i z i i i c .  'i.'>,'(: 
~~cii~1;iiiI  15 i i i i i )  1 hlt~i . i . ih 1.1 (11.. 91 i .  JI:iis tlcs i.i.;iï- 

liotis sc(.ti~~tI:ii~.i~s o111 lLii lit-II I I ~ ~ ~ I I I I I I I ~ ~ I I ~  S I I ~  

I ' ~ I s ~ ~ ; I I ~ : I ~ ~ I I ~ ~ .  0 1 1  peiil ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ I I I I ; I I I I  t l i ~ l c ~ ~ ~ i i i i i c ~ ~  i;i 

sftliiciicc rlcs 1~cl)litlcs tlc I;iillc ~ l c  10 ri.sitliis ciivi- 
I.OI!. l.;i i ~ i & l l i t ~ t l ~ ~  11th 1i~;iIioii ii l';iitIe tlii l)I'ly(: :I 

t i t i  I ~ ~ I I I I ~ I I I ~ I I I  r i~ l ; i I i \~ t~ i~ ic~ i l  I )on  1). (.iLiiI envi- 
I .IJII) cl csl cl'lic.:icc 11t11ii' les ~)cl)litli*s I i .y~~sicl i ies .  

1 ) )  I 'c~/~l i~lc~s / I ~ ~ I J ~ ~ I I ~ I I I ~  tic Ici t.orrl)rwc c~hiririclri~~ 
rirr /Ir(:.\' cf ~~o.ssc~tlriirl r r r r  rc;siilri (I'liunto.si;rirre 

sorrs /or~itt ,  l<ri~lortr r r r  /~osrlie~rr (,'-lrri~iiii~rlc. 

I ' t ~ i i i .  les ~ ~ c ~ ~ l i t l c s  ~ ~ ~ ~ t ~ v c i i ; ~ i ~ I  tic 1;i c t ~ i i ~ ~ i i r c  clii- 

iiii(1iic. ii I':iitlc tlii 1 ~ i ~ t ~ i i i i i i ~ c  tIt0 (.y;iiiogi.iic (I{r(:N) 

;III iiivt-:III tlcs liuisoiis i i i i ~ l l i i o i i y l  tlcs ~~i.oli.iiics, 

Iiorii cl I . ; I I I I . ~ ~ I I  861 oiit ri*115si ii les liacr 11;ir 

Iciii c \ l i ~ i . i i i i l i *  C-lcriiiiii;ilc (Ilse ( I L I  Ils0 I;icloiic) 

siir iiiii. i.i.siiic~ ~~ossi~tl;iiil tiii gi~t~iij~ciiiciil ;iiiiiii&. 

(:es ; ILI~CIII .S o n t  co~ivc . i . I i  tl';iI~)rtl I 'Iio~~~t~sCriiie 

(Ilse) C-II Iit~iiiosi~riiit~ 1;iclt)iic p;ir' iiii Ii.:iilciiiciit ii 

l':i<~itlc ti~illiioro;ic&Ii(~~~e. Iliisiiilc. ils ;ijoiilciil 1;i 

'I'I?I'A-i.i~siiic. ~~i'i.scii~.c tic Ii~ii.Iliyl;iiiiii~c. 1.;i 

l i \ : i l i o i i  csl cl'lic.:ii~c :ivcbc iiii I ) t ~ i i  rciitlciiiciil. (:cllt* 

IC(.liiiicli~e pciit iali'e :il)l)li(luCc ii 11c.s polyl~el) l i t l i .s  

1 I)lï'(: (peLils peptides) 1 Laursen d O<. ,851 

/ Moiiiosdriiic ( ~ ~ e t i t s  pepti- ' Horn el (il. [861 
' des aprts coupure par 
I le BrCN) 

D l T C  (protdiiies. poly- Wachter al. 1871 
peptides) 

I 
DITC ou Iiotnosdririe ([>ru- / Bridgeri e l  ul. 1881 , teines, polypel~tides) I 

' DlTC (1,elitides e t  ltro- 1 Atlierton CI (11. 1891 
teincs) 

I 
, DlTC (proteines) i Cavüdore 1.1 ul. 1901 - -. . . - -- -- - - - -- - - - 



I ys i i i c  << i r i lc*r i ic  2 ) .  Si 1):ii '  I i :~s: i i~t l .  i l s  i i c  c i ~ i i -  

0 1 1  ~ ~ i ~ : i l i e ~ i ~ c ~  t1 ' : i I~oi~t l  I:I I i \ : i l i t ~ i i  tic* I ls( ,  l:1t~1111ic c i l  
~ ~ ~ s i l i t i i i  ( : - l c ~ r r i i i i i : i l ~ ~  c l  <. i is i i i l r  I:i l ix: i l  i o i i  t l i i  

l,(,, IIII~~IIIIIII~S III! I I~~~I~: I~I : I I I~ I I  : i i ~ t t ~ i i i : ~ I i ( ~ ~ ~ c  c i l  
l ~ l i : i \ ( t  s i ~ l i ~ l t .  ~ ~ ~ ~ r i i i c ~ l l c i ~ l  r lv f:iit.cb'IT> II If; cyc lcs  
I):II' ~IIIII'. 1.e,\ s i~ lv : i i i l s  c l  Ivs r i - : te l i fs  so i i l  < : inaly- 
l i t . : i l  gi.:i~it. , ;III li(.ii il(* c sc~cleivii;il gr:i<lc », donc  
il\ \IIIII IIIII~IIY f ~ i ~ i - r t ~ i i x .  1.1-s . ; i ~ ~ ~ i i c ~ i i t ~ t ~ i i i . s  (*II p l iasc 
~ . s ~ l i t l ( *  \o i i I  ~ ) I I I \  I';it.ilc\ ii (-i)tr(~I(~iiir, f i l i r e  fo i ic-  
l io11111.i. 1.1 {I I.~*II:IIY-~. (~~~II~~I~:II~~III(~III, t i i i  1):irl (le 
I:O II ;IOII i i i i i o lcs  II<: ~ )c~ l ) l i r l t - s  lisCs s i i r  1:) rés ina  
1)oiii' IIII(~ t l i~gr: i t l : i l io i i  i ~ i~ t~~ i r i . (~ i i l (~  (Ic :10 cyc lcs  
c.iiviroii. .il:iis il i:iiiI Iciiii. ( - t ~ i i i ~ I ( *  t l i t  r .~~i i t lc i i ic-nt  
111s I i h : i l i t ~ i i  1111 1)(!1)Iitlt* SIII. I:I i.i+ii)c. l)':ipri,s 
I ' i . i .~ i i . ro r.1 (11. ; 9 2  Ic  r c ~ i i t l ~ ~ r i i c ~ ~ i l  t lc l i s : i l io i i  des 
~ > ( - l ~ l i t l v s  s i i r  I;i r i -s ine  1):ir I:I iiii~llio~l<- :'i I : I  cnr l )o-  
t l i i i i i i t l v  ~ ~ c ~ i i i l ~ ) i ~ I c  t l ( -  O :i lill 1). c c i i l  t l r  c.li:iiic:c tlc 
rCiissiIc. 1)':ipri-% I l o r i i  VI I,;IIII~SC~II !Ni , le rc i i ( Ic-  
I I I V I ~ ~  II(* 1ix:iIioii tI(-s l ) ( * l ) l i ~ l t * s  ~ ) r o v v i i : ~ ~ ~ I  ( le l a  
I'IIII~)II~I' t l i i  Ili.(:N \:tri? ( * i i I r c t  Ill .i !)II 1,. c.cSnt p:tr 
I:i i i i C l l i t ~ t l t ~  III- l i \ : i l i c i r i  < le I ' l i c ~ i i i t ~ x i ~ r i ~ ~ c  : i v < ~  !)O 1). 
(.(,III II(* ~.II:III(,(- II(* bii~,t.c*.;. 1)':il)ribx I.;III~SI~II c l  (11. 
8.; le I~~~IIII~~III~~III rlc I i x : i l i r ~ i i  III.\ ~ ~ t ~ ~ ) l i ~ l ( - s  t i-yp- 

\ i t 1 1 ~ 1 ~ \  IIII rltax ~ ~ r o l i ~ i i i ~ ~ s  I):II. 1:) i ~ i i ~ l l ~ t ~ r l t ~  ;III l)Irl'(; 
t ~ 1 i i i i ~ " " ' l t ~  (1(. III il !).ï 1). t . ( . i i I  t l l .  ~~ I i : l i i <~ i~  il<* siic.c+s. 
1.t. i ~ i ~ i i 1 1 t ~ i i i 1 ~ 1 1 1  1 ~ 0 1 1 1  : irrivi-c. j i i s t l ~ ~ ' ; ' ~  S i  1'. t . (* l i I  II(- 
I~\:I~IIIII ~I':IIII.~-Y \l(>rli (,/ (11. '! lx , 

i i ivc:i i i  l i n  « I)l:iiic . :III c.r)iirs tic* I:i iIibgi.:itl:ilioii. I3ritigc.11 !M. 9.5 :i ~ F c ~ c ~ i i i i i i ~ ~ i i l  t l i .c , i . i l  i i i i c  i,i(~- 

