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SUMMARY 

Studies of the active center of rat liver homoserine dehydratase 
Kinetic studies of the desulfhydration of L-homocysteine by purified rat liver 

homoserine dehydratase (L-homoserine hydro-lyase (deaminating), EC 4.2.1.15, 
formerly known as cystathionase) were performed in the presence of L-cysteine or L- 
homoserine. L-Homoserine competitively inhibits the desulthydration of L-homo- 
cysteine and does not alter the desulfhydration of L-cysteine when this substrate is 
used at saturating concentration. When L-homocysteine and L-cysteine were both 
present in the mixture, the production of H~S was larger than the production observed 
when only one of the substrates was employed, although it remained less than the 
expected sum resulting from the unmodified degradation of both substrates. 

On the other hand, D-cysteine competitively inhibits the desulihydration of L- 
cysteine and noncompetitively inhibits the desulfhydration of L-homocysteine. When 
D-cysteine and L-homoserine were present in the mixture, an inhibition of the deamin- 
ation of L-homoserine was observed, as well as a production of D-allocystathionine. 
n-Homoserine and n-homocysteine are without effect on the reactions catalyzed by 
homoserine dehydratase. 

In addition, the effect of L-cysteine, L-serine, L-alanine, L-methionine and 
S-methyl-L-cysteine on the enzyme catalyzed reactions were determined. 

The results are in keeping with the hypothesis that  the active center of homo- 
serine dehydratase is "double", i.e. constituted of two sites, one involved in the bind- 
ing of L-homoserine and of L-homocysteine to the protein, the other involved in the 
binding of L-cysteine. Some properties of this center are described. 

INTRODUCTION 

L'homos6rine d6hydratase du foie de rat (L-homoserine hydro-lyase, EC 
4.2.1.15) est un enzyme/~ phosphate de pyridoxal (PLP) qui catalyse la d6gradation 
de nombreux substratsl-% Parmi ceux-ci, certains, que nous appelerons substrats 
"simples" poss6dent une seule fonction aminoacide, une fonction hydroxyle ou thiol 

Abr6via t ion :  P L P ,  5 ' - p h o s p h a t e  de pyr idoxal .  
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et trois ou quatre atomes de carbone, alors que d'autres, les substrats "doubles", ont 
deux fonctions aminoacides et une fonction thio6ther ou disulfure. On peut alors se 
demander si l 'enzyme a un seul centre actif capable de fixer n ' importe lequel de ces 
substrats. La synth~se enzymatique de L-cystathionine A partir  de L-eyst6ine et de 
L-homos6rine par l'homosdrine d6hydratasel°, ~1 implique que ces deux mol6cules 
soient pr6sentes simultan6ment sur l 'enzyme, ce qui sugg~re 1'existence de deux sites, 
l 'un permet tant  la fixation de la L-cyst6ine, l 'autre celle de la L-homos6rine. Peut-on 
alors retenir l 'hypoth~se d6j~t formul6el°, ~ selon laquelle le centre actif de l 'homo- 
s6rine d6hydratase est "double" et, plus pr6cis6ment, envisager que ce centre actif 
est eompos6 de deux sites diff6rents, l 'un acceptant les substrats "simples" ~ trois 
atomes de carbone, l 'autre, les suhstrats "simples" X quatre atomes de carbone ? 

Pour apporter une r6ponse ~ cette question, nous avons men6 une 6tude ein6- 
tique en "s teady s tate"  en utilisant de l'homos6rine d6hydratase hautement purifi6e 
et nous avons recherch6 d'une part  quelle est l'influence de la pr6sence d'un substrat  
sur la d6gradation d'un autre substrat, d 'autre  part  quel est l'effet des isom&res n des 
substrats ainsi que de quelques substances de structures voisines de celles des sub- 
strats sur les r6actions catalys6es par l 'enzyme. 

MAT]~RIEL ET MI~THODES 

Purification de l'homos~rine ddhydratase 
Elle est effectu6e, selon une m6thode d6jA d6criteg, 13 ~ partir  de foies de rats 

utilis6s imm6diatement apr~s le sacrifice des animaux. Les pr6parations obtenues 
sont homog~nes A l 'ultracentrifugation ou ne pr~sentent au plus que lO% de prot6ines 
contaminantes. Leur activit6 sp6cifique est de 55 a 60/,moles H2S par h par rag, le 
substrat  6tant la L-cyst6ine. La concentration en enzyme est d6termin6e comme 
indiqu~ par MATSUO ET GREENBERG1, 2. 

