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Le carbamyl-phosphate, interm~diaire dans la d~gradation de la 
cr~atinine par des extraits enzymatiques d'Eubacterium sarcosinogenum 

L'importance biologique du carbamyl-phosphate,  en tant  que donateur du groupe- 
ment carbamyl, a 6t6 mise en 6vidence chez les bact6ries 1 et chez les animaux sup6- 
rieurs 2. Les r6sultats obtenus se rapportant  principalement au r61e du CAP dans le 
m6tabolisme de la citrulline. 

C a r b a m a t e  + A T P  ~-~ CAP + A D P  (i) 

CAP + Orn i t h i ne  ~-- Ci t ru l l ine  + P m  (2) 

Toutefois, il existe une diffdrence importante dans le m6canisme de ces r6actions: 
r6versibles chez les bact6ries, elles sont irr6versibles chez les animaux sup6rieurs*. 
C'est la r6versibilit6 des r6actions (i) et (2) dans les syst~mes bact6riens qui rend le 
CAP doublement important  en tant  qu'interm6diaire, puisqu'il peut servir non 
seulement comme donateur du groupement carbamyl, mais peut 6galement, en 
pr6sence d 'ADP, conduire k la formation d'ATP. 

n sera montr6, dans le pr6sent travail, que le CAP est un interm6diaire dans la 
d6gradation de la cr6atinine par des extraits acellulaires d'Eubacterium sarcosino- 
genum, Ls*. 

Le milieu de culture et la pr6paration des extraits aceUulaires ont 6t6 d6crits 
ant6rieurement ~. 

I1 a 6t6 montr6 pr6c6demment 3 que la d6gradation ana6robie de la cr6atinine 
par Eubact. sarcosinogenum Ls. en sarcosine, NH 3 et CO, est associ6e k l'esterification 
de l 'orthophosphate. Les experiences dans lesquelles on a utilis6 [s~P~orthophosphate 
ont permis de mettre en 6vidence l 'incorporation d'une pattie de ce phosphate dans 
les polyphosphates min6raux 3. I1 a 6t6 6galement d6montre e que l 'incubation d'un 
extrait enzymatique de ces bact6ries, en pr6sence de cr6atinine, d 'ADP et de E3*P] - 
orthophosphate, conduit k la formation de [3*P]ATP. Cette formation est li6e k la 
d6gradation de la cr6atinine, mais le m6canisme de ces r6actions 6tait rest6 obscur. 

Au cours d'une 6tude r6cente, nous avons observ6 la pr6sence, dans les extraits 
de Eubact. sarcosinogenum Ls d'une carbamyl-phosphate synth6tase et d'une ornithine 
transcarbamylase, enzymes catalysant respectivement les r6actions (I) et (2). Les 
activit6s de ces deux enzymes ont 6t6 mesur6es par la formation de la citrulline en 
employant comme donateur, soit le carbamate + ATP (i), soit le CAP (2), l 'orni- 
thine 6tant l 'accepteur du groupe carbamyl. 

A la suite de ces observations une exp6rience a 6t6 effectu6e dans laquelle la 
source de carbamyl a 6t6 remplac6e par la cr~atinine. Le Tableau I montre la formation 
de citrulline dans ces conditions. Le CAP transf6r6 sur l 'ornithine pour former la 
citrulline ne peut alors provenir que de la cr6atinine. Le Tableau I montre 6galement 
que le rapport  de NHz form6 (soit sous forme libre, soit sous forme de carbamyl 
fix~ sur l'ornithine) sur cr~atinine disparue, est ici inf6rieur ~ 2, alors qu'il est sensible- 
ment 6gal ~ 2 avec des extraits dialysfs. Ceci sugg~re que d'autres accepteurs d 'NH 3 
ou du groupe carbamyl peuvent 8tre pr6sents dans les extraits non dialys6s. Si au 

Abbr6v ia t ions :  CAP,  c a r b a m y l - p h o s p h a t e ;  ADP,  ATP,  ad6nos ine  d i p h o s p h a t e  e t  t r iphos-  
p h a t e ;  Pm,  ; Tris,  t r i s ( h y d r o x y ) m 6 t h y l a m i n o m 6 t h a n e .  

