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SUMMARY 

Octopine dehydrogenase: Purification and catalytic properties 
I. Octopine dehydrogenase, an NAD + enzyme, which catalyzes the dehydro- 

genation of octopine into arginine plus pyruvate,  has been purified from muscles of 
Pecten maximus. I t  is homogeneous on analytical ultracentrifugation and disc 
electrophoresis. 

2. The enzyme contains no such metal  cofactor as Fe 2+, Mn 2+, Zn 2+. 
3. The Michaelis constants are: 1. 5 • io -3 M for octopine, arginine and pyruvate,  

1.5. lO-4 M for NAD + and 4" IO-5 M for NADH. 
4. Substrate analogs with a guanidyl (guanidinobutane) or a carboxyl group 

(valeric acid) or both of them (b-guanidinovaleric acid) are competitive inhibitors of 
the octopine forming reaction. In the dehydrogenation reaction, compounds with 
only one of these groups are competitive inhibitors whereas those possessing both 
guanidyl and carboxyl groups are not. 

INTRODUCTION 

L'octopine d6shydrog6nase, extraite du muscle de certains invert6br6s marins, 
est un enzyme ~ NAD +, catalysant la r6duction r6versible du produit de condensation 
chimique de l'arginine et du pyruvate  1-4. 

Chez les invert6brfs renfermant de l 'octopine d6shydrog6nase dans leurs 
muscles, la lactate d6shydrog6nase musculaire est tr6s peu active ou totalement 
absente4, 5. II serait donc possible que, chez ces invert6br6s, le pyruvate  provenant  
de la glycolyse assure, principalement avec l'arginine lib6r6e de la phosphoarginine et 
grace h l 'octopine d6shydrog6nase, la formation de l'octopine, la synth6se de l'acide 
lactique devenant tout ~ fait secondaire. L'octopine d6shydrog6nase jouerait le r61e 
de la lactate d6shydrog6nase dans le m6tabolisme de l'acide pyruvique. 

D'autres t ravaux ont mis en 6vidence, dans les tissus v6g6taux canc6reux, 
l'existence de l 'octopine d6shydrog6naseS, 7 et d 'un enzyme catalysant le mfime type 
de rfaction avec la lysine ou l 'ornithine et le pyruvate,  produisant respectivement la 
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Fig. i. Rdaction catalysde par  l 'octopine ddshydrogdnase. 
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lysopine et l 'acide octopinique 6-8. On pourrait en rapprocher aussi la formation 
enzymatique de saccharopine, formde par condensation de la lysine (par son groupe- 
ment e-NH2) avec l 'a-cdtoglutarate dans les tissus animauxg, t° ou chez les micro- 
organismeslL Cette rdaction pourrait, d'apr~s les auteurs, jouer un certain r6!e dans 
le mdtabolisme de la lysine. 

L'octopine ddshydrogdnase semble donc faire partie d 'un nouveau groupe de 
ddshydrogdnases, toutes caractdrisdes par le m~me type de substrat,  une base de Schiff, 
et conduisant toutes au blocage d 'un produit essentiel de m6tabolisme, le pyruvate  ou 
l 'a-cdtoglutarate. 

I1 nous a sembl6 int6ressant d 'approfondir le mdcanisme d'action de l 'octopine 
ddshydrogdnase et, dventuellement, de la comparer avec les autres ddshydrogdnases 
du m~me type. Nous avons donc entrepris sa purification ~t part ir  des muscles de 
Pecten maximus L. et abordd l'dtude de la rdaction enzymatique. 

MATERIEL ET MI~THODES 

Produits utilisds 
Les acides gras ou aminds ou a-cdtoniques et les chdlateurs sont des produits 

commerciaux, recristallisds au besoin. 
Le guanidinobutane et l 'acide 6-guanidinoval6rique sont prdpards par amidina- 

tion de l 'amine ou de l'acide ~-amind correspondant au moyen de la S-mdthyliso- 
thiourde 1~. 

L'octopine a dtd synthdtisde par la mdthode de IZUMIYA et al23. 
NAD+ et NADH (Calbiochem, grade A) sont utilisds tels quels. Leur concen- 

trat ion est ddterminde d'apr~s leur coefficient d'extinction molaire respectif: 18. lO 3 
M -1 .cm -1 ~t 260 m# pour NAD + et 6.22 .lO 3 M -1 "cm -1 ~ 340 m/~ pour NADH. 

