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SUMMARY 

Cytochrome b 2 (L-lactate dehydrogenase) : substrate--enzyme reaction 
The rate constants and equilibrium dissociation constants were measured in 

order to study the combination of the substrate to the cytochrome b 2 (L-lactate:ferri- 
cytochrome c oxidoreductase, EC 1.1.2.3) from yeast. A method of protection by the 
substrate to certain modifications of the enzyme was employed in determining the 
Ks for the ES complex; denaturation of the cytochrome b~ by urea proved suitable 
for this purpose. Upon this action, a non-polarized flavine fluorescence appears, syn- 
chronized with an increasn of protein fluorescence. The reaction rate of this process 
was measured by a fluorescence spectrophotometer. 

The rate of modification of the cytochrome b2 by urea decreases markedly in 
the presence of L-lactate or its analogue. The dissociation constant K,  of the ES 
complex, which is identical to the protection constant Kp, was thus determined. We 
obtained the values K8 ---- 20-40 ~uM for L-lactate and 30-2600 ~uM for oxalate between 
pH 6 and pH 8. From these results and known kinetic measurements, we can cal- 
culate the rate constants concerned with substrate fixation: 

K m - -  1.2 raM, K s  - -  20 /zM,  k I - -  lO 5 M -1, k_ x ~ 2 sec -1. 

The second order velocity constant k 1 of the substrate fixation to the cytochrome b 2 
thus calculated, is in good agreement with the value obtained from a direct measure- 
ment by means of a stopped flow technique. 

I N T R O D U C T I O N  

La L-lactate d6shydrog6nase de la levure ou cytochrome b2 (L-lactate:cyto- 
chrome c oxydo r6ductase, EC 1.1.2.3) a 6t6 obtenue, il y a une dizaine d'ann6es, 
l '6tat cristallis6 par APPLEBY ET MORTON 1 qui ont mis en 6vidence sa nature flavo- 
h6moprot6ique. 

w A d r e s s e  ac t ue l l e :  L a b o r a t o i r e  d ' E n z y l n o l o g i e  P h y s i c o - C h i r n i q u e ,  C e n t r e  de  G d n 6 t i q u e  
Molecu la i re ,  G i f - s u r - Y v e t t e ,  F r a n c e .  
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De nombreux travaux portant sur cet enzyme ont 6t6 publi~s depuis, tant sui 
la composition chimique2, 3 que sur ses propri6t6s physicochimiques 4. 

Des ~tudes cin6tiques, avec d6termination des constantes de Michaelis rela- 
tives au substrat tfm, ont 6t6 faites soit par cin6tique classique simple 5-7, soit pal 
cin6tique utilisant un syst~me ~ m61ange rapide 8-10. 

C'est la seule approche qui ait 6t6 faite au probl~me de la combinaison de 
l'enzyme avec son substrat; or on sait depuis les travaux d'Haldane en 1920 que la 
constante cin~tique Km peut ~tre, ~t priori, tr~s diff6rente de la constante de dissocia- 
tion Ks du complexe enzyme-substrat. Deux observations parall~les de BAUDRAS 11 
et d'IWATSUBO 12 avaient sugg6r6 que, pour la L-lactate d~shydrog6nase, Ks devait 
~tre beaucoup plus petit que Kin. 

Les m~thodes, permettant la d6termination de la constante de dissociation 
Ks du complexe enzyme-substrat, sont peu nombreuses et requi~rent des conditions 
d'application tr~s particuli&res. SLATER 13 a sugg6r6 une m6thode bas6e sur la com- 
paraison de Km et V variant corr61ativement avec la concentration d'un accepteur. 
BURTON 14 a propos6 une m6thode plus g6n6rale utilisant l'effet protecteur apport6 
l 'enzyme par ses substrats ou d'autres effecteurs, inhibiteurs comp6titifs par exemple, 
vis ~t vis d'un agent inactivant ~ action progressive. La protection se manifeste par 
une diminution plus ou moins importante de la vitesse d'inactivation; c'est ~ la 
protection de la I)-amino acide oxidase contre la d6naturation thermique qu'il l 'a 
utilis~e. II a 6mis l'hypoth~se que cette protection correspond ~ la formation d'un 
complexe E P  s'inactivant moins rapidement que l'enzyme E. Si Kp est la constante 
de dissociation du complexe UP, il en d6duit que la vitesse d'inactivation ob6it ~t une 
loi du type: 

k + k" P/ t fp  v o + v~  P/K~ 
v = k E + k ' E P = e  

I + P /Kp  I + P / Kp  

e = E + E P  6tant la concentration totale de l'enzyme. 
v 0 et voo les vitesses d'inactivation qui correspondent respectivement ~t une 

protection nulle et ~ une protection maximale. 
Pour P = Kp la vitesse d'inactivation est 6gale ~ (v 0 + v oo)/2, relation utilisde pour 

la d6termination graphique de Kp constante de protection. Dans le cas d'inhibiteur 
compdtitif, Kp s'identifie /t la constante d'inhibition K,. Ce type de mdthode a 6t6 
utilis6e par la suite par LABEYRIE ET STACHIEWICZ 15 SUE l'inactivation de la D- 
lactate d~shydrogdnase de la levure par un ch61ateur, prot6gde par substrat ou in- 
hibiteurs compdtitifs, l'identit6 K , -  Kp s'est montrde parfaitement r6alisde. Ce 
qui justifie l'identification de Kp avec Ks pour le substrat; ainsi d6tennind pour la 
D-lactate d6shydrogdi)ase, K,. est environ 200 lois plus petit que Km alors que pour 
le D-amino acide oxydase, BURTON a trouv6 Ks = Km. 

Darts le prdsent travail, nous avons appliqu6 le principe de cette mdthode ~ la 
L lactate ddshydrog6nase traitde par l'urde. L'action de l'urde sur cet enzyme se 
manifeste, non seulement par perte de l'activit6 enzymatique mais aussi par modi- 
fication de propri6tds physiques, comme la fluorescence de la flavinea,~, ~, celles des 
tyrosines et tryptophanes protdiques ~7 et la dissociation en sous-unitds ~s. 

La vitesse d'apparition de la fluorescence 6raise par le FMN lib6r6 lots du 
traitement de l'enzyme par l'urde est diminude si on traite l'enzyme en prdsence du 
substrat. Nous avons alors pens6 utiliser un test de mesure de fluorescence pour 

Biochim. Biophys. Acta, 146 (1967) 349-366 



CYTOCHROME b~: COMBINAISON ENZYME-SUBSTRAT 351 

d6terminer Ks, au lieu de faire appel ~ un test de mesure d'activit6 r6siduelle qui 
est lent et plus ouvrageux. 

Apr~s avoir justifi6 l'emploi du test de fluorescence pour d6terminer la con- 
stante de protection de certains effecteurs, nous avons 6tudi6 les caract&res cin6- 
tiques de l'inactivation par l'ur6e en prfisence ou non d'effecteurs, puis d6termin6 
les constantes de protections relatives ~ l'oxalate et au L-lactate ail~si que leurs 
variations en fonction du pH. 