* La  bact6r ie  ana6robie  s t r i c te  p rov i so i r emen t  d6sign6e "Clostridium L s "  clans des  pub l i ca t ion  
ant~rieures3,  4 a 6t~ r ~ c e m m e n t  d6termin6e 5 et  appel~e : Eubacterium sarcosinogenum nov. sp. #6 Ls.  
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T A B L E A U  I 

MISE EN EVIDENC]~ DE LA FORMATION DE CARBAMYL-PHOSPHATE AU COURS DE LA 
DEGRADATION DE LA cREATININE PAR LES EXTRAITS D ' E u b a c t e r i u m  s a r c o s i ~ o g e n u m  LS 

Le syst~me complet  contient :  o. 3 ml d 'ext ra i t  non dialys6 (5.3 mg  prot6ines);  I o # m o l e s  de 
cr6atinine; IOO #moles  de t a m p o n  Tris, p H  8.5 ; IO #moles  de MgCla; IO #moles  d 'orni thine;  
5 / ,moles d 'ATP (ou d 'ADP) dans  un volume final de I ml. Incuba t ion  de 6o rain 5* 31°. R6action 
arrSt6e par  addition de o.i ml acide trichloroac6tique 4o%. Les dosages sont  effectu6s sur  le 
surnageant  #prOs centrifugation (cr6atinine, cr6atine et N H  3 sont  dos6s par  les m~thodes indiqu~es 

ant6r ieurement  3) (la citrulline est dos~e par  la m~thode d'ARCHIBALD, modifi6e~). 

Crdatinine disparue N H  3 ]ormd Citrulline ]ormde 
(#moles) (#moles) (pmoles) 

Syst~me complet  5.54 5.6 3.21 
Sans cr6atinine o o o. 15 
Sans orni thine 3.46 6.5 ° o. 09 
Sans enzyme o o o 
Syst~me complet  5. t emps  o o o o 

* Les quanti t6s de cr6atinine t ransform~e en cr~atine ont  6t6 d6duites de ces chiffres. 

lieu d'ornithine on aj oute de l'acide aspartique au m61ange r6actionnel, il y a formation 
d'acide ureido-succinique que nous avons pu mettre en 6vidence par chromatographie 
sur papier. 

Dans d'autres exp6riences effectue6s dans des conditions identiques ~ celles 
r6sum6es dans le Tableau I, mais dans lesquelles on a employ6 la [2-14C]cr6atinine 
(marqu6e dans le carbone guanidique), 4 ° ~ 60 % de la radioactivit6 a 6t6 trouv~e 
dans la citruUine avec une activit6 sp6cifique tr~s voisine de celle de la cr6atinine 
au d6part. 

Bien que ces r6sultats montrent que le CAP est form6 k partir de la cr6atinine, 
ils ne permettent cependant #as d'affirmer qu'il est un interm6diaire dans la d6gra- 

T A B L E A U  I I  

INCORPORATION DU CARBONE 2-14C DE LA CREATININE DANS LE CARBAMYL-pI-IOSPHATE EN 
ABSENCE ET EN PRESENCE DE CO 2 EN EXCI~S 

Le systbme complet  contient :  o.i ml d 'ex t ra i t  enzymat ique  (2.1 mg  prot6ine dans l 'Exp.  A e t  
3 mg  dans l 'Exp.  B) ; 20 #moles  K2HPO4; 5 ° /*moles  t a m p o n  Tris, p H  8.5; 6 #moles  de [2-I4C] - 
cr6atinine (marqu6e dans le carbone guanidique) ; A.S. = I3,IOO coups/rain;  5 #moles  carbamyl-  
phosphate  (sel de Lithium) (SIGMA) ; io  #moles  MgC12. Dans  l 'Exp.  ]3 un  6chantillon parall~le 
contenai t  en plus 4 ° #moles  NaHCO v Volume fna l :  o. 5 ml. Incuba t ion  60 rain 5. 31°. Le CAP a 
6t6 s6par6 du m61ange r6actionnel par  chromatographie  sur  papier  (solvant: i sobutanol- isopro-  
p a n o l - N H 3 - H 2 0  (40:2 o:1:39).  RF respectifs:  CAP, o.26; cr6atinine, o.55; cr6atine, 0.39. Les 
41uats des taches correspondant  au CAP ont  6t6 concentr6s par  lyophylisat ion et leurs radioactivit6s 
d6termin6es. Dans  l 'Exp.  A, le laCO2, p rovenan t  du carbamyl-phosphate ,  a 6t6 obtenu par  la 
d6composit ion de ce dernier  dans  les cellules de Conway, 5. l 'aide de HaSO 4 5 N, puis absorb6 
dans  la soude. Le Na~CO 3 a 6t6 ensuite t ransform6 en BaCO 3. La radioactivit6 de ce dernier  