Mesure des activitds enzymaliques 
Mesure des ddsulfhydrations de la L-homocystdine et de la L-cyst~ine 
Les solutions de L-cyst6ine et de L-homocyst6ine sont faites extemporan~ment, 

la L-homocyst6ine 6tant pr6par6e A partir  de la L-homocyst6ine thiolactone 14. Les 
r6actions de d6sulfhydration sont effectudes pendant 20 rain A 37 ° dans des fioles de 
Warburg en utilisant les techniques d6jA d~critesg; l'hydrog~ne sulfur6 est dos6 selon 
BADINGS ET VAN DER POL 15. Les vitesses initiales des r6actions sont exprim6es en 
/,moles de H2S par h par mg de homos6rine d6hydratase. 

Mesure des ddsaminations de la L-homosdrine et de la L-cystine 
Les d6saminations sont mesur6es par dosage des acides c6toniques 16 produits, 

a-c6tobutyrate dans le cas de la L-homos6rine, pyruvate  dans celui de la L-cystine. 
Quand un aminothiol est present dans le milieu, les d6s aminations sont conduites en 
ana6robiose, et en pr6sence de dithiothr6itol lO -3 M lorsque le substrat  est la L-homo- 
s6rine; de plus, avant  le dosage, la thiazolidine fortune entre l 'aminothiol et l'acide 
c6tonique est hydrolys6elL Les vitesses initiales des r6actions sont exprim6es en 
/,moles d'acide c6tonique form6 par tl par mg d'enzyme. Pour les 6tudes cin6tiques, 
la concentration en enzyme est telle que la quantit6 de substrat  d6grad6 au cours de 
la r6action ne d~passe pas 5% de la quantit6 initiale; darts ces conditions, les activit6s 
sont directement proportionnelles A la concentration en enzyme et les vitesses de 
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d6gradation restent constantes. Quand le substrat  est la L-cystine, nous n 'avons 
observ6, dans les conditions adopt6es, aucune formation de H2S provenant  de la 
d6composition, par des m6canismes enzymatiques ou non, de la thiocyst6ine form6e s. 

Analyse des aeides aminds du milieu rdactionnel 
E]le est effectu6e comme pr6c6demment 1°. Lorsque le milieu contient de l 'homo- 

cyst6ine et de la cyst6ine, lors de l 'analyse un pic apparalt ,  caract6ristique du disulfure 
mixte is, donc 61u6 dans nos conditions imm6diatement apr~s la norleucine, disulfure 
qui se forme lors du passage sur la colonne. Pour 6viter cette formation, ~ la fin de 
]a r6action enzymatique les groupements thiols sont bloqu6s par alkylation avec un 
exc~s d'iodoac6tate. 

RESULTATS 

Effets observds lorsque deux substrats sont prdsents 
Effet de la L-homosdrine sur la ddsul/hydration de la L-homocystdine 
La L-homos6rine inhibe comp~titivement la d6sulfiaydration de la L-homo- 

cyst6ine. La constante de dissociation K,  du complexe enzyme-L-homos6rine d6ter- 
min6e A part ir  des repr6sentations selon Lineweaver et Burk (Fig. I) et selon Dixon 
d 'autre part  a une valeur identique (2.10 -2 M)/~ celle de la constante de dissociation 
apparente Km de l 'enzyme pour la L-homos6rine. 

÷ L- Hser 4.10 -2 M 
1X10-23C / J  .L-Hser 2"10-2M 

/ ~ +L.Hser lO-2M 

201(3 ~ -  L-Hser 

-so o 2b 4; 8o ~8o 
[L_ Hlys] ( M "11 

Fig. I. Action de ]a L-homos6rine sur  la d6sulfhydration de la L-homocyst6ine. Repr6sentat ion 
de Lineweaver  et Burk.  La r6action enzymat ique  est effectu6e pendan t  20 rain ~ 37 ° en ana~ro- 
biose. Le milieu r~actionnel (1.6 ml) contient  du t a m p o n  phospha te  lO -1 M (pH 7.3), du dithio- 
thr6itol IO -a M, les subs t ra t s  et l 'enzyme dilu6 dans une solution de PLP;  la dilution est telle que, 
pendan t  ]a r6action, la format ion de H~S soit comprise entre 0.04 et 0. 5 #*mole. Les vitesses initi- 
ales sont  exprim6es en/~mole de H2S par  h par  mg de homos6rine d~hydratase.  La concentrat ion 
du milieu en P L P  est 2. 5- io 4 M. L-Hser est L-homosdrine, L-Hcys est L-homocyst6ine. 