Les gels de Sephadex G-ioo et de DEAE-Sephadex A-5o sont prdpards et 
r6gdndrds d'apr&s les indications du fabricant (Pharlnacia, Uppsala). Le gel de phos- 
phate de calcium est prdpard d'apr~s TISELIUS et al. ~4. 

Mesure de l'activitd enzymatique 
Celle-ci est ddterminde spectrophotomdtrittuement d'apr~s l 'apparition ou la 

disparition de NADH, suivant le sens de la rdaction. 
Les mesures sont effectudes A 33 ° et ~ 340 m#, au spectrophotom~tre Unicam 

SP 800, avec un enregistreur Electro-synth~se P-62 permettant  d'apprdcier les 
variations d 'absorbance ~t o.ooi unitd pr~s. Ires variations sont lindaires pendant au 
moins I min d'enregistrement. 
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L'enzyme est ajout6 au milieu r4actionnel, pr6incub6 pendant 5 rain ~ 33 ° et 
dont la composition est la suivante: octopine 6. IO -a M, NAD + I .  IO -3 M, tampon 
glycine-soude o.I M et pH 9.8 pour la R6action 2; L-arginine 4" IO-a M, pyruvate  de 
sodium 4" I° -a  M, NADH 2.5" IO 4 M, tampon phosphate o.I M e t  pH 6.6 pour la 
Rfaction I. 

Dans les expdriences d'inhibition par les analogues de substrat  ou par les 
ehdlateurs, le prodmt est ajout6 au milieu r6actionnel avant  la pr6incubation. 

L'unit4 enzymatique correspond ~ la quantit6 d 'enzyme qui, dans les conditions 
de mesure adopt6es, provoque l 'apparition ou la disparition d ' I / ,mo le  de NADH en 
i rain. 

Mesure des protdines 
Celles-ei sont 6valu6es spectrophotom6triquement d'apr6s les absorbances 

mesur6es ~ 280 et 260 m/~, suivant la formule de Warburg et Christian 15. 

Ultracentrifugation 
Elle a 6t6 r6alisde au laboratoire de Mine Filitti-Wurmser. 

Electrophor~se prdparative sur gel de polyacrylamide 
Nous avons utilis6 l 'appareil "Poly-Prep" de Buchler et la technique dderite 

par ORNSTEIN ET DAVlSZ6, ~7 et JOVlN" et al3 s. 
La migration des prot4ines vers l 'anode s'effectue dans un syst6me discontinu 

de tampons alcalins, le tampon sup6rieur 6rant Tris glycine 0.052 M (pH 8.9), le 
tampon inf6rieur et celui d'61ution Tris HC1 o.I M (pH 8.1). 

2~ titre d'exemple: pour 57 mg de prot6ines, nous avons utilis6 60 ml de gel de 
r6solution (7.5% d'acrylamide) polym6ris6 ehimiquement et 12 ml de gel de concen- 
tration (2.5~o d'aerylamide) photopolym6ris6. La prot6ine est dissoute dans 9 ml de 
tampon Tris phosphate 0.059 M (pH 7.2) contenant dithiothr6itol o.I raM, sucrose 
3% et o.I ml de bleu de bromoph6nol o.oi% . Un courant de 5 ° mA sous tension de 
250 V a 6t6 appliqu6. L'appareil  d'61eetrophor6se a 6t6 reli6 ~ un collecteur de frac- 
tions permettant  de recueillir des fractions de 3 ml. L'61ution s'effectuait ~t la vitesse 
de 0.6 ml/min. L 'enzyme est apparu 60 rain apr6s la sortie du bleu de bromophdnol. 

Electrophor~se analytique sur gel de polyacrylamide 
Nous avons utilis6 l 'appareil Aerylophor (Pleuger, Wijnegem, Belgique) et la 

m6thode, 16g+rement modifide, d'ORNSTEIN ET DAVIS 1~,17, adapt6e par REISFELD et 
al. 1". 