A titre comparatif, nous avons d6termin6 le K,,, et V relatifs au L-lactate 
ainsi que la constante de vitesse de combinaison de l'enzyme au substrat, par des 
exp~riences de cin6tique rapide utilisant la technique du "stopped flow". 

MATI~RIEL ET TECHNIQUES 

M atdrid 
La L-lactate d6shydrog~nase pr@arfe ~ partir de la levure de boulangerie, 

(Springer) est obtenue/t l'6tat cristallis6 par la m6thode d'APPLEBY ET MORTON 1. Les 
cristaux r6duits sont ensuite dissous et trait6s selon la mfthode de MORTON ET 
SHEPLEY 19 qui permet d'obtenir l'enzyme recristallis~ sous forme oxyd6e. L'apo- 
D-lactate d6shydrog~nase, d6riv~ sans flavine, est pr6par6 ~ partir de cristaux r6duits 
de L-lactate d6shydrog6nase, par un traitement acide au (NH4)2SO 4 (ref. 20). 

Acide L-lactique est pr@ar6 ~ partir de L-lactate de calcium (California Foun- 
dation for Biochemical Research) dissous dans l'eau avec Dowex 5o-X2 (forme 
acide), pass~ sur une colonne de Dowex 5o-X2 et neutralis6 par NaOH. La concen- 
tration du L-lactate est mesur6e enzymatiquement 21 en prenant A420mv ferri- 
cyanure ~ 1.o 4 mM -1. cm -~. 

Oxalate de sodium (Merck) est mis en solution dans l'eau bidistill6e. 

Techniques 
Fluoromdtrie 
La fluorescence du FMN et la fluorescence prot6ique sont mesur6es au moyen 

d'un spectrofluoromfitre construit par un de nous. Les d6tails de ses caract6ristiques 
ont 6t6 pr~sent6s darts les publications pr6c6dentes 12. La fluorescence flavinique est 
mesur~e ~ 543 m# apr~s excitation ~ 435 m/~. Ces 2 longueurs d'onde, correspondant 
aux points isobestiques de l'enzyme, ont 6t~ choisies de fa~on que, si cehfi-ci est 
r6duit par le substrat, le taux d'absorption reste constant. 

On enregistre le spectre d'~mission de fluorescence prot6ique apr~s excitation 
278 m/~. 

Polarisation de fluorescence 
Pour mesurer la polarisation de la fluorescence du FMN, nous avons mont6, sur 

le compartiment de la euve de mesure, dans l'axe appos6 au 2~me monochromateur 
(Fig. I) un photomultiplicateur (15o AVP) muni d'un polarisateur rotatif de o "~ 9 °0 
et d'un filtre interf6rentiel (55 ° m,u). 

Technique du "stopped flow" 
La technique rapide de r6duction de l'enzyme par le substrat et celle de r6duc- 
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Fig. I. SchEma du montage spectrofluoromEtrique. L, lampe au xenon XBO 45 ° W (Osram); 
MIM v monochromateurs ~ rEseau; I, photomultiplicateur EMI 9558QA; 2, photomultiplicateui 
Radiotechnique 15 o AVP; Ft, fente de sortie de monochromateur d'excitation M1; F~, fente 
d'entrEe du monochromateur de fluorescence M~; C, compartiment thermostat~ pour la cuve de 
mesure; F, filtre interfErentiel (55 °m#) suivi d'un polariseur rotatif. 

t ion du ferr icyanure  pa r  l ' enzyme el1 pr6sence de L-lactate,  sont suivies au moyen 
d ' un  spec t rophotom6t re  " s topped  flow" Type  Gibson-Dur rum.  

Une 16g~re modif icat ion a dr6 effectu6e pour  augmente r  l ' intensi t6 d 'entr6e du 
mol lochromateur ,  en remplaCant la lampe et le miroir  pa r  une lampe quar tz  iode 
Mazda (55 W, I2 V) et pa r  ull miroi r  concave. Ainsi, nous avons augmell t6 l ' in tensi t6  
de la lumi~re incidente  d 'ul l  fac teur  IO soit une am61ioration du r a ppo r t  signal sur  
b ru i t  de fond d 'un  fac teur  3, d 'apr~s  la formule:  S/n = 1.9. lO9 ~/i/zlf. 

Une aut re  am61ioration a 6t6 apport6e  en remplaCant  le pho tomul t ip l i ca teu r  
EMI  9558 Q par  un de m~me marque,  mais  9558 QA, s61ectionn6 pour  un rendement  
quant ique  plus 61ev6 et un courant  d 'obscur i t6  plus faible. 

Nous avolls v6rifi6, au moyen d 'un  oscilloscope Tekt ronic  502, les f luctuat ions  
des a l imenta t ions  stabilis6es de la hau te  tension du PM (Kepco I5OO), et de la basse 
tension de la lampe (SorenseI1 QB 12-8). Pour  la hau te  tension d E / E  = IO -'~, pour  la 
basse tension 3"1o-5. Le bru i t  de fond t ype  Scho t tky  est de o.5-1 mV (de cr~te 
cr~te) pour  une constante  de t emps  t o = I msec k 424 m# avec .d). ~- 3 m#. I1 corres- 
pond  ~t une var ia t ion  de l ' absorbance  de 0.0004 qui repr6sente la plus pe t i te  va r ia t ion  
d6tectable.  A 424 m/~, elle correspolld ~ la diff6rence d ' absorbance  des formes oxyd6e 
et  r~dllite du cytochrome b 2 ~ la concentra t ion de 1. 5 m/zM. La  longueur  d 'onde  du 
monochromateu r  a 6t6 souvent  6talonn6e par  une lampe au mercure  ~ basse tension 
Osram Hga 5 4358 X. Le t emps  mort ,  c 'est  ~t dire le t emps  de demi-remplissage de la 
cuve d 'observa t ion  de 20 ram, est de 5 msec k lO% pr~s. Les seringues d ' in jec t ion  et 
le compar t imen t  de cuve d 'obse rva t ion  sol~t thermos ta t6s  5 25 ° -~ o . I  °. 

L'activitd enzymatique 
L'ac t iv i td  pour  l ' accep teur  ferr icyanure  est mesur6e k 42o m# pa r  un spectro-  

photom~tre  Zeiss, muni  d ' un  enregis t reur  Sargent  L dallS les condi t ions suival l tes :  
t a m p o n  phospha te  66raM,  E D T A  = o .33mM, DL-lactate 6 6 m M ,  K3Fe(CN)s 
0.83 mM, p H  - -  7.5 a 3 °o. 
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RESULTATS 

Etude fluoromdtrique de Faction de l'urde 
On sait que le FMN libre pr6sente une fluorescence non polaris6e, alors que 

fix6 X ] 'enzyme (L-lactate d6shydrog4nase) il n 'est pas fluorescent ~e. En pr6sence d'ur6e 
3.13 M, nous avons pu d6tecter un accroissement progressif de la fluorescence flavi- 
nique du flavocytochrome be, qui se stabilise ~ un certain uiveau all bout de quelques 
dizaines de secondes. Le probl6me qui se pose, est de savoir si cette fluorescence 
acquise est dfie ~t une dissociation progressive de FMN fix6, ou ~ une fluorescence 
intrins6que du FMN fix6, apparaissant par  suite d'un remaniement configurationnel. 
C'est pourquoi nous avons 6tudi6 la polarisation de fluorescence de la solution 
enzymatique en pr6sence d'ur6e. 