c:ir i l s  so i i l  1ixi.s siil. I:I i.i..;itits II:II' II'III' g r f l i i ( ~ ( . -  1110r I t~  il(* gi.:iiitIt* \ c ~ i i s i l ~ i I i l i ~ .  111ii I ~ I I ~ I ~ ( ~ S ~ I ~ I I I ~ ~  :i tics 
i i i ( ~ i i 1  I i i b I : ~  (III ~ : i i i i i i i : i - ( :OOI I .  ~ ~ i i t ~ i . t ~ ~ ~ i ~ l I ~ t ~ t l t ~ x  I)IIIII* I:I ~~I i : i . ; t -  s t ~ l i r l t . .  l 1.5 1 1 ( ~ l ) I i t l 1 ~ ~  

~~~i,,.ii.,.,, 1,1 , !,2 ,, l l l l l l l .  . s"111 li\ib.; xiii. xii111111rl i i i s c i l i i l ~ l (~  1.1 ii~c-i.le~ c.c cliii 

~ : ~ i ~ ~ ~ . ~  ,.,, i i t~i~i l , i~s~ I:~ l.~ii.~,l,l~iiiil~,~t. l,l.ill ~,l,,tlii,.i. 1 " ' l ' l l l ( ' 1 .  \ i 1'011 i i l i l ixc8 ~ . r ) i i i i i i ~ .  : i ~ t - I I I  II(. (.~)iil)l:ige%. 
si,l<,rliveilic,~ les ~roii l~~ii le.l l~s ~,i.l:~ i,ii ~~lrliiii:i- 1(, I'I'I'(: i.:itli<):lc.lif t l ' i t l t ~ i i l i l i t ~ r  II(.\ ~ t i c ~ r ~ i i i i ~ l c s  t ic 
c ~ r l o x l i e ~ ~ e s  : I S : I I - I I  I I  I I  III:III~III 1 I1'I'tI-:iiiiiiicl-:l('i(I('~. 
In r l i a i n c  pcl>t i t l ic l i ic  ('11 ~ ~ t i s i l i o i ~  4 i r i l ~ ~ r i i c ~  » (ior- 

\ : I I I  1 1 7 I I  r s s i  I I r  1 s  O -  l i i ict i ic~s u i i i i l  si~c~li6cvs SOIIS : i z ~ l i .  ~)iii<; i.csl)riscs p:ir 

l i- i i i i .s o i i  I r s  l ) o l y ~ w l ) l i ~ l v s  .;tir I)ill(bs (Ir ~ ( - r r < ~  \)O- 200 ILI tl ' l l ( ; l  S !  1 : 1;) I ~ I I I I \ ~ C ~ I ~ ~ ~ O I ~  ~ ' t * l I e ~ t ~ l i ~ c ~  :I Snn(; 
r r i i s  ~ ~ 1 s s ~ ~ ~ 1 : i r i t  l i n  q r o ~ i l ~ e * n i c ~ i i l  f o i i < ~ l i r ~ i i i i c l  : i i i i i i io-  ~ ) < ' i i t l : i i i l  I fl i i i i i i r i lc~s.  1 ) i l  c~~lr : i i l  :! f t ~ i s  ]):Ir 0.7 1~11 
o p 1  ( - H 2 1 F - X I -  C I  ~ ~ l i I i s : ~ i l  1 ' 1 .  t1':icCl:ilr t l 'Cll iylc, 11iiis 1t.s ~)li:i.;es oi.~:i i i icl i ics sont 

1.(- ~ w i i i c . i ~ i c  c.sl r i ~ s i i i i i c  t ~ ~ ~ i ~ i i i i r  .;riil : r isi in icbs. c.1 .;ib(,lii-c-x soiis :iïoI (-. ()II i.c-l)rc*ii II I c  ré-  



hitlii (>:II. 2 0  111 tl';ici.l:tlc iI'i.lliylc c l  oii itlciililic Ics l . ' i i l iI i~:i l i t~i~ tle I':igciil tic ( ~ i ~ i i ~ ~ l ; i ~ c  r;itIit~;ic.lil 

1"I ' I l - : i i i i i i i o - ; i t . i t l ca  IJ:II'  t~l i i . (~i i i ; i l t~gi . ;~l) l i ic  cil coiiclic :'zS-I'I'I'C: prbcuiiisi.c 11ar Ni;ill cl I ' i~leii l i l icüli t~ii  

iiiiiicc oii p a r  cl iroii i~il trgr: i~~Iiic oi 1)li;isc güzciisc. tics 1"l'l-i-;iiiiiiio-acitlcs rütlio;ictil's ~)cr i i ic t  ci icurc 

I,':tci~l:ilc t l ' i~l l iylc  ch1 t.oiihci.vi. \III. :icitle ;ist.or- tlc tliiiiiiiiicr 1:i i ~ i i ; i i i l i l~  tlc siil~sli.;il iibt.c-ss;iit.c. 

1.11 11li;isc ;ctliiciiac c~l~lc i i i ic  ;il~i.i.s cxli~üclioii  ii 

I';icCl;ilc tl'i:lliylc csl coii.scrvCc 1)utir itlciililicr 

Cvciiliicllciiici~l les l"1'11-;iiiiiiit~-;icitles Iiytli.ost~lii- 

Llcs : a i  I'csti.:iil « ;ic.fl;ilc tl'filiylc ); iic cuiiticiil 

; I L I ~ L I I I  11'1'11 i t l c i ~ l i l i ; ~ l ~ l ~  !);II. 'l'l.(: I I ~ I  Ci(: oii ei icore 

111*1.1:, I:i 1,li;ihc :itjiicbii~c csl ai*t,lii.c hoiis v i t l c  cl 
I . ~ O I ' I A ~  11;"' ' I I I  iiiiiiiiii\iiii tlii iiii~I;iiigc (:(Ii~iiio1-11,0 

( 1  / 11 ,  tlil)tis<.c .siir iiiic îeiiillc tle 2U x 4U ciil 

tlc ~ ~ ; i l ~ i t . i  \\'li;iliii;iii I I "  :{ ~ ~ i i h  . ~ c ~ i i i i i i h c .  :i iiiic t'.let.- 
I i ~ t i ~ ~ I i t ~ ~ ~ i ~ ~ i ~  ;i 1111 3.:)  ( I ; I I I I ~ J ~ I I I  ~ ~ ~ ~ ~ i i l i i i t + - ; i t ~ i t l t ~  i1t.i.- 

l i t ~ i ~ t ~ - I l ~ O  ; : ~ l t : l O l t :  l X Ï I I ) .  1.c l l ' l ' ~ l - ~ ~ j ~ O : ~  cshl si.l):i- 
rio 1111 I ~ I I I I ~ J I ~ ~  I ' i~i.~iii* !);II. ltes l''l'Il-[lis t+l l ' ' l ' I l - : \ I 'K.  
I.;i i~t.v<:l;ilioii t.\I i.i.:iliaïc 1 ~ 1 1 '  I i ~ t ~ i i i ~ f i i ~ c  tl:iiih iiiic 

~ i ~ l i i l i o i i  iIe iiiiiliyilriiit~ II 1 11. cciil tl;ii\h I':icCloiic 

~ l i \ l i i ig i ic i~  I1'I'I1-(:ySO,,. Oii ili*coIt~i.c* I'Clcc- 
~ I ~ ~ I ~ I ~ ~ ~ I I ~ ~ ~ ; ~ ; I I I I I I I ~  IJ:II.  le iiii~1:111gc l l ~ ~ I - : ~ c i ~ l ~ i ~ i c  
( 1  : 4. \ , I .  oii le si.c,lic et oii i.i.\'i.lc Ics lJ'I'tI-tlis cl 
. \ rg I ) : I I '  le. i~ i~: i t~ l i t~ i ix  \l~i.<.ilitliich. Oii ~)eiiL i.x:ilc- 
iiiciil i ~ l c i ~ l i i i c i ~  les 11'1'11-llis cl .\i.g l ~ i i r  lit 'YI.(: t ~ t i  

]);II. 111 '1 . ( : .  Oii 11t. t i l  i . ; : iI t- i i i t . i i l  i.i-g<.iii*i.ci. les ;it.itlcs 

;iiiiiiii.\ ;i ~ ) ; t r l i i  t l c h  I " 1 ' I I - ; t i 1 i i i i t ~ - ; 1 c ~ i t I c h .  I.cs ;it.itles 

;iiiiiiii.s \ i~iiI  itleiililiïs \III .  I':iiilii;iii;ilysc~~r. I.cs 
i i i i~ l l i o t l c~  iI'itlciililic:ilic,ii cl tlc tlos;igc tles l"1'11- 
:iiiiiiit~-;ic.iilcs \iiiiI iilciilitliich :'i celles cilïcs tl;iiis 

I:i tl~;r;itl;ilit>ii ~ii;iiiiicilc (voi r  1)liis 1i:iiiI). 

I.:I t . 1 i i i i i i e  tics 1)1.t1li.i11es ;I f;iil (les prt)gi+b t.ti~i- 

sitlc'.i.:il)lch : I L I  coiii.h tlc ces 2.5 tlt*riiii-r1.s ;iiiiii.es 1.1 

le l';til I I I ; I I ~ ~ ~ ~ I ; I I I ~  ;i c ' . l i a  ILI iiiihc :ILI l ~ o i i ~ l  IJ;II. 

1itIi1i:iii tlc I:i iiii~lliotlc ilc tlbgi~;itlülii)ii ri.ctii~i.ciilc 

i l c h  ~~c1)litlcs cl ~ ~ l ~ t ~ l ~ i l l l ~ ~ .  

~ ) i ~ t ~ l ~ l C i i i c s  iii:ijciii.s tlc I;i clfgr;itl;ilioii ~Ctliiciilicllc, 

i t  s:ivoir Iü ~ ~ c r l c  t l c  pcplitlc i~i.sitliic.l :iii coiirs tlcs 
c:jclcs hiit.~:~ssil 's. 0 1 1  l)c111 ; I ~ ~ I ~ I c I I ~ I I I C I I ( .  ii 1);lrlii. 

tic 100 ~ ~ i c o i n o i e s  tic 1~i.otbirics t i i . lc~~i~i i i ic r  cil 

2 joiii.s les Y 0  i'Ssitliis Y-tci-iiiiii;itia (I%i.itlgcii). 

(:c~)ciitl:iiii, les Iceliiiitltics riiiiotii;ilit~iics sont 
c~ l i~ i~ i i i c i i r r i i l  oiibi.ciihcs cl iibccssilciil iiiic iiil'i.;i- 

s l r i~cl i i r i -  c t ~ i i i ~ ~ l i ~ ~ ~ i c ~ ~ I : i i r c  1)otir l ' i t Ie~it i~ic:i( i t~ii  (les 
l ' ' l ' I l - ; i i i i i i i o - ; i c ~ i t l t ~ ~  : :tl~l):ii.~.il t l t .  (~lii~oiii;ilt~gi~;iI,iii<~ 

cil liIi;ist! g;ix.eiihc, c l ~ i ~ ~ ~ i ~ i ; i I t ~ g r : ~ ~ ~ l i i t ~  Iit~iiiili- tic 
Ii:iiiIt. ~ ~ ~ e s s i o i i .  :iiili~:ii~;ilysciii~ tl';iiiiiiii~-;ic.itles cl 
~ ~ v t ~ i ~ l ~ i ~ ~ l l e ~ i ~ t ~ i i l  s i ~ i i ~ l i l I ; ~ l i ~ ) ~ ~  Iit~iiitlc I J I I I I I .  i t l ~ ! ~ i I i l i c i ~  

les ll'l'I1-;ii~iiiio-i~ci~It~~ i~:itlio:iclifs. 

(:elle iitïlltotlc I';til tl';iillctii~s I ' i~l~jcl ilc pcrl'cc- 
I I ~ ~ ~ I I I ~ I I I ~ I I ~ ~  c t ~ ~ i s I : i i i l ~ .  .%iiisi. cil 1950, ii l ~ a r l i r  tle I\i~siiriii. 

1 k ~ ~ ~ i t ~ l c  tl'ii11 o l i g ~ ~ ~ ) c ~ ~ l i t l e ,  ~ J I I  i t l c ~ ~ l i l i ; ~ i l  p:ir tIS- 1 ) c l ~ i i ~  I:i ~ i . i ~ i i i i i ~ i . ~ ~  ~~,iil~iic;ilioii tl'l:tLiii:iii en I!l:iU x t t r  
.;,, ~ ~ i ~ ~ t l l i  l l l ~ i l l ~ l e ~ ~ e  :j 1 l.i ,hit  l l l h  ~ - ~ t . l . l l l i -  1:) ~ l C ~ r : i ~ f ~ t i i ~ ~ ~ t  I ~ ~ ~ ~ . I I I ~ I ~ ~ . I I ~ ~ ~ ,  (le\ 1ir11gi.C~ c . ~ ~ ~ i ~ i t l & i . ; i I ~ l ~ ~ h  

4,111 Cl;. i.C;ilixi.h c1;iiih cc. tloiii:iiiic. Noiis ;ivi~iis p:is?>i' L - I I  
i i ; i i i~,  :il~i.s t l~ ' ;~t . l i icl lci i ici i i  Jii sli,iit.liil~c ~ ' ~ ~ i i i p ~ i . L '  

, .~. \ . , , ,  I . ï v , , l i i l i i l l i  I;i , l i . ~ i . ~ i l l ~ i t i o i l  lii:iiiiicllc, Nll l is  
I ' I I I I  I I  J I  I I I ~  v i i ~ g ü i i ~ c  l e  I S I I S  J L  :,,.,,il, ,,ci, ( lc i i l  i i i i .~~l, , t lea i i i ; i i i ~ ~ e l ~ c . \  c.,liiiiite ~ s e i i i i l ~ c b :  

I'iiiic sciiii-iiiic.rt~iiiL.lIiotIc ct I';iiitrc, iiiic ~iiicroiiii~lliotlc.. 

J.c CII~~!II;I#L. ( l i t  « I):iiixyl-l<tliiioii 9 tlbcrit par  Ilai'Ilc?' 

rit I!l(i:i t~iivrt. iiiie i i~~iivcllc voie (le lit t I i ~ t ~ ~ ~ i ~ i ~ i : ~ l i i ~ ~ i  

11ch a c i d c  : i i i i i i i ï ~  N-lc~~iiiiii;iiis <les ~>el~titlcs. I<iihiiilc, 

I I I I I I ~  ;ivoiih <li.ci.it <lill"i.ciilcs ii\Ctl~otlcs d'itlciitili- 

c;ilii~ii tlch 1"I'II-:iiiiiiio :iciclch : Ici chi~oi~i:itog~~:i~~liie siii. 
' 

~ ~ : i l ~ i c i .  ~ J I I  siii. c.oiiclic iiiiiicc 1.ciir i.Gv&l:itioii, lit i<:ai- 
i ~ ï i . : i l i < ~ i i  (le> l'~I'II-;titii~i~~ ;ic.itIch cil :icides ;~iiiiiii.s ; di)- 

\:tgc el iclciiIilic:itit~i~ tli*x lJ'1'1l-:~n~i~io acides p:iv 1:) 
~ I i i ~ i i i i ~ : i L t ~ ; ~ ~ ; t ~ ~ l ~ i c  iSii 1 ~ i i : i x ~  : : I L ~ I I X  ; tI~~s;ige et itlciili. 

Iit~iilioti dc.5 I"l ' l l - ;~it i i~i~~ ;i(,ides 11;ti. 1;i c l ~ r o ~ ~ ~ ; ~ l o g i . : ~ ~ ~ l i i ~ ~  
c.11 ~~l i ; i>c  litluitlc boit\ 1i;iiile ~~i'cssioii ; les v:iri:iiitea 

tle 1:i cli.gi~:icl;itioii d'Ec11ii:iii. 



1,'nlll':iiitioii (111 a Scqi icnntor  » t l ' l~dr i1a i i  c i l  1967 cr i  
pli:lsc l i r l t i i t le,  n :ic<.i.l<:i.' I'i.vo1iitioii (Ic cc t l c  i~ iCt I io t lc .  
I I n  11111s I ' n l i pn i i t i o i i  1111 S e ~ ~ ~ i r e i i r c i i r  ci1 ~ili:i.;c snl i t lc (Ic 
l . : l l l~scl l  ri1 l!)7l :1 t ~ f l i l l ~ ' l ~ l ~ ~  l e  s c t ~ l l ~ ~ l l : l l f l i  ci1 ~1Il:lse 
l i (( i i i t lc.  I,c S e t ~ i i r i i c c i i i  rii ~ i l i : isc  sn l i ( l r  est i ~ l i l i s ~  ~ i o i i r  
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D I S C U S S I O N  
------------------- 

Notre p r inc ipa l  souci ,  au cours de ce t r a v a i l ,  a é t é  

l a  minia tur i sa t ion  des d i f f é r en te s  techniques employées. 

Aussi, en ce qui  concerne l a  dégradation d'EDMAN manuelle, 

avons nous paincipalement u t i l i s é  l a  microméthode d 'après  l e  pro- 

tocole  de TARR, part icul ièrement  bien adaptée aux p e t i t s  pept ides  

que nous devions analyser dont Pa t a i l l e  ne dépassai t  pas 30 r é s i -  

dus d '  amino-acides . 

Nous avons peu u t i l i s é  l e  couplage dansyl-EDMAN qu i ,  bien 

que t r è s  sens ib le ,  nous semble t rop  l e n t  : pour un peptide donné 

il e s t  en e f f e t  poss ib le ,  en une journée, d ' i d e n t i f i e r  4 à 6 rés idus  

d'amino-acides p a r  l a  méthode de TARR contre  un seu l  par  l a  méthode de 

dansyl-EDMAN. 

Dans l ' e s p o i r  de réduire  encore l e s  quant i tés  de pept ide 

nécessaires  à l a  dégradation dfEDMAN nous avons essayé de mettre  au 

poin t  une technique u t i l i s a n t  l e  PITC-s3' e t  d ' i d e n t i f i e r  l e s  PTH- 

amino-acides marqués par  autoradiographie après  chromatographie s u r  

couche mince de s i l i c a g e l .  

Malheureusement, l a  q u a l i t é  médiocre des r é s u l t a t s  obtenus due à 

l'abondance de produi t s  de décomposition du PITC-s3', ne nous a pas  

permis d ' ob ten i r  des r é s u l t a t s  probants suscept ib les  d ' ê t r e  appl i -  

qués aux pept ides  de l ' a r g i n i n e  kinase. 

L ' i den t i f i ca t ion  des PTH-amino-acides e s t  toujours  t r è s  

dé l i ca t e  e t  l 'expérience a montré que p lus i eu r s  méthodes d ' i d e n t i f i -  

cat ion é t a i e n t  souvent indispensables a f i n  d 'ob ten i r  des r é s u l t a t s  



non ambigus. 

Avant de disposer d 'un appare i l  de chromatographie 

l iqu ide  à haute pression,  nous u t i l i s i o n s  pour i d e n t i f i e r  l e s  

PTH-amino-acides provenant de dégradations manuelles, l a  chroma- 

tographie su r  couche nince selon KULBE ou COHEN-SOLAL e t  l a  

régénérat ion en amino-acide par  1 ' acide iodhydrique. 

Pour l e s  s é r i e s  de PTH-amino-acides provenant de l a  

dégradation automatique nous u t i l i s i o n s  principalement l a  chro- 

matographie s u r  couche mince de s i l i c a g e l  dans d i f f é r e n t s  systèmes 

solvants .  

Les r é s u l t a t s ,  p a r f o i s  d i f f i c i l e s  à i n t e r p r é t e r ,  de l a  

chromatographie sur  couche mince sont désormais confirmés ou in f  ir- 

més par  l a  chromatographie l iqu ide  à haute pression.  

En ce qui  concerne l a  miniatur isat ion des techniques 

que nous avons u t i l i s é e s ,  nous pouvons également mentionner qu 'au 

début de nos travaux nous contrôl ions l a  pureté  e t  l'homogénéité 

de nos pept ides  par  électrochromatographie sur  papier .  

O r  l'électrochromatographie s u r  couche mince de ce l lu lose  a consi- 

dérablement r é d u i t  l e s  quan t i t é s  de subs t r a t  requises ,  à t e l  po in t  

que nous pouvons maintenant expérimenter une coupure enzymatique 

s u r  20 nanomoles de pept ide e t  séparer  de c e t t e  façon l e s  fragments 

obtenus. 



STRATÉGIE D'ÉTUDE DE L A  STRUCTURE 

COVALENTE DE L'ARGININE KINASE, 



1 WTRODUCTION 

L'arginine kinase comporte 8 rés idus  de méthionine 

dont un en pos i t ion  C-terminale ce qu i  dev ra i t  nous permettre 

d ' i s o l e r  8 fragments pept idiques l o r s  de l a  coupure chimique 

p a r  l e  BrCN.  

Nous avons u t i l i s é  l e  protocole  m i s  au poin t  par  

HAN e t  a l  (62 ) pour l a  myoglobine de Cheval. 

Au cours de l a  réac t ion  chimique l a  méthionine 

e s t  transformée en homosérine. Dans l e  cas  où l a  méthio- 

nine e s t  su iv ie  d'un rés idu  de thréonine ou de sé r ine  

nous verrons que l a  coupure e s t  incomplète. 



ISOLEMENT E T  CARACTÉRI S A T I O N  DES FRAGMENTS 

PAR L E  BROMURE DE CYANOGÈNE, 



Les ind ica t ions  fournies  par  l a  composition en acides 

aminés ont déterminé l a  s t r a t é g i e  que nous avons u t i l i s é e  l o r s  de 

l ' é tude  de l a  s t ruc tu re  primaire de 1 'a rg in ine  kinase. 

- L'arginine kinase e s t  une molécule monocaténaire com- 

por tan t  4 ou 5 rés idus  de cystéine e t  ne présentant  pas de pont 

d i su l fure .  

Afin d ' é v i t e r  l 'oxydat ion des rés idus  de cystéine e t  l a  formation 

éventuel le  de ponts d i su l fu re  au cours des diverses  manipulations, 

il a f a l l u  envisager l ' u t i l i s a t i o n  de méthodes de blocage des groupes 

Sïi l i b r e s .  

Par a i l l e u r s ,  il e s t  nécessaire  que l ' a l k y l a t i o n  donne, par  l a  

s u i t e ,  des f r a c t i o n s  peptidiques so lubles ,  sinon dans l ' e a u ,  t o u t  

au moins dans des so lu t ions  de f a i b l e  force ionique. 

Il  nous a  semblé que l 'aminoéthylation é t a i t ,  dans ce cas ,  une 

technique t r è s  adéquate. 

- De p lus ,  il r e s s o r t  de 1' examen de l a  composition en 

amino-acides que l a  protéine (P. y. 38 500) cont ien t  28 r é s idus  de 

lys ine  e t  16 résidus d 'a rg in ine  6 'une p a r t ,  10 résidus de ty ros ine ,  

18 résidus de phénylalanine e t  31 rés idus  de leucine d ' a u t r e  p a r t  : 

l e  nombre de pept ides  qu i  s e  formeraient l o r s  d'un cl ivage de 

l'enzyme pa r  une protéase t e l l e  que l a  t ryps ine  ou l a  chymotrypsine 

s e r a i t  a l o r s  important e t  nous avons &;i renoncer à l ' é v e n t u a l i t é  

du fractionnement de mélanges pept idiques aus s i  complexes. 

- Par contre  l a  présence de 8 rés idus  de méthionine e s t  

t ou t  à f a i t  i n t é r e s san te  e t  a  o r i e n t é  not re  choix vers  l 'hydro lyse  

sé l ec t ive  des l i a i s o n s  méthionyle p a r  l e  bromure de cyanogène. 

D'aprSs GROSS e t  WITKOP (59 ) ,  l e  mécanisme de c l ivage  

des l i a i s o n s  méthionyle e s t  l e  su ivant  : il s e  forme in i t ia lement  

un bromure de cyanosulfonium qu i ,  en milieu acide,  s e  scinde en 

méthyl-thiocyanate e t  bromhydrate d' iminolactone d'homosérine ; 



celui-ci se décompose spontanément en libérant d'une part la lactone 

de l'homosérine et d'autre part un fragment peptidique ayant en 

position N-terminale 1 'acide aoiicé dont le groupe "'-' -'-2 
était primi- 

tivement uni au COOH de la méthionine (Fig. 4) . 

Dans le cas où la liaison méthionyle est suivie d'un 

résidu de thréonine ou de sérine, la coupure est incomplète 

(Fig. 5)  (60). 

C'est la raison pour laquelle on essaie de remédier à cet inconvénient 

en effectuant la réaction en solution aqueuse d'acide formique à 70 %. 

- La présence de deux résidus de tryptophanne a également 
retenu notre attention et nous a permis d'effectuer un second type 

de coupure chimique : la coupure par le BNPS-skatole, caractéristique 

des liaisons tryptophan~le. 

Le 2(2-nitrophbnylsulfény1)-3-méthyl-3-bromoindole ou BNPS-skatole 

(61) dont la structure figure ci-après : 

a une action comparable à celle de la N-bromo-succinimide, mais 

l'analogie de structure qu'il présente avec le tryptophanne oriente 

préférentiellement la coupure vers cet amino-acide . Le BNPS-skatole 
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est cependant un agent oxydant moins puissant que la N-bromo-succini- 

mide. 

La coupure de l'arginine kinase du côté carboxylique des 

deux résidus de tryptophanne a facilité la détermination de l'ordre 

d'enchaînement complet des peptides au BrCN. 

- Ce travail d'alignement des peptides au bromure de 
cyanogène ainsi que l'étude des séquences N et C-terminales ont 

été réalisés en collaboration avec l'équipe du Laboratoire de 

Biochimie Macromoléculaire du CNRS de Montpellier (REGNOUF et al). 
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION O F  THE 
CYANOGEN BROMIDE FRAGMENTS O F  LOBSTER 

ARGININE KINASE (HOMARUS VULGARIS) 
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Ar~in i t ie  kinase was amitiaeth.vlatcd in order to hlock the ficic f ier thiol Rrortps orr tire 
tratiite enzyme, and then suhmitted to BrCN clenca~r. The BrCK resrtltinp peptidcs 
were solirhle in propionic acid ( IO?/,)  and sr~hser~rientlv scthmitted to ce/-filtratiotr. TIre 
I a r ~ e  pol.vpepride suhfractians were citracoti.vlated and re.trthmitted to diffc,rcitt pcl- 