L'61ectrophor6se s'effectue sur des colonnes de gel de polyacrylamide de 0.6 cm 
de diam6tre et 3.5 cm de longueur. La colonne de gel est eompos6e de deux couches 
superpos6es: l'inf6rieure consiste en 0.85 ml de gel de r6solution et la sup6rieure en 
o.15 ml de gel de concentration dont la composition est celle utilis6e pour l'61ectro- 
phor6se pr6parative. 

L'dchantillon de prot6ine de 5 50/~g contenant du sucrose 5-1o% est d6pos6 
au sommet du tube ainsi qu'lme goutte de solution de bleu de bromoph6nol o.ooi °/o. 
I.e syst6me de tampons discontinu est 6galement celui de l'61ectrophor6se pr6parative. 
Un courant d'environ 3 mA par tube, sous une tension de 80 V, est appliqu6 pendant 
i 11. 
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Apr6s la migration, les colonnes de gel sont plac6es pendant 30 min dans le 
bain de coloration compos6 de 6 g d'Amidoschwarz par 1 d'acide ac6tique 7%. La 
d6coloration s'op6re 6galement par 61eetrophor6se dans l'acide ac6tique 7% avec un 
courant de 7 mA par tube et sous tension de 80 V. 

Pur~gcation de l'octopine ddshydrogdnase 
A. Extrait brut. Les muscles adducteurs de Pecten sont diss6qu6s, lav6s A l'eau 

distill6e et congel6s A --20 °. Ils peuvent ~tre gard6s ainsi plusieurs tools. Ils sont 
ensuite coup6s en morceaux et homog6n6is6s avec de l'eau distill6e glac6e, par por- 
tions de 700 g de muscles dans 3 fois leur poids d'eau. Apr~s une agitation de 30 rain 

4 °, la suspension est centrifugde 30 rain A 27 700 × g. Le surnageant est gard6 et 
le r~sidu musculaire r6extrait avec i fois 1/2 son poids d'eau distill~e A 4 ° pendant 
30 rain. Apr~s une centrifugation de 30 rain A 27 700 × g, le surnageant r~uni au 
premier extrait constitue l 'extrait brut. Toutes les op6rations ult6rieures sont con- 
duites ~t 4 °. 

B. Fractionnement au (NH4)2SO 4. L'extrait  brut est additionn6 /t froid de 
288 g de (NH4)~SO 4 cristallis6 par 1 de solution et ajust6 ~ pH 7.5. Apr~s 30 rain 
d'agitation, le pr6cipit6 form6 est 61imin~ par centrifugation de 30 rain ~t 16 300 × g. 
Le surnageant est ensuite additionn6 de la mSme fa~on de 237 g de (NH4)2SO a 
cristallis~ par 1 de solution. Apr~s une nuit ~t 4 °, le pr6cipit6 est recueilli par centri- 
fugation ~ 16 300 × g, puis dissous dans du tampon phosphate 5.1o -3 M, EDTA 
i .  lO -4 M (pH 6), ~ raison de 15o 1111 pour 700 g de muscles trait6s. Ceci constitue la 
Fraction B. 

C. La Solution B e s t  dialys6e 20 h contre 16 1 du m~me tampon. L'abondant 
pr6cipit6 blanch~tre est 61imin6 par centrifugation pendant 5 h ~t 75 ooo × g. Le 
surnageant constitue la Fraction C. 

D. Traitement par le gel de phosphate de calcium. La Fraction C est ajust6e ~t 
pH 7.0 avec NHaOH dilute et trait6e par une quantit6 de gel de TISELIUS et al. 14 
correspondant /~ 5 fois le poids de prot6ines. L'enzyme n'est pas adsorb6. Apr~s 
centrifugation ~ 16 300 × g, le surnageant est rdserv6 et le gel lav6 une fois avec le 
tampon phosphate 5" IO-3 M (pH 7). Les surnageants r6unis constituent la Fraction 
D, qui est ensuite pr~cipit6e par 600 g de (NH4)2SO 4 par 1 de solution et additionn6e 
de dithiothr6itol ~t une concentration finale de I .  lO -5 M. 

~k ce stade et sous forme de suspension en solution concentr6e de (NH4)2SO a, 
l 'enzyme est suffisamment stable pour ~tre conserv6 ~ 4 ° et accumul6 en attendant 
d'Stre soumis aux op6rations ult~rieures de purification. 