Effet de la L-homosdrine sur la ddsul/hydration de la L-cystdine 
Pour de fortes concentrations en L-cyst6ine, la d6sulihydration de ce substrat  

n 'est  pas modifi6e par la pr6sence de L-homos6rine, mSme si celle-ci est en concentra- 
tion saturante. Lorsque la concentration en L-cyst6ine est faible, une inhibition 
apparait ,  d ' au tan t  plus importante  que les concentrations en L-homos6rine sont plus 
fortes (Fig. 2). Cette inhibition est ind6pendante de la concentration du milieu en 
coenzyme. 
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Fig.  2. Act ion  de ta L-homos~rine sur  la d6su l fhydra t ion  de la L-cyst~ine. Les condi t ions  exp~ri- 
menta les ,  le mi l ieu  r6ac t ionne l  e t  les ab r6v ia t ions  son t  ana logues  ~, ceux  d6cri ts  dans  la 16gende de 
la  Fig. i .  Z ~ - - A ,  concen t r a t i on  du mil ieu en P L P  est  7.5" IO-4 M; × × ,  concen t ra t ion  du mil ieu 
en P L P  est  2.5 '  IO -4 M. 

Effet de la L-homocystdine sur la ddsulfhydration de la L-cystdine 
Le Tableau I montre que la quantit~ de H2S formfe lorsque ]es deux substrats 

sont pr~sents simultan6ment dans le milieu, et cecl m~me ~t des concentrations satu- 
rantes, est toujours sup6rieure ~t celle qui apparai t  lorsqu'un seul des substrats est 
utilis6, mais reste cependant toujours inf6rieure ~ la somme des quantitfis de H2S 
dos6es /t part ir  de l 'un et l 'autre substrat  employfs s~par~ment dans les m~mes 
conditions, et ceci queue que soit ]a concentration du milieu en dithiothr6itol. 

T A B L E A U  I 

MESURE DES DESULFHYDRATIONS D E  LA L-CYSTEINE ET DE LA L-HOMOCYSTEINE 

Les v i tesses  de d6su l fhydra t ion  des a m ino th io l s  son t  expr im6es  en / ,moles de H~S par  20 rain. 
E n t r e  Ies pa r en the se s  son t  ind iqu6es  les sommes  des v i tesses  de d6sulf laydrat ion mesur~es s6par6- 
n len t  ~t p a r t i r  de chacun  des  d e u x  subs t ra t s .  La  q u a n t i t 6  de H,S  m a n q u a n t e  q u a n d  les deux  sub- 
s t r a t s  sont  p resen t s  s i m u l t a n ~ m e n t  dans  le mi l ieu  est  expr im6e  en pour  cent.  

L-Homocyst~ine, 
conch, initiale 
(M) 

Vitesses de d~sulfhydration (l~moles H2S par 20 rain) 
L-Cysldine, conch, initiale ( M )  : 
o ±o -1 7.5.70 -2 5.20 -2 2 .5 .zo -2 1 .25 . i0  -3 

o o O.21 o.18 o. I6  O.13 0.08 
4"1o -2 o.13 0.27 (0.34) 0.25 (O.31) 0.23 (0.29) 0.20 (0.26) O.I 7(o.21) 
H2S manq~ant (%) 20 19 21 23 19 
lO -3 0.06 0.22 (0.27) 0.20 (0.24) o.18 (0.22) o.15 (o.19) o . i i  (o.14) 
H2S manquant (%) 19 17 18 21 21 

L'hypoth6se de la formation, au cours de l 'incubation, du disulfure mixte est 
6liminer car ce disulfure n 'apparai t  pas ]ors de l 'analyse des acides amin6s du milieu. 
L'homos6rine d~hydratase est donc incapable de condenser en disulfure mixte la L- 
cystfine et la L-homocystfine, mais elle peut d~sulfhydrer simultan6ment ces deux 
substrats;  ce dernier r6sultat confirme des observations ant~rieures TM. 

Effet de la L-cystine sur la d~sulfhydration des aminothiols 
En milieu neutre, une r6action d'~change entre un thiol et un disulfure est 

possible 2° et une telle r6action chimique se produit dans nos conditions exp6rimentales. 
Cette r6action rend complexe l'~tude de l'effet de la L-cystine sur la d6sulfhydration 
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de la L-homocyst6ine. En revanche, elle ne g~ne pas l '6tude de l 'action de la L-cystine 
sur la d6sulthydration de la L-cyst6ine. 

