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E N Z Y M A T I Q U E  DE C I T R U L L I N E  P A R  LES L E V U R E S  

par  

J E A N  ROCHE ET G A B R I E L L E  LACOMBE 

Laboraloire de Biochimie gdndrale et compar~e, Coll~ge de France, Paris (France) 

Des recherches ant6rieures sur les d6guanidases bact6riennes 1,2 nous ont conduit 
h envisager que la d6gradations des guanidines monosubstitu6es est, en g6n6ral, assurfe 
soit par des hydrolases sp6cifiques g6n6ratrices d'ur6e (arginase, cr6atinase, glycocy- 
aminase), soit par l'argininedihydrolase, dont l 'action donne directement naissance 
de l'acide carbonique et ~ de l'ammoniac. La formation de citrulline aux d6pens d'argi- 
nine a en outre 6t6 observ6e dans des cultures de divers microorganismes saprophytes ~, 4, 
et, tr~s rfcemment, dans celles de Streptococcus/aecalis  5, 6, 7 ou de Staphylococcus aureus s ; 
l 'enzyme catalysant ce processus, d6sign6 sous les noms de guanidined6simidase ~ ou de 
m6targinase 5, n 'a  pas pu 8tre extrait des cellules bact6riennes. On a admis par ailleurs 
jusqu'ici que les levures renferment une arginase activable par l'ion manganese ~. Or, 
nous avons constat6 que les levures de boulangerie m6tabolisent l'arginine au moyen 
d 'un enzyme d 'un tout autre type, g6n6rateur de citrulline. Le but de ce m6moire est 
de d6crire l 'extraction et les caract~res de celui-ci, auquel nous proposons de donner 
le nom d'arginined6siminase. Ce terme parait pref6rable ~ ceux ant6rieurement utilis6s, 
car l 'action de l 'enzyme porte sur le groupe imine du radical guanidique de l'arginine. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

a. M a t & i e l  d'~tude et techniques 

Le dosage de l 'arginine a 6t4 op6r6 par  la m6thode de OUMAZERT ET POGGI 1°, eelui de la citrulline 
par  la m6thode d'ARCHIBALD 11 et celui de l ' ammoniac  par  d6placement au carbonate  de l i thium et 
t i t rage direct. Ces mdthodes ont  6t6 appliqu6es au produi t  de la dialyse quant i ta t ive  de milieux 
r6actionnels, obtenu dans l 'apparei l  d'I-IAMILTON ET A.RCHIBALD 12. 

b. Extract ion de l 'enzyme et idantification des produits  de son action sur la I.-argininc 

IO mg de levure de boulangerie press6e mis en suspension dans 20 ml d'un m61ange 
tampon 4" lO-1 M aux phosphates de pH ---- 6.95 m6tabolisent Io ~t 15 mg de L-arginine 
en 24 heures ~t 38°. L'enzyme op6rant la d6gradation de cet acide amin6 a pu 8tre s6par6 
de la levure so~t par plasmolyse, soit par extraction aqueuse apr6s traitement ~ l'ac6tone. 
Dans le premier cas, il est pr6sent dans le suc de plasmolyse (addition de chlorure de 
sodium pulv6ris6 ~t la levure press6e, abandon 2 heures ~ + 5 ° C de la masse liqu6fi6e 
et centrifugation), dont l'exc6s de chlorure de sodium est 61imin6 par dialyse k + I ° C; 
cette derni~re op6rat,~on inactive totalement l 'enzyme si elle est poursuivie de 18 ~ 24 
hcures. Dans le second cas, l 'enzyme souill6 de quantit6s beaucoup moindres de prot6ines 
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cellulaires, peut  faire l 'objet  d 'un  f ract ionnement  ; il est par  ailleurs beaucoup plus stable 
et, comme on le verra, moins sensible ~ divers effecteurs que darts le suc de plasmolyse. 