Polarisation de fuorescence flavinique. 
Ces exp6riences ont 6t6 faites dans des conditions telles que l 'enregistrement 

de l'intensit6 de la lumi6re de fluorescence flavinique 6raise, s'effectue en m~me 
temps que la rotation continue du polariseur de o ~ 9 °0 et de 9 ° ~ o °. Cette mesure 
dynamique nous montre que le niveau de fluorescence pr6sente une a]ternance r6gu- 
li6re de minima et de maxima correspondant ~ 2 positions crois6es du polariseur. La 
fraction de la lumi6re polaris6e 6tant d6finie par p = ( F / / -  F ± ) / ( F / / +  F_l_), on a 
trouv6 pour L-lactate d6shydrog6nase en pr6sence d'ur6e, 1.7% de polarisation, alors 
qu'avec le m~me montage, pour une solution de FMN libre de mSme concentration, 
le taux de polarisation s'616ve ~ 1.3°/o . Cette diff6rence n'est pas significative. Pour 
une flavoprot6ine, la lipoate NAD oxydo r6ductase, WEBER ET MASSEY e~ out obtenu, 

la m~me temp6rature, une valeur de p 6gale A 4 ° %. I1 y a donc lieu de penser que 
l 'accroissement progressif de fluorescence observ6 correspond ~ une dissociation pro- 
gressive du FMN fix6. 

Fhtorescence protdique. Une autre preuve, tendant ~ renforcer cette hypoth6se, 
est fournie par l'6tude de la fluorescence 6raise par les r6sidus aromatiques de la 
mol6cule prot6ique elle-m~me 17. Lors d'une excitation ~ 278 m/z, l 'apo L-lactate 
d6shydrog6nase (d6riv6 de l 'enzyme sans flavine) pr6sente un spectre d'6mission de 
fluorescence prot6ique dont le maximum d'intensit6 se situe ~ 317 m#. Dans les m~mes 
conditions, ]e spectre de fluorescence de L-lactate d6shydrog6nase non trait6e est 
beaucoup moins intense, mais pr6sente le m~me maximum dolat l'iI~tensit6 n 'a t te int  
environ que le tiers du niveau pr6c6dent. Lors du traitement de l 'enzyme par l'ur6e, 
les spectres de fluorescence se d6forment, comme on le voit sur la Fig. 2a; l'intensit6 
maximale du pic situ6 au d6but / t  317 m/z augmente d'abord, puis diminue (Fig. 2b) 
corr61ativement avec un d6placement de pic vers le rouge. On peut donc distklguer 
deux phases dans le temps: la premi6re sans d6placement du maximum d'6mission 
des tyrosines et t ryptophanes prot6iques, correspondrait ~ la s6paration de la flavine, 
l 'autre plus lente, avec d6placement du maximum, correspondrait ~ une modification 
de la fluorescence intrins6que de ees r6sidus due ~ une r6organisation configuratio- 
nelle de la prot6ine. 

Le parell61isme entre l 'apparition de la fluorescence flavinique non polaris6e et 
l 'augmentation (I6re phase) de fluorescence prot6ique permet de conclure que le 
premier stade, observ6 lorsque l 'enzyme est mis en pr6sence d'ur6e 3.13 M, est une 
lib6ration de la flavine. 
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Fig. 2. a. Action de l'ur6e sur  le spectre d'6mission de fluorescence prot6ique du cytochrome b 2. 
Enregis t rement  du spectre de fluorescence d 'une solution de L-lactate d6shydrog6nase (cyt. b2) 
(Courbe i), d 'apo-L-lactate d6shydrog6nase (Courbe 2), de L-lactate d~shydrog6nase dans 3.2 M 
ur6e (Courbes 3-5), & la concentrat ion finale 2.94/~M d'h~me dans le t a m p o n  0.2 M phosphate ,  
I mM EDTA, p H  6.8 et 25 °. Les Courbes 3-5 repr6sentent  l '~volution du spectre de fluorescence 
dans l'ur~e au cours du temps,  b. Variat ion de l ' intensit6 de fluorescence 6mise par  la L-lactate 
d~shydrog6nase & 317 m# au cours de temps,  en presence d'ur6e. Longueur  d 'onde d 'excitat ion 
278 m/2. Longueur  d 'onde d'6mission -- 317 m,u. - -  , L-lactate d6shydrog6nase (2.94 #M) en 
presence d'ur~e 3.13 M dans le t a m p o n  0.2 M phosphate ,  E D T A  I raM, p H  6.8, 25 °. 
niveau a t te in t  par  apo-L-lactate d6shydrog~nase, d~riv6e de l 'enzyme sans FMN, A la m6me con- 
centrat ion et dans le m6me t am pon  sans ur6e. On observe 2 ph~nom~nes : le premier  li6 & la lib6ra- 
t ion de FMN, l 'autre  correspondant  & la t ransformat ion  de la partie prot6ique de l 'enzyme par  
l'ur6e. L 'ext rapola t ion de la phase lente comprise entre 2 rain et 15 rain d 'enregistrement ,  compte 
tenu du niveau at te int  par  l 'apo-L-]actate d~shydrog6nase seul, nous d61imite la propor t ion  de 
fluorescence li~e & la t ransformat ion  propre de l 'enzyme par  urge. Ce qui nous permet  d 'est imer 
dans la i~re phase la propor t ion  correspondant  & la seule liberation du FMN. 

Probldme de la rdversibilitd du phdnom~ne mesur£ Dans  les condi t ions de no t re  
t ravai l ,  c 'est  ~ dire en p%sence d 'u%e 3.13 M /~ 25 ° et p H  entre  6 et 8, l ' enzyme se 
t ransforme avec l ibera t ion  de FMN. Le probl~me se pose de savoir  si cet te  r6act ion 
est r6versible. On salt  que si l 'on t ra i te  l ' enzyme par  le parach loromercur i su l fona te  
(PCMS), il y a l ib6rat ion irrdversible du FMN fix6; l ' enzyme,  A m~me concentra t ion ,  
t ra i t6  pa r  u%e 4 M, pr6sente le m~me niveau final de fluorescence flavinique, atteir,  t 
au bou t  de 3 & 4 sec : la dissociat ion de la flavine est donc alors complete.  Apr~s di lu-  
t ion (IO lois) du m61ange enzyme-u%e  3.13 M, on peut  d6tecter  une lente d iminu t ion  
progressive de la fluorescence f lavinique (environ lO% de var ia t ion  au bout  de IO min) 
indice d 'une  faible f ixat ion;  cet te  f ixat ion est plus grande et plus rap ide  lorsque la 
solut ion de di lut ion cont ient  du  L-lactate  ou de l 'oxala te .  I1 est v ra i semblable  que 
l 'affinitd de l ' enzyme pour  la flavine a diminu6 apr~s t r a i t e me n t  pa r  l 'ur~e. 