La L-cystine (I0 -3 Met  1.25.10 -3 M) inhibe comp~titivement la d6sulfllydration 
de la L-cyst6ine (Fig. 3). La constante de dissociation Ki du complexe enzyme-  
L-cystine est de 2.IO -a M, valeur cinq lois sup6rieure ~ celle de la constante de 
Michaelis de l 'enzyme pour la L-cystine, qui est de 3" lO-4 a 4" lO-4 M. 

lx10 2 

• 2 
5 1 

1 

-so o ~ 2 b  4bgo 8'0 
1 -1 [~-] ( M ) 

• 3 

~ X 10 -3 2 

6 I 

I 
Vmox 

- l~m ~ 
-50  " 0 10 2o 4 0 5 0  80  l o o  " 

! (M4) 
rs] 

Fig. 3- Act ion  de la L-cyst ine sur  la d6su l ihydra t ion  de la L-cyst6ine. Les  condi t ions  exp6r imenta les ,  
le mil ieu r6act ionnel  et  les ab r6v ia t ions  son t  ana logues  ~ ceux  d6crits  dans  la 16gende de la Fig. I. 
Courbe  i,  pas  de L-cyst ine;  Courbe  2, L-cyst ine lO -3 M; Courbe  3, L-cyst ine  1.25. io  -~ M. 

Fig. 4. Act ion  de la L-cyst ine sur  la d 6 s a m i n a t i o n  de la L-homos6rine.  Les  condi t ions  exp6r imen-  
tales,  le mil ieu r6act ionnel  et  les ab r6v ia t ions  son t  ana logues  ~ ceux  d6cri ts  dans  la 16gende de la 
Fig. i .  Courbe  I, pas  de L-cyst ine;  Courbe 2, L-cyst ine 8- lO -5 M; Courbe 3, L-cyst ine lO -4 M. 

Effet de la L-cystine sur la ddsamination de la L-homosdrine 
Dans des conditions de concentrations saturantes en substrat, la vitesse de 

d6samination de la L-homos6rine est environ cent lois plus grande que celle de la 
L-cystine. 

En pr6sence de 30/~g d'enzyme, la d6samination de la L-homos6rine (5" lO-3 M) 
est tr~s fortement inhib6e (Fig. 4) par la L-cystine (1. 7- lO -3 ~t 8. lO -4 M). 

En pr6sence de 15 #g d 'enzyme et d 'une concentration en L-cystine telle 
qu'aucune formation de pyruva te - -p rovenan t  de la L-cystine--ne soit d6celable, la 
d6samination de la L-homos~rine (5"1o-2 a lO-2 M) est comp6titivement inhib~e 
par la L-cystine (lO -4 et 8. lO -5 M). Dans ces conditions, les d6terminations de la 
constante de dissociation du complexe enzyme-L-cystine donnent des valeurs com- 
prises entre 1. 9. lO -4 et 1.3"IO-4 M, donc inf6rieures ~ la constante de dissociation 
apparente Kin. 

Effets des isom~res I) de quelques substrats 
Aucun acide amin6 "simple" ou "double" de configuration D n'est substrat  

de l'homos6rine d6hydratase. Cependant la L-allocystathioninel, 2 et la mesocystine s 
sont des substrats de l 'enzyme. La d6termination de la valeur du K m  de l 'enzyme pour 
la mesocystine a donn6 1.5"IO -3 M. 

Nous avons constat6 que la I)-homocyst6ine et la D-homos6rine sont sans effet 
sur les diff6rentes activit6s que nous avons mesur6es mais que la I)-cyst6ine inhibe 
ces activit6s. 
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_ 1  1 
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o ~6 2b 4b~o 8 ~  
1 -1 [L_ ~-ys] (M) 
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5 ~ ~ ~  L-Cys 25.10-2M 

~ L-Cys 10 -1 M 
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Fig. 5. Action de la D-cyst6ine sur la d6sulfhydration de la L-cyst6ine. La r6action enzymat ique e~t 
ef~ectude pendan t  20 rain ~ 37 ° en ana6robiose. Le milieu r6actionnel (1.6 ml) contient  du t a m p o n  
phospha te  io -x M (pH 7.3) du dithiothr6itol IO -a M, la n-cyst6ine et la L-cyst6ine pr6par6es ex- 
tenlporan6ment ,  et l 'enzyme dilu6 darts une solution de PLP;  ]a dilution est telle que, pendan t  la 
r6action, la format ion de H2S soit comprise entre 0.04 et 0. 5 mole. Les vitesses initiales sont  ex- 
prim6es en / ,moles  de H2S par  h par  mg de homos6rine d6hydratase,  a. Repr6sentat ion de Line- 
weaver et Burk. 0 - - 0 ,  concentrat ion du milieu en P L P  est 7.5' 1°-4 M; Q - - © ,  concentrat ion 
du milieu en P L P  est 5" IO-4 M. b. Repr6sentat ion de Dixon. Concentrat ion du milieu en P L P  
est 5'  lO-4 M. 