Les op6rations pe rmet t an t  de le p r@arer  sont alors les suivantes:  la levure frMche 
est trait6es par  un exc~s d 'ac6tone refroidie £ - I O  ° C, essor6e sur filtre de Btichner et 
s6ch6e par  a6ration. Elle est extrai te  3 ° minutes  h + 3 8 ° C par  deux Iois son poids d 'eau 
distill6e et le liquide recueilli (pH = 5.7-5.8) est fractionn6 par  l '6thanol ~ + I ° C. 
L ' enzyme  pr6cipite ~t peu pros int6gralement entre des concentrat ions de 2o h 3o% 
d '&hanol .  Le produit  de la mac6rat ion aqueuse (3o minutes ~ pH = 6.5-7.o) de ces 
pr6cipit6s pr6sente un pouvoir  argininolytique qu 'une  dialyse de trois jours ne r6duit 
pas sensiblement. I1 permet,  en g6n6ral, de d6grader ~ p H  = 6.5 et ~ q- 3 8o C, I ~ 2 mg 
de L-arginine en 2-6 heures par  ml de solution enzymat ique  ramen6e au volume initial 
de l ' ext ra i t  de levure (teneur en N total  inf6rieure ~ o.o5-o.1 mg par  ml). 

Le pH op t imum d 'ac t ion  a 6t6 d6termin6 £ + 
3 8o C dans des m61anges constitu6s par :  solution en- 
zymat ique,  io  ml;  solution t ampon  (aux phosphates  
alcalins ou ac6toac6tique) 2. lO -1 M,  IO ml;  chlor- 
hydra te  de L-arginine, Io.5 mg;  toluene, IO gouttes.  
Le dosage de l 'arginine ~ des temps successifs (2.5 18 
ou 24 heures) au cours de hui t  essais, dans lesquels 
le p H  des milieux a 6t6 contr616 au d6but  et ~ la fin de 
l 'exp6rience (variations en g6n6ral sup6rieures k o.I),  
a donn6 des r6sultats dont  une partie a fit6 reproduite 
dans la Fig. I :  

Le p H  op t imum est 6.2-6.5 et l 'act ivi t6 de l 'en- 
zyme est voisine de son m a x i m u m  entre p H  = 5.8 
et 7.o, m~me dans la phase de la r6action oh l 'on 
mesure, ~ tr~s peu pros, la vitesse initiale de celle-ci; 
aueune diff6rence sensible n ' a  6t6 observ6e avec les 
divers m61anges t ampon  employ6s. Cette valeur, fort 
61oign6e de celle du p H  op t imum de l 'arginase bact6- 
rienne (pH = 9.0) la, est proche de celle caract6risant  
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Fig. i. pH optimum d'action de la 
d6gration de la I.-arginine par des 
extraits de levure de boulangerie 
(arginined6siminase). 
abcisses : pH. 
ordonndes : % de l'arginine ddtruite 

dans les conditions exp6rimen- 
tales adopt6es. 

l 'argininedihydrolase de divers microorganismes 2,14,1~; aussi la nature  du processus de 
d6gradat ion de l 'arginine par  les levures m6ritait-elle d '6tre soumise ~t un nouvel  examen. 

Une premiere s6rie d'essais a montr6 que l 'arginase ne doit  pas 8tre mise en cause. 
En  effet la disparit ion de l 'arginine ne va  de pair  avec la format ion d'ur6e ~ aucun pH 
compris entre 4.o et 9.o, mSme en pr6sence de SO4Mr~ I - I O  -3 M, (recherche au xan thydro l  
n6gative) l 'act ivi t6 ur6asique des pr6parat ions utilis6es 6tant  par  ailleurs n6gligeable. 
I1 a 6tfi ~tabli en outre  que de l ' ammoniac  prend naissance au cours de la d6gradation 
de l 'acide amin6, en sorte que ce processus devrai t  lib6rer s imul tan6ment  de l 'ornithine 
s'il t raduisai t  l 'act ion d 'une  argininedihydrolase. De la citrulline, de l 'acide arginique 
cu son homologue c6tonique pourra ient  6galement 8tre pr6sents si l ' ammoniac  provenait ,  
dans le premier cas du groupement  NH~ du reste guanidique, et, dans le second, du 
groupement  a amin6 de l 'arginine. L '6 tude  quali tat ive des produi ts  de la r6action a 
conduit  ~ la mise en ~vidence de la citrulline, ~ l 'exclusion des autres d6riv6s*. 