En conclusion, nous consid6rons que, lors de la mesure de l ' in tensi t6  de fluo- 
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rescence flavinique, nous op~rons dans des conditions oil 1'action de l 'urfe est prati- 
quement irr6versible par dilution. 

Ddtermination de K~ 
On a constat@ que la prfsence de L-lactate ou d'oxalate, lors du traitement de 

l 'enzyme par l'ur@e, ralentit consid@rablement l'action de ce dernier: la cin@tique 
d'apparition de la fluorescence flavinique non polaris6e est plus lente. On peut dire 
qu'il y a protection de l'enzyme par ces effecteurs. Comme la lib@ration de FMN est 
pratiquement irr@versible dans ces conditions, l'6tude de sa cin@tique nous permet de 
d6terminer la vitesse de transformation de l'enzyme par l'ur6e et de calculer K~, 
constante de protection de l'effecteur, c'est & dire de connaltre la constante de disso- 
ciation du complexe enzyme effecteur. 

Apr@s avoir 6tudi6 la cin6tique de la r6action de transformation de l'enzyme 
par l'ur~e, nous avons d@termin@ les K~0 de l'oxalate et du L-lactate ~ diff@rents pH. 

Caract~res cindtiques de la dissociation de la flavine en prdsence d'urde 
Nous ajoutons & une cure, contenant du tampon phosphate ou de l'ur@e dis- 

soute dans ce m@me tampon, une aliquote d'une solution de L-lactate dfshydrog@nase 
de mani@re & obtenir une concentration finale de l'ordre de 4/zM. Nous observons 
un accroissement progressif de la fluorescence flavinique correspondant & une disso- 

F~ 
h 
v 1C :--10 F=IO 

~3 

g 

O 2 0  4 0  6 0  
Temps (sec) 

Fig. 3- Cin@tique de dissociation du FMN de |a L-lactate d@shydrog@nase par action de l'ur6e. 
Apr~s excitat ion & 435 m/~, la fluorescence ~mise est rnesur6e A 543 m/~. On ajoute ~t une cuve 
contenant  de l'ur~e 3.12 M dissous dans o.2 M phosphate ,  I mM EDTA, p H  6.25 et 25 °, une 
aliquote de L-lactate d~shydrog6nase (concentration finale 3.38/~M). , niveau final 
cor respondant  & la dissociation totale du FMN. (2)--(2), representat ion de ier  ordre. 1~--O, 
representa t ion de 2~me ordre. 

ciation de FMN fix& L'6volution de la r6action dans le temps est donn6e par la 
Fig. 3 : la repr6sentation du 2~me ordre est lin6aire jusqu'~ environ 9o% de la r6action 
totale; la repr6sentation du Ier ordre est lin~aire jusqu'& environ 5o%. Comme nous 
nous soromes toujours plac6s au d6but de la r~action, nous avons choisi de mesurer 
la vitesse de transformation par l'inverse du temps donnant une variation d6ter- 
min6e de l'intensit~ de fluorescence. 
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Fig. 4. Ordre de la r4action de t ransformat ion  de l 'enzyme par  r appor t  & la concentrat ion de 
celui-ci. On ajoute des quanti t4s variables d 'enzyme & une solution d'ur4e 3.13 1V[ dans le t ampon  
0.2 M phosphate ,  i mM EDTA, pill 6.8 & 25 °. En ordonn4es: vitesse initiale de dissociation de 
FMN mesur4e par  la fluorescence flavinique. En  abscisses: concentrat ion de L-lactate d4shydro- 
g4nase en FM. 

Nous avons essay6 de d6terminer l'ordre de la r6action par rapport aux con- 
centrations d'enzyme et d'ur6e. 

Si on fait varier la concentration E d'enzyme en laissant fixe la concentration 

/ 

f 
0:2 0.4 0:6 

log [ur~] 
o~8 

o 
o o 

, i . . . . . .  t , , , _ ,  
3.30 3.40 3.50 

lIT x 10 3 

Fig. 5. Repr4sentat ion logari thmique des variat ions de la vitesse de t ransformat ion  v de l 'enzyme 
en fonction de la concentrat ion d'ur4e. On a trait4 par  des concentrat ions variables d'ur4e (2.4- 
4 M) une solution d 'enzyme (concentration finale 2.54/zM) dans un  t ampon  0.2 M phospha te  
p H 6 . 2 5  & 25 ° . 

Fig. 6. Variat ion de la vitesse de t ransformat ion  de l 'enzyme par  l 'ur4e en fonction de la temp4ra-  
ture. A une solution d'ur4e 3.34 M dans une t am pon  0.2 N[ phosphate ,  i mM E D T A  p H  6.25, on 
ajoute une aliquote de L-lactate d4shydrog4nase (concentration finale 2.54/~M). On fair varier la 
%emp4rature de 15 ° & 3 o°. 
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de l'ur6e, ]a vitesse d' inactivation est proportionnelle & E. Donc la r6action est du 
premier ordre par rapport  ~ l 'enzyme (Fig. 4). 

La Fig. 5 montre qu'en faisant varier la concentration d'ur6e & concentration 
fixe d 'enzyme la vitesse d'inactivation varie exponentiellement avec la  concentration 
d'urfe, entre 1.5 et 4 M on a v = [ur6el 1°. 

La variation de la vitesse d'inactivation a v e c l a  tempfrature  entre 15 et 35 ° 
repr6sentfe par le graphique log v = f(I/T) (T temp~rature absolue) nous donne deux 
portions de droite avec rupture de pente vers 3 o°. L '6ner~e d'activation est voisine 
de 17 kcal/mole au dessous de 3 °o et de 83 kcal/mole au dessus (Fig. 6). 