E. Chromatographie sur DEAE-Sephadex. La Fraction D r~sultant de 4 traite- 
ments successifs de 700 g de muscles congel6s est centrifug6e. Le pr~cipit6 est dissous 
dans 16o ml de tampon Tris-HC1 2. lO -2 M, arginine I .  lO -3 M, EDTA I .  lO -4 M e t  
dithiothr6itol I .  lO -5 M (pH 7.5), contenant NaC1 5"1o-2 M. L'enzyme est ensuite 
dialys6 une nuit contre le m~me tampon. Apr~s la dialyse, la solution contenant 
6230 mg de prot6ines est amende ~t environ 18 mg de prot6ines par ml. Elle est 
partag6e en 2 portions de 174 ml chacune, qui sont filtr6es simultan6ment sur deux 
colonnes (62 cm × 3.2 cm) de DEAE-Sephadex, pr~alablement 6quilibrdes avec le 
m~me tampon. Les colonnes sont ddvelopp6es par 260 ml du m~me tampon et lav~es 
avec 3 fois leur volume de ce tampon additionn6 de NaC1 I . lO  -1M. Une grande 
quantitd de prot6ines iuactives est ainsi 61imin6e. L'enzyme est ensuite 61u6 /~ la 
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vitesse de 6o ml/h par le m6me tampon, additionn6 de NaC1 1.8. IO -1 M. Les fractions 
ayant une activit6 sp6cifique sup6rieure/~ 300 sont r6unies et concentr6es par dialyse 
contre une solution satur6e de (NH4)2SO 4 renfermant EDTA I .  IO -4 M, dithiothr6itol 
I • IO -5 Met  arginine I .  IO -'~ M (pH 7). 

F. Chromatographie sltr Sephadex G-Ioo. La Fraction E est centrifllg6e et le 
pr6cipitd dissous dans 7.5 ml de tampon Tris-HC1 50 raM, KC1 o.~ M, arginine 
i .  io -a M, EDTA i .  io -4 M, dithiothr6itol I .  io -5 M (pH 7.5)- La solution est filtr6e 
sur une colonne (86 cm × 2.8 cm) de Sephadex G-ioo, pr6alablement 6quilibr6e avec le 
m6me tampon. Le filtrat est recueilli par portions de 5 ml ~ raison de 3 ° ml/h. Les 
fractions ayant une activit6 sp6cifique d'environ 90o sont r6unies. On ajoute /i la 
solution NAD + 5" IO-3 Met  on pr6cipite par 600 mg/ml de (NH4)2SO 4. 

RESULTATS 

Purification de l'enzyme 
Le Tableau I rend compte des diff6rentes 6tapes de la purification et de son 

rendement. A partir de 2800 g de muscles de Pecten on peut obtenir environ 50 mg 
d'enzyme pratiquement pur. 

T A B L E A U  1 

PURIFICATION DE L 'OCTOPINE DI~SttYDROGENASE DE -P. maximus 

Fractions Protdines A ctivitd enzymatique 
totales 
(rag) Unitds Unitds 

Cn2yma- e~y~na- 
tiques tiques 
totales par mg 

A. E x t r a i t  b r u t  386 ioo  
B. F r a c t i o n n e m e n t  a u  (NH,)2SO, ~ 37 050 364 ooo lO.2 
C. D ia lyse  et  c e n t r i f u g a t i o n  

p ro longde  i I 16o 318 ooo 28. 5 
D. Gel de p h o s p h a t e  de  c a l c i u m  6 250 268 ooo 43 
E, D E A E - S e p h a d e x  49 ° 183 5 °0  375 
F. S e p h a d e x  G - i o o  5 ° 45 5 °0  9 lo  

Rendement 
(%) 

IOO 

94.5 

82.5 

7 ° 
47.5 
I 2  

L'analyse ~ l'aide de l'ultracentrifugation, effectu6e sur la Fraction F utilis6e 
la concentration de io rag/nil, permet de constater l'homog6n6it4 de la prot6ine 

(Fig. 2). 
Au contraire, l'61ectrophor6se analytique de la m6me fraction (Fig. 3B) montre 

la pr6sence d'une trace d'impuret6 ~t c6t6 d'une bande protfique principale. L'im- 
puret6 est 61imin6e apr6s 61ectrophor6se pr6parative dans l'appareil Poly-Prep de 
Buchler (voir MATI~RIEL ET MI~THODES) et on obtient une fraction enzymatique 
d'activit6 sp6cifique = IOOO (Fig. 3C). 