Effet de la D-cysSdine sur la ddsulfhydration de la L-cystdine 
La I>cyst6ine (5" IO ~ ~ 2. IO -~ M) inhibe comp6ti t ivement  (Fig. 5) la d6sulflly- 

dration de ]a L-cyst6ine (io -~ ~ lO -1 M) ; elle se fixe done sur l 'enzyme sur le m~me 
site que la L-cyst6ine. 

Cette inhibition est ind6pendante de la concentrat ion du milieu en coenzyme 
bien que le P L P  forme, avec les aminothiols, des complexes stables, les thiazolidines 21. 

Effet de la I)-cystdine sur la ddsulJhydration de la L-homocyst~ine 
La D-cyst6ine, aux m6mes concentrat ions que eelles pr6e6demment employ6es, 

inhibe de fa~on non comp6tit ive la d6sulfhydration de ]a L-homocyst6ine (Fig. 6), et 
ceci quelle que soit la concentrat ion du milieu en coenzyme. Cette inhibition n 'est  pas 
due ~ la formation du disulfure mixte L-homocyst6ine-I)-cyst6ine, et elle est ind6pen- 
dante de la concentrat ion du milieu en dithiothr6itol. 

Effet de la D-cystdine sur la ddsamination de la L-homosdrine 
La D-eyst6ine inhibe la d6samination de la L-homos6rine; cette inhibition est du 

type mixte, selon la nomenclature de WEBB 22. Comme ]e montre  la Fig. 7, pour une 
concentrat ion donn6e en D-cyst6ine, l 'addi t ion de P L P  10ve partiellement l ' inhibition, 
et cette inhibition devient de type  non comp6ti t if  lorsque le P L P  est en execs. 
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lx l0"2 l 

3 ~  c-Hcys 
1.25.10-2M 

L-Hcys 
20 2.5.10 .2 M 

L- Hcys 
5.10-2M 

-Kj 

-2 0 I 2 
[O- Cys] xlO2(M) 

Fig. 6. Act ion  de la D-cyst6ine sur  la d6su l ihydra t ion  de la L-homocyst6ine .  Rep rdsen ta t i on  de 
Dixon.  Les  condi t ions  exp6r imenta les ,  lc mil ieu r6act ionnel  et les abr6v ia t ions  son t  ana logues  

ceux  d6cri ts  dans  la l~gende de la Fig, I. L a  concen t r a t i on  du  milieu en P L P  est  5 '  lO-4 M. 

Cette observation sugg~re que la D-cyst6ine provoque une d6saturation du site 
de la L-homos6rine en coenzyme. L'inhibition r6siduelle que l 'on constate mSme en 
pr6sence d 'un execs de PLP  est, au moins en partie, due ~t la r6action de condensation 
de la L-homos6rine et de la D-cyst6ine en I)-allocystathionine. En effet, une telle r6ac- 
tion a lieu dans nos conditions exp6rimentales car la D-allocystathionine, qui n'est 
pas substrat  de l 'enzyme .3 apparalt  sur le diagramme des acides aminds : elle est 61u6e 
juste avant  la L-cystathionine. 

-x10 3 5 

20 ~/ 4 

10 2 

-so o 2b 4b~o ~o ~6o : 
1 -1 

+ D-Cys 

- D - Cys 

Fig. 7- Act ion  de la D-cyst6ine su r  la d 6 s a m i n a t i o n  de la L-homos6rine.  Inf luence  du  P L P .  Repr6-  
s en t a t i on  de L ineweaver  et Burk .  Concen t r a t ion  de P L P :  Courbe  I, 2 .5.IO-4 M et  2. 5. IO -a 3/[; 
Courbe  2, 2 . 5 . I o - a M  ( × )  et  1 . 7 5 . I o - 3 M  (O); Courbe  3, 1 . 2 5 ' I ° - 3 M ;  Courbe  4, 7 . 5 " I ° - * M ;  
Courbe 5, 2.5 '  lO-4 M. L a  vi tesse  ini t iale es t  expr im6e  en / ,moles  d ' a - c 6 t o b u t y r a t e  pa r  h pa r  m g  
d ' enzyme ,  Les  abr6v ia t ions  son t  ana logues  A cefles d6cri tes dans  la 16gende de la Fig. I. 
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Effets de quelques acides aminds ayant des structures voisises de celles des substrats 
Nous avons utilis6 les acides aminfis suivants: L-s6rine, L-alanine, L-m6thionine 

et S-m~thyl-L-cyst~ine. 
Les pr6parations de homos6rine d~hydratase sont compl~tement d6pourvues 

d'activit6 de L-s6rine d6hydrase; d 'autre  part,  la L-alanine n'est  pas substrat  de 
l 'enzyme et, dans nos conditions exp6rimentales, nous n'avons observ6 aucune 
d6gradation des acides amin~s S-substitu6s (L-mfthionine, S-m6thyl-L-cyst6ine) mfime 
lorsqu'ils sont employ6s A de fortes concentrations. 