compos6 a 6t6 d6termin6 en t enan t  corn#re de l ' absorp t ion  propre du BaCO 3. 

2-~*C de la cr~atinine incorpord clans le CA P 
Crdatinine disparue (coups~rain) 2-1'C sous 

f orme de a4C02 
(#moles) Sans C0,2 Plus CO~ (coups~mini 

Expdrieuces A B A B A B A 

Syst~me complet  6,o 3,7 8525 36o8 - -  3o58 57 °o 
Syst+me complet  avec 

enzyme inactiv6e o o o 125 - -  209 o 
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dation de la cr6atinine. En effet, on pouvait  admettre  que le CAP provient exclusive- 
merit d'une synth~se de novo k partir de C02 et de NH 3 (produits finaux de la fermen- 
tation de la cr6atinine) par l 'action de la CAP-synth6tase. Pour montrer  qu'il est 
6galement un interm6diaire nous avons effectu6 une exp6rience dans laquelle la 
E2A4C~cr6atinine a 6t6 incub6e avec CAP en absence de CO s ou en pr6sence de CO 2 
en exc~s, dans les conditions indiqu6es dans le Tableau I I  (en absence de nucl60tides). 
Ce Tableau montre qu'une partie de la radioactivit6 est retrouv6e dans le CAP 
isol6 du m6lange r6actionnel. Le fait que la pr6sence d'un exc6s de CO s dans la 
r6action ne change pratiquement pas la radioactivit6 incorpor6e dans le CAP (Tableau 
II ,  Expt.  B) prouve que cette incorporation n'est pas due k un 6change entre le 
CO s provenant de la cr6atinine et le CAP ajout6. Un tel 6change aurait pfi 6tre 
catalys6 par des traces d 'ATP prdsentes dans l 'extrait. Le Tableau I I  montre 6gale- 
ment  que la radioactivit6 du CAP se retrouve, apr6s sa d6composition chimique, 
dans le CO s qui en r6sulte. La diminution de la radioactivit6 observ6e dans le CO s 
ainsi obtenu est sans doute due k la d6composition partielle, au cours des multiples 
op6rations, du CAP, compos6 d'une stabilit6 relative. 

Ces r6sultats permettent  de conclure que le CAP est un interm6diaire dans la 
d6gradation de la cr6atinine, telle qu'elle est catalys6e par des extraits acellulaires 
d'Eubact, sarcosinogenum Ls. Ces extraits peuvent, par aiUeurs, catalyser, en pr6sence 
de creatinine et d 'ATP (Tableau I), la synth~se de novo de CAP et son transfert sur 
diff6rents accepteurs. Le m6canisme enzymatique de la formation du CAP, ainsi 
que son r61e dans le m~tabolisme de la cr~atinine, seront d6crits ult~rieurement. 

Ce travail a b6n6fici6 d'une subvention de "National Institutes of Health, 
Public Health Service, U.S.A." 

Institut de Biologie-Physico-C himique, 
r3 rue Pierre Curie, Paris V (France) 
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Inhibition of enzymes by Atebrin 

Inhibition of an enzymic reaction by Atebrin is frequently interpreted in the bio- 
chemical literature as a proof that  a flavoprotein is involved in the reaction, especially 
when the inhibition is reversed by FMN or FAD. I t  is assumed that  the drug competes 
with the flavin for the apo-enzyme. 

I t  is the purpose of the present communication to draw attention to the fact, 

Abbreviations: FMN, flavin mononucleotide; FAD, flavin-adenine dinucleotide; TPN, 
TPNH, oxidized and reduced triphosphopyridine nucleotide; Tris, trisrhydroxymethyl)amino- 
methane. 
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