Recherche f u n  cofacteur mdtallique dventuel 
Un certain nombre de d6shydrog6nases contiennent du zinc qui joue un r61e A 

la fois catalytique et structural (alcool d6shydrog6nases de levure et de foie de cheval, 
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A B C 
Fig. 2. Ultracentrifugation analytique de l 'octopine d~shydrogdnase purifide. Tampon phos- 
phate o,i M (pH 7.4); prot~ines: io mg/mt; vitesse de r6gime: 59 78o tours/rain; temp6rature: 
4°; prises de vue apr~s 96 , 128, 16o, 176, 192 et 2oo min. 

Fig. 3. Electrophor~se sur gel de polyacrylamide de l'octopine d~shydrog~nase (o.o2o mg de 
prot6ines) (A) aprb~s DEAE-Sephadex; (B) apr~s Sephadex G-ioo; (C) apr6s dlectrophor~se pr6- 
parative sur gel de polyacrylamide. 

glu tamodgshydrog6nase) .  Nous avons  donc ent repr is  la recherche d 'un  cofacteur  
rndtall ique 6ventuel  dans  l 'oc topine  d6shydrog6nase.  

Nous avons d ' a b o r d  essay~ l ' ac t ion  inhibi t r ice  de diff6rents ch61ateurs de 
rn6taux. Cornrne l ' ind ique  le Tab leau  II, l ' ac t ion  de ces corps, rn~me h des concen- 
t ra t ions  re la t ivernent  6levfies, est  assez faible. Les inhibi t ions  les plus net tes  ont  6t6 
obtenues  avec le zincon, le d ig thy ld i th ioca rba rna te  de sodium et le NaN 3. 

Les essais d ' i n a c t i v a t i o n  pa r  dia lyse  contre  l 'o-ph~nanthrol ine  2 .10  -3 M ou le 
d id thy ld i th ioca rba rna te  de sodium I • 10 -3 M n 'on t  pas  donn6 de rgsul tats .  

TABLEAU i i  

I N H I B I T I O N  I N S T A N T A N J ~ I ~  D E  L ' O C T O P I N E  D I ~ S H Y I I R O G I ~ N A S E  P A R  D E S  C H I ~ L A T E U R S  

[nhibiteurs 

a,a'-Dipyridyl 
EDTA 

o-Ph6nanthroline 

Zincon 
Didthyldithiocarbamate 

N a N 3  

Conch. 
(M) 

2. 5 - i o - 2  
8 • 1 0  - 2  

1 . 6  - I o  -1  

5 " 1 0 - 3  

9" lO-3 
5 " I 0 - 4  
I I O  - 2  

2 I O  - ~  

3 IO-~ 
2 I O  - 1  

4 IO-1 
8 1 0  - 1  

Inh ibition 
r%) 

I O  

7.5 
19 
8 

19 
30 
I O  

2 2  

47 
33 
58 
86 

Une analyse par spectrophotom6trie d'absorption atomique effectufie sur l'en- 
zyme pur n'a pas permis de trouver des quantit6s appr6ciables de Zn ~+, de Cu 2+ ou 
de Fe ~+. Des traces seulement de ces m~taux ont pu ~tre d6cel6es. 

Ddtermination des constantes de Michaelis  
Dans la r6action de d6shydrog6nation (R6action 2), les courbes de saturation 

de l 'enzyme par l'octopine (Fig. 4A) ou par N A D +  (Fig. 4 B) ont fourni pour valeurs 
respectives de K m 1. 5 • 10 -3 M dans le premier cas et 1.5" lO -4 M dans le second. 
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~u 

Fig.  4. D 6 t e r m i n a t i o n s  de  Km p o u r  la  R ~ a c t i o n  2. (A) C o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  d ' o c t o p i n e .  
(B) C o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  de  N A D  +. 