E ffecteurs 
Protection par l'oxalate. La vitesse de transformation de la L-lactate d6shydro- 

1001~ a 100] 
5 

5 '  ,do 2do ' a~o ~ o 
Concentration d'oxalate (pM) 

Concentrotion d' oxa]ate (raM) 

o c 

"\\ 

pH 

Fig. 7. a. Protect ion de l 'enzyme nat i f  par  addit ion d'oxalate.  A une solution de t a m p o n  o.2 M 
phosphate ,  i mM E D T A  p H  6.o contenant  ur6e 3.13 IV[ et de l 'oxalate & concentrat ions variables, 
on ajoute une aliquote de L-lactate d6shydrog6nase (concentration finale 3.34/~M) & 25 °. En  
ordonn~es: vitesse de t ransformat ion  (%) de l 'enzyme par  l'ur6e, d~termin6e par  6tude de la 
cin6tique d 'appar i t ion  de la fluorescence flavinique. En  abscisses: concentrat ion d 'oxalate  (/,M). 
b. La  vitesse de t ransformat ion  est mesur6e par  fluorescence prot6ique (©), et par  fluorescence 
flavinique ( + ) .  On op~re dans urde 3.13 M dissous dans 0.2 M phospha te  i mM EDTA,  p H  7.3 
& 25 ° en pr6sence de L-lactate d~shydrog~nase 4.53/~M. c. Variat ion de l'6nergie libre de la 
r6action de dissociation du complexe enzyme-oxala te  avec ]e pH. On op~re sur  une solution de 
L-lactate d6shydrog6nase (concentrat ion finale comprise entre 3 et 4 #M suivant  les pH) dans un  
t a m p o n  0.2 M phosphate ,  i mM E D T A  & 25 °. C), valeurs obtenues par  d6tection de la fluorescence 
flavinique apparue  lors du t ra i t ement  de l 'enzyme nat i f  par  l'ur~e 3.13 M; A, idem &vec ur6e 
4 M; &, idem avec urge 1.9 M; [Z, valeurs obtenues par  d6tection de l 'accroissement de la fluo- 
rescence prot~ique apparu  lots de t ra i t ement  de l 'enzyme nat i f  par  urge 3.13 -M . 
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g6nase par l'ur6e diminue en pr6sence d'oxalate qui protege l'enzyme. Quand on 
mesure la variation de la vitesse de transformation en fonction de la concentration 
d'oxalate ajout6 ~t l'enzyme natif, on peut ddterminer la constante de protection Kp 
qui a dt6 d6finie comme la concentration de protecteur donnant une demi-protection 14. 

Si on repr6sente par voo et v 0 les vitesses de transformation qui correspondent 
respectivement ~t une protection maximale et ~t une protection nulle, on peut d6ter- 
miner graphiquement la valeur de Kr :  c'est la concentration d'oxalate pour laquelle 
v = o.5(voo + Vo). En faisant varier le pH du tampon phosphate, nous avons constat6 
que la protection complete par l'oxalate n'dtait obtenue que pour les pH inf6rieurs 

T A B L E A U I  

yAL]~URS DE Kp POUR DIFFI~RENTS p H  DANS L'URI~E 3.13 M £ 25 °. 

Kp pH 
(,aM) 

6 6.25 6.75 6.9 7.30 7.63 8.23 8.24 

O x a l a t e  3 ° 6o  25 ° 75 ° 14oo  2 6 0 0  
L a c t a t e  19 20 21 3 ° 42 

~t 6.5 alors qu'entre 6.5 et 8. 7 il n 'y  avait que 9o% de protection ~ concentration 
saturante (Fig. 7a). Nous avons observ& que Kp ne vane pas en fonction de la con- 
centration d'urde. En utilisant l'accroissement de la flt, orescence protdique comme 
crit~re de transformation, nous avons obtenu ~ pH 7.2 la m~me valeur pour Kp 
que par l'interm6diaire de la fluorescence flavinique (600 #M) (Fig. 7b). La Fig. 7 c nous 
montre que la variation d'6nergie libre AF varie lin6airement avec le pH. Nous 
avons r6capitul6 dans le Tableau I, les valevrs de Kp pour diff6rents pH. 

Protection par le L-lactate. Le L-lactate, m~me ~t des concentrations tr6s faibles, 
protege l 'enzyme vis A vis de l'ur6e. Nous avons mesur6 la constante de protection 
K~ correspondant au L-lactate de la m~me mani~re que celle correspondant ~ l'oxa- 
late. Mais pour diminuer toute consommation possible de L-lactate, puisque nous ne 
travaillons pas en ana6robiose, nous avons utilis6 l'enzyme ~ faible concentration 
0. 4/zM. Dans ces conditions les valeurs de K~ obtenues sont de l'ordre de 20/~M ce 
qui reprdsente une valeur maximale (Fig. 8a). Pour lever le doute de la consomma- 
tion de L-lactate nous avons fait appel h la mdthode "stopped flow" ann de connaltre 
la cin6tique de reduction de l'enzyme en prdsence de l'ur6e. On distingue 3 phases: 
une r6duction lente, le niveau d'oxydation du d6part 6tant retrouv6 au bout de 8 min 
environ. Dans l'hypoth&se oh la xdtesse initiale de rdduction resterait constante, nous 
avons calcul6 que la quantit6 de L-lactate pr6sent serait consommde par l'enzyme au 
bout de 37 ° sec. Or, lors de la d6termination de Kp, l'enregistrement des variations 
de fluorescence flavinique porte sur IO sec au maximum, ce qui entraine que 3% au 
plus de L-lactate sont consomm6s par l'enzyme. Donc la mdthode pr6cddente de 
d&termination de Kp est applicable au L-lactate. 

La variation d'dnergie libre AF reste constante avec le pH (Fig. 8c). Nous 
avons r6capitul~ dans le Tableau I les valeurs de Kp pour diff~rents pH. 
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Fig. 8. a. Protect ion de la L-lactate dgshydrog6nase nat ive par  addition de L-lactate. A une 
solution d 'urge 3.13 M dans un t a m p o n  o.2 M phosphate ,  I mM EDTA,  p H  6.0 A 25 ° contenant  
des quant i tgs  variables de L-lactate on ajoute l 'enzyme (concentrat ion finale de 0.36 #M). b. En- 
regis t rement  oscilloscopique de la cingtique de rgduction de l 'enzyme par  le L-lactate en prgsence 
&urge. On mglange avec le syst~me de " s topped  flow" une solution d'urge 6.26 M dans un  t a m p o n  
0.2 M phosphate ,  i mM EDTA,  p H  6.8 ~ 25 °, en prgsence de L-lactate 64/,M, avec une solution 
d 'enzyme (o.44/~M) dans le m6me t a m p o n  sans urge. c. Variat ion de l'gnergie libre de la rgaction 
de dissociation du complexe e n z y m e - s u b s t r a t  avec le pH. On op~re sur une solution de L-lactate 
dgshydroggnase (concentrat ion finale 0.37/~M) dans 0.2 M phosphate ,  i mM E D T A  et ~t 25 °. 
Valeurs obtenues par  mesure de la fluorescence flavinique apparue  lots du t ra i t ement  de l 'enzyme 
par  urge 3.13 M. 

Constantes cindtiques de la rdaction enzymatique en presence d'urde 
Pour  confirmer  la m6thode  pr6c6dente de d6 te rmina t ion  de la cons tante  de 

dissociat ion du complexe e n z y m e - s u b s t r a t ,  nous avons jug6 bon de d6terminer  la 
cons tan te  de Michaelis du  l ac ta te  Km dans ur6e ou t a m p o n  et les diff6rentes con- 
s tan tes  de vi tesse  in t e rvenan t  dans  celle-ci. Cette 6tude a 6t6 men6e grace ~ des ex- 
periences de cin6tique rap ide  u t i l i sant  un appare i l  de t ype  " s topped  flow" (Gibson-  
Durrum) .  