* Nous remercions Madame Y. ROBIN d'avoir bien voulu r6aliser sur notre demande la caract6ri- 
sation chromatographique des produits de la r6action 6tudi6e. 
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L a  r 6 a c t i o n  j a u n e  o r a n g 6 e  5  ̀l a  d i a c 6 t y l m o n o x i m e  - -  d o n n 6 e  p a r  l a  c i t r u l l i n e ,  m a i s  n o n  s p 6 c i f i q u e  
de  ce l l e -c i  - -  d e v i e n t  r a p i d e m e n t  p o s i t i v e  d a n s  les m i l i e u x  off l ' a r g i n i n e  e s t  d 6 c o m p o s 6 e  p a r  l ' e n z y m e .  
I1 a 6 t6  p o s s i b l e  d e  c a r a c t 6 r i s e r  l a  c i t r u l l i n e  d a n s  c e u x - c i  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p a p i e r  e n  o p 6 r a n t  
d e  l a  m a n i 6 r e  s u i v a n t e :  2o  m g  d e  L - a r g i n i n e  o n t  6 t6  d i s s o u s  d a n s  2o  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d ' e n z y m e  
d i a l y s d e  e t  n o n  a d d i t i o n n 6 e  d e  m 6 1 a n g e  t a m p o n  ( e x t r a i t  d e  l e v u r e  t r a i t d e  5  ̀ l ' a c 6 t o n e  f r a c t i o n n d  
5  ̀l ' a l c o o l ) ,  e t  i n c u b 6 s  24 h e u r e s  5. + 38"~ C. L e  m i l i e u  d e  pFI  = 7 .o  e t  n e  r e n f e r m a n t  p l u s  q u e  0 .62  m g  
d e  l ' a c i d e  a m i n 4  a 6 t6  d i a l y s 6  e n  f in d ' e x p 6 r i e n c e  12 c o n t r e  20 m l  d ' e a u  d is t i l l6e ,  sous  a g i t a t i o n  p e n d a n t  
4 h e u r e s ,  en  r e n o u v e l l a n t  le l i q u i d e  d e  d i a l y s e  t o u t e s  les  h e u r e s .  L e s  d i a l y s a t s  r a s s e m b l 6 s  e t  c o n c e n t r 6 s  
s o u s  v i d e  "~ i o  m l  o n t  6 t6  s o u m i s  /t l a  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p a p i e r  W h a t m a n  N ° I e n  u t i l i s a n t  le 
p h d n o l  s a t u r 6  d ' e a u  e t  a d d i t i o n n 6  d e  1 %  d ' a c i d e  a c d t i q u e  c o m m e  p h a s e  s o l v a n t e .  L a  r 6 v d l a t i o n  d e s  
t a c h e s  o p 6 r 4 e  5  ̀ l a  n i n h y d r i n e  s u r  d e s  s o l u t i o n s  t 6 m o i n s  d e s  c o r p s  p u r s  a d o n n 6 ,  d a r t s  les  c o n d i t i o n s  
a d o p t 6 e s ,  d e s  v a l e u r s  d e  R F 6 g a l e s  5  ̀ o .73  p o u r  l ' a r g i n i n e  e t  /~ o .62  p o u r  l a  c i t r u l l i n e .  U n e  t a c h e  d e  
R F = 0 .73  s ' e s t  m a n i f e s t 6 e  s u r  les  c h r o m a t o g r a m m e s  6 t a b l i s  a u  t e m p s  z6 ro  d e  F a c t i o n  e n z y m a t i q u e ,  
h l ' e x c l u s i o n  d ' u n e  a u t r e  d e  R F = o .62 .  Cel le -c i  es t ,  p a r  c o n t r e ,  t r 6 s  i m p o r t a n t e  s u r  les  c h r o m a t o -  
g r a m m e s  6 t a b l i s  5  ̀ l a  f in  d e  l ' e x p 6 r i e n c e ,  t a n d i s  q u e  l a  p r e m i 6 r e  a ,  a l o r s ,  p r a t i q u e m e n t  d i s p a r u  
( d 6 g r a d a t i o n  d e  9 7  o//o d e  l ' a r g i n i n e  i n i t i a l e m e n t  p r 6 s e n t e ) .  L a  t a c h e  d e  R F = o .62  es t ,  p a r  a i l l eu r s ,  
seu le  e o l o r a b l e  o n  j a u n e  o r a n g 6  p a r  l a  d i a c 6 t y l m o n o x i m e .  