chromato~raphies, whereas the short peptide suh/ractions werc .rrthrnitted to preparatii,r 
paper electroclrromaro~raphies. Eirlrt peptides of 2. 11, 17. 25,61,82,86 and 132 amitro 
acid re.ridtre.r were isolated, one of which i.s the ooerlappitrr of two peptides. Tlte amirro 
acid composition and the end Rrorrp of al1 the i.rolated peptides were estahlished. Tire 
short peptides (2, 11 and 17 rcsidrtes) wcrc srrlrrenced. Al1 peptidrs possess homo.~eritrc 
at C-rerminal positiotr becartse ont, methiotr.vl rrsidrtc i . ~  ritrtaterl at the C-termirra1 
position in the native protein. The polypeptide witli 132 re.ridrte.r pos.re.cser1 N-ace?,.lat(,d 
rcsidtre at N-terminal position; thercforc thiv po(vpepridc. is locaterl ut the N-terminni 
position itt the protein. The srtm attd accorrrtt of eaclr ami~ro acid of Ilte .sei~etr i.colotcd 
peptides were comparecl to tirose of tlre itituct proteitr: tlrc .rrrm o f  the .rer3en peptides is 
331 amino acid residues. whcreas the wkole protein conrnirrs 342 resiclttes. Tlic. mole- 
cirlar weirht of arxitrine kinase i.s rei,ised atrd calcrtlatcd otr the hasis of the presotrt 
resrtlts (37. 687). 

Arginine kinase from Homarus vir1~ari.r muscle 
is one o f  the seven guanidine phosphotransferases 
investigated in  Dr. N.G. Van Thoai's laboratory 
in  the College o f  France in  Paris which was 
obtained in  a crystal state for X-ray studies. 
Subsequently, investigation o f  the three-dimen- 
sional structure o f  this enzyme was undertaken 
and the essential amino acids involved in the 
active centre o f  this enzyme have hcen studied 
extensively in Dr .  Thoai's laboratory. Therefore, 

Unusual abbreviations: SAE:S-aminoethylated; 
Dansyl or DNS: I-dimethyl-aminonaphtalene-5-sul- 
phonyl; Glx: Glutamincorglutamicacid; Hse: Homo- 
serine: Citraconic anhydrid: 2-methyi-maleyl-anhy- 
drid: PTH: Phenylthiohydantoine. Code number of 
enzyme: arginine kinase (EC: 2.7.3.3.) 

it would be interesting to investigate the covalent 
structure of this enzyme. because knowledge o f  
the covalent structure will help towards a better 
understanding o f  the conformational data. 

Kassab et al. (1) reported tlie isolation and 
characterization o f  the BrCn resulting peptides 
o f  the carboxymethylated arginine kinase. How- 
ever, the RrCN resulting peptidcs ohtaincd from 
carboxymethylated arginine kinaîe yicld in- 
soluble dcrivatives in the classical elution hufkrs 
and are soluble only in  the urea medium. These 
authors used ion exchange chromatography on 
suiphopropyl-Sephadex and gel filtration on 
Sephadex G 50 fine in  urea medium. as well as 
electro-chromatography. 

Our purpose was to reinvestigate the report 
by Kassab et al. by using othcr procedurcs for 
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thiol alkylation. The protein was aminoethylatctl 
and then siihmitted to DrCN clc;iv;ipe: the rcsult- 
ing peptides were soluble in  IO";, propionic acid. 

I n  this paper, we shall deal with the new alky- 
lation and new fractionation procedures in  order 
to determine and confirm the Paris group's 
results. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Marcrials 
Arginine kinase from the Homartrs vul~oris 
muscle was prepared as described previously (2). 

Ethylene-imine. cyanogen bromide. citraconic 
anhydride were purchased from Pierce Chemicals, 
dansyl chloride was sequenal grade and obtained 
from Sigma. Sephadex G 50. G 75, G 100 were 
products from Pharmacia; resin used was from 

~~<rtro,4~cri hrom~rle clc,<rrv~~c, Tlic cvperimental 
procedure reportcd hv Hi in ci '11. (3) for the 
çlcavage o f  mcihionyl bonds in sheep heart 
myoglohin was oppliecl. 

Gel filtration. The amount o f  150 mg o f  BrCN 
resulting peptides was applied to n column o f  
Sephadex G 75 (4 cm x 100 a n )  with a flow rate 
o f  48 ml/h. The elution solution used both for 
dissolving the peptide mixture and Tor equilibrat- 
ing and eluting the column was 10"" propionic 
acid. Location o f  the subfractic~ns was obtained 
hy monitoring U V  absorption. Lowry's reaction 
and ninhydrine reaction in an autoanalyser 
(Technicon). The column was loaded with no 
more than about 150 mg of peptide material; 
otherwise. the separation was poor. 

Some large peptides isolatcd from the Sephadex 
ion exchange chromatography in Chromobeads G 75 column wcre previousiy citraconylated and 
P (Technicon). Polyamide sheets were purchased then submitted to gel filtration on Sephadex G 50 
from Schleicher & Schüll (Germany). Pyridine, 
phenylthioiqocyanate. butylacetate used for Ed- 
man degradation were sequenal grade. obtained 
from Pierce Chemicals. Other chemical reagents 
used were analytical grade. 

Mcthod.7 
Rcctrrctiorr orrd S-omit~octh.vlation O/ '  q,rtcirte 
rcsi<ltr<~s. Twenty five lrMoles (1 g) o f  enzyme was 
dissolved in 2 M Tris buffer adjusted to p H  
8.6 witl i HCI. The hiilrcr contains 4 M urea 
(deionized) and 250 mg o f  EDTA;  1.5 m l  o f  
mercaptoethanol was addcd. The reaction o f  
reduction was performed under nitrogen for 
4 h at room temperature. Afterwards. I ml  o f  
ethyleneiminc was added: the same amount o f  
ethyleneimine was added after 10 min intervals 
(6 times) (always under nitrogen). We checked 
the completion o f  the reaction by sodium nitro- 
prussiate-ammonia (Brandt's reaction) stnining. 
and stopped by lowcring the p H  to 7 with 5.6 
N HCI. The alkylated protcin wns then dialysed 
against water for 48 h wi ih repeated change o f  
watcr at 4 C. The rctcntaic was fro7en and lyo- 
philized. Twenty-livc nanomoles o f  alkylated 
protein were submittcd to total acid hydrolysis 
and the hydrolysate was submitted to amino 
acid analyser. We foiinci the quantitative dis- 
appearance o f  cysteine content and the corres- 
ponding increasc o f  S-A E-cystcine rcsiducs in 
the hydrolysate o f  alkvlatcd prntein. 

or G 100 in  the dilute ;irnmonia p H  10 (column 
2 x 100 cm). 

Citroconylotion crnd dcc i t rneo~~~~ la r io~~ .  The tech- 
nique used to disaggregate the peptide mixtures' 
subfractions isolatcd from the Sephadex column 
was based on the experimental procedure reported 
by Atassi & Singhal (4). 

Two hundred milligrams o f  polypeptide mix- 
ture were dissolved in 20 m l  of0.OShl ammonium 
bicarhonaie; thc pkl was niaintaincd at 8.2-8.4 
with 2 N NaOH. Twenty pl o f  citraconic anhy- 
dride were added at 20 min interval< ( 6  times). 
The cloudy solution proyrcssively clarified after 
citraconylation. The react on was maintained 
during 2 h. then cvtensively dialysed apainst 
water (24 h) containing arnmonia (pH 9.0) and 
lyophilized. 

Decitraconylation of pure siihfractions obtain- 
ed [rom gel filtration (Sephadex Ci 100) was 
performed hy dissolving the citraconylated poly- 
peptide in 5":, formic ticid dtiring I h  h at room 
temperature. 

Prepcrratir:c ciri</ rrrra~rrc<il pcrpcr cloctrophoresis 
aitd cliromutor.rupl~y. This was uscd to isoiate 
the short peptides (1 1 .  17 and 15 residues). The 
experimental proccdurc u ~ c d  for sheep heart 
myoglobin by Han et al. 1.3) was applied. The 
control o f  homogcncity of .;hart peptides by 
electrochromatographv was syçtematically ap- 





number of t u b e s  

Primary fractionalion on Scphadcx G 75 of cyanogcn bromidc rcstiiting pcptidcc or S-rimino-cthylatcd arginine 
kinase. 
+- : U V  absorption 
-m- : Lowry's reaction 
-A- : Ninhydrine reaction 
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forrns of  the sarne peptide were obtained: amide Isolation oiid characterizatioit o/ mriirr Inr,i*e 

and deamide forrns. peptides 
The N-terminal glutamic acid was identified 

by Edman degradation with direct identification (a)  APK-11-17 (132 re.~irl~rc~si (Fig.  2 ) .  Thc suhfrac- 
o f  PTH-amino acid. tion APK-II. isolated from Scphadex G-75. was 

number of tubes 

FI<;URE 2 
Gel-filtration on Sephadex G 100 of APK I I  (after citraconylation) 
-+ : UV absorption 
-m- : Lowry's reaction 
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citraconylated and submitted to gel filtration on could correspond to minoi  fractions which were 
Sephadex G 100. Three f ract io~s were obtained: discarded. 
APK-lla, A P K - l l h  and APK-l lc.  Only A P K - l l b  N o  N-terminal amino acids wcre detected by 
is homogeneous on acrylamicle gel clectrophorcsis dansylation of ihis pcpticlc. I t  could correspond 
and corresponds i o  the major fraction. Thc to ihe N-terminal portion o f  thc cnzyme which 
APK- l la  and APK- l lc  are lieteropeneous and is N-acetylatcd. 

number of tu bas  ' 

FIC~URF: 3 
Gel-filtration on Sephadex G 100 of APK-III (aficr ciiraconylaiion). 
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(b)  . 4PK- l l l c '  atid A P K - / / I d '  (86 rcsirlrrr.c utid five fractions were separated. Only APK- l l l c  and 
82 residrres)  fip p.^. .Z anri 4). APK-II I ,  the suh- A P K - l l l d  were isolated and resubrnittcd I o  a 
fraction obtained frorn gel filtration on Sepliadex second gel chromatography on Sephiidcx Ci 50. 
Ci 75. was ciiraconylatcd. Tlic chcrnically rnodi- APK-III; i and APK-I l le  could correspond I o  
fied polypeptide mixture was z~ihrnittcd to Iwo rninor siihfr:ictions; they werc (liscartlcd. APK- 
gel chromatographies: firsi on Scphadcu <i IOO. IlII? corresponds to APK- l lb  prcviously iso1;itcd. 

n'urnber of t u b e s  

FIGURF: 4 

Gel-filtration on Scplindcx G 50 of APK-ll l(c+<l) (aller citrriconylation). 



Two polypeptide s~ihfractions were then iso- (61 residuesk APK-V (25 rcsidiics) and i t  con- 
lated: APK-lllc '  (86 residues) and APK-illd' tains tryptophan as reveaied hy Ehrlich reaction 
(82 residues). The hornogeneity of these peptides (because APK-IVb contains tryptophan). 
was controlled by dansylation: APK-illc ' :  DNS- 
Glx, and APK-llld'-DNS-Gly. APK-lllc' (86 (c)  APK-IVh (61 rcsidrcs). APK-IV, obtained 
residues) is a n  overiap of two peptides APK-IVb frorn primary gel filtration on Sephadex G 75, 

number of tubes 

F I < ~ U R E  .fi 

Gel-filtration on Sephadcx G 50 of APK IV (after citraconylaiiont. 
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was citraconylated and then submitted to gel 
chromatography (Sephadex G 50). Three suh- 
fractions were obtained. One fraction, the main 
fraction. was homogeneous, its N-terminal resi- 
due was threonine, the other two fractions(minor) 
were discarded (Fig. 5) .  This peptide contains 
tryptophan as revealed by Ehrlich rcaction. 

Tablc I summarizcs theexpcrimcntal proccdiirc 
oc successive fractionations or thc RrCN rcsulting 
peptides o f  arginine kinase. 

that i t  is N-acetylatcd. Thc carhovyl terminal 
has been found to be a methionyl rcsidue (17). 

We have isolated two wiiich are an overlap. 
APK- l l l c '  (86 residues) overl:ipc APK-V ( 2 5 ,  
resiiiues) and APK-IVh (h l  residues) and con- 
tains two liomoscrine. I n  thc othcr overlap. one 
o f  the 2 methionyl bonds is not clcavcd by RrCN, 
prcsiiinnbly bcciiusc (lurin!: tlic S-aminoethy- 
laiion, thc sidc chain OF mciliionyl rcsidue might 
react wiih ethylcne-imine. Sclirncder et al. (18 

Tnni .~  2 
Amino 0rid.r composirion and thc N-terminal rrsidrrc o/ isolatcd prptidr.r. Thc i ~ n r  O/ rnch niniiro acid Iront a / /  

pcptidrs is roinparcd fa rra/ii.c proIrin 

APK APK APK APK APK APK APK APK Total Native 
VI1 VI VI V IVh l l l c  I I I i I '  I lh  A PK 

A2H2 A I R I  

LYS 
A.E. CYS 
HIS 
ARG 
TR P 
ASX 
THR 
SER 
HSE 
G LX 
PRO 
GLY 
A LA 
V A L  
I LE 
LEU 
TYR 
PH E 
TOTAL 
N-TERM 

l I - 6 8 8 7 

I - 7 3 I 
7 - 2 3 
4 4 4 

- - + + + - 
I 1 8 9 8 

I 1 - 3 4 4 -, 
3 2 5 h 

I 1 I I I 2 1 
I 3 4 4 7 I I  9 

? 1 2 3 3 
I I 4 4 7 8 
1 I 4 5 5 
I I 2 4 4 

1 4 4 7 

I I 3 4 8 o 
2 7 I & 3 - 7 

I I I 4 5 4 
7 I I  17 25 6 1 86 82 

GLN G1.Y G1.U GLU THR GLX GLY 

Table 2 summarizes the amino acid composi- 
tions and N-terminal amino acid of  al1 the iso- 
lated peptides. 

The Paris group ( 15,16) reported that the arginine 
kinase contains 330 residues o f  amino acid with 
2 tryptophanyl, 5-6 cysteinyl. 7-8 methionyl 
residues and nodisulphide bridges. The N-terminal 
amino acid has not been identified but it is shown 

observed t ha1 mct hionine residiies in the protein 
were altered during aminocihylation in  a way 
that interfcred with their subsequent reaction 
with cyanogen bromide, preventing complete 
cleavage o f  the protein by this rengent. Therefore 
APK- l lb  (132 residues) might correspond to the 
overiap o f  CB4 (39 residues) and CB7 (103 
residues) reported hy Kassab et al. (1 ). 

APK- l l lc '  (86 residues) is the overlap of APK-V 
(25 residues) and APK-IVh (61 residues); in  this 
case the methionyl-tlireonine bond has not been 
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completely cleaved hy cyanogen bromide (Han peptides form aggregatcs. The use o f  chemical 
et al.) ( 19). modification, citraconylation. permits us to 

The surns o f  the same amino acids (APK-VII-  interrupt the ionic bonds and thus disaggregate 
PI. APK-VI-AZBZ. APK-VI-A I BI, APK-V, different polypeptides without using urea solu- 
APK-IVb. A P K - l l l d '  and APK- l lb)  obtained tion. This purification procedure was fourd to 
by addition o f  each amino acid i n  different pep- be an excellent tool for a better way o f  handling 
tides such as cysteine, histidine. threonine, serine, scparation and isolation o f  peptides. 
homoserine. proline. valine. tyrosine and phenyl- Finally, the BrCN resulting peptides isolated 
alanine are in perfect azreement with the corres- and characterixd in  the present investigation 
ponding amino acids in  the whole protein. made i t  poîsihlc to begin sequcnce studies as 

The sums o f  arginine. glycine and leucine illustrated by the results o f  AKP-VII. APK-VI-  
in  the d i f i rent  isolated peptides diKer by only AZB2. APK-VI-AI  RI. Knowledge o f  the co- 
«ne residue i f  compared to the same amino valent structure o f  arginine kinase will give a 
acids in the native arginine kinase. better understanding o f  its catalytic function 

However. WC did find dillerences o f  4 lysyl and make it possible to form an evnliitionary 
residues, Z aspartyl residues, 2 alanyl residues. basis for its relationship to the other homologous 
3 isoleucyl residues and 3 glutamyl residues. guanidinokinases. 

Nevertheless. it appears that. within the limits 
of experimental error. the seven isolated peptide REFERENCES 

fragments do account for the amino acid com- 1 .  KASSAR. R.. RIS~NOUF. F.. Fh~TOlihl. A. R 
position o f  thc wliole protein. Tlie amino acid PI<A~>I:I.. L. A. (1973) 9th Intcrnntionnl Congresï 
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D I S C U S S I O N  

1 LES PEPTIDES DE FAIBLE POIDS MOLÉCULAIRE ........................................ 

1. La f r a c t i o n  APK VI1 ------------------- 

Les études u l t é r i eu re s  concernant l ' o r d r e  d'enchaïne- 

ment des pept ides  au BrCN ont  confirmé l ' ex i s t ence  de ce dipept ide 

Gln-Hse. 

2.  La f r a c t i o n  APK V I  ------------------ 

Peptide APK V I  -A2B2- (11 rés idus  d'amino-acides) 

L ' a r t i c l e  précédent donne l a ' s t r u c t u r e  de ce pept ide dé- 

terminée pa r  l a  méthode de dansyl-EDMAN donc sans é t a b l i r  l a  d i s -  

t i n c t i o n  en t r e  Glu e t  Gln ca r  l a  méthode nécess i te  une hydrolyse 

acide du dansyl-peptide rés idue l .  

La s t r u c t u r e  é t a b l i e  par  l a  méthode de dégradation 

dlEDMAN manuelle selon TARR a confirmé c e t t e  séquence e t  p réc isé  l a  

nature des résidus Glx : 



Peptide BrCN C-terminal de 1'APK ( 1 4  résidus)  

Lors de l ' é tude  des séquences N e t  C-terminales de 

1 ' A P K  par  REGNOUF e t  a l  (vo i r  page 9 il e s t  apparu que l e  pept ide 

C-terminal n ' a v a i t  pas  é t é  i s o l é  des hydrolysats au BrCN. 

Ultérieurement, l a  révé la t ion  de 1 ' électrochromato- 

graphie su r  couche mince de ce l lu lose  de l a  f r ac t ion  APK V I  par  

l e  r é a c t i f  chlore-amidon a permis de mettre en évidence l e  peptide 

recherché (Figure 6) . 

Le pept ide  e s t  porteur  d'un acide aminé bloqué en 

pos i t ion  N-terminale e t  n ' a v a i t  donc pas é t é  révélé  par  l a  ninhy- 

dr ine ou l e  fluram. 

En 1952, RYDON e t  SMITH (63) ont  préconisé une méthode 

d ' i den t i f i ca t ion  des pept ides  e t  p ro té ines ,  notamment ceux à 

extrémité N-terminale bloquée, qui  p a l l i e  l e s  l imi t e s  d ' u t i l i s a t i o n  

de l a  ninhydrine. 

Les pept ides  e t  p ro t é ines  peuvent ê t r e  aisément dé tec tés  par  ch lora t ion  

puis  par  pu lvér i sa t ion  d'un mélange amidon-iodure de potassium ; l a  

colorat ion qui  s e  développe provient  de l a  l i b é r a t i o n  d ' iode  pro- 

voquée pa r  l e  N-chloropeptide formé aprgs pulvér i sa t ion  d '  hypochlorite . 

CI2 K I  
-CO-NH- -CO-NCL- - 4 - N H -  + KCI +'/z 12 

L I A I S O N  A M l O E  N - C H L O R O -  P E P T I D E  

I l  a donc é t é  possible  d ' i s o l e r  l e  pept ide C-terminal 

à p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  APK V I  par  électrochromatographie prépara t ive  

su r  papier  (Fig. 7)  e t  d 'en déterminer l a  composition en acides 
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E L E C  ~ R O C H R O M A T O G R A P H I E  PREPARATIVE SUR PAPIER D E  

L A  F R A C T I O N  AE-  APK V I  
\ 



(Tableau I V ) .  

L 'exis tence de 2 taches en électrochromatographie s u r  

couche mince de ce l lu lose  peut  ê t r e  a t t r i buée  à l a  présence d'homo- 

sé r ine  en pos i t i on  C-terminale, s o i t  sous forme d'homosérine, s o i t  

sous forme d'homosérine lactone. 