La  r6duct ion de l ' enzyme  pa r  le L-lactate se fa isant  selon le sch6ma g6n6ral 
su ivan t  : 
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k 1 ]¢~ 
E + S ~- E S - ~ E r e a P  

k -  1 

kl, k_ 1 sont respectivement les constantes de vitesse d'association et de dissociation 
du complexe enzyme-substrat ,  ks est la constante de vitesse du transfert d'61ectron 

k -  1 ~- k. 2 
du substrat & l'enzyme. Km est alors th6oriquement 6gal & - - - - -  

kt 
Ddtermination de Km et ks. Pour obtenir les valeurs de Km et V relatives au L- 

lactate, on mesure la vitesse initiale de r6duction du ferricyanure en pr6sence de 
l 'enzyme et du substrat. On op~re & ferricyanure saturant (17o #M), et on fait varier 
la concentration du L-lactate de 0.3 & 3 mM. La concentration de l 'enzyme est de 
l 'ordre de 3 #M. On d6tecte le taux de r6duction du ferricyanure en mesurant son 

Temps (sec) 

lO I / 2 ~  M..~" 
1.6 M 

~ "  0 1 2 3 4 5 
11[s] .10 3 

Fig. 9. a. E n r e g i s t r e m e n t  oscil loscopique de ]a c in6t ique de la r6act ion globale enzyme,  s u b s t r a t  
(L-lactate), accep teur  (KaFe(CN)~) en pr6sence d'ur6e.  On  m61ange ~ l 'a ide d ' u n  sys t~me  " s t o p p e d  
flow", A vo lumes  6gaux,  l ' e n z y m e  de concen t r a t ion  2 .33 / ,M en  solut ion darts t a m p o n  0.2 M phos-  
pha te ,  p H  --  7.3, I m M  E D T A ,  25 °, avec KsFe(CN)6 17o/~M, L-lactate  726/~M, urge var iab le  
d i ssou t  dans  ce m~me  t a m p o n ,  5. 25 °. Courbe I, urge 3.2 M (concent ra t ion  finale); Courbe 2, 
ur6e 4 M (concent ra t ion  finale). E n  ordonn6es :  var ia t ion  de l ' absorbance  du K3Fe(CN)6 ~. 4172 ~-. 
b. E t u d e  de l ' inf luence de l 'ur6e sur  la r~act ion globale cata lys~e pa r  l ' enzyme :  r ep re sen ta t ion  
de L i n e w e a v e r - B u r k .  Les  courbes  r6su l t en t  de l ' ana lyse  des e n r e g i s t r e m e n t s  oscil loscopiques de 
la r6action.  Les  exp6riences on t  t ou t e s  6t~ r6alis~es dans  t a m p o n  o. i  M phospha te ,  0. 5 mM E D T A  
& p H  7.3 e t t  = 25°; la concen t r a t ion  finale d ' e n z y m e  dans  le m61ange es t  de 1.16 #M. v repr6sen-  
r a n t  la v i tesse  init iale de r6duc t ion  du K3Fe(CN)n. S 6 t an t  la concen t r a t ion  finale de L-lactate.  
Diff6rentes concen t ra t ions  d 'ur6e  son t  indiqu6es  sur  la figure (o, 1.6, 2. 4 et  3.2 M). 

absorbance ~ 4172 •, point isobestique de l 'enzyme (les formes oxyd6e et r6duite 
absorbent 6galement) apr+s avoir m61ang6 & volumes 6gaux les solutions suivantes 
(I) enzyme en solution dans le tampon, (2) KsFe(CN)6, substrat, ur6e, dissous dans 
le m~me tampon. L'absorbance du ferricyanure diminue lin6airement au cours du 
temps (r6action d'ordre z6ro) la pente mesure la vitesse de r6duction du ferricyanure 
par l 'enzyme (Fig. 9a). Les valeurs de Km (L-lactate) sont calcul6es pour chaque 
concentration d'ur6e, ~ part ir  de la repr6sentation en inverse I/V = f(I/S) (Fig. 9b). 

A partir  de 4 M ur6e, l ' inactivation de l 'enzyme est trop rapide, et la vis- 
cosit6 de la solution trop grande, on ne peut plus d6terminer la vitesse initiale. 

Les r6sultats de cette 6tude (Fig. 9 b) montrent,  que K m n e  varie pas avec la 
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concentration d'ur6e, qui se comporte alors comme un inhibiteur non comp6titif 
dans la r6action de r6duction du ferricyanure par l'enzyme, en pr6sence de L-lactate. 
Comme nous avons la relation V : kse, nous d6terminons en m~me temps Km et k s. 
A 25 ° et pH 7.3 dans tampon 0.2 M phosphate, K m =  (1.2 4- o.I) mM. 

k s d6pend de la concentration d'ur6e, mais ~ un tr~s faible degr6 

Ur#e ( M )  

o 1.6 2. 4 3.2 

k2(sec -1) lO6 99 81 73 

Notons que dans les conditions de ce travail, la vitesse de r6duction du ferricyanure 
est plus rapide que la vitesse de transformation de l'enzyme par l'ur6e. 

Ddtermination de k 1. A faibles concentrations de substrat, c'est ~ dire au dessous 
de I mM (S << Kin), la vitesse de r6duction de l'enzyme est limit6e par la vitesse 
d'association du substrat/~ l'enzyme. Dans ces conditions, la constante de vitesse de 
formation du complexe ES peut ~tre repr6sent6e par la constante de vitesse de 
r6duction de l'enzyme. 

En effet, on sait depuis Haldaue que 

[E] [S] ,Li + k~ ]{m 
[ES] k~ 

dans le cas g6n~ral, alors que Ks = k_l/kl; lorsque Ks << Km il s'en suit que K m =  
k2/k 1 donc k 1 [E] [S] : k2[ES]. 

D'autre part on peut mesurer, pour chaque valeur de S, par analyse de la 
portion initiale de la courbe de r@duction de l'enzyme, la valeur de k2[ES], c'est 
dire de kx[E ]ilS]. Puisque nous sommes dans une zone de concentration de substrat 
off S est trbs inf6rieur ~ Kin, la quantit6 d'enzvme libre peut #tre confondue avecla  

8F 
6i 

4F 

0 2'0 40 66 S'O 160 
Concentrotion de L-lactGte (pM) 

Fig. io. D6terminat ion  de la constante  de vitesse de fixation k 1 de l 'enzyme au subs t ra t .  L'en- 
regis t rement  oscilloscopique de la r6action de r6duction de l 'enzyme par  le subs t r a t  nous permet  
de d~terminer kiS constante  de ier  ordre. Les variat ions de k~S en fonction de S (L-lactate) nous 
pe rme t t en t  d 'obteni r  k 1. On a op~r~ dans t a m p o n  0.2 M phosphate ,  i inM EDTA,  p H  7.7, 25 °, 
concentrat ion finale d 'enzyme A 52/~M. 
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quantitd totale d'enzyme, maintenue 6gale 5. 50 m#M dans les diffdrentes expdriences. 
Dans ces conditions, la mesure des variations de l'dtat de r6duction de l'enzyme au 
cours du temps nous permet d'obtenir la constante de vitesse k 1. Pour ~liminer 
l'intervention de la r6oxydation par l'oxyg~ne, donc la consommation de substrat, 
nous avons travaill6 5. faible concentration d'enzyme, 5o m#M finale. Ainsi, nous 
n'avons observ6 aucune r6oxydation de l'enzyme en cours de mesure, m~me 5. 5/~M 
de substrat. La r6duction de l'enzyme observ6e, par celle de l'h~me ~ 424 m# montre 
une r6action du Ier ordre. La Fig. IO montre la variation de klS en fonction de S 
variant entre 5 et ioo #M, la pente de la droite obtenue nous donne la constante de 
vitesse de fixation du substrat 5. pH 7.3 et 25 °. 