De la citrulline se forme donc aux d6pens de l'arginine. 

c. Mode d'action de l'enzyme 

L'6tude quant i ta t ive de la r6action a port6 sur les dosages de l'arginine, de la 
citrulline et de 1'ammoniac. Quelques-uns des r6sultats obtenus ont 6t6 rassembl6s dans 
le Tableau I, oh on leur a juxtapos6 les quantit6s de citrulline et d 'ammoniac  prenant  
th6oriquement naissance mol6cule ~ mol6cule aux d@ens de l'arginine. 

T A B L E A U  I 

FORMATION DE CITRULLINE ET D'AMMONIAC ~ PARTIR D E  LA L - A R G I N I N E  
SOUS L'ACTION DE L'ENZYME EXTRAIT DES LEVURES 

mg arginine rng N H  s mg citrulline 

disparus dosds tMoriques dosds ttdoriques 

8 .87  - -  - -  9 . 02  8 .92  
9 . 0 7  - -  - -  8 .75  9 .12  
9 .73  - -  - -  9 . 0 0  9 . 7 8  

1 5 . 1 o  0 . 5 4  0 .52  - -  - -  
2 5 . 5 0  2 .05  2 .05  - -  - -  
30 .4  ° 2 .40  2 .4  ° - -  _ _  

Bien que le dosage de la citrulline soit moins pr6cis que celui de l 'ammoniac,  la 
correspondance entre les donn6es exp6rimentales et th6oriques permet d 'admet t re  que 
la d6gradation enzymatique d'une mol6cule de L-arginine lib~re une mol6cule de citrul- 
line et une mol6cule d 'ammoniac.  

d. Spdcificit~ et effecteurs de l'enzyme 

Ni l 'agmatine,  ni la glycocyamine, ne subissent l 'action de l 'enzyme (avec ou sans 
addition de SO~ Mn I .  IO -a M). Divers effecteurs de l 'arginase de l 'argininedihydrolase 
ou de la glycocyaminase ne se comportent  pas identiquement vis-~t-vis de celui-ci, selon 
qu'il provient d 'un suc de plasmolyse ou d 'extrai ts  de levures trait6es par  l'ac6tone. 
Dans ces derniers, dont la stabilit6 au cours de la dialyse a d6j~t 6t6 signal6e, et dans 
les produits de leur fractionnement par pr6cipitation alcoolique, l 'activit6 citrullinog~ne 

d e  l 'enzyme est insensible ~t la pr6sence de formateurs de complexes m6talliques (azide 
de sodium I .  lO -8 M e t  di6thyldithiocarbamate de sodium I .  lO -8 M), comme ~ celle de 
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divers cations (SO4Mn 1. IO -3 M, Clz Co I .  10 -4 M, NiC12 2- lO -4 M). I1 en va  tout  
au t rement  du suc de plasmolyse. Celui-ci conserve, apr~s 4 & 6 heures de dialyse, une 
activit6 enzymat ique  notable, susceptible d'Stre renforc4e par CI~ Co I .  IO -a M (IOO- 
150%) et, ~ un degr4 moindre, par  C12Ni 2"1o -4 M (7o-8o%), mais non par SO4Mn 
I .  lO-3-2 • IO -~ M. L ' ion  cuprique est alors for tement  inhibiteur (80 & 90%) & des taux 
minimes (SO4Cu I .  lO -4 M), m~me apr~s addit ion d ' ions cobalt.  L ' enzyme du suc de 
plasmolyse est r4guli~rement inactiv4 par  une dialyse de 12 & 24 heures. I1 est alors 
r~activable par  Co++ et, plus encore, par  Ni++, mais non par  Mn++, les concentrat ions 
opt ima en sels des deux premiers 4tant  C12Co I .  IO -a M e t  C12Ni 2. lO -4 M. La  signifi- 
cation de ces faits sera examin4e plus bas. 