Nous verrons p lus  l o i n  l e s  problèmes posés par  l a  déter-  

mination de l a  s t ruc tu re  pr imaire  de ce peptide. 

e Peptide APK V I  -A B - (17 résidus d'amino-acides) 
1 1  

Lorsque nous avons e n t r e p r i s  l ' é tude  de ce pept ide nous 

ne disposions pas  des microméthodes de dégradation récur ren te  d'EDMAN 

avec i d e n t i f i c a t i o n  d i r ec t e  des  PTH-amino-acides. 

Le pept ide APK V I  -A B - a v a i t  donc é t é  coupé par  l a  
1 1  

chymotrypsine e t  l e s  peptides i s o l é s  par  électrochromatographie su r  

papier ,  l e s  taches peptidiques ayant é t é  mises en évidence, avant 

récupérat ion,  p a r  réact ion avec une so lu t ion  acétonique de ninhy- 

dr ine  à 0,Ol %. 

Les pept ides  é t a i e n t  a l o r s  dégradés par  l a  méthode de 

dansyl-EDMAN d é c r i t e  par  GRAY e t  HARTLEY c 'es t -à -d i re  l a  dé- 

gradation d8EDMAN couplée à l a  dansylat ion du peptide r é s idue l  ob- 

tenu à chaque é tape .  

Les ac ides  aminés dicarboxyliques e t  l e u r  forme amidée 

é t a i e n t  i d e n t i f i é s  e t  dosés après  hydrolyse par  l 'aminopeptidase M. 

Par l a  s u i t e ,  nous avons v é r i f i é  l a  séquence de ce pep- 

t i d e  en u t i l i s a n t  l a  microméthode de dégradation d'EDMAN selon TARR 

avec i d e n t i f i c a t i o n  des PTH-amine acides pa r  chromatographie bidimen- 

s ionnel le  sur  couche mince de polyamide selon l a  méthode de KULBE. 



A S ~  

H s e  + G l x  

G ~ Y  

I le  

Leu 

L Y S  

TABLEAU I V  

---------- 



La séquence obtenue a é t é  l a  suivante : 

Glu-Gly-Phe-Pro-Tyr-Gln-Ala-Asn-Leu-Thr-AE-Cys-Pro- 
I r - r - / - c c  C 

Gln-Tyr-Lys-Glu-Met (OH) . 
I r  -- 
Les divergences de s t ruc tu re  enregis t rées  peuvent 

s ' expl iquer  par  l a  nature des pept ides  dégradés : peptide APK V I  

-AIB1- i n t a c t  d'une p a r t ,  e t  l e s  pept ides  chymotrypsiques qu i  en 

son t  i s s u s  d ' au t r e  p a r t  (avec l e s  d i f f i c u l t é s  d' isolement e t  de 

récupérat ion que ce l a  comporte). 

Par a i l l e u r s ,  il se  peut  également que l a  méthode de 

dansyl-EDMAN,appliquée à c e r t a i n s  p e p t i d e s r s o i t  moins performante 

que l a  méthode de TARR. 

Nous envisageons d ' a i l l e u r s  de cont rô le r  à nouveau c e t t e  

séquence par  dégradation dlEDMAN automatique (séquence phase l iqu ide)  

avec i d e n t i f i c a t i o n  des PTH-amino-acides par  chromatographie l iqu ide  

à haute pression.  

3. £ract&gn-gK-? (Peptide de 25 rés idus  d'amino-acides) 

La séquence p a r t i e l l e  de ce peptide a é t é  déterminée par  

dégradation d'EDMAN de pept ides  t rypsiques contenant de l a  méthionine 

( v o i r  page 129) . 

Ce peptide va ê t r e  soumis à - l a  dégradation d'EDMAN auto- 

matique (séquence phase l iqu ide)  avec i d e n t i f i c a t i o n  des PTH-amino-acides 

pa r  chromatographie l iqu ide  à haute pression. 



1. E"'ye$e;&d$-gK-;;b ( 132 rés idus  d ' amino-acides) 

Nous avons i s o l é  un pept ide  de 132 rés idus  d'amino-acides 

APK I I b ,  comportant 2 résidus de méthionine dont 1 sous forme d'ho- 

mosérine e t  qu i  semblait  correspondre à l a  somme des pept ides  de 

103 (CB7) e t  39 résidus (CB ) i s o l é s  pa r  REGNOUF e t  a l  (Tableau V )  
4 

à p a r t i r  de l a  S-carboxyméthyl-APK. 

Des études u l t é r i eu re s  r é a l i s é e s  sur  un polypeptide de 

l 'hydro lysa t  au BNPS-skatole de 1 ' A P K  (fragment FI - vo i r  page 87) 

ont  montré que l e  pept ide N-terminal comporte 107 résidus d'amino- 

acides e t  1 s e u l  rés idu  de méthionine s i t u é  en pos i t ion  C-terminale. 

Ceci tend à prouver que nos premiers dosages ava ien t  é t é  

entachés d ' e r r e u r ,  certainement pa r  l ' agréga t ion  sur l e  pept ide 

APK I I b  d'un pept ide de f a i b l e  poids moléculaire,  e t  que ce fragment 

APK I I b ,  fragment N-terminal de l l A P K ,  comporte donc 107 rés idus  

d'amino-acides. 

2 .  Polypeptide APK I I I c  (86 rés idus  d'amino-acides) .................... 

Ce peptide e s t  l e  pept ide de chevauchement des pept ides  

APK V e t  APK IVb. 

APK V : 25 r é s idus ,  N-terminal : G ~ U .  

APK IVb : 61 r é s idus ,  N-terminal : Thr. 

APK I I I c  : 86 rés idus  r N-terminal : Glu. 



Tnblc 2. Aniino-acid composition O/ arginine k i w c  and CNBr-/rugmet~ts O/ 5-urrlozy~nctlrylalcd argiftine kinase 
Tliu iirtcgrnl valiics in ~~nrcnthcscs oro birscd on tlio rcsiilts uliown plus arialyses of tliu purificd peptides from othor propuratione. Tlio data for nqiiiino lrinnso are avcrago 
of nnnlyses of 24, 48 and 72-11 acid hyllrolyzates. Calculations wero mndo on tlio bssis of 8 Iiistidiiie rceiùucs por uiolcculo of protein 

Aiiiiilo ncid CBl CD2 OB3 CB4 Cl35 Cl30 CB7 CD3-CB5 Totnl Argiiiiiio 
kiilnsc 

CM-Cysteiiie 0.8 (1) 0.74 (1) 1.8 (2) 0.8 ' (1) 1.0 (2) 5 4.9 (5). 
AspnrLic iicid 1.0 (1) 0.6 (O) 8.0 (9) 8.0 (8) 7.1 (7) 12.0 (12) 8.0 (9) 37 32.1 (32) 
l'lircoiiiiio ' 1.0 (1) 1.0 (1) 1.8 (2) 1.1 (1) 1.4 (2) 4.0 (5) 5.1 (5) 4.0 (4) 17b 17.2 (17)c 
Scriiic 2.0 (3) 1.1 (1) 3.8 (4) 5.6 (0) 4.6 (6) 14b 18.5 (1S)c 
Ilouioscriiio 1.3 (1) 030 (1) 1.0 (1) 1.1 (1) 1.0 (1) 1.0 (1) 1.1 (1) 1.8 (2) 7 G.9 (7)* 
Clutaniic ncid 3.2 (3) 4.6 (4) 4.1 (4) 6.2 (5) G.!! (7) 7.7 (8) 8.7 (9) 0.7 (10) 40 37.7 (38) 
Prolino 1.8 (2) 0.8 (1) 1.G (2) 2.5 (3) 3.5 (4) 2.2 (2) 12 12.2 (12) 
Clycii?~ 1.1 (1) 1.1 (1) 3.o (4) 3.0 (3) 3.2 (3) 7.0 (7) 7.0 (8) (1.7 (7). 27 26.8 (20) 
i\liiriiriu 1.1 (1) 1.0 (1) 3.0 4 )  3.9 (4) 6.1 (0) 10.0 (10) 5.8 (O) 26 24.2 (24) 
Viiliiio 1.0 (1) 1.4 (1) 1.8 (2) 3.3 (2) 5.9 (6) 6.1 (O) 3.7 (4) 16 17.7 (16) 
Tsi~lciiciiio 1.7 (2) 3.7 (4 )  3.O (4) 5.7 (6) 3.9 (4) 10 1 16.7 (17) 
l,c~ic~itio 0.0 (1) 1.1 (1) 3.0 (3) 3.0 (3) 4.8 (6) 7.9 (8) 9.7 (10) 9.4 (9) 31 30.8 (31) 
'i'yrosirio 2.0 (2) 0.8 (1) 1.1 (1) 2.3 (2) 2.3 (2) 2.8 (3) 3.1 (4) 11 0.0 (10) I 
l'liciiylalnniiio 1.0 (1) 1.0 (1) 1.2 (1) 2.0 (3) 3.0 (4) 3.7 (4) 6.8 (7) 4.0 (6) 21 17.5 (18) .J 

IIisLidiiic 2.8 (3) 3.0 (3) 2.0 (3) 8 8.0 (6) G' 1.0 (2) 
I , ~ H ~ I I O  1.0 (1) 1.1 (1) 2.1 (2) 2.0 (2) 3.u (4) 4 (5) 10.0 (IO) 6.5 (fi) 26 23.0 (28) I 
Argiiiiiio 1.9 (2) 3.7 (4) 7.2 (7) 3.7 (1) 3.9 (4) 17 10.5 (IO) 
'l'i yltt<t~)lia~~ 1.54 (2) .  2.2 (2 )Q  2 1.9 (2)f 

Toiul rceidiic:~ I l  17 23 39 60 61 1 03 87 334 327 

Y içld (O/,) GO GO 18 3.3 23.2 28 9.2 7.1 

N-Lcrniitisl rclcitliio Cly Glu CJlx Tyr 'i'lir Gly N-A CI+ 

Plolaçtil~tr wt:i~liIn~ 1224 2 OGO 2 430 4.I6fi 7231 Y 104 1 1:162 10000 37 707 

Aloltiriilirr wtiiglilntl 37 (197 3U79V 

('y~lciiio wiis ail.iiii:r(rtI ais oysloio nrid (4.9) cil(.cjr porli)r;nio oxitl:ilioii [:121 niitl iin c.iirboxyiiiuIliy~cyok~it~o (13) iiîtor iodiiclioii triid çiirl~ory ~iicllryliil ioir (131. 
IJ N~IL ox(.rii~~olir\~~tl Io xwo t.itiic. 

8 7' 



Une l i a i son  Met-Thr a donc é t é  imparfaitement coupée 

par  l e  BrCN. 

3.  P g & ~ e @ i $ $  APK Izzc ( 8 2  rés idus  d'amino-acides) . 

Ce peptide a é t é  i s o l é  avec un meilleur degré de pureté  

à p a r t i r  de l 'hydro lysa t  au BNPS-skatole de 1'APK (vo i r  a r t i c l e  

suivant)  . 
De nouvelles déterminations de s a  composition en amino-acides mon- 

t r e n t  q u ' i l  comporte 81 e t  non pas 82 rés idus  d'amino-acides. 

I l  cont ien t  l a  cys té ine  du cent re  a c t i f .  

Nous verrons p lus  l o i n  l e s  d i f f é r e n t s  protocoles  u t i -  

l i s é s  pour l a  détermination de s a  s t ruc tu re  primaire.  

4. Peetide APK IVb (61 rés idus  d'amino-acides) -- ------------ 

La s t ruc tu re  pr imaire  e s t  actuellement connue (vo i r  

a r t i c l e  suivant)  e t  a montré q u ' i l  comporte en r é a l i t é  60 rés idus  

d ' amino-acide S. 

RENTS PEPTIDES AVEC LA COMPOSITION EN AMINO-ACIDES .................................................. 

Le tableau de l a  page65 montre que l a  somme des acides 

aminés des fragments BrCN e s t  en accord avec l a  composition en amino- 

acides de 1'APK. 



Les 8 fragments BrCN renfermant chacun un rés idu  d'homosérine sont  

tous c o n s t i t u t i f s  de l a  pro té ine  e t  confirment l e s  r é s u l t a t s  de 

DER TERROSSIAFV (5) e t  VIRDEN (16) qu i  on t  dosé 8 résidus de méthio- 

nine par  mole d '  enzyme. 

La f igu re  8 résume l e s  r é s u l t a t s  obtenus au cours de ce 

premier chapi t re .  . 

, 'O L'hydrolyse de L'APK par  l e  BrCN a permis d ' i s o l e r  

9 fragments ; i l s  renferment respectivement 2, I l ,  17, 25, 60, 81, 107 e t  

14 résidus d 'ac ides  aminés, l e  gère e s t  un peprj.de de chevauchewnt 

des fragments de 25 e t  60 résidus.  

" Notre protocole  de fractionnement, à l a  d i f fé rence  de 

c e l u i  u t i l i s é  p a r  REGNOUF e t  a l ,  n ' i n c l u t  pas l ' u t i l i s a t i o n  de so- 

l u t ions  tampons à base d 'urée  qui  peut  s e  r évé l e r  gênante l o r s  des 

études s t r u c t u r a l e s  u l t é r i eu re s .  

' O  Le polypeptide de 107 rés idus  à extrémité N-terminale 

bloquée e t  renfermant un groupement acé ty l e  occupe l a  p a r t i e  N-ter- 

minale de l a  pro té ine .  

Par cont re ,  tous  l e s  pept ides  comportant un rés idu  

d'homosérine en pos i t i on  C-terminale, l ' i d e n t i f i c a t i o n  d i r e c t e  du 

pept ide C-terminal n ' a  pas é t é  possible .  

Les r é s u l t a t s  de ces travaux ont  é t é  corroborés par  ceux 

de REGNOUF e t  a l  (64 ) .  





CIaCAPHTWE Ili 

S É Q U E N C E  EN A M I N O - A C I D E S  DU FRAGMENT 

BRCN APK I V  B CONTENANT LES 2 R É S I D U S  DE 

TRYPTOPHANNE DE L ' A R G I N I N E  K I N A S E ,  



I N T R O D U C T I O N  

La connaissance de l a  s t ruc tu re  complète de ce pept ide 

a néces s i t é  l ' u t i l i s a t i o n  de deux coupures chimiques (BrCN e t  BNPS- 

ska to le )  e t  d'une coupure enzymatique (coupure t rypsique)  . 

Le l ec t eu r  ne devra pas ê t r e  étonné pa r  une phrase de 

1 ' a r t i c l e  suivant  : 

"L'arginine kinase de Homard cont ien t  2 résidus 

de tryptophanne e t  9 rés idus  de méthionine". 

Cet a r t i c l e  a en e f f e t  é té  rédigé à une époque où nous 

nous in te r rogions  encore s u r  l e  nombre exact  de rés idus  de méthio- 

nine dans l a  pro té ine  (avec ce r t a ines  données en faveur du nombre 

de 9 r é s i d u s ) .  

Seul l ' é tab l i ssement  de l ' o r d r e  d'enchalnenent complet 

des pept ides  au BrCN a permis de l eve r  c e t t e  ambiguité. 



Ainino Acid Scqiicncc of n C y i i n o g c n  Bro~iiidc Fragiiiciil Coiitaining 

f l l c  Two ~I'ryptopliaiiyl licsiducs oF Lobster Arginiilc Kiriasc 

(l-lo/?inl.~~.\ i'r/(qc;l.iv) 

Brigittc DEI3UIKE. ki:i-Ki I1AN.I Miclicl i3,AiJTREVAU.Y. 
Girard RISCRTE, Frnii~c~isc RECiNC)UF',* :iiid 
Ridlia KASSAH" 

Liiboriitoirc tlc H;ttclii~nic. f';!c~ilté dc hlitlccinc 1'l:icc tlc Vcrtl i i~i,  53fl.J< 
LILLE-Cttlcx. 1-.r;iiicc. ii i icl  *I.;ibnrnfnirc tlc Hincliirnic ccllul;iirc, (-n1li.g~ 
dc 1'r:iiicc i'l;icc Pvliirccllin I3crilicloi. 7 5 3 1  I',\RIS-<'6<lcx W. f.;r;iiicc 

Lobski- nrginiiic kiiiiise [EC 2.7.3.31 coiil;iins 2 tryptopliiinyl rcsi<iiics :ind 0 iiictliic)iiyl rcqidues. 
Tlic ulinlc carboxyiiiciIiyi:itcd protcin wns lirst siiiljcctcd to CNBr c1cav;igc :iiid tlic rcsulting 
Iragiiiciits wcrc isoliilcd by gel Iil~iiitioii and otlicr cxpcriiiicntal cippro:iclics. One fragment. 
CB5, whicli contains 60 rcsiducs incliiding the two rryptophanyl rcsidiics and i\to of tlic fivc 
cystcinyl rcsidues of tlie protcin, was charactcrizcd and tlie rcsuits arc rcporlcd in illis pnper. 
Tlic ovcrall strategy Tor ilic cstablishnicnt of tlic coniplctc scqiicncc of tliis friignicnt \ras hascd 
on the usc of tlircc typrs of pcptidcs: (a) wliole cyanogen broniitfc pcptidc C Il5 \vliicli \vas 
p;irt~;illy cli:ictcterizctl Iiy :iiiloiii;ilic 1:dni~in tlcgr:i(l;ilioii iising :I scclriciiccr: 42 sicp.; wcrc 
gcrforiiicd oiit 01 O0 rcsiducs. (h) tryptic pcptidcs ol' CR5, (c) pcptidcs I'c.riiictl iiy c1c:ivncc of 
S-carbosyiiictIiylatcd argiiiinc kiiiasc (wliolc protciii) iit tlic twn tryyitop1i:inyi rcsiducs witii 
BNPS-skiitolc. Tlic cniiiplctc niiiiiio acid sccliicncc of tlic CXUr polyl~cptitlc (Cll5) wliicli 
coiitnins tlic two tiy1itopli;inyl rcsitliics of tlic wliolc protcin \vas cstnblislictl. 

Lobstcr argininc kinasc [EC 1. 7. 3. 31 froni 
?lorrrnrr~..r i,r~(rrn.i.v niusclc is i.cprcsciil;il~vc r>f ci 

group of scvcn guaiiitliiie pliosplioti.aiisfcrciscs 
studied in tlic laboriitory of tlic Collcgc ot' Frnncc 
at Paris (Dr. N.Y. van Thoai) ( 1 .  2). As X-ray 
dilTraction analysis of its structure is iiow wcll 
advanced- in Prof. Renaud's Lnboratory nt Paris. 
we Iiave undcrtaken a study OS thc nniiiio acid 
sequence of this enzyme. Arginine kinase is coin- 
posed of a siiiglc polypeptide cliain with a niolc- 
cular weight in tlie vicinity oP40.000 daltons (3-5). 

~ .-.. .~ 

' To whorn all corrcspondcncc sliould hc nddresscd. 

Reccnt studies (Dchiiirc. Itcgnoiif c3r ol. ,  un- 
p~~lilislic<l worb ) ni1 i i s  cliciiiic:ii siructurc havc 
sliown tliat it coiitains nhoiit 729 rcsiducs with ? 
tryptophanyl, 5-6 cy\tcinyl a,id 0 inclhionyl res- 
idiics anci no tlisullitic hridoc. Tlic N-tcrniinal 
aiiiino acid scquciicc is N-acctyl-Alii-,Asx-Ala-Ala- 
Thr-. . . ancl the C-tcrminni amino acid sequcnce 
is . . .-Lys-Glu-Mct-COOH. 

In tlic prcvious papcrs (6. 7 ) .  wc dcscribed the 
isolation and cliaractcri7:itioii of rrngiiicnts which 
arc derivcd froni CNBr clcnvcigc of Iiotli S-carboxy- 
mcthylatcd ( 6  1 and S-riniinoctliyl;ited ( 7 )  protein. 
Scqucncc analyses of tlic sliort peptides (6) (3 
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rcsiducs, I I residues, 17 residues, 26 residues) are 
coniplctc and prcliminary resiilts of scqiicncc 
iiivcsiigatioiis Iiavc hccn publishcd clscwhcrc ( 7  9 ) .  

This papcr describes the charnctcrization of the 
CNRr fraçrncnt (CB5) (60 rcsidircs) wliich contains 
the I tryptoplianyl rcsidues of the wholc protcin. 

MATERTALS AND MFTrlODS 

.Zfotri.iol.r-Argininc kinnsc froni Iio~rtarrrs 
i.nlpoii.v iiiusclc was preparcd as dcscribcd prcvi- 
ously (IO). Diphcnylcarh;iiiiyl cliloriclc-trcatcd 
trypsin [EC 3. 4. 21.41 was purchascd froiii Miles 
Scravac. Carboxypcptidase A [EC 3. 4. 12.21 
trciitcd with diisopropylpliospli11n11oritIatc wiis I'roiii 
Worthington Biociicniic~i Corp. Aiiiinol~cptidasc 
M [EC 3.4. 1 1. 21 was ptircliosccl fvniii Sigiii;~. 
lJrea was purchnsed froni Mcrck : tlic I O  M aqucoiis 
solutions wcrc dcionized as described by Diicsberg 
( I I )  using resin AG-1 1-A-8 ( Riorad). Broinitlc 
;iddiict of 2-(nitrophcnyl-sulplic1iyl)-t-1iiciliylincInlc 
(BNPS-skatolc). dnnsyl clilori<lc, <l;insyl-amiiio 
ncids. PTH-aniino acids used as standards. niiilcic 
:iiiliydridc. citraconic nnliytiritlc, niid rcagcnts for 
Edmiin dcgradstion (automatic and manual) wcrc 
~>urchnsccl from Picrcc Clicmical Company. Rcsin 
Cliroiiioheads-P was obtaincd from Teclinicon. 
Scpliadcx (3-15. G-50, and G - I O  wcrc products of 
Pharmacia (Uppsala, Swedcni. Polyamide shcets 
wcrc purchascd froin Schleichcr and Schüll (Gcr- 
inany). and ccllulosc platcs and silica gcl platcs 
For TLC of PTH-amino acids, DC Fertigplnttcn 
K icscl-gel 60 F-254, froin Mcrck. 

I.vr~lcrtiott rf CB5 - Isolation of tliis frngnicnt 
(CB5). produccd by cyanogcn bromidc cleavngc, is 
rcportcd in a prcvious pnper (6 1. 

Arra1~vsi.s / ) y  Erlrrrntr's Pi.occrliri<, nirtl Itlcrrtifi- 
cntiorr r,/ PTH-Atirirro Aci(1.r-Tlic type PC 100 
SOCOS[ scqucnccr (Frnncc) was uscd witli the 
iiorm:il qiiatlrol progroni. Tlic cxpcriiiiciii;il pro- 
ccdiircs wcrc vcry siniil:ir lo tliosc rcportcd in ;i 

prcvious papcr ( I l ) .  Tlic PTH-aiiiino ;icitls wcrc 
idcntificd by TLC oii silicn gcl in thc sysiciiis D niid 
H dcscribed by Ednirin (13) and i r i  tlic nio<lilied 
systcm E reportcd by Han et nl. (14). Thc PTH- 
aniino acid spots coi~ld hc visiializcd dircctly on tlic 
plate under UV light (254 nm). The silica gel plate. 
once dried, was dippcd in a ninliydrin-collidinc solu- 
tion in order to  confirm their identification by the 
specific coloration of most PTH-amino acids (15). 

Ti-.p/ic D(srstioti o/ IVIiolr Frc~,~trrrtrt CBS nrtd 
Sapoi.ct/N~rr of Ti.~lp/~c P(.ptitk*s- Digcst ion wi t II  
cfiplicnylcarbamyl cliloridc-trc;itcd irypsiii was pcr- 
fornicd witli 10 mg of CB5 (1.4 /tmol) at pH 8.85 
for 2.5 h nt 38-C with E/S 40, (wlw). Tlic tryptic 
peptides wcre routinely scparatcd on n coliimn of 
Cliroinobcads P. Eliitinn was ,,ccToriiicd witli 
pyridinc-forinntc and ncctaic hiill'cr (Vnriprnd: 9 
clinnibcrs) as dcscrihcd i i i  a prcvioiis p;ipcr (16) .  
Tlic coltinin ciuates wcrc niilo~iial~cii~y mnniinred 
(Tcchnicon Autoanalyscr) by iiinhydriii colorinictric 
assay. 

Peptide fractions (6 ml, ttihci wcre poolcd, 
lyopliilizcd.and redissolvcd i i i  \viitci'or in I ",, ncctic 
iicid. Eacli peptidc siihfraction w:i< icsictl hy thin 
laycr clcctrochronintograpliy on ;i cclliilosc platc 
(20 I O  cni). Rccaiisc or flic siii:ill aiiioiint of 
tryptic pcptidcs. only tlic pcptidcs Iioiiiogcncous on 
TL clcctrocliromatograpIiy wcrc kcpt for further 
characterization. 

Tlrc N-terr~ritrrrl Dctrrrtritrrr/io,r O/ PL-pticlcs- 
Tlic N-tcrniinal dctcrriiinritioii of ~lolypcpi~dc CB5 
wns pcrformed hy the dansyl cliloridc proccdure 
dcscrihcd hy Gros ancl 1-ahoricssc ( 1 7 ) .  wlicrcas thc 
N-terniinal analysis of short tryptic pcptidcs of 
CR5 was pcrfornicd hy thc dansvl ciiloridc pro- 
ccdure rcportcd hy Rrriton atid Hnrtlcy (18).  The 
dansyl aniirio acids wcrc siihscquciitly identificd by 
polyamide-layer cliron~ntograpliics iising the solvcnt 