Urge ( M )  

0 3.2 

k l ( M - l . s e c  - ' )  l O . 2 . 1 o  4 6 . 8 . i o  4 

On voit que la constante de vitesse de fixation du substrat n'est pratiqnement pas 
modifi6e par la pr~sence d'ur~e. 

Comparaison des rdsultats obtenus dans l'urde 3.2 M e t  dans le tampon seul. Par 
d6finition de/~m et de Ks nous avons la relation 

k -  1 + k~ k 2 
Km -- K~ -I- - - -  

kL k l  

Comparons les valeurs de Km et du rapport k2/k 1 obtenues pour l'enzyme en pr6sence 
ou non d'ur6e. 

Km est le in,me compris entre I . I  et 1. 3 mM. 

Urge ( M )  

o 3.2 

h 2 ( sec  -1) l O 6  73 
k I (M -1  . s e c  -1) l O . 2 .  IO 4 6 . 8 .  lO 4 
k~/k 1 (M) 1 .o  4 - IO - s  1 .o  7 • I o  - s  

Nous en ddduisons qu'avec ou sans ur6e le rapport k2/k 1 6tant constant, Ks est con- 
stant (puisque Km est lui-m~me constant). 

Cette 6tude justifie ainsi la m6thode pr6c6dente de d6terrnination de Ks par 
traitement de l'enzyme par l'ur6e dans nos conditions exp6rimentales, puisque le 
comportement de l'enzyme est le m~me dans le tampon ou dans l'ur6e 3.2 M. Mais 
comme il sera discut6 ult6rieurement, ceci correspond au fait que dans la phase 
initiale que nous 6tudions, l'enzyme n'a pas encore 6t6 modifi6 par l'ur6e et que seule 
intervient l'action de l'ur6e en rant que milieu solvant. 
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DISCUSSION 

La mdthode utilis6e pour la d6termination de Ks, est bas6e sur l'effet du L- 
lactate dans l'apparition de la fluorescence flavinique lorsque l'enzyme est mis en 
pr6sence d'ur6e. Nous avons cherch6 ~ savoir ~ quoi correspondait l'apparition de 
cette fluorescence. RIPPA 16 observant ce phdnom~ne a pens6 qu'il correspondait 
un 6tat fluorescent du FMN encore fix6 ~ l'enzyme; or nos r6sultats qui montrent la 
non-polarisation de la fluorescence flavinique apparue lors de l'incubation de l'en- 
zyme dans l'ur6e, et notre observation des accroissements synchronisms des fluores- 
cences prot6iques et flaviniques montrent, de maui&re certaine, que l'apparition de 
la fluorescence flavinique correspond ~t la lib6ration du FMN. 

Apr~s avoir discut6 la valeur de la m6thode employ6e pour d6terminer la 
constante de dissociation Ks du complexe enzyme-substrat, nous verrons que 
les renseignements qu'elle nous apporte sur Ks nous permettent d'envisager la 
possibilit6 de ddterminer les diff6rentes constantes de vitesses de la r6action ca- 
talys~e par l 'enzyme et de mieux comprendre le m6canisme catalytique des flavopro- 
t6ines. 

La protection apport6e ~ l'enzyme par le L-lactate ou l'oxalate vis-a-vis de 
l'inactivation par l'ur6e pr6sente les m~mes aspects que ceux d6crits par BURTON 14 
et discut6s par LABEYRIE ET STACHIEWITCZ 15 pour d'antres enzymes. Nous retrouvons, 
en particulier, la correspondance entre la constante de protection K~ relative h l'oxa- 
late K~ ~ 1. 4 mM h 25 °, pH 7.63, et la constante d'inhibition K,, d6terminde par 
cin6tique classique ~ Ki ---- 2 raM, ~ 3o °, pH 7.6. Nous pouvons donc assimiler la 
constante de dissociation du complexe enzyme-substrat K,~, ~ la valeur de K~ cor- 
respondallt au substrat. Mais il est n6cessaire maintenant de discuter les conditions 
particuli~res d'obtentiou du K~ relatif au substrat L-lactate par la m6thode que 
nous avons utilis6e. Comme l'ur6e et le substrat sont ajout6s ensemble ~t l'enzyme, 
il faut que le substrat soit effectivement fix6 h l'enzyme, avant que ne se manifeste 
l'effet d6naturant de l'urde sur celui-ci et que la concentration de substrat reste 
apparemment constante pendant la dur6e de l'enregistrement. I1 est 6vident que la 
valeur de K~ d6termin6e n'aura un sens physique stir, que si la vitesse de fixation 
de lactate est grande par rapport h la vitesse de transformation de l'enzyme pal 
l'ur6e. La d6termination des constantes de vitesse de fixation par la m6thode utilisant 
un syst~me "stopped flow" a donn6 les valeurs suivantes: kx = 6.8 .lO 4 M-~-sec -1 
pH 7.3, 25 ° dans ur6e 3.2 M. On calcule doric que pour une concentration de substrat 
de l'ordre de 5/zM, plus faible quantit6 de lactate utilis6e dans la d6termination de 
Kp, la vitesse de fixation est de 0.34 sec -~. Or la vitesse de transformation, telle que 
nous robservons, darts les m~mes conditions, a u n e  limite sup6rieure de 0.05 sec -1, 
valeur obtenue en absence de substrat. Du reste le fait que Kp ~ K, pour l'oxalate 
confirmait que, la vitesse de fixation de ce dernier 6tait grande par rapport ~ la 
vitesse de transformation de l'enzyme pal l'ur6e. Le probl6me de la consommation 
du substrat, en cours d'exp6riences, peut ~tre lev6 rapidement par la connaissance des 
r6sultats apport6s par l'analyse des cin6tiques de r6duction de l'enzyme par le lactate 
en prdsence d'ur6e: celles-ci obtenues par emploi d'un syst6me "stopped flow" 
montrent en effet que la concentration de lactate ne varie que de 2 °/o au plus. 

