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A method of isolation of the isoenzyme BB of creatine kinase from ox stomach is described taking into account 
its high instability and the presence of notable amounts of tropomyosin in vertebrate smooth muscle extracts of low 
ionic strength. The molecular parameters of the enzyme isolated from ox stomach do not differ from those of the 
creatine kinases MM and BB of vertebrates. The amino acid composition and the peptide maps reveals significant 
differences from that of the ox brain isoenzyme BB. 

1. Introduction 

Eppenberger et al. [1] ont montr6 qu'il existe 
trois types d'isoenzymes de la cr6atine-kinase (ATP 
cr6atine phosphotransf6rase, EC 2.7.3.2): le type 
BB du cerveau, le plus charg6 n6gativement fi pH 
neutre, le type MM propre au muscle stri6 et le type 
hybride MB pr6sent principalement dans le muscle 
cardiaque. Ces isoenzymes ont fair l'objet de nom- 
breuses recherches [2]. Dam le cas du muscle lisse, 
la cr6atine-kinase repr6sente une fraction importante 
du myog6ne et n'a 6t6 6tudi6e que par des mesures 
d'activit6 sur des extraits totaux de tunique muscu- 
laire de vaisseaux [3] et d'ut6rus [4]. Nous avons 
6tabli pr6c6demment que l'enzyme pr6sent dans les 
carotides de boeuf est exclusivement du type BB [5]. 

L'6tude comparative des cr6atine-kinases de 
diff6rents muscles lisses h innervation individueUe 
ou pluricellulaire du boeuf, du cobaye et de la poule 
a 6tabli le caract6re g6n6ral de cette observation (fig. 
1). Chez la poule nous trouvons une bande suppl6- 
mentaire BB mais celle-ci est propre aux oiseaux 
comme l 'ont r6cemment montr6 Seholl et Eppen- 
berger [6] dam le cas du muscle cardiaque et du 
cerveau. La cellule musculaire lisse poss6dant unique- 
ment le type BB se serait arr6t6e dans son d~veloppe- 

ment ~un stade morphologique peu sp6cialis6 con- 
trairement aux muscles squelettique et cardiaque qui 
6voluent du type BB au type MB et MM. Cette parti- 
cularit6 du muscle lisse nous a incit6 ~ isoler l'iso- 
enzyme BB de ce tissu. 

Nous avons mis au point un mode op6ratoire 
applicable aux muscles lisses de vert6br6s et compar6 
les principales caract6ristiques physico-chimiques et 
chimiques de cet isoenzyme ~ celles des isoenzymes 
MM du muscle stri6 et BB de cerveau de m6me origine. 

2. Mat6riel et m6thodes 

La tunique musculaire de la carotide de boeuf 
(Bos taurus) est d6barrass6e de l'adventice selon la 
technique d6crite par Laszt et Hamoir [7]. La couche 
musculaire du bonnet de l'estomac de boeuf est ais6- 
ment s6par6e de la muqueuse interne et de la lame 
conjonctive exteme dans un d61ai de 1 ~ 2 h apr6s 
l'abbattage. L'activit6 enzymatique est mesur6e 
selon la m6thode de Tanzer et Gilvarg [8] bas6e sur 
la variation d'absorption ~ 340 nm du milieu tam- 
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Fig. 1. Comparaison des mobilit6s 61ectrophor6tiques en gel d'amidon ~ pH 8,6 des cr6atine-kinases de muscles lisses, de cerveau, 
de coeur et de muscle squelettique (mfichoire) dans le cas des divers vert6br6s. L'6chelle situ6e sur la gauche de chaque rectangle 
repr6sente la migration en cm. Nous avons eu recours aux abr6viations suivantes: carotides: CA, veine cave inf6rieure: VE; bonnet: 
BO; intestin: IN; vessie: VES; ut6rus gravide: UT; cerveau: CE; coeur: CO; m~choire: MA; g6sier: GE et estomac: EST. 

ponn6 de pH 8,5 contenant de la LDH, de la PK, du 
NADH (H+), de I'ATP et de la cr6atine. Elle est ex- 
prim6e en/aM de cr6atine phosphoryl6e par minute 
et par mg de prot6ine ~ 20 °. 

La concentration en prot6ines est d6termin6e par 
la m6thode du biuret ~9]. 