systcrns dctailed hy Hartlcy (19). 

/Irrrittn Acid C(~rrlposi/ir~rir-- Total ncitl Iiytlroly- 
sis wns pcrfornicd witli wliolc pcptidc CRS and cach 
Iiomogcneous tryptic pcptidc of' ( 7 3 5 .  iisiiig 5.6 N 
HCI iit I IO'C, in tlic prcsciicc of I drops of 2", ,  
aqucoiis plicnol iii vaciiiini- cii il cd tiihcs. Quanti- 
tativc ;inilno acid ;i~i~iIyscs \VSI.C j?crli>rnicd in nn 
iiiitoniatic amitio acid ;iiialyi.cr f.II<OI- 5 414 and 
Tcclinicon TSM 1). 

flrfliner of M'lrr>l<, Prntr*irr ii~itli R \. PX- \Xrrtok.-- 
Clc:iv:igc of S-cnrl>ouviiict li? I,i~cci ;irgiiiiiic kiniisc 
witli l3NI'S-sk:itolc \ \ . ; i ~  ~icrl'oriiictl ;iccoriling to 
Evl;ir ct (11. ( 2 0 )  witli soiiic niodilic:iiionî. T« a 
solution of 5.8 ~ciiiol of S-carl>nx> nictlivl;ilcci pro- 
tcin in 75 ":; iicctic ncid (12 1111). 410 nig or I3NSP- 
skatolc ( I O  cquivalcnts pcr tryptophaii rcsidue) 
and 1 .1  50 mg of cxogciioiis tyrosine (100 cquivalcnts 
pcr endognous tyrosine) wcrc iddccl. The re- 
action mixture was incubatcd wiili stirring in the 
dark al 2O'C for 68 11. Tliioglycollc acitl ans  addcd 
to a final conccntrntion of 4",, vjv  and ilic incuba- 
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tion wns coiitiiiiicd for 18 Ii. After ccntriguFatinn 
.(27,000 q >  of tlic ihick renction mixturc. ilic ycllow 
.;iipcriiiit;iiit w:is (Icïiiltctl Iiy gel liltr:iiioii i i t  rooiii 
tcnipcraturc on two coliinins (4 .  100 cm) of 
Scphadcx Ci- 15. cliiting witli 50",, acetic Licid. Tlic 
rcsulting peptitles wcrc citlicr rnalcylntcd i 2 1 )  or 
citraconyl:iicd ( 2 2 )  and fraciioiiaicci oii Scpliadcu 
Ci-100 os descrihed in tlie lcgcnd to Fis. 3. Pcptitics 
froni thc Sephadex columns wcrc dctcctcd hy 
iiicasuring ilic :ihsorliancics ;II 730 iiiii :incl 280 niil. 
Denialeylation wos pcrfornicci in Sn,, acctic acid- 
1 ",; pyridinc. pH 3.5, fcir 1 Ii at  60 C and dccitrn- 
conylation in 5"" iorniic ncid for 16 Il nt 20 C. 

Po l~nc~~ lo r t i i r l ~~  Ge/ EIo(~trï~pIio~'(~~i.\ --Elcctro- 
phoresis was c;irricd oiit as rcportcd prcvioiisly (6) 
in 17",; acryhalidc. 0.2n,; bisacrylnmidc. 6.25 hl iirea. 
0.9 M ncetic acid ai 3 mAIgcl of 5.5 cni Icngtli for I 11. 

.Irtiitl<, B<~/(~i~rriirttifiorr ---The occurrciicc of 
asparagine aiid glritniiiiric rcsidiics in tlic tryptic 
peptides of CB5 isolatcd diiriiig tliis study \vas 
suspecteci cin coinparing tlie nmino acid coiiiposi- 
tions of pcptidcs witli tlicir clcctrnplioretic mobili- 
tics on tliin laycr cclliilosc pl:itcs nt pi-1 6.5 ipyri- 
dinc-acctic acid--water. 10 : 0.4 : 90. v,'v:v). Higli- 
voltage electroplioresis \vas perhriiicd at  50 to 75 
V/cm for 40 to 80 min. Tlic clcctropliorctic 
iiioliilitics of flic pcpticlcs wcrc nlso conip;iiccl \v i t i l  

tlie retention tiiiics on ion-cucliangc rcsin. 
Sincc tlic occiirrencc or As17 ancl,'or Gin \ras 

siisl~cctcd, flic peptide \vas tligczlctl wi l l i  ;iiiiiiio- 
pcptidasc M iind tlic rcsulting frcc niiiino acids wcre 
dctcrniiiicd hy autoiii:iiic coliiiiin cliroiiiatograpiiic 
analysis. Tlic position of tlic nmidc niidior 
c:irhouylic rcsi(1iics in tlic pcptitlc cli;iiii \ \ i l s  iin- 
amhiguously clucidatcd hy Edmaii dcçrad:ition 
I'ollowcd hy ilic idcntific:itioii of PT1 l-nmino ncids. 
I n  sonic cnscs tlic PTH-aniino nicds spcts on the 
silica gel plate wcrc sraincd with iiinliydrin-collidiiic 
humer. Tlic zpccific color of Asil is ycllow. Glii 
brown-grccn. Asp pink. ancl <ilil dcep hi-own ( 15). 
Tlicrcforc tlic :iriiidc (iistrihiition uns iclciitificd 
without anibiguity. 

Scqircvrce Atrn%.sis of RNP.7-.\.i<ntolc Pcpti<lc. 
(1;JI)-Maniial stcpwisc dcgr;itl;ition or Ilic pcpticlc 
(F3) was carried oiit by a modilicntion of tlic basic 
Edrnan proccdiirc as descrihcd by Tarr ( 2 3 )  2nd 
tlie PTH-aniino acids wcrc idcntificd by TLC on 
polyamide sliccts iiccorclin~: to Kiilhc ( 2 4 )  and hy 
TLC on silica gel as <lcscrihcci hy i-laii c8t (11. ( 14 ). 
WC clicckctl cxpcrinicntnl proccdiirc for E(liiian 

degradation reported hy Tiirr (2.7) hy iising tlie 
known striicturc of C-pcptidc of lindpcr iiiyoglohin 
s I s t : ~ i i l i ~ r l  5 .  'l'lii~ ~~iocctliii.c coiiiiriiicd tlic 
complcte structiirc (if tlic C'-pcptiilc of bncigcr myo- 
glohin. Tlicreforc wc ;idoptccl Tarr's procedure 
for Ednian dcprada~ion. 

No scquciicc clctcriiiiii;ition \bas pcrfnrmcd on 
tiic tryptic pcptitlcs of CR5 diic Io t l i -  .;iiiiiII nmoiint 
of peptidc matcrials. 

Trc~rit~ti(*rrt of Ilortro~crr.irrt~ I.rrc./oric. - l iomo- 
serine lactoiie at tlic C-tcrmiiinl position of poly- 
peptide CB5 was convcrtcd to homoscrine by the 
nictliod of Amhlcr (26)  ns iiiodificd hy Young cf 01. 
(27). The peptide CA5 u~.; placcd in ;i buiT2r at 
p H  6.5 (pyridinc IO",,: ncctic cicici 0.4",,) nnd licated 
in an ovcn for 1 li nt 100 C. Tilt irc:itcd pep'idc 
w3s thcn sulijecicd to carhoxypcptidasc digestion. 

(<rrl~o.ul~p(~p~i(I(~vc Bi,p<~.~tiorr Iii :i ivpicnl cx- 
pcriiiicnt. samplcs (100 niiloli a.crc tlissolved in 
1.0-2.0 ilil of 0.1 M ammoniiiiii acci;itc nnci the pH 
of the soliition was adjiisrcd to 7.5 )vitIl dilute 
NH,OH. Carboxypcptidasc A \vas first ciizsolved 
in IO",, LiCI. 10 p l  of tlic snlutioii Ibn.;. diluted with 
50 ;il of LiCl soliiiion and tlic cnryniic soliition (10 
pl) \vas addcd. Thc niiuturc wris incuhntcd ?t 30 C 
or at 38-C for nn nlipropriatc tiiiic. Aftcr inciiba- 
tion. nliqunts wcrc \iitlidrawii fi ~ i i i  ilic solution niid 
the rcaction \vos stoppcci hy tlic addit inil nf0.015 ml  
of glacial acctic ncitl. Tlic solii i it~ii \\LIS cviiporatcd 
to dryiicss and t lie rclcnsc(f ;!iiiiiio :icicls wcrc 
dircctly analyzcd witli an niiiiiio ,ici(! ;innlyi.cr. 

The iiinlcyl:itcti fi-agiiiciit r 2  \(,;IF (iigcstcd !vitil 
carboxypcpticiasc .A nt 111-1 7.: \ \ i f I l  ;i nioliir ratio 
E'S 1 ,'IO Iicfcirc ;iiitl ;ifter irc,iiiiiciit \\.ilIl 15 
nicrcnptoctlianol at 30 C l'or 73 Ii iindcr- N, to  
con\cri iiictliioninc .;iill'o.titlc inio iiiclliioiiinc. 

.7<,qrrc~ric~o Dct(~r~rrirrrr/ir,rr O( Rc~tirltr(-s 1-42- 
.4ut~~ii ini ic Ediiinn clcgr;id;itinn r i i  \vliolc peptide 
CB5 provided the seqiiciicc of rcsidiics 1 - 11 without 
aiiy ambigiiity. Continiioiis riiiiniiig yiclded the 
scqiicncc iroiii 32 to 42 \ v i t I l  2 gips ;it positions 38 
and 39. but aftcr the 42nd cyclc. tlic "overlapping " 
bccarnc significaiit in polypeptidc ticgradation. 
Thercforc we stopped thc niacliinc. Tlie absolutc 
tlicorctical yicld of polypcpt idc dcgrndation was 
iiiorc tlinn 97"" as cstiiiiatcd Tor 12 cyclcs out of 60 
rcsidiies. I-lowcvcr non-qu:iiitit:itivc <iat;i on rela- 
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Fig. 1.  Coiiil?leie ümino ;ici(l \cq!!ciicc o i  ( 135. Tryptic pcpiidcc 6---+ . Autnr i iat :~ 1'dni::n 
degradaiion -. Mnnual drgrndaiioii - RNPS-t',ntolc pcptirlcs =+==:.i. 

TABLE 1. Ainii io acid coiiilwqitit>iis or trypisç pcptidcï cif CR-V.  

Total Tb' T7 
-. . - 

Lys 
1-lix 
Ai-g 

C:~'.(Cllll 
Ac.1 
TIii- 

Ser 
I-l SC 
GIx  

Pro 
Gly 
A 1;) 
Val 
I lc  

1.01 ( 1 1  I . n ; i ~ )  
l . l O  I I I  

0.0.1 i l l 

nxn r i !  
0 x 1  ( 1 1  

1.01 1 1 )  

1 O0 I I ,  

1 1 :  I l l  
1.1s ( I I  

I .OF(I)  O.XS(I l  
1.10 (1)  

0.97 (1) 
0.96 ( l  ) 

- -- - - .. - 
Total No t  
residues i5olatcd . 9 4 9 6 I I  10 4 

N-terminal 
G l x  1 . c ~  Gls IDhc Tyr G ~ Y  Lcri Scr residue 

- - - - . . . . - .. 

Yicld (:$,) 30 12 50 35 33 25 40 12 
...... - . ............... . - - - - . - 

Slightly heterogciio~~s. 11 Tryptnphnn was idcntificd hy Ehrlich rcricticin on n pnpcr cliiom:itograni. 
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t ivc rcpctitivc yiclds \vcre ohtiiiiied IJecniisc t l ic fina! 

PTI-1-dcrivativc in  c;icli cyclc n;is dciccicd cliinlit:i- 
t ivcly IJY t l i i i i  lriycr c I i r o i i ~ r i i t ~ ~ i : ~ ~ ? l i y .  

I t  is intcrcsting I o  i i t i ic tli;it i l ic  3!51 rcçi(11ic 
wns detcrniinctl t o  bc tryptopliriii. This rcsiduc is 

the first tryptoplir inyl rcsirliic in  Cl35 and i n  t l ic 
wl io lc profc in (Fip. 1 ). Tl ic .;cqiiciiçc :is dcicrnii i ied 

is i n  ngrcciiiciit w i t l i  I l le N-tcrri i i i ial qtriicturc f roni  

t l ic corresponding p i i rc  tryptic pcptidcs T2. T?. T4. 
T5. and Th (Tahlc 1). As tlic yicid o r  I io i i iogci ic i~y 

of thc tryptic pcptitlcs c o v c r i i i ~  rcsidiics 32-60 was 
n o t  siifficiciit Ior scqucncc 5tiidics. tliesc ulcre per- 
fornicd on  thc frngmcnts rclcnqcd IJV BNPS-shninlc 

clcavagc o f  the wl io le protein ot  its luJo tryptoplianyi 
residucs. As tliesc two aii i ino zicids arc containcd 
i n  fragment CRS. the clc:ivagc was cvpcctcd t o  
providc ninicrial corrcspoiit l i i ig t o  tlie cnrhoxyl- 
terminal  regioii o f  encli tryptoplinn. Tlicrefore tlie 
t w o  gays i n  i l ie seqiiencc at positions 38 n i id  39 ;ire 
I,ri<lgcd hy tlic cl ir irnctcriznii(~ii of i i ic  RNr'S-.;l\:itolc 

ïr;ignicnt of i l ic  wholc proicin. 
I.vnlcr/ioti r~trrl ( ' l i o i . r i c t ( ~ r ~ i z ~ ~ / i o ~ ~  (>1' ONPS-.\X ntolc 

f inp i i~c~t t ts  O/' Iirt<rct ili:pirritrc~ Kitr(isc--1nitirilly. 

BNPS-skatolc wns uscd on i l ic  Cl35 pcptidc. hu t  
i l ie isolation o f  rclcascd frnpnientç provcd t o  be 
rrithcr dilficril t. Succcssfiil rcsiilts w r c  ohtnined 
I7y \v<irkiii!: on t!ic S-cnrl~«\yiiictIivlnlcd intact 

p r ~ t c i i i .  ,\n;ilytic;il polyacrylamide gel clectro- 
pliorcsis n i  I l ic  clc:~vagc iniui i irc ( I ' ig.  2 )  rcvenlcd. 

iii :iddition t o  a sniall ; i i i ioi i i i t  (il' rcsidiinl protein, 
two  ninin large componcniz \vl i icl i  :iftci- i i inlcvlntinn 

coriltl hc isol:itcil hy gcl i i l ir; i i ioi i  ci.; I:1 and F2 
(Fig. 3);  n t l i i rd pcl?ii(lc \\.liicli coii l t l  i int  l ie de- 

tcctcd bv  poly;icrylnnii~lc gel elcctrophoresis, 

hccause o f  i ls  sninil niolccitl;ir ~ \c ig l i t .  (vas also 
isoliitcd ns F3. Tl ic yicltl.; of F I .  F2. :iiid F3 ofter 
UNPS-skatolc clcnv;igc. i i ialcylntion and gel filtra- 
t ion arcrc 90",, for FI. ? O " , ,  I'or FT. aiid ?O":, for  F3 
(Table I i ) .  

BNPS-SKAT'LE = ?  
MIXTIJPE 

Fiç. 2 .  Polyncrylniiiiclc gcl clcçti.npiiorczi< o f  BNPS- 
skntolc clenvnçe niiutiircs or 5-c:ii.l?o\-yniciliylnted arg- 
ninc kin:i.;c ;ind iso1;iicil fi,ii.tiicii~ I 2 

FRACTION NUMBER 

Fiç. 3. Gcl filtration on Sephadcx G-IOO o f  thc rnnlcyl;itcd rrngrncnts <1f tllc RNPS-ckntolc' 
clcovage mixtiire. A 3.3 '. 173 cm coliimn wns eliiietl with 0.05 \r nmninniiim hicnrh(~ri:itc, 
p H  9: flow raie 25 ml/l i :  ir;iction voliitnc 3 nil: s;implc rizc IO0 nio. 

Vol. SI. No. 1. 1077 
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TABLE II .  Arniiio acid coiiipociiioils of nrgininc kinase, CR 5 and RNPS-skntolc frngnicni.;. 
-. - . - . . - ~ . . - - - . - - - .. - - .- 

,\rginiiic F I  F2 F? Total rcsitliics 
kiii;i\c FI K2 171 

CysfCrn) 5 0.S f 1 ) 0.4 ( I ) 2 - 7 

A v  32 2 . 4  (25) 10.3 (10, 2.8 (3)  38 8 

Thr 17 10.1 (10) 5.6 ( 5 )  1.0 (11 17 2 

Scr 1 8 11.5 (121 4.5 ( O 17 1 

HÏC 1 

(;llr 33 2 3 15.9 (16) 39 8 

Pro I I  6.9 ( 7) 3.5 ( 4) 0.05 (1) 12 2 

Gly 16 15.1 (15) 8.9 ( 9 )  1.9 (2) 26 3 

Aln 24 14.7 (18) 4 ( 8 )  1.2 (1) 17 3 

Va1 18 11.2 ( 1 1 )  7.8 ( 8 )  1.2 (1) 20 3 

Met 9 4.3 : 5) 4.0 ( 4) 9 

Ilc 17 O (10) 7.7 ( 8 )  1.1 (1) 19 4 

Lcii 3 1 2 .  1 11.3 ( I I )  1 .1  (1) 33 4 

Tyr 10 7.6 ( 4) 0.77 ( 1) 0.49 (1 )  6 2 

Phe 1 8 14.1 (14) 5.0 ( 5 )  1 .1  ( 1 ,  20 4 

His 8 3.3 ( ?) 3.7 f 4) 1.0 (11 8 3 

Lys 28 21.1 (21) 8.2 i 8) 0.9 (11 !O 5 

A rg Ih 5.7 ( 6 )  7.1 ( 7) 0.97 ( 1  ) 14 3 

Trp 2 + 4- -:. + 2 
- .. - 
Total rcsid~ics 32'3 707:~ 115 171 7791 60 

Y iclcl (" .,) 1% S0 30 

N-terminal reiitliic N-:\<ci> l N-,\cctyl I'ro Pro Thr 

C-terminal rcsiduc GIii-Mct Glu-Mct'i Ile-lie-Hsc 
-.. - .  . .  - 

Including tryp(op1i;in. '1 Mcihioniiic w;ic r-clc;isctl ;is rnctliioriir~c sirlfori<lc from tlic i i i i i i ; t l  i\ol;iicd Tr;~gnicnt F2, 
and as rncthiotiiiic ;iTicr rccliiciioti cfilii.; fr:igiiiciic wiili 12" ,, ncliicoii5 2-incrcaptt~cili;inol ;il '0 C 8iii<lci- Y Tor 70-72 h. 

However. althougli tlic fragriientation occurred 
with Ii igh sclcctivity, releasing only tlic 3 cxpcctcd 

peptides, tlic procedurc iiscd did iiot nvniil losscs or 
aniino acids sensitive to ouitlatioti. Tyrosinc and 
carboxymethylcysteine werc recovcrcd i n  50 " ,  and 

25% yield. rcspectively. aiid inctliionine siilloxidc 

is only partially convcrtcd into iiicihioiiinc during 

the reduction step. sincc n cnnsistcnt :iiiiount o f  

methionine sulfouide was rcleascd in tlic carboxy- 
peptidase digestion o f  FZ. End group analysis 

showed F? to  have liroliiic as tlic N-tcrrninal rc- 

sidue, as dctcrinincd hy d:tnsylritcoii. and tlie 

sequence Glu-Mc1 at the ciiri?oryl ciid. 
This last result is of pariiculrir i i i i l~ortancc sincc 

it  suggests that fragiiicnt FI occtipics tlic C-tcriiiinal 

portion o f  tlie protcin. wiiicli is known to have 
mctliiotiiiic nt tlic C-tcriiiinnl cnil ( f i  ). I n  ordcr to 

mcasurc tlic aniniiiit o f  iiiciliioiiiiic whicli sliould 

hc rcleascd I'roii~ F2 l iy cart~nuy~icptidasc digestion, 

quaiiritative reduction ol' ciicthioninc sulfoxide 
preseiit iii this frrignicni wns atieniptcd. Optimal 

conditions for cotiiplctc rcdtictioii o f  methionine 

sulfoxidc into niethioninc wcrc tirst dctcrmined by 
subjccting a sample of metliianinc sulfoxide to 
reduction undcr various expcriinental conditions. 

Tlic hest results wcre ohtaincd witl i 1.5 ",; aqueous 

nicrcaptoctlianol at 30 C for 7211 (Table T11). 
Wlicn frngmcnt FZ was reduccd under tlicsc con- 

ditions and dipcstcd wit l i  carboxypcptidase A, 
iiictliioiiinc war rclcnscd as tlic C-tcrrninal amine 
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acid with only a trace of methionine sulroxide. O n  
the basis of the results s l~own in T;ihlc IV. thc 
sequence Glu-Met corresponds t o  thc C-tcrntinal 
striictiirc o r  hotli tlic nativc protcin and rragmcnt 

TABLE Ill. Rcduction of niciliioniiic ziilfoxt<lc to 
methionine. A solution of 2 PM mcthionine siilfoxidc 
in 4:< tliioglycolic acid-50n(, acctic acid ( 2 3  ml) in 
aqiicoiis 2-incrciptoctlianoI ( 2 - 8  ml) w;is inctibntcd 
undcr NZ. 
~- ...-- . . ~ - 

Rcduction 
Conditions of rcduction 

24 l i  48 h 70 h 93 h 

4:;, Iliioglyccilic acid in 
SV:,, ncctic acid, 30 C 46 44 67 

IO;:, aqueous 2-mcr- 
captoethanol, ZZ'C 30 

15% aqueous 2-mer- 
captoethanol. 30°C 57 80 100 100 

F2. Furthcrmore, proline wa5 foiind as the N- 
tcrminal rcsidue. Tlius F- cnnstiiiitcs thc C-tcrniinal 
portion of the protcin and IS dcrived from the car- 
boxyl part or thc sccnncl tryptnplirin. FI corres- 
ponds to  the N-acetylaicd poriinn of the protein 
and covcrs tlic amino p:irt of tlic lirst tryptophan. 
F3 is left I Fig. 4). Conscqiicntly F3 and F2 were 
invcst igntcd t o  estcnd the scqiicncc of fragn~ent CB5. 

. 'G ,~I I< , I I~ ( .  . B C ~ ~ ~ ~ I ~ I N I ~ J ~ ~ O I ~  O/  R(*sillr~,*.s 32-60- 
Auiomatic Edinan dcgradation cstablished the 
scqucnce from rcsidues 1 to  42 o r  thc wliole poly- 
peptide CB5 witli gaps at  positions 38 and 39. 
Howcver tlic gaps wcrc hridged and identified 
wiihoiit nnibigiiity by tlic f'oliowing procedures. 
Thc scqiicncc frorii 32 to  60 w r i  dclcrinincd in two 
steps: nianiial Edmaii <Icgradatioii of the intact 
peptide F3 providcd the sequence of residues 32-48 
and automatic sequencing of the N-terminal 12 
residues of F i  nllowed ihe cstahlisliment of the 
reinaining unknowii seqiicncc of Cl35 (Fig. 1). 

TABLE IV. Rcsiilts of carboxypeptidasc A digestions of BNPS-skntolc fragrncnt FI. cornparcd with these 
of native argininc kinase (Rcgnouf and Dcbuire, iinpublishcd results). 

pH of Time or Ariiiiio :icitl iclcascd 
/*mol,'/tinol ~nmple 

digestion digcs"on - -- 
(Il) Mct-SO Mct Glu 

.- -. - -- - -- - - -- - -. - - - - -.- - - - --- 

Native argintne k ina~c 7 .8  1 0.78 
2 1 0 

6 .  0 1.5 0.95 0.97 
- .- - - - - - - - - - - - -.- 

BNPS-skatolc F2 bcforc rcdirctlon 7.5 1.5 - - 1  b + 0. 4 

After rcduction for 72 h in 15" ,, 2-nicrcapiocthanol 7.5 1.5 0 1 7  0.24 
-- - - - - - -- - -- - 

* WHOLE ARGlNlNE KINASE 

N Ac rc n TPP TRP ~ J F T  ni+ 

* BNPS-SKATOLE CLEAVAGE 

N - A c  A L I i  F 1 TRP 
I ' F ~ T R P  . 

U F 2  MET-OH 
l 8 

H:N-THR TRP TRP MET OH 
CB5 (60 residues A A )  D 

31 48 ' 
Fig. 4. Di:igrzrt~in~;~iic rcprcscntiit ion of nNPS-zknlolc clc:iv:i&!c of .ii.giiiiiic hii1;içc. 
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TUBE NUMBER 

Fig.  5. Elutiori p:ittcrri oftryl,tic pcptitlcsof CBS. Thc tryptic digests n i  CRS wcrc nppiicd 
to :i coltimn of Ciirninohcncls P on a Tcclinicon (0.9 , 130 cni) nt n flow rntc of ? A  r i i l~h. 
Frnctionî of A in1 wcrc cnllcçtctl with nri nutom:itic collcctor. Tlic ciirtion pnticrii was 
cstnhliïlicd hy nic:itis ninli!driii ossay witlioiit nlkalinc hydrolysis. Tlic iryptic pcpt iclcs 
arc tlcïignntcd ris T with :i siih<ic.ipt cnrrcsponcling to thcir pnsiiion in flic qcqiicncc. 
hcginnin:: ;it tlic N-ici.iiiiiitis. 

Finally, t l ic  usc o f  RNPS-sk;itolc loi sclcctivc 
clcavage o f  tlic two tryptoplir inyl pcptidc honds o f  
argininc kinasc provcd t o  be uschil iii tlic sccliicncc 
study prcsciitcd i n  t l i is rcport. Thc structural 
properties of friigrncnts FI and F2 wcre I i c l p f~ i l  i!i 
investigations on tlic ordcr ing o f  CNBr  pc'ptidcs 
isolrited f rom tlic protein. 

1.volntiort r ~ f  Tryptic Pcpri<i(~s of IYItol~~ Pofil- 
peptide CDS-Thc intact polypept iclc CE5 wns 
subjected t o  tryptic digestion and tlic cnzyniic 
digcsts wcre siilijcctcd t o  i o n  cscliniigc col i i i i in 
clirornatograpliy. Tl ic pcpii(lc siihfr:ictioiis wcrc 
locatcd by  ninliydrin :iss:iy. Figiirc 5 sliows thc 