La connaissance de Ks et Km n o u s  permet, par le calcul, de d6terminer k~; le 
fair que la valeur calcul~e soit identique ~ la valeur exp6rimentale confirme alors le 

Biochim. Biophys. Acta, 146 (1967) 349--366 



364 M. IWATSUBO, C. CAPEILLERE 

principe de la mesure directe.  En ut i l i sant  les no ta t ions  classiques pour  le schfima 
r fac t ionne l  su ivant  

kl k_ 1 k_ 1 4- k.~ 
E + S,~- E S ~  EredP; Km ' k-i K s ~ -  ; kl 

on a trouvfi ea effet Ks = 30 #M, K m =  I . I  mM, k2 - -  73 sec-~ comme Ks est tr~s 
inffirieur ~ Kin, nous pouvons  ficrire K m =  k2/kl d'ofi  k 1 = 7 3 / I . I ' I O  -3 - - 6 . 6 4 "  
lO s M - l . s e c  1; or expf i r imentalement  on t rouve  kl = 6.8. lO 4 M -1. sec -1. Cette bonne 
correspondance justifie la va leur  de la mfithode utilis6e pour  dfi terminer k I. Remar-  
quons que nous pouvons  calculer la constante  de vitesse de dissociat ion k_~ du 
complexe e n z y m e - s u b s t r a t  

h-~ = klKs = 6.8- lO 4 × 3 °.  I O  - 6  = 2 s e c  - 1  

cet te  faible va leur  refl~te la forte in terac t ion  entre  le subs t ra t  et l ' enzyme au sein du 
complexe.  

I1 est  intfiressant de comparer  les rfisultats obtenus pour  la L-lactate  d6shydro-  
gfinase avec ceux obtenus  pour  d ' au t res  flavoprotfiines. Pour  uu certain nombre  
d ' en t re  elles, comme nota t ine ,  glucose oxydase,  NADH2:cy toch rome  c rfiductase, 
SLATER 13 a calculfi les valeurs  de kl qui se t rouven t  ~tre de l 'ordre  de IO 5 M-~sec -1 
25 °. Ce calcul a fitfi fai t  ~ pa r t i r  de donnfies expfir imentales fournies pa r  Laser  
(notatine),  Oguro (glucose oxydase)  Vernon et al. (NADH2:cy tochrome c rfiductase), 
el1 po r t an t  les var ia t ions  de Km en fonction de V, lorsque varie la concentra t ion  de 
l ' accepteur .  Des rfisultats relatifs aux  k 1 et Ks de la succinod~shydrogfnase  23 ont  
fitfi publifis derni~rement  et se t rouven t  ~tre du mfime ordre de grandeur  que ceux 
obtenus  dans  ce t r ava i l  pour  la IMactate ddshydrogfinase: Ks voisin de 30 #M, tr~s 
pe t i t  devan t  Km et kl = IO 5 M - l " s e c - L  

t~IGEN a montrfi que, lorsque la rfiaction d 'associa t ion  e n z y m e - s u b s t r a t  est 
limitfie pa r  la diffusion des molficules la constante  de vitesse de second ordre k I a 
pour  va leur  max imale  IO 9 M -1.sec-~:  c 'es t  le cas, pa r  exemple,  pour. le syst&me 
fumarase - fumara te .  Les valeurs  de k I obtenues  jusqu 'k  pr6sent  pour  difffirents 
enzymes par  des mfithodes varifies, sont en gfinfral comprises entre  IO 5 et  
lO 9 M-~.sec-~;  ainsi la g lu tamique-aspar t ique  t r ansaminase  fonct ionnant  avec le 
py r idoxa l  phospha te  comme coenzyme et  l ' a spa r t a t e  comme subs t ra t  p r f sen te  un k 1 
de IO 7 M -1. sec -1. L 'ob ten t ion  de valeurs  assez faibles pour  le kl des flavoprotfiines 
est lifie ~ une faible probabil i tf i  de fixation du subs t ra t  ~t l ' enzyme qui peut  alors 
~tre due soit ~ une consfquence de la nficessitfi d 'une  or ienta t ion  stfirique prficise de 
l ' enzyme pa r  r appor t  au subs t ra t  soit ~ un changement  configurat ionel  de la protfiine 
favor isant  la s tabi l i sa t ion du complexe ES.  
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R]~SUMt~ 

L'action de l'ur4e sur la L-lactate d4shydrog4nase (cytochrome b~ ou L-lactate: 
ferricytochrome c oxydo r4ductase, EC 1.1.2.3) se manifeste, entre autre, par modi- 
fications de la fluorescence du groupement prosth4tique flavinique FMN, et de celle 
des tyrosines et tryptophanes prot4iques. A une concentration d'ur4e voisine de 
3.1 M, nous avons constat4 l'apparition de fluorescence flavinique non polaris4e, 
synchronis4e ~ une augmentation de la fluorescence prot4ique. Duns ces conditions, 
l'action de l'ur4e aboutit donc ~ une lib4ration du FMN prosth4tique. Par une m4- 
thode fluorom4trique nous avons pu d4terminer avec pr6cision la vitesse de ce pro- 
cessns: la r4actiop de transformation de l'enzyme par l'ur4e est du premier ordre par 
rapport 5 la concentration d'enzyme et d'ordre Io par rapport ~ celle de l'ur4e. 
Comme la pr6sence de L-lactate ou d'oxalate diminue de fa~on marqu4e cette vitesse 
de transformation, nous avons utilis4 ce ph4nom~ne pour d6terminer la constante de 
dissociation des complexes enzyme substrat ou enzyme-inhibiteur comp6titif (m4- 
thode de protection). A 25 °, pour des pH compris entre 6 et 8 la constante de disso- 
ciation du complexe enzyme-oxalate varie de 30 5 2600 #M alors que dans les m~mes 
conditions, celle relative au complexe enzyme-lactate, c'est-~-dire Ks est pratique- 
ment constaete: Ks est compris entre 20 et 4 ° #M. 

Des exp4riences de cin4tique rapide utilisant un appareil de type "stopped 
flow" (Gibson-Durrum) nous ont permis de d4terminer la constante de Michaelis 
relative au L-lactate Km en pr4sence d'ur4e ~ concentratioi~s variables ou de tampon 
0.2 M phosphate (Kin = 1.2 ~: o.I mM ~ 25 °, pH 7.3) et les diff4rentes constantes de 
vitesse intervenant duns celle ci. L'ur4e se comporte comme inhibiteur non comp6titif. 

En op4rant 5 tr~s faibles concentrations de substrat la r4action d'association du 
substrat ~t l'enzylne devient limitailte ; celle-ci n'est pratiquement pas inodifi6e par la 
pr4sence d'ur4e, elle passe de la valeur lO.2- IO l M -1- sec -1 ~ la valeur 6.8. io ~ M -x- sec -x 
pour des concentrations d'ur4e respectives de o ou 3.2 M, -i 25 ° pH 7-3- Nous en avons 
d4duit la vitesse de dissociation du complexe enzyme-substrat trouv4e 4gale ~t 2 sec -~ 
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