Dans la r6action d'hydrog6nation (Rdaction I), le v6ritable substrat 6tant le 
produit de condensation de L-arginine et de pyruvatO, la repr6sentation graphique 
de la saturation de l'enzyme par leurs m61anges 6quimol6culaires donne des courbes 
sigmo~des (Fig. 5), expression d'une r6action bimol6culaire. 

Les courbes n'affectent le type michaelien que lorsqu'elles sont trac6es en 
fonction des quantit6s croissantes de l'un des constituants du m61ange arginine plus 
pyruvate en pr6sence d'nne concentration saturante de l'autre (4.IO -a M). Les 

V(AA 340 mP.lmin) 

0.10( 

[ARGINtNE+ PYRUVATE](M) x104 

Fig.  5. C o u r b e  de  s a t u r a t i o n  de  l ' o c t o p i n e  d ~ s h y d r o g 6 n a s e  p a r  des  m 6 1 a n g e s  ~ q u i m o l 6 c u l a i r e s  
a r g i n i n e  plus p y r u v a t e  (Q) --  Q)  ; les m 6 m e s  m 6 1 a n g e s  e n  p r 6 s e n c e  de  l ' a r g i n i n e  2 • lO -3 M ( X - -  X ) 
e t  en  p r e s e n c e  de  l ' a r g i n i n e  6 .  lO -3 M ( Q - Q ) .  
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Fig. 6. D~terminat ion de Km pour  la R6action I. (A) Concentrat ions croissantes en subst ra t .  
(B) Concentrat ions croissantes en NADH.  

valeurs du Km calcul6es sont respectivement de 1. 5 • lO -3 M pour le substrat  (Fig. 6A) 
et de 4" lO-5 M pour NADH (Fig. 6B). 

Effets des analogues de substrat 
Pour prdciser la nature des interactions enzyme-substrat ,  nous avons 6tudi6 

Faction sur l 'enzyme d 'un certain nombre d'analogues de substrat,  poss6dant une ou 
plusieurs fonctions caract6ristiques de ce dernier: groupements guanidique, carboxy- 
lique et amin6, seuls ou associ6s. Le Tableau I I I  montre l'effet inhibiteur des compos6s 
utilis6s. 

Nous avons voulu ensuite pr6ciser le type de ces inhibitions. La Fig. 7 montre 

T A B L E A U  I I I  

I N H I B I T I O N  ( % )  DE L 'OCTOPINE D]~SHYDROGI~NASE PAR DIFFI~RENTS ANALOGUES DE SUBSTRAT 

I n h i b  iteurs Concentrat ion  ( M ) 

I • I 0  -4 • "zO-~ 5 "ZO -~ x • ro  -2 4 "zo-~ ~r • ±0-1 

A .  Rdact ion  de ddshydrogdnation 
Acide (~-guanidinoval~rique 71 92 
Acide 7-guanidinobutyr ique  33 7 I 
L-Arginine 28 68 
D-Arginine 16 
Homoarginine  15 
Agmatine  14 
Guanid inobutane  20 
Acide aminoval6rique 

B. Rdact ion  de f o r m a t i o n  d 'octopine 
Acide &guanidinovaMrique 59 ioo 
Octopine 2 7 4 8 * 
Guanid inobutane  
Acide aminoval~rique 

* Pour  2 .1o  .3 M. 

85 
8I 

56 66 
48 61 
37 45 
62 85 
29 47 

55 7 ° 
35 65 

B i o c h i m .  B i o p h y s .  d c ta ,  i9 i  (i969) 46-57 



.54 N . V .  T H O A I  Ct al. 

l/v 
4C 

-z 
210 M 

A 
l M 

1'0 ;0 - 
V[s] (M") ~1o "2 

i 

' t /v  

40 

7 ;0-2t4 

210- M 

110 2 0 
I / IS]  (M -I) x 10 -2 

l/v 

1,5 IO'IM 

910- M 

~/Cs] (M") xlO "z 

t/v 
40 

-i 
D 510 M 
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~/[s? e; ' l ,~o -~ 