clut ion pattcrn of  t rypt ic digcsts o f  wlioie peptide 
CB5. T h c  isolalctl pcpt idc siihfrnctionç wcrc 
routinely controllcd by t l i i n  laycr clcctrochroniatog- 
raphy o n  cellulose plates. Because tlic sniall 
aniount o f  pcplitlc iiintcri;ils. oii lv Iioiiiogcncoiis 
peptidc fractions wcrc kcpt  I»r fiistlicr inucstipa- 
tions; t l ic  lictciogcncoits pcpt idr frnctioiis wcrc 
discardcd. Most o f  t l ic  tryptic pcpti(1cs wcrc 
liomogeneous. Howcvcr Tl (tlicorcticnlly Tl i r -  
Lys) was i io t  isolntcd. TI niigli! hnvc hccn prcscnt 

in  tlic niisccllniicoiis pcptidc.; fr:ictioiis. Due to  the 
sriiall amoi int  o f  pclitidc ii~:ircri:ils. non-lircparative 
p:ipcr clcctrociircinintogrnpliy ;vas pcrformed in 
ordcr t o  isolatc piirc pcptitlc .;uhfi;ictions. The 
subfractions TZ. T?. T4. T5. aiid T 9  wcrc homo- 
gcncous as detcrniiiicd hy tlic l i i iccrprint tcclinique 
and dansylation. 

T l ic  subl'racttoiiz Th, T7. T8  were sliçlitly 
contaiiiin:itcd hy ntl icr pcptidcs as rcvcaled b y  
fingcrprinis and dansylation. l-lo\vcvcr the con- 
taminant nt i io~intcd to at ~ i i o ~ t  .ihoiit 5 t o  20:; as 
tlctcriiiinccl I'roiii tlic nni i i io :icid coinposition and 
qiinlit:itive ciiaractrrizntion by (Iniiîylntion. 

T l ic  dctcrniinntion o f  Gii i . Gln. Asp. and Asn 
o f  tlic tryptic pcptitlcs uns hnîc(1 iii tl icir clcctro- 
phorctic niobil i t  ics ni1 I l l in  laycr clcct rocliromatog- 
rapliy :ind ti icir n i i i i i io ncid ~on ipos i t ions after 
tligcstion w i i l i  :iiiiinopc~iti<l:isc hl. 

Tl ic  yicld o f  ench tryptic pclvitic isolntcd after 
ion cucli:iiigc clironiritogr:ipliy i\ pivcn iii Table 1. 
Thc inaxii i iuni yicld w:is 50°,,  (TJ) :iii<l thc lowest 
yicld waî 12 "i (T3 nncl Toi. The yicld is based o n  
thc qtiai it i ty o r  cricii trypiic pcpiitfc as dcterniincd 





D I S C U S S I O N  
------------------- 

La coupure de l ' a r g i n i n e  kinase par  l e  BNPS-skatole du 

côté carboxylique des 2 rés idus  de tryptophanne e s t  t r è s  s s f c i f ique  (65).  

Le noyau du tryptophanne e s t  oxtjdé a i n s i  que l a  methio- 

nine. I l  s e  forme de l a  méthionine-sulfoxyde qui  pourra u l t é -  

rieurement ê t r e  assez facilement rédui te  (66) en vue des études de 

séquence. 

Des e s s a i s  de coupure s u r  l e  peptide de 60 rés idus  l u i -  

même (APK IVb) nous avaient  donné des r é s u l t a t s  médiocres en raison 

de l a  d i f f i c u l t é  de séparer  pa r  g e l - f i l t r a t i o n  des pept ides  de t a i l l e s  

relat ivement  vois ines  (31, 17, 12 résidus)  . 

Par contre  l a  coupure de l'enzyme carboxyméthylé par  l e  

BNPS-skatole a donné des r é s u l t a t s  remarquables ; malgré une oxydation 

des rés idus  de tyrosine e t  CM-cystéine'la sonme des acides aminés des 

3 fragments F F e t  F e s t  en bon accord avec l a  composition de l a  
1' 2 3 

proté ine  t o t a l e  (Tableau II dans l ' a r t i c l e )  . 

Nous verrons par  a i l l e u r s  que 1 ' obtention des fragments 

BNPS-skatole a é t é  d'une grande u t i l i t é  l o r s  de l ' é tab l i ssement  de 

l ' o r d r e  d'enchaînement des pept ides  au BrCN. 



La détermination automatique de l a  séquence du segment 

F2 (pept ide C-terminal),  l a  d iges t ion  du pept ide CBS par  l a  carboxy- 

pept idase A e t  l ' i so lemént  du pept ide T obtenu pa r  hydr&lyse tryp- 
9 

s ique  de CB5 ava ien t  permis de conclure à l a  séquence C-terminale de 

CB5 ( Ser-1le-Ile-Hse) . 

Mais l o r s  de l a  détermination de l ' o r d r e  d'enchaînement 

des pept ides  BrCN de l ' a r g i n i n e  kinase,  F. REGNOUF a i s o l é  un 

pept ide  présentan t  l a  composition suivante  : 

ASX 1,O ; Ser 182 ; Hse 1 , l  ; Glu 2,3 ; Gly 3,1 ; v a l  1,O ; 

Met 0,17 ; I ï e  2,3 ; Leu 1 , l  ; Tyr 0 , 7  ; Arg 1,2. 

Nous en avons déterminé l a  séquence N-terminale pa r  dé- 

gradation d'EDMAN manuelle : 

Ile-Iie-Ser-Met-Gln- ( A S X ~ ,  Metl, Glul, G1y3, Val l ,  Leul, 
- - r v - T  
Tyrl) Arg. 

Des études complémentaires ont  montré que ce pept ide  é t a i t  

b ien  l e  pept ide de jonction des pept ides  B r U i  de 60,2 e t  81 r é s idus  

(APK IVb, APK V I 1  e t  APK I I I d ' ) .  

La séquence d é f i n i t i v e  e s t  donc : 

Peptide 60 
rés idus  

Peptide 81 r é s idus  

Ceci nous donne par  a i l l e u r s  des informations complémen- 

t a i r e s  sur  l ' o r d r e  d'enchaïnement des  pept ides  BrCN. 



SÉQUENCE PARTIELLE DU PEPTIDE BRCN APK I I  1 D' 

CONTENANT LA CYSTÉINE ESSENTIELLE DE L'ARGININE 

KINASE, 



La détermination automatique de l a  séquence de ce pept ide 

a donné l e  r é s u l t a t  suivant  : 

Le f a i t  que l e  pept ide a i t  é t é  c i t raconylé  l o r s  de sa  pu- 

r i f i c a t i o n  explique que seu les  l e s  15 premières étapes de s a  dégra- 

dat ion (avec une ambiguité en 14) a i e n t  é t é  s i g n i f i c a t i v e s .  

En e f f e t ,  l a  déci t raconylat ion n ' e s t  jamais complète e t  l a i s s e  subsis- 

t e r  une cer ta ine  proport ion de fonct ions aminées terminales bloquées, 

ce  qui  explique l a  f a i b l e s s e  de rendement en dégradation d'EDMAN. 

La composition en acides aminés de ce pept ide f igu re  

page 76. 

Nous avons f a i t  a g i r  s u r  ce pept ide l e s  endopeptidases 

suivantes  : chymotrypsine, thermolysine, t ryps ine  ( su r  l e  polypeptide 

n a t i f  pu i s  c i t raconylé)  . 

Les pept ides  provenant de l ' a c t i o n  de ces  enzymes on t  été 

séparés par  chromatographie sur  rés ine  échangeuse d ' ions .  

Les courbes d ' é l u t i o n  sont réunies  dans l e s  pages sui-  

vantes (Fig. 9 ,  10, I l ,  12) .  

Leur complexité ( su r tou t  en ce qu i  concerne l ' a c t i o n  de l a  

t ryps ine ,  l a  chymotrypsine e t  l a  thermolysine su r  l e  peptide n a t i f )  

explique l a  &i f  f i c u l t é  d ' ob ten i r  des recoupements s i g n i f i c a t i f s .  











L'hydrolyse par  l a  t ryps ine  a cependant permis d ' i s o l e r  

l e  pept ide à cys té ine  e s s e n t i e l l e  dont l a  séquence é t a i t  dé jà  par- 

t i e l lement  connue (page 5 ) .  

Leu-Gly-Phe-Leu-Gln-Thr-Cys-Pro-Thr-~-Asn-Leu-Gly-Thr- 

Val-Arg. 

L'hydrolyse t rypsique l imi tée  n ' a  pas donné l e s  r é s u l t a t s  

escomptés. 

Les informations obtenues par  F. WGNûUF grâce à des e s sa i s  

de coupure au niveau des tyros ines  sont  l e s  suivantes  : 

Le pept ide comporte 2 ty ros ines  qui  s e  s i t u e r a i e n t  l ' u n e  

du côté  N-terminal, l ' a u t r e  du côté  C-terminal. 

Schématiquement l e s  informations que nous possédons sont  

l e s  suivantes  : 

1 89 10 71 79 ,&lMildH 

6 L Y  T Y 4  ARC \ \ C ARC T Y R  AR6 
AR6 f ARC. , ( ARC , ARC 

' / \ d  10 AA - . 



Par a i l l e u r s  l e s  coupures endopeptidasiques l a i s s e n t  

présager que l e  peptide à cystéine e s s e n t i e l l e  (16 rés idus)  s e  

s i t u e  du coté  C-terminal. 

Nous pensons donc que l a  coupure chimique au niveau 

des rés idus  de tyrosine s e r a i t  une so lu t ion  permettant de résoudre 

l e  problème de l a  s t ruc tu re  primaire de ce peptide. 

En e f f e t ,  l ' i so lement  du pept ide médian (65 résidus)  e t  

s a  séquence automatique appor te ra ien t  sans doute l e s  éléments de 

s t r u c t u r e  qu i  nous manquent encore. 



DÉTERMI NATION DE L'ORDRE DI E N C H A T -  

NEMENT COMPLET DES FRAGMENTS AU 

BROMURE DE CYANOGÈNE , 



N T R O D U C T  I O N  

L'arginine kinase possède une extrémité N-terminale 

bloquée et REGNOUF et al ont mis en.évidence la présence d'un 

groupe acétyle à l'extrémité N-terminale de la protéine. 

Le groupement acétyle a été caractérisé sous forme 

d'acétylhydrazide (67) à partir des hydrolysats à la pronase. 

L'extrémité C-terminale de l'arginine kinase est occupée 

par un résidu de méthionine ( 18) . 

Tous les fragments BrCN possèdent l'homosérine en position 

C-terminale ce qui a confirmé ce résultat mais rendu impossible l'iden- 

tification directe du fragment C-terminal de l'enzyme. 

Il a donc fallu une connaissance approfondie des struc- 

tures C-terminales de l'enzyme et des peptides BrCN afin de résou- 

dre ce problème. 



Deux méthodes ont principalement été utilisées pour 

obtenir lLordre d'enchaînement des peptides BrCN. 

O 0  La coupure de l'arginine kinase par le BNPS-skatole, 

comme nous l'avons vu précédemment, a fourni des indications très 

intéressantes. 

O 0  Puis l'hydrolyse par la trypsine de la protéine entière 

et des fragments BNPS-skat6le F1 et F2 a permis à F. REGNOUF d'isoler 

les peptides à méthionine par la méthode de l'électrophorèse dia- 

gonale sur papier (17) . 

Le principe de la méthode est le suivant : 

L'hydrolysat trypsique est soumis à une première électro- 

phorèse, puis les peptides sont traités sur le papier par une solu- 

tion d'iodoacétamide à pH 3,5 qui convertit spécifiquement les résidus 

de méthionine en leurs sels de sulfonium. 

CH3 CH3 
I 
S 

I 
+ S-CH2-CO-FIX, 

1 I 
CHZ + I -Cti2-C0-NH2 CH, 
I I 

+ 1- 
I 

CH2 
I - HN-CH -CO- 



Au cours de l a  seconde électrophorèse,  à angle d r o i t  par  

rapport  à l a  première d i r ec t ion ,  l e s  peptides renfermant l a  carba- 

moylméthylméthionine se  détachent de l a  diagonale cons t i tuée  par  

. . l e s  au t res  pept ides  (non modifiés) de 1 ' hydrolysat t rypsique,  

Nous avons déterminé l a  séquence de ces  pept ides  t rypsiques 

à méthionine. 

L'un d ' en t r e  eux, l e  pept ide C-terminal de l a  p ro t é ine ,  

a é t é  d'un abord t r è s  d é l i c a t .  

Nous consacrerons l a  majeure p a r t i e  de l a  discussion à 

ce problème. 
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a) The acexylation state of the blocked N H 2 - i e r m i ~ d  e~ld  of 

arginine kinase \vas characterized by the occurrence of 1 mole aceiyl 

group/mole protein ; a 5-residue segment correspoarikg TO the a-O- 

ïerminal portion enzyme was isolated from a pronzse Cgest of the 

enzyme and its amino acid sequence determined as 3-2ceQ-i Ala-Açx- 

-.la-Ala-Thr. 

b) -4 rginine -kinase is terminated at the carbox9 tzd by the sequence 

LJ-s-Glu-3IeiOH ; this particular 3 -residue sequence Ir repeated three 

times in the overall structure of the protein and is  present in three 

C S B r  frz-gments. On of them, a peptide of 1 4  a m k o  2cld residues, was 

identified -h the course of this study and its amino zcia seq-ence determine 

d. 

Iîs location ai rhe COOH-terminal end of the enzyme r;=,s recognized on 

the basis os' investigations carried out with des-Gh-l i~ïOH argiriine 

_iz:?ôçe, a s?ecClc proteolytic derivative. 

c) The alignment of the eight CNBr-fragments ~ 4 5 c h  constitute the 

arginhe k a s e  molecule was established accordkg ro -be sequentizl and 

cornpositiond properties of seven unique tryptic me-&myl peptides iso- 

lzred from the whole protein. The alignment was co~Girmed by usbg 

BSPS-skatole fragments of the enzyme a s  another pro:tin source. 



A rginine kinase from lobster  muscle is the only 17511 lozoivn 

monome r ic  A T P  : guanidine phosphotransfe rase  (1 ). h~.~eçzlgations 

directed to~vards the elucidation of the structure-funczion relationships 

in this  enzyme a r e  of special interest  since i ts  a c t i v i ï ~  is -nked to 

muscle contraction, a major physiological event, irhersas,  as reported 

r e c e n ~ l y  ( 2 , 3 )  it may be also involved in the regulasior, of -&e glycolflic 

pathmay in vertebrate muscle cells. Moreover this enzyme can serve  

a s  a useful model in attempts to understand the ca t a l l ' _c  function o i  

kinases in general and of guanidino kinases in par t icuhr ,  At present 

porcb-e adezlq-late kinase is the only phosphoryl group :Amsr'erring enz ime  

of h o w n  p r k a r y  and te r t ia ry  s t ructure (4 ,5) .  Conse-ency we bave 

undertaken a study with the aim to  elucidate the conplsze alnino acid 

sequeme of arginine kinase. X-ray diffraction studies a r e  in progress  

to determine tne thret-dimensional s t ructure of the ecz j l re  as meU (6). 

F i r s t ,  me have described the isolation by different e r p e r k e n t a l  approache 

and the characterization of the fragments produced by cyznogen bromide 

cleavage of S-carboxyrnethylated and S-aminoethylaiee a rgh ine  kinase 

( 7 , 8 )  ; these were  seven major  peptides of 2, 11, 17, 24, 30, 81 and 103 

amino acid residues and one overlap of about 87 resid-les. More recently 

we have reported the isolation and characterization of -2ie 3 fragments 

Îormed by cleavage of the protein at  its two tryptopiias2-l residues with 

BSPS-skatole ; these peptides were used to supplemert &he sequence 
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performed on the isolated CNBr-fragments (9). The present work 

eutends further Our knowledge on the pr imary s t ructure of arginine 

kinase and provides the information concerning three important s t ruc-  

tu ra l  fea tur î s  of rhe enzyrne : the acetylation s tate  a ~ d  amino acid 

sequence of the amino-terminal portion, the identiiicaiion and amirio 

acid sequence of a new CNBr peptide which occupies the carboxyl t e r -  

m i ~ u s  an6 the alignment of al1 the CNBr fragments which constitute the 

intact proiein. 

Esperirnental procedure 

A rg inbe  kinase (EC 2 -7-3 -3) was prepared a s  previously described 

(1 0). P r o r a s e  mas f rom Sema. Diphenylcarbamyl ch2oride-treated 
4.- 

t ryps ix~ ,  m-d carboxypeptidase A and B treated with diisopropylphospho- 

fluoridaie c -ere  from Worthington. A cetate kinase, pyruvate kinase were 

purchaçed f rom Bohringe r and lactate dehydropenase f rom Calbiochem. 

S-acetylaluiine \vas. obtained f rom Sigma. Dowex 50 X2, 200-400 mesh  

\\-as f rom Bio-Rad. 

Enzymic cleavages 

Dimesrion with pronase. 2 pmoles of heat deri-atured protein were -3- -, - -- -- - - --- 
digested mith 8 mg of pronase in 8 m l  O. 05~M ammonium bicarbonate 

pH 8.1 a i  3 TC fo r  5 o r  24 h. The digest adjusted to pH 4 Mth 6s HC1 

-,\-as applied on a Dowex 50 X2 (H') column (1.1 c m  x 1 2  cm) which was 

developed txith mater (6  vol. ). The eluate was lyophi3ized and the residue 

dissolved in  water : this  solution was re fer red  to as "unretarted Dowex 5( 

fractionn. . 
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T r ~ t i c  digestion and isolation of methionine ~ e ~ t i d e s .  Digestion -- ---- -----------,-------------- 

of S-carboxymethyfated protein and of fragments F1 znd F 2  was carried 

out in O. 231 ammonium bicarbonate buffer pH 8.5 (i 0nglml) at  3 T C  

for  24h mith E/S = 2 70 (w/w). Methionine peptiaes rere  isolated by the 

diagonal electrophoretic method according to Tuig & H a d e y  (11). 

Dkestion with carboxypetidases . The dip5siion of N-acetylated - ---------- ----- 
peptides with carboxypeptidase A was performec a t p E  '7.5 in O. 231 ammo- 

nium bicarbonate 5 h at 30°C with a molar ratio E/S ' 1/10, and at  pH 6 

in 0.431 ammonium acetate 3 h at 30°C with E/S = l j 5 .  After each diges- 

tion the mixture adjusted' to pH 4 was applied on a Domex 50 column, The 

digestion of native and S-carboxymethylated a r g i i e  kinase mas performer 

first with carboxypeptidase A at pH 6 in O. 01BI w o n i u m  acetate, 1 70 

SDS, 2 30°C with E/S = 1 / 5  ; the pH of the reaczion mixture \vas 

brought to 7.5 with 1M Tris  and the digestion was continued tvith carboxy- 

peptidase B at 30°C with E/S = 1 /15 .  The reaction Tere stopped by 

lovering the pH to about 4 with acetic acid. Tne digastion of CXBr 

fragment CB8 was performed in the same condirions in "be absence 

of SDS. The other CNBr.. peptides were treated with carboxypeptidases A 

and B at pH 7 . 5  in O. 05M Tris-HC1, 1 70 SDS. Before digestion homose- 

rine lactone %vas converted to homoserine as previo3sly reported (7). 

Preparation and CNBr cleavage of des-MetOH-Glu-arg7-e kinase. 

S-carboxymethylated and citraconylated a r g m e  L a s e  (2 umoles) 

\vas digested with carboxypeptidase A at pH 7.3 &- O. 0331 Tris  HC13 h 

at 3 0'C with E/S = 1 j10 .  Amino acid analysis of the digest showed the 



removal of methionine (0.7 mole) and glutamic acid (1.1 mole). The 

digest was h m e d i a t e l y  applied ont0 a Sephadex G-100 column (4 x 56 cm) 

equilibrated with O. 0 5 M ammonium bicarbonate, pH 9. Des-MetOH-Glu- 

arginine kinase emerged in the f i r s t  200 to 280 m l  of eluate followed by 

carboxypeptidase A which was eluted af ter  3 60 ml of eluate. Although 

arginine kinase and carboxypeptidase have very sirnilar molecular weight, 

their separztion could be easily achieved on the basis of the large diffe 

rence in the i r  stoke radius introduced by the acylation state of the kinase. 

Des-AIetOH-Glu-arginine kinase was decitraconylated (9), and characte- 

rized by the presence of lysine at the C-terminal after carboxypeptidase 

B digestion. Des -MetOH-Glu-arginine kinase was cleaved by cyanogen 

bromide a d  the fragments CB1 and CB2 were isolated a s  previously des- 

cribed (O= 

Characterization and estimation of acetyl group 

The acetyl group was characterized a s  acetyl hydrazide (7) by 

cellc:ose thin layel- chromatography using Ci. 02 to O. O f  umole of a 

"unretarted Dowex 50 fractionH. The acetate kinase micromethod of 

Kuo et al (12) was used f o r  the quantitative estimation of acetate in 

arginine kinase with the following modifications in the Îinal concentra- 

tion of the reagents : 70 mM Tris-HC1 buffer pH 7.5, 5.4 mM A'I'P and 