L'effet de ces quatre acides amin6s sur la dfgradation de divers substrats a 6t6 
examin~ et les r6sultats obtenus sont pr6sent6s dans le Tableau II .  

T A B L E A U  II 

N A T U R E  D E S  I N H I B I T I O N S  P R O V O Q U E E S  P A R  L A  L - A L A N I N E ,  LA L - S E R I N E ,  LA S - M E T H Y L C Y S T E I N E  E T  

L A  L - M E T H I O N I N E  S U R  L A  D E G R A D A T I O N  D R  D I V E R S  S U B S T R A T S  D R  L ' H O M O S E R I N E  D E H Y D R A T A S E  

Acide ami~d Substra! Effet I£f (M)  

L-Alanine L-Cystdine Inhibition competitive 
L-Homocyst6ine Inhibition comp6titive 
L-Homos6rine Inhibition comp6titive 

6 -  l O  - 3  

3 "  I O - 3  

3 " l O - 3  

L-S6rine L-Cyst6ine Inhibition comp6ritive 5'  l°-3 
L-Cystine Inhibition comp6titive 5'  lO4 
L-Homocyst6ine Inhibition complexe 
L-Homos6rine Inhibition incomp6titive 2.5" IO -°" 

S-Mdthyl-L-cystdine L-Cyst~ine Inhibition comp6titive to ~ 
L-Homocyst6ine Inhibition comp6titive 3" lO< 
L-Homosdrine Inhibition competitive 3' l°-3 

L-}ldthionine L-Cyst6inc Sans effet 
L-Cystine Sans effet 
L-Homocvst6ine Inhibition comp6titive 1.2. io < 
L-Homos6rine Inhibition competit ive 1.2. IO -1 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

Les r6sultats obtenus au cours de cette ~tude permettent  de dffinir certaines 
conditions n6cessaires pour qu'une mol6cule soit substrat  de l'homos6rine d6hydratase 
et apportent  quelques pr6cisions sur les propri6t6s du centre actif  de renzyme.  

Pour 8tre substrats, les acides amin6s "simples" doivent ~tre de configuration 
L; aucun acide amin6 D n'est d6grad6; d 'autre part,  ils doivent poss6der une fonction 
thiol ou hydroxyle; cette condition est n6cessaire: ni la L-alanine, ni la S-m6thyl-L- 
cyst6ine ni la L-m6thionine ne sont substrats, mais elle n'est pas suffisante : la L-sfrine 
n'est  pas d~grad~e. 

Les acides amines "doubles" peuvent fitre de configuration DL: la L-allocysta- 
thionine et la mesocystine sont substrats, mais ils se fixent plus difficilement sur 
l 'enzyme que leurs analogues LL. D'autre  part,  diverses observations renforcent 
l 'hypoth~se de l'existence, sur l 'enzyme, d'nn centre actif "double" compos~ de deux 
sites, l 'un fixant la L-cyst6ine, l 'autre la L-homocyst6ine et la L-homos6rine. En effet, 
la L-homosfrine, qui inhibe comp6titivement la dfisulfllydration de la L-homocyst6ine, 
se fixe sur le m~me site que cette derni~re, mais la L-homos6rine ne modifie pas la 
vitesse de dgul thydrat ion de la L-cystfine lorsque celle-ci est employ6e 5 de fortes 
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concentrations, ce qui indique que le site de fixation de la L-homosfrine est diff~rent 
de celui de la L-cyst6ine. Ceci est en accord avec la constatation de la d6sulthydration 
simultan6e de la L-cyst6ine et de la L-homocyst6ine utilis6es l 'une et l 'autre ~ des 
concentrations saturantes;  en accord 6galement avec les faits observ6s en pr6sence 
de D-cyst6ine: celle-ci provoque une inhibition comp6titive de la d6sulfhydration de 
la L-cystfiine, et une inhibition non comp6titive de la d6sulthydration de la L-cyst6ine, 
et une inhibition non comp6titive de la d6sulthydration de la L-homocyst~ine et de 
la d6samination de la L-homos6rine. 