La purification de l'enzyme est suivie par 61ectro- 
phor6se en gel d'amidon vertical ~ pH 8,6 au moyen 
de l'appareil d6crit par Scopes [10] et par ultracen- 
trifugation dans une ultracentrifugeuse Spinco mod61e 
E. La diffusion et le poids mol6culaire sont d6ter- 
min6s gr~ce au m6me appareil ~ faible vitesse et 
5 ° dans un tampon phosphatique de force ionique 
totale de 0,2 et de pH 7,3, 0,15 Men NaCI. La s6di- 
mentation d'6quilibre a 6t6 r6alis6e dans une cellule 

double secteur aux concentrations de 0,25 et 
0,35% et ~ la vitesse de 7.928 tours par min. Le calcul 
du poids mol6culaire a 6t6 effectu6 selon O'Donnell 
et Woods [11]. Nous avons d6termin6 la composition 
en acides amin6s de cette cr6atine-kinase par la tech- 
nique de Spackman et al. [12] au moyen de l'analy- 
seur Spinco mod61e 120 B. L'analyse a port6 sur des 
pr6parations natives, carboxym6thyl6es ou oxyd6es 
par l'acide performique, hydrolys6es en tubes scell6s 
pendant 24, 48 et 87 h ~ 107 +- 1 °. 
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Pour l 'obtention des cartes peptidiques l 'enzyme 
est d'abord r6duit par le 2-mercapto6thanol en pr6- 
sence d'ur6e selon Anfinsen et Haber [13] et alkyl6 
par l'iodoac6tate scion Crestfield et al. [14]. La pr6 
paration est ensuite dig6r6e par la trypsine pendant 
7 h dans le tampon (NH4)2CO 3 0,2 M de pH 8,6; les 
peptides sont s6par6s par chromatographic et 61ectro- 
phor6se sur couche mince de cellulose NM 300 de 
Macherey-Nagel suivant une technique d6riv6e de 
celle d6crite par Bums et Turner [15]. 

Les groupements SH libres et totaux sont dos6s 
selon Ellman [16] par r6action avec le bis-p-nitro- 
ph6nyl et l'azote amid6 par la m6thode de micro- 
diffusion de Stegemann [17] 

3. R6sultats et discussion 

3.1. Isolement 
L'enzyme a 6t6 mis en solution par homog6n6isa- 

tion de 100 g de tissu au mortier avec un volume 
d'une solution KC1 0,01 M, EDTA 0,001 M et 2-mer- 
capto6thanol 0,001 M de pH neutre pendant 10 min 

4 °. Les extraits ont 6t6 effectu6s initialement 
partir de carotides et fractionn6s suivant diverses 



Volume 1~, number 1 FEBS LETTERS September 1970 

m6thodes 61abor6es en vue de l'isolement de la cr6atino- 
kinase MM ou BB [2, 18, 19]. Aucun de ces modes 
op6ratoires ne nous a toutefois permis d'obtenir une 
purification satisfaisante par suite de la tr6s faible 
stabilit6 de l'isoenzyme. I1 s'est av6r6 n6cessaire de 
disposer d'une source de mat6riel plus abondante 
telle que le bonnet de restomac de boeuf et d'61aborer 
une m6thode de purification propre au muscle lisse. 
La fraction de l'extrait de bonnet isol6e en chambre 
froide entre 45 et 60% de saturation en sulfate am- 
monique neutre a 6t6 chromatographi6e sur une 
colonne de DEAE-cellulose Serva 0,64 (longueur: 
45 cm, diam6tre: 2 cm) dans le tampon tris-C1, 0,05 
M, 2-mercapto6thanol 0,001 M de pH 8,0. L'61ution 
par un gradient de concentration en NaCI dans le 
m~me tampon permet d'isoler l 'enzyme entre 0,3 et 
0,4 Men NaC1 en m~me temps qu'une quantit6 notable 
de tropomyosine, ceUe-ci s'extrayant d6j~ fortement 
faible force ionique dans le cas du muscle lisse con- 
trairement ~ celui du muscle stri~ [20]. La fdtration 
sur S6phadex G-200 ne permet pas de l'61iminer. 
Toutefois, grace au remplacement de la pr6paration 
de DEAE-ceUulose Serva 0,64 par une pr6paration de 
DEAE-cellulose Serva SS-0,72 ce composant est 16g6re- 
ment retard6 et peut ~tre s~par~ de la cr~atine-kinase. 
La premi6re fraction obtenue migre sous forme d'un 
seul gradient h 1,61ectrophor6se en gel d'amidon h pH 
8,6 et ~ l'ultracentrifugation analytique. Les pr6para- 
tions se sont r6v616es 6galement homog6nes par s6di- 
mentation d'6quflibre pour autant que l'exp6rience 
soit r6alis6e ~ 5 ° afin;d'6viter une d6naturation en 
cours d'exp6rience. L'activit6 sp6cifique de l 'enzyme 
purifi6 varie entre 20 et 40/aM par minute et par mg 
de prot6ine, suivant la dur6e de la purification. 