0.3 m31 3-ADH. Calculations were based on a moiecular weight of 

Carbox3mechylation and aminoethylation 

These chernical modifications were performed as previously 

described ('7, 8). 



C itraconylation 

The procedure was carried out according to Dixon and Perham (13) 

in 431 urea ; the reaction mixture was desalted on Sephadex G - i 3  in 

0,121 ammonium hydroxide. 

BSPS- skatole cleavage 

Cleavage of S-carbomethylated arginine kinase wiïh BXPS- skatole , 

and isolation of the resulting fragments F1 and F 2  ti-ere perforned as 

previously reporied (9). Before use, methionine suiT'oxides in each 

fragment ti-ere converted to methionine a s  described ear l ie r  (9). 

Preparative and analytical electrophoresis 

Thin layer  and paper electrophoresis were pe*omed as previously 

reported (7 ) .  In the preparative runs the peptide b a d s  were eluied with 

one of i-he folfotl-ing solutions O. OIN HC1, 10 70 acetic acid, pyridine 

acetic b -~Yer  pH 6.3 o r  50 70 pyridine. Peptides were located trith 

Etuorescunine (0.01 70 in acetone) o r  with a ninhydr',? cadmium spray 

foiiotved by t i -~ochlori tc  reagent (7). 

The net charge of N-acetyl amino acid and pep~ides was determi- 

ned relai;i;-e to  aspartic acid at  pH 6.5 according to OÎford (14). 

Amino acid analvsis and sequence determinations 

-Amino acid analysis were performed a s  reporred ea r l i e r  (7)  using 

a Technicon TSSI 1 autoanalyzer. Before and after acid hydrolg-çis, 

peptides containing S-carboxymethylated methionine were treated accor- 

ding to Fand and Hartley (11). 

-Amino acid sequence determinations were performed by manual 
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and automatic Edmanls procedure a s  previously reporte6 (9). The 

carboxyl-te rminal peptide was sequenced af ter  openkg of -he pyrro- 

lidone ring with 1N HC1 at 100°C for  10 min (1 3). 

RESULTS 

Characterization and estimation of the acetyl group 

.A cetylhydrazide f rom arginine kinase \vas Ider-.Sied in the 

I1unretarted Dowex 50 fractionJ' in both the 5h and 2 h h  àigests ; a 

pronase control showed no acetylhydrazide. 0.95 mole of acetyl group 

p e r  mole of arginine kinase was found by the acerslte ' l i n s e  micromethod 

(Fig. 1) ; this value was obtained af ter  correction i o r  the 80 70 yield we 

found wiA& a stvldard acetate solution, 

N- te  r m h d  structure of arginine kinase - - 

N-acetylated peptides we re  isolated from rke ' 'unretarted Dowex 50 

fraction1' obtained af ter  5h pronase hyrtrolysis O: tht  protein ; a short  

digestion time waç selected in order  to reauce the r t l e a s ê  OZ pu-rogluta- 

myl peptices and pyroglutamic acid contaminanrs --%ch zere obs erved 

in 24h hydrolysate. Amino acid analysis of the I1ur?retcl-ted Dorex 50 

fractionf1 showed the presence of two main amino ac-ids, aspartic acid 

and alanine in a molar ratio 1 :3 (Table 1 ), F r o n  this I'raction, 4 compo- 

nents reactive with the hypochlosite reagent bu: no? rvii9 ninhydrin, were 

identified by electrophoresis at pH 6.5 (Fig. 2). Taey r e r e  isoiated by 

cellulose thin layer  electrophoreçis at pH 6.5 and 3.9, 2nd their  amino 

acid compos?tion and net charge were established (Table 1) ; the results 

indicated that they were 4 acetylated peptides d e r k 3 g  ?rom each other. 

The peptide mixture was treated by carboxypeptidase A a t  pH 7 . 3  and 



the diges? applied to a Dowex 50 column ; amino acLd aaalysis oz' the 

efguenr showed that the ratio of aspartic acid Io &nie had changed 

to 1 : 2 (Table 2A ). This "CPA unretarted Dower 50 ;'rac-iiontt ~ 2 s  

subnitted to  a second carboxypeptidase A treatmez? at pH 6 ana the 

digest mas again filtered on Dowex 50. The eff lcea d y s e d  by 

electrophoresis a t  pH 6.5 was found to contain 2 conponents XI-.&ch 

vrere isolated and analysed. Table 2B shows conponex a to be 

ala?ine riAh a mobility s imilar  to a standard acetykdanine, whCe 

coqponent b contained one alanine and one aspartic acid residues. 

It c u i  tk concluded that component a is acetylalanine and component b 

is 2 di?ei>tide acetyl-Ala-Asp identical to componem 1 of the initial 

t 'mretâ,ced Dowex 50 fraction" (Table 1). Consepensy  the anino 

acid ss@~ence of the 3 other acetyl peptides already ideritified in this 

frzction (Fig. 2) could be easily deduced : componezi 2 : acetyl-âla- 

232-412 ; component 3 : acetyl-Ala-Asp-Ala-ALa z d .  componen', 4 : 

aceiyl-.Ah-A sx-Ala-Ala-Thr. In this last peptide A sx was probably 

asparagiiie since the net charge was -1 (Table 1) ; srtensive deami- 

àaïion of this residue might have occurred during -psptide preparation. 

Isolation ~ n d  - amino acid sequence of the carboxyl-zerminal Îra-?ment 

of arginine kinase. 

IT'e have determined ear l ier  (7) the COOH-terminal sequence of 

the enzyme zs Glu-MetOH. The presence of methionine at the end of 

the protein did not allow direct identification of the CSBr fragment 

located zt the C-terminal portion. Consequently -b order t o  gain furthel 

séructural information the carboxyl-terminal sequeoce of the protein 



was again investigated using carboxypeptidase A digeszion ai pH 6 follo~ved 

by carboxypeptidase B treatment at pH 7 .5 .  Lyshe 1%-zs quvtitatively 

released from native and S-carboxymethylated protein &ter methionine 

and glutarnic acid (Table 3 )  ; thus we ascr ibe the C-ter- sequence a s  

Lys-Glu-LIetOH. Unfortunately two CNBr peptides a o n g  -he eighi; that 

\Te have analysed in regard to their C-terminal end (se? &O Table 6) 

namely 11 and 1 7  residue fragments CB1 and CB2 prestnted the above 

C-terminal sequence. In order  to identify which oce is ;he C-terminal 

peptide, use was made of des -MetOH-Glu-arginine kinase, -&e cleavage 

of 1%-hich with CNBr was thought to provide the C - t e r m k d  fragment 

devoided of glutamic acid and homoserine. Fragmcazs CB1 and CB2 

were therefore isolated from this new protein material  uid walysed. 

The amino acid composition of the two peptides were fo-md u n c a g e d  

with the presence of quantitative amounts of homoserke in each peptide. 

This irnportuit result indicated that neither CBI nor C52 were the C- 

zzrminal fragment of argininc kinasz, and this la t ter  hzç not yet been 

isolated. Consequently a new cyanogen bromide hydro-saxe of S-amino- 

ethylated arginine kinase was fractionated on Sephzdes G-'75 as previously 

reported (8). The fractions V and VI were analysed by chromatography and 

electrophoresis at  pH 3 . 9  on thin layer  cellulose ; =hile fmction V containet2 

orily the expected peptide material corresponding to -the 25-residue f r agmen~  

CB3, fraction VI showed in addition to the known Iragzlents CB1 and CB2 

the presence of t ~ v o  new components reactive with the hg-pochlorite reagent 

but not with ninhydrin (fig. 3). They were isolated by paper chromatography 

and electrophoresis at  pH 3.9 ; they had the same amino acid composition 



(T able 4) and represented a new fragment of 14 residues wi-& pg-roglutamic 

acid aï the X-terminal end. The two components are probzbly the homose- 

rine and homoserine lactone forms of the fragment. T3e complete sequence 

of rhis peptide (referred to as CB8) \vas established by zaac'1;al Edmvl 

degradation and carboxypeptidases A and B diges t io~ (Table 4). The ori- 

ginalitt; of this fragment and its location at the carboug-l-serzainal portion 

of ïhe protein were further supported by results obiaineci during the esta- 

blishment of the order of the CNBr fragments. 

Ordering of the CNBr fragments of arginine kinase 

The ord,ering of CNBr fragments of arginine kinase Tas determined 

on the basis of the amino acid sequences and amino aciû composition of 

the methionfl peptides isolated from tryptic digests of ;=O protein mate- 
& 

rials : the 1%-hole protein molecule and the BNPS-s'atole frqgnents F1 and F: 

previously described (9). 

Isoiation and characterization of methionine ~egr ides  f r o 3  t m t i c  
-----------,,-,-,,,,_,_,,_i---- ----------i--- 

dicests of aroinine kinase. Fig. 4 shows the pH 6.5 l rnet&onhe diagonail' 
,3,,,--,-FL,------- 

of a tryptic digest of S-carboxymethylated arginine U s e  : 1 0  peptides Lie 

off the diagonal ; they were isolated and purified by subsequent electro- 

phoresis ar pH 6.5 and 3.9.  Their amino acid conposi~ions and for most 

of them the partial o r  complete amino acid sequences Tere determined 

(Table 5). They were positioned according to the strucïural information 

available concerning the amino and carboxyl-terminal seqaences of al1 

rhe CSBr fragments (Tables 6,7). 



T2a and TZb : these two peptides have the same amino acid composition, 

xheir S-terminal sequence shows that they represent overlapping ~ a t e r i a l  

of fragments Cl31 and CB2. 

13 : i ts amino acid sequence shows without ambiguity that it connects - 
the fragments CB2 and CB3. 

14 : the C-rerminal portion of the sequence of this marerial,Thr-Gly- - 
Xet-Thr-Lys allows to locate fragment CB3 at the 3-teArminal end of 

CBS. This positioning is  in accord with the presence in the CNBr digest 

of a n  overlap peptide that we have shown earlier to be CB3-CB5 (7)  and 

Jt-àich was issued from incomplete cleavage of the Met-Thr bond. 

TDa, Tsb, TSc : these three peptides have the same amino acid composi- 

tion, each co~taining 2 methionines which are  found during vnino acid 
A 

analysis as homoserine and methionine, the ratio of 1%-hich is different 

in each peptide ; this suggests that they arise from dilferences in the 

rekrive exrezr oI carboxymethylation of the tmo r n e t h i o ~ ~ e  residues. 

The position of T5 is assigned according to the amino terminal sequence 

of the BSPS-skatole fragment F 2  (Table 7). This sequence starts from 

the C-termkâl-1 2-residue sequence of CNBr fragment CB5 and extends 

to the S-terminal portion of CNBr fragment CB6 ; the tsto fragments are  

joined by the sequence -Gin-Met- (Table 7) which is thaï of a short CNBr 

peptide identisied earlier and that we now refer to as  CB9 (8). Thus T5 

which contains tmo methionine residues includes the latter peptide and 

covers the region between CB5 and CB6. 



T6 : The amino acid sequence of this peptide is idemical ?O that carres- - 
ponciing to the first 1 2  residues of the CNBr C-te- irh2=gnent CB8 

described above, but with methionine at the N - t e n i m i  enc ; this result 

indicates the presence of a basic residue preceediog ~rexfiiorhe. Only 

fragments CB7 and CB6 have the sequence Arg-Hse a; -ke C-terminus. 

CB7 is N-acetylated and occupies the N-terminal p a n  of the protein ; 

therefore T6 provides the material which connects CB5 and CB8. 

T'i : On the basis of its amino acid composition, the p-resence of glutamic - 
acid at the Pi-terminus and its electrophoretic mob-it? beiore and zfter 

carborymethylation, the sequence of this peptide is G1c-Xe:. It represents 

clearly the C-terminal end of CB8 and that of the rhole prozein. 

Tl : 1s cornposed of the first 9 residues of CB1 and or2 meA&onine ; it - 
cari be posizioned only between CB7 and CB1. 

A 

Characterizfttion of methionine p z t i d e s  from t r - i c  h~droivsates of --------------------- -------- -----A------ 
BXPS-skatole fragments F1 and F2. ------------ ----------- 

FI &~ICI F2 occupy respectively the NHz and C O O E - ~ , - a  portions 

oÎ the protein and contain ail the methionine residües (9). pH 6.5 "methio- 

nine diagonals" of tryptic digests of these two materi&- lve~re used to con- 

firm the positioning of the methionine peptides. Fig. S shov;s the results 

obtained : F1 give the expected 4 peptides Tl, T2, T3 m d  T4. F2  contains 

three main peptides corresponding to T5, T6 and Ti ; TS is present in dif- 

ferent forms (Tas, b, c and d) which show the same m i n o  acid composition 

as noticed above for the same material isolated from zhe whole protein. 

Consequently Fl is composed of CNBr fragmenzs CBQ, CB1, CB2, Cm 

and the thirty first residues of CB5, while F 2  contains the melve last 

residues of CB5, and the fragments CB9, CB6 ana CB8 (Tzble 7). 



DISCUSSION 

In the present work three important structural properties of 

arginine kinase have been defined : the acetylation srate of its 

';-terminus, the identification and amino acid sequence of the CXBr 

fragment located at  its C-terminal end and the linear arrangement 

of al1 the CXBr peptides which build up the entire protein molecule. 

We shaii  comment these three aspects of Our investigation with special 

emphasis on the unusual difficulties we have mer. 

9-acetylalanine was identified at  the amino-terminal end of a 

5-residue segment : N-acetyl Ala-Asx-Ala-Ala-Thr which was released 

by pronase digestion as  a mixture of N-acetylated di-, tri-, te tra-  

and pentzpeptides. The amount of aspartic acid present in this mix- 
* 

turc ~ 2 s  nearly equal to that of the starting prosein bdicating that the 

acefylated mater ial  arose only from arginine kinzse. These peptides 

a r e  also normal products of pronase which does zot readily cleave 

polyalanyl as well as aspartyl peptide bonds (1 6). To obtain the corn- 

plete sequence of the segment only determination of its S-terminus 

as acetyl--$la o r  acetyl-Asp was required. This was not achieved easily 

as the peptides proved to be refractory to further proteolysis by other 

proteases. Only repeated degradations of the peptide mixture by CPA . 

resulted finaiiy in the liberatidn of sufficient arnourt of acetyl-Ala: 

The data confirm Our ear l ie r  findings indicating the presence of an 

acetyl group a t  the NH2 terminus of the CNBr fragment CB7 ( 7 ) .  

Several serious problems we r e  faced and fortunately resolved 

when we have been concerned with the carboxylterminal structure of 



arginine kinase. The unusual presence of methionire at  the 

C-serminal end of the protein prevented direct idenïification of the 

C-terminal CNBr fragment since al1 the CXBr pep?19?s r e r e  tenni-  

nated with homoserine. Furthermore, the 3 -residse C-rerminai 

sequence of the protein, Lys-Glu-MetOH that Ive used io  recogrfze 

the C-terminal peptide proved to be repeated three :?mes in the overall  

sequence of the protein. Of particular value \%-as the use of des-Glu- 

31e~OH arginine kinase, a new protein specie issued I r o n  selective 

digestion of the enzyme at neutral pH by CPA (O, the s a d y  of ~t-iiich 

led us to identify the actual C-terminal mater ial  a s  a ne= 14-residue 

CSBr fragment. This peptide escaped characterizaslion ear l ie r  owing 

to the fact that its N-terminus was blocked a s  pyrroiidone carbosilic 

acid. hdeed  glutamine was its original N - t e r d z l  residue as indi- 

cated by rhe amino acid sequence of the overkapping rq-pric peptide Tg 

~t-hich inchdes the NH2 -terminal portion of this f rzrgmenr. 

Seven unique methimyl pe;-iides one of v;.*ch cont-g t r o  

methionine residue s (T5) were libe rated by t ryptic cleax-age of zrginine 

kinase. This result was ascertained at  the level oz' Zsolated BNPS- 

skatole fragments F1 and F2 which represent the qiasi Sotality of the 

protein and contain al1 the methionines (9). The methioriyl peptides 

provided the overlapping material correspondins to the eight CSBr 

fragments constituting the enzyme molecule. 91=;hought T l  and T6 

had methionine at the N-terminus, their  correct  positioning is suppor- 

ted by their  presence respectively in the NH2- ana COOH-terminal 

fragments F1 and F 2  and also by the results obtabed % i ~ h  des-Glu- 
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3IetOH arginine kinase indicating Cl31 and thereîore T1 to be located in 

the inner par t  of the protein, leaving CB8 and conçequently T6 as 

C -terminal materials. The tryptic peptides were also helpfull a s  

additional mater ial  that we used to  check many bcii-;idcal portions 

of the sequence of the isolated CNBr fragments. Thus, the sequence 

information given by T5 showed the exact sequezce of 'Lhe C -terminus 

of CB5 to be Re-Ile-Ser-Hse instead of Ser-Ile-Ile-h'se found previousl j~ 

(9). Position 11 in the sequence of CB8 was attribured by difference to  

a glutamic acid residue ; this assignement was in accoTd with the com- 

positional and sequential properties of T6 and T7. No overlapping pep- 

ride could be found which accounts for the 39-residu? peptide Ci34 iden- 

tiried ear l ie r  (6) but in very low yield (about 3 70). This material  

appears ro be a minor component not belonging to tCe protein. The 

* 
eighr CSBr fragments we have aligned comprise about 320 amino acid 

residues with a calculated molecular weight of 3 6,100 ; these values 

are in good agreement with those estimated pr27-iocsly on the i ~ t a c t  

protein (7).  

Finaliy the two tryptophanyl residues at posision 191 and 208 

a r e  of pzrticular interest in regard to the ca t a l s i c  behzviour of the 

enqme .  Interaction of nucleotide substrates TT;-& arginine kinase 

a s  well as with creatine kinase is accompanied by a specific alteration 

of ehe microenvironment of tryptophanyl side chainç which has been 

studied by different spectroscopic methods (1 7,18,19). This obser- 

vation m a s  lead to  the assumption that tryptophan2-l residues a r e  being 

presenx at o r  near the nucleotide binding site. Some insight inro a 

possible role of these residues in arginine kinase can emerge by 



evaluating the i r  eventual position in the secondaq  ssrucmre or' the 