DISCUSSION DES RESULTATS 

L'enzyme extrai t  des levures de boulangerie catalyse la formation de citrulline et 
d ' ammoniac  aux d@ens de la L-arginine selon l '6quat ion:  

N H  2 N H  2 / 

H i  = C <  1 
\ N H - - C H  2 - C H  2 - C H  2 - C H - C O O H  + H 2 0 - - +  

N H  2 N H  2 
o = c /  I 

N H  - -  CH 2 -  C H ~ - - C H  2 -  CH - -  COOH + N H  a 

Nous proposons de le d6signer sous le nom d'arginineddsiminase, en raison de sa 
spfcificit4* et de la nature  de son action globale (remplacement de l ' iminogroupe du 
reste guanidique par  un carbonyle).  Cette d6nominat ion ne pr4juge pas du m4canisme 
intime de la r4action. La  formation de citrulline aux d@ens de l 'arginine par  des 
bact4ries a 4t6 consid4r~e 4 comme une d4samination du reste guanidique (A) suivie 
d 'une  tautom4risat ion IB) selon: 

, N H  2 / OH / 
(A) H N  = C i  + H - - O H - - +  H N  = C \ \ N H - - R  NH--R + N H  3 

OH / N H  2 / 
(B) HN = C~ ~ 0 = C 

R \NH--R \ NH 

Ce m6canisme de d6gradation d 'un  d6riv4 guanidique justifie l ' adopt ion initiale du 
terme d'arginined4simidase pour  l ' enzyme citrullinog~ne. I1 nous semble pr6f6rable 
d 'envisager  que, comme l 'a  admis KREBS dans le cas d 'une  6tape interm4diaire de la 
d4samination oxydat ive  des acides amin6s, l ' iminogroupe fixe les 414ments de l 'eau (C) 
pour donner  naissance & un compos6 instable, se d6composant  spontan6ment  suivant  (D) : 

N H  2 H ~ N \  / N H  2 
\ C  / (C) HN = C + H--0H~ H0/ \NH--R 

N H - -  R 

H 2 N \  / N H  2 / N H ~  
(D) C ~ O = C + N H  3 

no/ \ N H - - R  \ N H - R  

* Darts le cas de Streptococcus /aecalis e, il a 4t6 observ6 que l ' ac ide  a rg in ique  n ' e s t  pas  d4grad4 
pa r  l ' enzyme  bact4r ien,  don t  la  sp6cificit6 p a r a i t  4ga l emen t  l imi t4e  g. la  L-arginine.  
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L'act ivat ion de l ' iminogroupe par l 'arginined6siminase permettra i t  alors son 61i- 
mination du reste guanidique. 

L'in6galit4 d'action de divers effecteurs selon l'origine des prfparat ions appelle 
quelques remarques, car l 'arginined6siminase se comporte comme un enzyme ~ con- 
st i tuant  m6tallique typique dans les sucs de plasmolyse, mais non dans les extraits des 
levures trait6es par  l 'ae6tone fraetionn6s ~ l'6thanol. L ' inactivation de l 'enzyme par 
dialyse est, dans le premier cas, rapide et rfversible sous l'influence des ions Co ++ et 
Ni ++, tandis qu'elle n 'a  prat iquement  pas lieu dans le second, les re@rues ions 6tant alors 
inefficaces. Aussi est-on conduit k envisager l 'hypoth6se d'une stabilisation de la r6gion 
active de l 'enzyme par  un d6but de d6naturation dfi ~t l 'ac6tone ou ~ l'alcool. Pareil 
processus peut en effet avoir alors stabilis6 une structure active de la prot6ine en- 
zymatique dont un complexe m6tallique serait l 'un des 616ments constitutifs. 

La signification biologique de l 'existence d'une arginined6siminase dans certaines 
cellules m6rite d'6tre bri6vement diseutfe. 

Les levures 6tudi6es sont d6pourvues d'arginase et il est possible que l 'activit6 
arginasique attribu6e par  EDLBACHER ET BAUR 9 aux organismes de ce type doive ~tre 
rapport6e h une d6siminase; nous n 'avons toutefois pas retrouv6 l 'act ivation par  les 
ions mangan~ses que signalent ces auteurs. De toute mani@re, l 'enzyme que nous avons 
d6erit dans les levures est ~ probablement identique ~ celui de diverses bact6ries d'ofl il 
n ' a  pas 6t6 possible de l 'extraire 8-s et son existence implique que les unes et les autres 
m@tabolisent l 'arginine en dehors du cycle de KREBS, c o m m e  certains invert~br6s 
d@pourvus d'arginase*. Pareille observation conf~re un int@r@t particulier h l'@tude de 
la d@gradation de cet acide amin@ par les cellules ou les organismes dans lesquelles cet 
enzyme fait d@faut. 