3.2. Caractbristiques physico-chimiques et chimiques 
Le poids mol6cularie d6termin6 par extrapolation 

partir de diagrammes de 1/Mapp. en fonction de la 
concentration ainsi que d'autres caract6ristiques de 
l 'enzyme sont compar6es ~t celles de la litt6rature 
dans le tableau 1. Les propri6t6s macromol6culaires 
ne diff6rent pas, de m~me que le nombre et la distri- 
bution des groupes SH. L'analyse de la composition 
en acides amin6s r6v61e par contre des divergences 
notables (tableau 2). Notre pr6paration a comme les 
autres isoenzymes BB une teneur en lysine beaucoup 
plus faible que celle des cr6atine-kinases MM. Sa teneur 
en azote amid6 assez proche de celle de la cr6atine- 
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Fig. 2. Carte peptidique d'un m61ange en quantit6s 6gales, de 
cr6atine-kinase d'estomac de boeuf et de muscle squelettique 
de lapin. Les peptides communs aux deux enzymes sont en- 
tour6s d'un contour double continu; ceux propres ~ la cr6atine- 
kinase de lapin sont identifi6s par la lettre L e t  ceux propres 

la cr6atine-kinase d'estomac par la lettre E. Les taches dont 
la coloration est plus intense sont hachur6es. 

kinase MM de lapin sugg~re d'autre part que le nombre 
de groupements amides ne diff~re pas fortement d'une 
cr~atine-kinase ~ l'autre. La mobilit~ ~lectrophor~tique 
caract~ristique des isoenzymes BB ~ pH 8,6 est en ac- 
cord avec la difference des charges n~gatives et posi- 
tives d6tennin~es par l'analyse (tableau 2). La compo- 
sition de notre pr6paration est tr~s proche de celle des 
cr~atine-kinases BB de cerveau de la poule et du lapin. 

La composition de celle de cerveau de boeuf a ~t~ 
r~examin6e par Thomson [25] ~ la lumi~re des dis- 
cordances que nous avons observ~es avec ses r~sultats 
[21]. Les valeurs l~g~rement modifi~es du tableau 2 
different encore de nos d~terminations en ce qui 
concerne la proline, la glycine, l'alanine et la valine. 

Une ~tude compar~e des cr6atine-kinases BB d'esto- 
mac et de cerveau du m~me animal dans les m~mes 
conditions exp~rimentales s'impose en vue d'~lucider 
l'origine de ces divergences. D'autre part, la carte 
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Tableau 1 
Comparaison des isoenzymes MM de muscle squelettique, BB de eerveau et BB d'estomae de boeuf. 

Isoenzyme BB Isoenzyme BB Isoenzyme MM 
d'estomae de cerveau de muscle 

squelettique 

Coefficient de s~dimentation corrig6 5,33 
pour l'eau et 20 ° (en unit~s Svedberg) (c = O) 

Coefficient de diffusion corrig~ pour 
l'eau et 20 ° 

Poids mol~culaire 

Nombre de groupes SH par mole de 
prot~ine * 0ibres/totaux) 

5,7 
(valeur moyenne 
obtenue i 
c = 0,25%, c = 0,35%) 

83.500 

2/7 

4,66 [221 4,9 ** [23] 
(c = 0.05%) (c = 0,8%) 

5,78 *~[23] 
(e = 0,98%) 

80.000 84.500 [21 

2/7 2/7 {211 

* On admet que toutes les cr~atine~kinases ont le m6me poids mol~culaire de 81.000. 
** Valeur relative au lapin, celle de boeuf n'existant pas dans la litt~rature. 

Tableau 2 

Nombre de r~sidus 
d'AA]mole de CK * 

Cr~atine-kinasede boeuf 

BB BB MM 
est. cerv. M. str. 

[251 [2t1 

Cr6atine-kinase 
de poule [2] 

Cr6atine-kinase 
de lapin [ 2] 

BB MM BB MM 
cerv. M.str. cerv. M. str. 

Lysine 46 44 65 49 65 52 61 
Histidine 26 23 29 21 34 30 32 
Arginine 44 40 34 40 40 22 33 
Acide aspartique 89 83 81 87 73 82 83 
Thr6onine 34 34 30 35 29 34 34 
S6rine 39 38 35 35 32 32 44 
Acide glutamique 81 85 79 75 83 74 78 
Proline 39 48 39 31 41 40 35 
Glycine 59 66 65 68 60 65 64 
Alanine 39 52 38 36 33 35 26 
½ Cystine 10 10 
Valine 41 48 54 48 49 47 49 
Methionine 17 18 18 19 20 20 17 
Isoleucine 28 30 30 28 24 30 22 
Leucine 76 73 68 82 71 81 72 
Tyrosine 17 19 16 21 16 21 20 
Phenylalanine 30 29 32 30 33 41 31 

R6sidus GLU * ASP (a) 170 168 160 162 156 156 161 
Rbsidus ARG + LYS (b) 90 84 99 89 105 74 94 
(a)-(b) 80 84 61 73 51 82 67 
Nombre de groupes amid6s 61 55 [24] 

* On admet que toutes les cr6atine-kinases ont te m6me poids mol6cutaire de 81.000. 
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peptidique d 'un  m61ange en quantit6s ~gales de cr6a- 
tine-kinase MM de lapin et  BB d 'estomac de boeuf, 
compar6e aux cartes de ces cr~atines-kinases (fig. 2) 
indique une grande similitude des peptides neutres au 
niveau desquels se trouve le site act i f  (zone II). Les 
divergences de composi t ion des cr6atine-kinases 
por tent  principalement  sur les peptides acides et 
basiques. 
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