I1 apparatt  de plus que l 'un de ces si tes--que nous appelerons site L--n 'accepte  
que les acides amin~s ~ quatre atomes de carbone et de configuration L, et catalyse 
leur d6gradation; en effet, la D-homos6rine et la n-homocyst~ine n' inhibent aucune 
activit6 enzymatique et ne se fixent donc pas sur l 'enzyme. L 'autre  s i te--que nous 
appelerons site DL---est capable de fixer les acides amin6s k trois atomes de carbone, 
de configuration L on D, et catalyse la d6gradation des acides amin6s de configuration L. 
On peut donc 6crire les 6quations suivantes: 

/ L  -Cys 

< 
2~,E/t)-Cys 

~ 2  

.=._:.1 

E ~1 --- E~12 ÷ P2 
E~I ~ ~L-PI cyS~E~D-Cys 

~2~E/D.Cys S L-Hcys 
~L-HCys 

rrr 

E~ 1 = E~2 + P3 
1 ~  ~L- Hse~.. o-Cys 

E ~ " ~ E  ~ 
~ 2 ~  ~D-Cys ~L-Hser 

~E~ 2 * A 

(PMP en exc~s) 

I = site " D L " ,  2 = site "L". P~, P2, P3 -- respect ivement  produi ts  de d~gradation de la L-cy- 
st6ine, de la L-homocyst6ine et de la L-homos6rine. A = D-allocystathionine. 

D'autre  part,  ces deux sites sont en quelque sorte interd@endants:  l 'enzyme, 
satur6 en L-homocyst6ine, est capable de d6grader la L-cyst6ine, mais avec une moins 
grande effmacit6, et r6ciproquement. Cependant cette interd6pendance ne semble pas 
like ~ des modifications conformationnelles d'un site provoqu6es par la pr6sence sur 
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ce site d 'un substrat ou d'un inhibiteur. En effet, la fixation de D-cyst6ine sur le site 
DL emp~che la d6gradation des substrats ~ quatre atomes de carbone mais ne modifie 
pas leur affinit6 pour le site L; de m~me, la saturation du site L par la L-homos6rine 
n'entra~ne pas de modification de l'affinit6 de l 'enzyme pour la D-cyst6ine. 

Ces deux sites ne sont pas chevauchants: la fixation de L-mfthionine sur le site 
L n'est pas accompagn6e d'une modification de la d6sulfhydration de la L-cyst6ine, et, 
si la L-alanine et la S-m6thyl-L-cyst6ine sont des inhibiteurs comp6titifs de la d6grada- 
tion des trois substrats "simples", les constantes de dissociation des complexes 
enzyme-L-alanine et enzyme-S-mfthyl-L-cyst6ine sont diff6rentes suivant que 
l'activit6 mesur6e est soit la d6sulfhydration de la L-cystfine soit la d6samination de 
la L-homos6rine ou la d6sulfhydration de la L-homocyst6ine. De plus, il semble proba- 
ble qu'une molfcule de l 'un ou l'autre de ces effecteurs se fixe sur chaque site: dans 
le cas de la L-alanine, ceei est en accord avec les r6sultats obtenus lors des dosages des 
groupements thiols de l'homos6rine dfhydratase 13. On peut noter que la L-alanine, 
malgr6 la faible r6activit6 de sa chaine lat6rale, pr6sente une grande affinit6 pour les 
deux sites. Dans ce cas, la pr6sence du groupement aminoacide suffit pour qu'il y ait 
fixation sur l'enzyme. Par contre, l'existence dans une molfcule (L-s6rine, L-cystfine) 
d 'un atome de soufre ou d'oxyg4ne poss6dant deux doublets 61ectroniques libres rend 
plus difficile la fixation de ces molfcules sur l'enzyme. 

On peut noter 6galement l 'importance de l 'encombrement st6rique: l'affinitd 
de chaque site pour les acides amin6s "simples" diminue au fur et ~ mesure que la 
dimension de la mol6cule augmente. Par ordre d'affinit6 dfcroissante, le site L fixe la 
L-alanine, la L-homosfrine ou la L-homocystfine, la S-m6thyl-L-cystfine, la L-m6thio- 
nine; pour le site DL, on trouve la L-alanine, la D-cystfine ou la L-cyst6ine, la S- 
m6thyl-L-cystfine. 