protein. A Chou-Fasman analysis (20)  of the seqwrice of residues 

106-23 1 (Table 7) leads to the prediction that the ~ x o  tq-p topha  

residues should be part  of a large P -pleated sfieer :o,-red by the region 

between residues 187-23 1. Further  sequential informa~ion \$-in help to 

precise any invoive~=ent of this region in the ~ucleoti&e bindiag 

domain of the enzyme. 



Figure 1 : Quantitative estimation of acetyl group in a rgkine  kinase 

with acetate kinase. The amount of NADH oxidized \vas converted into 

acetyl equivalents. 

Figure 2 : Electrophoresis on thin layer  cellulose at pH 6.5 of the 

I1unretarted Dowex 50 fraction" af ter  5 h pronase digestion of arginine 
4 
4 

kinase. Stain-hg with the hypochlorite reagent. S = sample ; P = pyro- 

glutamic zcid. 

Figure 3 : Cellulose thin layer peptide nlap of fraction TT isolated from 
i 

CXBr hydrolysate of arginine kinase (4). 1. Cairomatog'-aphy in butanol- 

pyridine-acetic acid-water (1 5:10:3 :12, by vol. ), 2. e lec~rophoresis  at 

pH 3.9 (50 V/ cm, 3 0 min) . Hatched spots reactive :.-itS hpochlorite reagent 

white spots reactive with ninhydrin and hypochlorite rezgent. 

Figure 4 : BIethionine diagonal (pH 6 . 5 / p ~  6.5) p a s t e x  of a fryptic digest 

.of S-carboxymethylated arginine kinase. 

Figure 5 : Methionine diagonal (pH 6 . 5 1 ~ ~  6. 5) patterns of a tryptic digest 

of BXPS-skatole fragments F1 and F2. 
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TABLE 2 

A. Amino a c i d  composi t ion of t h e  "CPA u n r e t a r t e d  Dowex 

50 f r a c t i o n "  ob ta ined  a f t e r  d i g e s t i o n  a t  pH 7.5.  

B. Amino a c i d  composi t ion of two components i s o l a t r d  

.from t h e  >'CPA u n r e t a r t e d  Dowex .50 f r a c t i o n "  ob ta ined  

a f t e r  d i g e s t i o n  a t  pH 6 .  

- h i n o  a c i d  A B 
component com?onent 

a b 

A s p a r t i c  a c i d  

Alanine 

Glut amic a c i d  

Glycine 

- 

>lob i l i t y  0 .91  1 . 2 8  

S e t  charge  - 1 - 2 

-.- --- 
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TABLE 3 

Digestion of na t i ve  and S-carboxymethylated a rg in ine  

kinase with carboxypeptidases A and B. Aliquots were 

analysed a t  d i f f e r e n t  times a f t e r  add i t ion  of carboxypep- 

t i d a s e  B t o  the  r eac i i on  mixture containin; czrboxypepti- 

dase 4 (see experimental procedure).  Values a r e  expressed 

i n  pmol amino ac id  released/pmol p ro t e in .  

h i n o  ac id  refeased Time o f  d iges t ion  
Pro te in  sample i n  presence of ca r -  

boxypeptidase B Met Glu Lys I l e  Leu (min. ) 

S-carboxymethylated 18 0.78 1.07 0.43 0.14 0.14 

p ro t e in  35 0.84 1.03 0.7 0.25 0.35 

60 0.87 1.13 0.83 0.32 0.47 

180 0.72 1.01 0.8 0.42 0.5 
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TABLE 4 

Amino acid composition and complete amino acid 

sequence of the C-terminal CNBr fragment CB8. 

A. Amino acid compocition of the two isolated components 

B. Amino acid sequence of CB8 :- manual E b a n  degra- 

dation, %- carboxypeptidase A and B digestion. 

A ~ P  

Thr 

Ser 

Hse 

Glu - 
Gly 

Ala 

Val 

Ile 

Leu 

Phe 

LYS 

Component 1 

0.97 (11 

O. 39 

0.28 

1.0 (1) 

3,66 ( 4 )  

1.69 (2) 

O. 46 

O. 32 

2.9 (3) 

2.18 (2) 

O. 38 

1.96 (21 

Componenî 2 

0,93 (1) 

0.4 



Aiiiino-ncid compos i t i ons ,  coinplete o r  p a r t i a l  aniino-acid sequenccç  of  t r y p t i c  m c t l ~ i o n i n c  p e p t f d c s  o f  

S-crirboxyiiictliyl(~ted rirgiiiiiic k i n n s c  . .--, iiiaiiuril T~dii\a~i degradri t  i on .  " dcteriiiincil I>y rlniisy 1 iiic tliocl. 

T r y p t  i c  t i icthlonlnc Ainiiio-ucid coiiiposit ioi is  , coiiipletc o r  licirt l a 1  aiiiiiio-ac j.rl scquence s 
p e p t i d e s  

'1' 1 Thr  0 .98,  Ilsc 0 .54 ,  01\1 2.4,  Gly 1 . 2 ,  Alo 1.1, Va1 1 . 2 ,  Lcu 1 . 3 ,  PRe 1.0, Lys 1.( 

T 2 a ,  T2b CMCys 0.96,  Asp 1 . 4 ,  'I'lir 1.0, fise 0 . 9 ,  Glu 3 . 9 ,  17ro 1 . 7 ,  Gly 1 . 6 ,  Ala  1.1, 

Leu 1 . 3 ,  Tyr  1 . 5 ,  Phe 1,1, Lys 1.1 

Glu-Met-Glu-G~-Phe(G1u2,Pro2,Tyr2,Alal,Leul~Thrl,CMCysl,Aspl)Lys 777 

Hse 1.0, Glu 2 .9 ,  Lys 1 .07  

Glu-Met -Glu-Glu-L- 
7 - r -  

Thr 1 .8 ,  S e r  0 .97 ,  Hse 1.0, Pro  0 .85 ,  Gly 1 .9 ,  Leu 1 . 2 ,  Tyr 0 . 7 6 ,  Phe 1.0, Lys 1 

Ga-Ser-Tq-Phe-Pro-Leu-Thr 7 G 1  Met-Thr-Lys ---, - - Y - -  7 

Asp 1.0, S e r  1 . 2 ,  Hse 1.9, Glu 2.3, Gly 3 . 1 ,  Val 1.0, Met 0 .17 ,  I 1 e  2.3, Leu 1.1 

Tyr  0.7, Arg 1 . 2  

! & ~ - ' ~ , - ~ - ~ I ~ $ ( A s p , .  ,MotI ,Glu2 ,Gly3 , V a l 1 ,  Leul,TyrI)Arp 

 AS^ 1 .  I l i ,  Ilso 0 . 7 2 ,  G I t i  2 .8 ,  (ISy '1 . I ,  [ I O  2 .3 ,  Lriii 2 . 2 ,  1,)'s 1 . 4  

Mot . -.-, -GZn-Asp-C -.-, --. . Ly-1 ..? .---, l . e - L ~ l y - I J e u - ~  ..--- , -.. .. , -..*-, --..., Lc-Ly s-,Glu-Glu-Lys -- -/ --.y 

k1se 1.0, Glu 0 .9  



TABLE 6 

Amino and carboxyl- terminal  sequences of C N B r  f ragments  

of z r g i n i n e  k i n a s e .  

a. de t e rn ined  by manual Edman degradat ion .  

b .  d e ~ e r m i n e d  by automat ic  Edman degradat ion .  

c. d e t e n i n e d  by carboxypept idase  A and B d i g e s t i o n .  

B r C Y  p e p t i d e s  Number o f  Amino-terminal Czrboxyl - te rn ina l  
r e s i d u e s  sequence sequence 

103 C N-acetyl-Ala Arg-Hse 

11 ( 7 1  Gly-Leu-Thr-Glu-Phe Lys-Glu-Hse 

CB 2 17' (7) Glu-Gly-Phe-Pro Lys-Glu-Hee 

25 Glu-Glu-Lys-Val a Gly-Hse C CB3 

CB S -- 60 (81 Thr-Lys-Glu-Val ( I l e 2 ,  Seri) -Hse 

8 1  Arg-Hse C 
CI36 Gly-Gly-Asp-Leu 

CS8 14  Glu-Asp-Gly-I l e  Lys-Glu-Hse 

2 ( 7 )  GPn Hse 
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D I S C U S S I O N  

------------------- 

Les r é s u l t a t s  de l ' a c t i o n  des carboxypeptidases A e t  B 

sur  l'enzyme n a t i f  ont montré que l e s  3 derniers  acides aminés cons- 

t i t u t i f s  de l a  protéine sont  Lys-Glu-Met(0H) . 

O r  l e s  peptides de 11 e t  17 résidus d'amino-acides possè- 

dent c e t t e  séquence C-terminale. 

L'étude des peptides BrCN i s sus  de l a  des-Glu-Met-arginine 

kinase cons t i t ue ra i t  une méthode élégante permettant de savoir  lequel  

des 2 peptides e s t  amputé de l a  séquence Glu-Met(0H) . 

Nous avons vu précédemment que c e t t e  démarche s ' e s t  soldée 

par  un échec, échec r iche  d'informations cependant pu i squ ' i l  a conduit 

à mettre en évidence l e  peptide C-terminal de 1'APK (14 résidus,  

extrémité N-terminale bloquée). 

APK V I  - 14 résidus.  

La composition en amino-acides e s t  l a  suivante : 



Asp 1, Hse I r  Glx 4, Gly 2 ,  I l e  2 ,  Leu 21 LYS 2 .  

Le nombre de résidus G l x  nous a f a i t  immédiatement penser 

à l a  présence d'une glutamine en posi t ion N-terminale, glutamine . 
cyclisée en acide pyroglutamique (PCA) , ce qui expl iquerai t  l e  manque 

de r éac t iv i t é  àe ce peptide v i s  à v i s  de l a  ninhydrine. 

Par a i l l e u r s ,  F. REGNOUF a i so l é  un peptide trypsique à 

méthionine (T ) présentant  l a  composition en acides-aminés suivante : 
6 

Asp 1,16 , Hse 0,71 , Glu 2,8 , Gly 1,4 , I l e  2,3 

Leu 2 , 2  , Lys 1,4.  

Nous en avons déterminé l a  séquence par  dégradation d'EDMAN 

manuelle avec iden t i f i ca t ion  des PTH-amino-acides par  ckromatogra- 

phie  sur  couche mince. 

L'analogie que présente ce peptide avec l e  fragment 

APK V I  de 14 résidus quant à s a  composition en acides aminés a 

t o u t  de s u i t e  f a i t  supposer l a  loca l i sa t ion  de ce peptide dans l a  

p a r t i e  C-terminale de 1'APK. L a  présence d'une glutamine après , 

l e  résidu de méthionine N-terminal renforce l 'hypothèse d'un 

résidu de PCA à l ' ex t rémi té  N-terminale du fragment APK 14 résidus 

dont l a  séquence pour ra i t  ê t r e  : 

On peut cependant s ' i n t e r roge r  sur  l a  séquence de ce 

peptide : 

- par digest ion de 1'APK nat ive e t  S-carboxyméthylée par  l e s  

carboxypeptidases A e t  B ,  outre  l a  méthionine, l ' a c i d e  glutamique e t  



l a  lysine,  sont l ibérées  des quant i tés  appréciables de Leu e t  I l e .  

( F . REGNOUF ) . 

- L'hydrolyse trypsique de l 'WK n ' a  pas coupé + l a  Lys 313 

e t  a coupé à l a  Lys 316. O r ,  s i  l a  lysine 316 e s t  bien entourée des 

résidus de glutamique, c ' e s t  p lu tô t  ce l le -c i  qui au ra i t  dû kepas 

ê t r e  coupée. 

Nous avons donc v é r i f i é  l a  séquence du peptide APK V I  - 14 

résidus- après u t i l i s a t i o n  d'une méthode de déblocage l 'extrémi-  

t é  N-terminale . 

Méthodes d'ouverture du cycle Pyroglutamique 

Action de l a  pyroglutamyl-peptide-hydrolase (EC 3.4,11,8) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
La pyroglutamyl-peptide-hydrolase a g i t  sur  l e s  protéines e t  

l e s  peptides en détachant l ' a c i d e  pyroglutamique N-terminal. 

Le protocole que nous avons u t i l i s é  s ' i n s p i r e  des travaux 

de PODELL e t  ABRAHAM (68) . 

L'enzyme (BOEHRINGER) e s t  i so l ée  du fo i e  de veau e t  

possède des propr ié tés  identiques à c e l l e s  de l a  pyroglutamyl-amino- 

peptidase bactérienne (69, 70, 71). 

Un groupement SH e s t  e s sen t i e l  à son a c t i v i t é .  

Le tampon u t i l i s é  l o r s  de l a  réact ion comportera donc : 

- un agent antioxydant t e l  que l e  d i th io th ré i to l  
2+ - un agent chélateur  des ions Hg t e l  que 1'EDTA disodique. 



PODELL e t  ABRAHAM ont  é tudié  l e s  e f f e t s  des conditions d' incubation 

sur l ' a c t i v i t é  de l'enzyme. Il en r e s so r t  qu'une incubation du 

mélange réactionnel à +4O C I  sous azote,  su iv ie  d'une seconde incu- 

bation à température ambiante d o i t  assurer  une e f f i c a c i t é  maximale de 

1 ' enzyme. 

- Dans un premier temps nous avons t e s t é  l ' a c t i o n  de l'enzyme 

sur  un t r ipept ide  de synthèse PCA-Ala-Phe. 

L'électrochromatographie su r  couche cie ce l lu lose  avant e t  après act ion 

de l'enzyme e s t  s ign i f i ca t ive  (Fig. 13 e t  14) .  

- Nous avons donc f a i t  ag i r  l'enzyme su r  60 nanomoles du 

peptide APK -14 résidus- e t  effectué un cycle de dégradation d'EDMAN 

a f in  de v é r i f i e r  1 'élimination du résidu PCA. 

Le r é s u l t a t  négat i f  obtenu (aucune tache en chromatographie 

sur  couche mince de polyamide selon KULBE) prouve que l'enzyme n ' a  pas 

agi.  

Nous avons donc or ien té  notre étude vers  une méthode chimi- 

que d'ouverture du cycle PCA. 

O 0  Action de l ' H C 1  N. 

L 'HC1 N I  10 mn à 100' C ouvre l e  cycle PCA ( 7 2 ) .  

Un premier l o t  de peptide (600 nanomoles) a é t é  t r a i t é  de 

ce t t e  façon ; l a  dégradation dlEDMAN manuelle avec iden t i f i ca t ioc  des 

?TL-arino-acides par .chromatographie l iquide à haute pression montre 

que l a  séquence des 3 rés idus  N-terminaux e s t  : 



avant passage sur résine.sulfon6e 

Réviiation positive a u  Chlore- Amidon seul : a 
Révdlation positive à la Ninhidrine seule : O 

t r  ipeptide PCA-ALA- PHE 

9 

après passage sur résine sulfonée 
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1 - t lévélat ion positive à l a  N i n h y d r i n ~  et  au Chlore-Amidon : O 

> c ~ 6 m o i n  P C A  

s o l v a f  a r o r ~ s t o a a p j &  - - 

O 
b 

O 

2 - ~ é v é l a t i o n  positi've au chiore-Amidon seul : a 

ELECTROCHROMAT OGRAPHI  E ANALYTIQUE SUR C OUCHE 

MINCE DE C E L L U L O S E  APRES ACTION DE L A  PYRO- 

GLUTAMYL AMINOPEPTIDASE SUR LE P E P T l  DE DE SYNTHESE 

F I G U R E  14 

n i :  : 
L l l i E  O 



NOUS sommes a l o r s  amenés à penser que l e  blocage du 

peptide ne provient  pas de l a  formation d'un cycle PCA mais 

probablement de l ' appa r i t i on  d'un cycle à 7 sommets l o r s  d'une cyc l i -  

sa t ion  comme s u i t  : 

Q - C H 2 C H H - ~ H - C  1 O-NH-CH2CO- 

A S P  

l i a i s o n  a 

Y h ( - C  H2C O - N H - C H - C O -  I 

C H *  1 

O=C 

0 GO-NH-CH-CO- N H~ 
H C  1 L 

C Y C L E  A  
S E P T  ' NH-c 0 - c ~ ~  S O M h l t I S  

l i a i s o n  fi I a b i l ,  . 

Des cyc l i sa t ions  avoisinantes (avec formation de dicéto- 

pipérazine) on t  dé jà  é t é  montrées dans l a  l i t t é r a t u r e  ( 7 3 ) .  

Ceci expl iquera i t  l e  f a i t  que l a  pyroglutamyl-amino-peptidase 

n' agisse pas su r  l e  peptide. 

La séquence suivante a é t é  confirmée sur  un 2ème l o t  de 

peptide (800 nanomoles) . 



Les erreurs d'identification entre Leucine et Isoleucine 

enregistrées précédemment s'expliquent facilement par la difficulté 

d'identification de ces PTH-amino-acides sur couche mince. 

L'interversion entre le Gly~0~0lle et l'acide Glutarcique 

(1-6) peut s'expliquer par le fait que PTH-Gly migre en couche mince 

au niveau de produits de décomposition du PITC (phénylthiourée) et 

peut être alors considéré comme une tache majeure alors qu'il n'en est 

rien. 

La chromatographie liquide à haute pression a montré 

qu'elle était une méthode de choix dans la résolution de tels pro- 

blèmes. 

Les fragments obtenus ont fourni d'excellentes informa- 

tions sur l'ordre des peptides BrCN de la protéine. 

La somme de leurs acides aminés constitutifs est en bon 

accord avec celle de la protéine entière. 

La séquence du fragment F a permis de montrer qu'il com- 2 
porte la séquence C-terminale du peptide APK IVb, de montrer que le 

dipeptide Gln-Met (APK VII) lui fait suite et qu'il se continue par 

une séquence qui correspond à la séquence N-terminale du peptide 

de 81 résidus (APK IIId') . 



Le fragment F e s t  donc composé des peptides de 107, I l ,  
1 

17,  25 résidus (APK IIb,  APK VI-A B -APK V) a i n s i  que des 31 rés i -  
1 1  

dus N-terminaux du peptide de 60 résidus (APK IVb) . 

La somme des acides aminés de ces peptides e s t  en accord 

avec l a  composition du fragment F . 
1 

Un ordre p a r t i e l  d'enchaînement des fragments BrCN pouvait ê t r e  pro- 

posé à ce stade de nos connaissances. 

APK l t b  A P K V I  A P K V  APK I V b  VI I A P K  III d '  

A i  BI et 

A282 

C'es t  l a  détermination de l a  s t ruc ture  primaire des 

peptides trypsiques à méthionine qu i  a fourni l a  preuve s t ruc tu ra l e  

d i r ec t e  de l ' o rd re  d'enchaînement complet des 8 fragments BrCN. 

F. REGNOUF a i s o l é  7 peptides majeurs e t  l eur  s t ruc ture  

t o t a l e  ou p a r t i e l l e  a l l i é e  à c e l l e  des séquences N e t  C-terminales des 

fragments BrCN ont  permis de reconst i tuer  l e  puzzle.  

Le peptide T5 a confirmé l a  présence du dipeptide Gln-Met. 

L'ordre d'enchaînement des fragments BrCN e s t  a i n s i  complète- 

ment é t a b l i  (Tableau V I )  . 









Nos travaux sur  l ' a rg in ine  kinase ont essentiellement 

contribué à l a  détermination de l a  s t ruc ture  primaire de c e t  enzyme. 

Cet te  protéine comporte environ 320 résidus d'amino-acides 

e t  son acide aminé N-terminal e s t  acétylé  (d ' au t r e s  enzymes cataly- 

san t  égalemeqt l e  t r a n s f e r t  d'un groupement phosphoryle t e l l e s  que 

l 'adénylate  kinase (74) ou l a  pyruvate kinase (75) sont des acétyl- 

protéases) . 

Le peptide C-terminal a é t é  t r è s  d i f f i c i l e  à carac té r i ser  

en raison de l a  séquence Lys-Glu-Met(0H) qui  s e  répète 3 f o i s  dans l a  

protéine. 

La séquence N-terminale de ce peptide Gly-Asp-Gly qui  en- 

t r a l n e  l a  formation d'un cycle à 7 sommets, empêche sa  détect ion par  

l e s  moyens classiques de révélat ion des pro té ines  e t  des peptides.  

Seule l a  révélat ion par  l e  r é a c t i f  chlore-amidon permet 

de l a  mettre en évidence. 

Nous constatons par  a i l l e u r s  que ce peptide e s t  r iche  en 

acides aminés dicarboxyliques (Asp 1 r Glu 4 s u r  14 résidus) . 

F. REGNOUF, l o r s  de dosages e f fec tués  sur  l a  protéine 

en t i è r e  e t  ses  hydrolysats BrCN a estimé à 5 l e  nombre de résidus cys- 

t é iny le  a lors  que dans l e s  fragments BrCN de 17 (APK VI-AIB1-) 60 

(APK IVb) e t  81 (APK I I I d ' )  résidus d'amino-acides ne sont retrouvés 

que 4 résidus cystéinyle .  

Par a i l l e u r s  F. REGNOUF a essayé d ' i s o l e r  l e s  peptides trypsiques e t  

pepsiques à cystéine par  électrophorèse diagonale e t  par  chromatographie 

d ' a f f i n i t é  (76) (77) : aucun r é s u l t a t  probant n ' a  é t é  enregis t ré  e t  

seule  l a  détermination de l a  s t ruc ture  complète de l ' a rg in ine  kinase, 

permettra de d i r e  s i  l'enzyme renferme 4 ou 5 cystéines.  

Au cours de notre  étude du peptide APK I I I d '  (81 résidus)  

nous avons carac té r i sé  l e  peptide trypsique renfermant l e  résidu 



cystéinyleessentiel (page 99) . 

Selon FATTOUM et al (78) le résidu tyrosyle essentiel se 

situerait dans le segment N-terminal de l'enzyme. 

Les deux résidus de tryptophanne ne sont distants l'un de 

l'autre que de 17 résidus d'amino-acides. L'un de ces deux résidus 

serait adjacent au site de fixation du nucléotide (79, 80, 12) . 

Ce travail de structure primaire est d'autant plus inté- 

ressant que la structure cristallographique est menée en parallèle. 

L'aboutissement des efforts des différentes équipes 

permettra de décrire avec précision le site actif de l'arginine kinase 

et d'élucider complètement le mécanisme de la fonction catalytique 

des ATP-guanidino-phosphotransférases. 

Ce travail nous a permis d'utiliser de nombreuses méthodes 

de la chimie des protéines. 

Nous avons mis au point certaines d'entre elles et, en 

dix ans, nous avons pu mesurer les ~rocrès réalisés &acs le sens C'une 

miniaturisation de techniques déjà éprouvées. 
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