F i g .  7. I n h i b i t i o n s  c o m p d t i t i v e s  par les analogues  de substrat,  dans la Rdact ion 2. (A) Guanidi-  
nobutane  7 " I °  a e t  2 . I O  -2  M.  (B)  A g m a t i n e  2 .  lO . 2  e t  7 ' I °  2 M.  (C) Acide valdrique 9 "  I ° . 2  

et 1. 5 • IO -~ M.  (D)  Acide 7 - a m i n o b u t y r i q u e  2 . 5  • IO -~ e t  5 " i o  t M.  Substrat:  octopine.  

que dans la R6action 2 l'inhibition exercde par le guanidinobutane, l'agmatine, l'acide 
val~rique et l'acide 7-aminobutyrique est compfititive. Celle produite par l'acide 
&aminovaldrique et par l'arginine est non-compdtitive (Fig. 8). L'action de l'acide 
&guanidinovalfirique est plus coinplexe: la Fig. 8 montre qu'avec l'augmentation de 
la concentration en inhibiteur, la Vmax diminue, mais la K m diminue 4galement. 

Dans la R6action I (Fig. 9), les inhibitions sont comp4titives, qu'il s'agisse du 
guanidinobutane, des acides val6rique et &guanidinovaldrique, ou encore de l'octopine 
qui peut ~tre consid6r6e, dans ce sens-ci, comme l'analogue hydrog6nd de substrat. 
Les r6sultats sont les retirees, que l 'on fasse varier Fun ou l'autre des composants du 
m61ange arginine plus pyruvate, l'autre 6tant maintenu ~ concentration saturante. 

1# t/v t/rE 

~0 a 0 |  ¢0t . ~ J  

" - ~ o ~o z o  

l/[s]¢~-'l ,m ~ 1/[sj(~-') xm 4 I/[SliM"~ ,~z 

F i g .  8. inh ib i t ions  non compdt i t ives  par /es analogues  de substrat ,  dans la Rdact ion 2. (A) Acide 
6-anl inovaldrique 3 ' l O - 2  e t  i . lO -1 M. (B)  L-Arginine 9 " lO -4  e t  2 • IO -a  M.  (C) A c i d e  6 - g u a n i d i n o -  
v a l d r i q u e  L 5 '  [ 0  -4  e t  4"  I ° - 4  M.  Substrat:  octopine.  
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t/v 
40 
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~/lsl (~-'), ~0 "~ 

l /v 
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~,/ts] I~"l ~0 ~ 
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40 2 IO-~M 

V[s]~-'/~0 "~ 

~/v 
4O 
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110 210 
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Fig. 9. I n h i b i t i o n s  c o m p 6 t i t i v e s  p a r  les a n a l o g u e s  de  s u b s t r a t ,  d a n s  la  R 6 a c t i o n  I.  (A) G u a n i d i -  
n o b u t a n e  2 .  lO -8 e t  4" lO-8 M. (B) Ac ide  v a l 6 r i q u e  4" I ° - ~  e t  8 .  i o  -~ M. (C) O c t o p i n e  I - l O  -3 et  
2 • lO -3 M. (D) A c i de  d - g u a n i d i n o v a l ~ r i q u e  2 - lO -3 e t  5 ' lO-3 M. S u b s t r a t  : a r g i n i n e  plus p y r u v a t e .  

DISCUSSION 

La m6thode de purification d6crite plus haut permet d 'obtenir des pr@arations 
enzymatiques homog~nes ~ l 'ultracentrifugation analytique et ~ l'61ectrophor~se sur 
gel de polyacrylamide. L'activit6 sp6cifique du produit final est tr~s 61ev~e. 

L'octopine d6shydrog6nase ne semble pas contenir de m6tal. Elle ressemble en 
cela/t  la plupart  des d~shydrog~nases lactiques et diff~re des autres d~shydrog~nases 
telles que les alcool d6shydrog6nases de levure et de foie de cheval, et la glutamo- 
ddshydrog6nase, qui contiennent du Zn ~+, ce m~tal jouant un r61e ~ la fois structural 
et catalytique. 

Les effets inhibiteurs, d'ailleurs pen importants,  qu'exercent certains ch61ateurs 
sur l 'octopine d6shydrogdnase sont comparables g ceux signalds par VESTLING et a l 3  ° 

sur la lactate ddshydrogdnase de foie de rat. Ils pourraient 8tre dus aux interactions 
d 'une autre nature que la formation des complexes m6talliques. 