RI~SUMI~ 

I. La  levure de boulangerie renferme un enzyme donnan t  naissance A de la citrulline (i mol) 
et A de l ' ammoniac  (i tool), ~ par t i r  de la L-arginine (I tool). 

2. L ' enzyme citrullinogSne ou arginineddsiminase a @td extrai t  des levures; il prdsente un p H  
op t imum d 'environ 6. 5. Sa sensibilit@ ~ divers effecteurs varie selon les modalit6s de sa pr6para t ion;  
il se comporte  dans le suc de plasmolyse comme un enzyme h cons t i tuant  m6tallique dissociable 
(inhibition par  des formateurs  de complexe, par  dialyse; r6act ivat ion par  Co ++ et Ni++), mais non 
dans  les extrai ts  de levures traitdes par  l'ac@tone fractionn6s A l'alcool. Ce fait peu t  @tre dfl £ la 
stabilisation d 'une  s t ruc ture  active pa r  un  d6but  de d6naturat ion.  

3. La pr6senee d 'arginined6siminase dans des cellules de levures d@pourvues d 'arginase implique 
qu'elles m@tabolisent l 'arginine en d6hors du cycle de KREBS. 

SUMMARY 

i. Baker 's  yeast  contains an enzyme which forms i tool citrulline and i tool ammonia  from 
i mol L-arginine. 

2. Citrullinogenic enzyme, or argininedesiminase, has been extracted f rom yeast ;  it gives an 
op t imum p H  of about  6. 5. I t s  sensit ivity towards  different effectors varies according to the method  
of its prepara t ion;  it behaves  in plasmolysis  sap as an enzyme with a dissociable metallic cons t i tuent  
(inhibition by  complex formers, by  dialysis; react ivat ion by Co++ and Ni++), bu t  not  in the alcohol- 
f ract ionated extracts  of acetone-treated yeast.  This fact can be due to the stabil isation of an active 
s t ruc ture  by  the beginning of denaturat ion.  

3- The presence of argininedesiminase in yeast  cells which contain no arginase implies t ha t  they  
metabolise arginine outside of the cycle of KREBS. 

* Un t ravai l  poursuivi  pa r  l 'un  de nous sur  ce suje t  au Labora to i re  mar i t ime du Coll@ge de 
France & Conearneau sera publi6 tr~s prochainement .  
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Z U S A M M E N F A S S U N G  

I. Die B~ckereihefe enthAlt  ein E n z y m ,  welches  aus  i Mol. L-Arginin je I Mol. Citrull in u n d  
I Mol. A r n m o n i a k  bildet.  

2. Das  Ci t rul l in-bi ldende E n z y m  oder Arginindesiminase wurde  aus  der Here ex t r ah ie r t ;  sein 
p H - O p t i m u m  be t r~g t  ungef i ihr  6. 5. Seine Empf ind l i chke i t  gegen versch iedene  Ef fek to ren  h i ingt  yon  
der  Hers te l lungsweise  ab ; es verhi i l t  sich im P la smolyse -Sa f t  wie ein E n z y m  mi t  e inem dissozi ierbaren 
meta l l i schen  Bes t and te i l  ( H e m m u n g  d u t c h  Komplexb i ldne r ,  du rch  Dia lyse ;  R e a k t i v i e r u n g  durch  
Co++ und  Ni++), n i ch t  abe t  in den  mi t  Alkohol  f r ak t ionn ie r t en  Ausz i igen  aus  m i t  Ace ton  vo rbehan -  
del ter  Here.  Diese T a t s a c h e  k a n n  der Stabi l is ierung einer  ak t i ven  S t r u k t u r  du rch  eine beg innende  
D e n a t u r i e r u n g  zugeschr ieben  werden.  

3. Die Gegenwar t  von  Arg in indes iminase  in Hefezellen: welche keine Arg inase  en tha l ten ,  besag t ,  
dass  sie aus se rha lb  des KREBS'schen Cyklus  Argin in  metabol is ieren .  
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