Une autre observation concerne la "dissym6trie", en quelque sorte, du centre 
actif. En effet, le site DL permet la d6sulthydration de la L-cystfine mais ne catalyse 
aucune dfgradation de l'analogue hydroxyl6, la L-sfrine; d'autre part, sur le site L, 
la L-homosfrine se d6samine tr6s rapidement alors que la L-homocyst6ine n'est que 
difficilement d6sulfhydr6e. L'homos6rine d6hydratase condense la L-homos6rine et 
la L- OU la D-cystfine respectivement en L-cystathionine ou en D-allocystathionine, 
mais elle est incapable de condenser en L-cystathionine la L-homocystfine et la L- 
s6rine. De m4me, l'homosfrine dfhydratase est incapable de former un disulfure mixte 

partir de la L-homocyst6ine et de la L- OU de la D-cyst6ine bien que l'enzyme fixe 
ces trois substances. 

Les r6sultats obtenus lorsque la L-cystine est employ6e comme l'un des substrats 
montrent q u e a u  moins certains substrats "doubles" peuvent se fixer sur l'un et 
l 'autre des sites des substrats "simples": la L-cystine inhibe compftitivement la 
d6gradation de la L-homosfrine et celle de la L-cyst6ine. De plus, les valeurs des 
constantes de dissociation du complexe enzyme-L-cystine sont difffrentes quand les 
substrats sont soit la L-cystfine soit la L-homos6rine. On peut alors se demander, 
6tant donnfes la faible taille de la mol6cule de L-cystine et la pr6sence, sur cette 
mol6cule, de deux fonctions aminoacides susceptibles de r6agir avec l'enzyme, si une 
m~me mol6cule de L-cystine vient se fixer sur le centre actif "double", c'est-5-dire 
sur l 'un et l 'autre site. Cependant nous n'avons pas observ6 d'inhibition par un exc6s 
de substrat. Notons toutefois que nous avons 6t6 limitfs par la faible solubilit6 de la 
L-cystine et que la plus forte concentration de L-cystine employ6e au cours de ces 
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recherches (I .8.1o -3 M) reste inf6rieure ~ la constante de dissociation du complexe 
L-cystine-site de la L-cyst6ine. 

En conclusion, si l ' interpr6tation de certaines observations reste encore ~ faire, 
en particulier celles qui se rapportent  A divers ph6nom~nes d'inhibition, l 'ensemble des 
r6sultats obtenus est en accord avec l 'hypoth~se de l 'existence sur l'homos6rine 
d6hydratase du foie de rat  d 'un centre actif  "double" compos6 de deux sites. 

R]~SUM]~ 

Des 6tudes cin6tiques de la d6sulihydration de la L-homocyst6ine par l 'homo- 
s6rine d6hydratase purifi6e ~ part ir  de foies de rats ont 6t6 faites en pr6sence de 
L-cyst6ine ou de L-homos6rine. La L-homos6rine inhibe comp6titivement la d6sulihy- 
dration de la L-homocyst6ine mais ne modifie pas la d6sulihydration de la L-cyst~.ine 
lorsque ce substrat  est utilis6 ~ des concentrations saturantes. 

Lorsque de la L-homocyst6ine et de la L-cyst6ine sont simultan6ment pr6sentes 
dans le milieu d'incubation, la production d'hydrog~ne sulfur6 est sup6rieure h celle 
observ6e ~ part ir  de l 'un ou l 'autre substrat  employ6 seul, mais elle reste inf6rieure 

la somme que l'on devrait  obtenir si la d6gradation de l 'un et l 'autre de ces substrats  
n'6tait  pas Inodifi6e. 

D'autre  part, la D-cyst6ine inhibe de fa~on comp6titive la d6sulfhydration de la 
L-cyst6ine, et de fa~on non comp6titive la d6sulfhydration de la L-homocyst6ine. 
Lorsque de la D-cyst6ine et de la L-homos6rine sont pr6sentes dans le milieu d'incuba- 
tion on observe, d'une part  une inhibition de la d6samination de la L-homos6rine, et 
d 'autre  part  une production de o-allocystathionine. 

La D-homos6rine et la D-homocyst~ine ne modifient aucune des activit~s cata- 
lys6es par l'homos6rine d6hydratase. 

Les effets provoqu~s par la L-cystine, la L-s6rine, la L-alanine, la L-m6thionine 
et la S-m6thyl-L-cyst6ine sur les r6actions catalys6es par l 'enzyme ont 6t6 d6termin6s. 

L'ensemble des r6sultats obtenus est en accord avec l 'hypoth~se selon laquelle 
le centre actif de l'homos6rine d6hydratase du foie de rat  est "double",  c'est-~-dire 
form6 de deux sites, l 'un permet tant  la fixation de la L-cyst6ine sur la prot6ine, l 'autre 
celle de la L-homos6rine ou de la L-homocyst6ine. Quelques propri6t6s de ce centre 
actif sont d6crites. 
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