Dans l '6tude cin6tique de la rdaction de formation de l 'octopine (R6action i), 
la forme sigmoide de la courbe de vitesse en fonction des quantit6s ~quimoldculaires 
croissantes d'arginine et de pyruvate  refl~te la superposition de deux r6actions a, l 'une 
chimique: la condensation spontan6e de l'acide a-amind et de l'oxoacide, l 'autre 
enzymatique: la r4duction de la base de Schiff ~ l 'aide de NADH. En favorisant la 
formation du produit de condensation par l 'emploi ~ concentration saturante de Fun 
des constituants de la rdaction, on obtient 5~ nouveau les courbes michaeliennes 
classiques. 

La possibilitd que l 'octopine d6shydrogdnase soit un enzyme allostdrique a dtd 
4cart~e du fait que les difffrents analogues des substrats et du coenzyme, comme le 
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changement du pH de la r~action, ne modifiaient gu~re la cin6tique de celle-ci. Cet 
enzyme de petit poids mol~culaire (environ 5o ooo) n'est d'ailleurs pas dissociable en 
sous-unit5s (travaux non publi6s). 

L'~tude de l 'inhibition par les analogues de substrats semble montrer  qu'il  
existe sur l 'enzyme au moins deux sites ilupliqu~s dans la fixation du substrat:  l 'un 
rbagissant avec le groupement guanidique du substrat,  l 'autre avec l 'un des carboxyles 
de ce dernier. En effet, dans la R6action i, l 'inhibition exerc6e par les analogues de 
substrat  est comp6titive, qu'ils poss~dent seulement un groupement guanidique 
(guanidinobutane) ou un groupement carboxylique (acide valbrique) ou les deux 
associbs (acide b-guanidinovalbrique, octopine). 

L'inhibition est du m~me type, que l 'on fasse varier l 'un ou l 'autre des compo- 
sants du m~lange arginine pl~ts pyruvate,  l 'autre 6tant maintenu /~ concentration 
saturante. 

Dans la R6action 2, le guanidinobutane et l 'acide val6rique sont des inhibiteurs 
comp~titifs. Par  contre, les compos6s: arginine, acides b-amino- et b-guanidinovalbri- 
que, bien que possddant ~ la fois un groupe basique et un groupe acide s@ar~s par 
une longueur de chaine ad~quate et, par cons~quent, capables de bloquer sur l 'enzyme 
les deux sites de fixation correspondants, ne sont pas des inhibiteurs comp6titifs. 

I1 est possible que les complexes binaires octopine dbshydrogbnase-NAD + et 
octopine ddshydrogdnase-NADH, de conformation mol~culaire sans doute diff6rente, 
rbagissent de faqons diverses aux mbmes analogues de substrat.  L'btude actuellement 
en cours, de spectrophotom~trie diff6rentielle des complexes binaires et ternaires, doit 
apporter d 'autres pr6cisions ~ ce sujet. 
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R]~SUMt~' 

I. L'octopine dbshydrog~nase, enzyme ~ NAD +, qui catalyse la d~shydrogbna- 
tion de l 'octopine en arginine plus pyruvate,  a 6t6 purifibe ~ part ir  des muscles de 
Pecten maximus. L'enzyme est homogfine /t l 'ultracentrifugation analytique et 
l'61ectrophor~se sur gel de polyacrylamide. 

2. L 'enzyme ne renferme pas de cofacteur m~tallique du type Fe 2+, Mn 2+, Zn 2+. 
3. Les constantes de Michaelis sont de 1.5. IO-3 M pour l'octopine, l'arginine et 

le pyruvate,  1.5 • lO .4 M pour NAD + et 4" lO-5 M pour NADH. 
4. Les composbs chimiques poss~dant un groupement guanidique (guanidino- 

butane) ou carboxylique (acide valbrique) ou les deux fonctions associbes (acide b- 
guanidinoval6rique) sont inhibiteurs compbtitifs dans la r~action de formation de 
l'octopine. Dans la d6shydrogbnation de celle-ci, les analogues de substrat  possbdant 
une seule des fonctions prbcddentes sont inhibiteurs comp~titifs; au contraire, ceux 
des produits renfermant /~ la fois les deux groupements guanidique et carboxylique 
ne sont pas inhibiteurs compbtitifs. 
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