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SUMMARY 

NADP+-specific yeast glutamate dehydrogenase: effect of phosphate on the oxidative 
deamination of glutamate 

Steady-state kinetic studies have shown that  phosphate displays a specific 
role in the reaction of oxidative deamination of glutamate catalysed by the NADP ÷- 
specific yeast glutamate dehydrogenase (L-glutamate :NADP + oxidoreductase 
(deaminating), EC 1.4.1.4): (I) it increases the rate of the forward reaction and 
lowers the affinity of the enzyme for NADP +. Yet phosphate exhibits no effect on the 
backward reaction. (2) In the absence of phosphate Lineweaver and Burk plots 
suggest two different binding sites for NADP +. (3) I t  has been shown that  this 
double role of phosphate is not related to a variation of the ionic strength of the 
medium. However, electrostatic interactions seem to be involved in the binding of 
glutamate on the enzyme-NADP + complex. These results are discussed and seem 
to bring evidence for regulatory properties in this enzyme. 

INTRODUCTION 

La ~lutamate d6shydrog6nase (L-glutamate:NADP+ oxydor~ductase, EC 
1.4.1.4. ) en catalysant r6versiblement la d~samination oxydative d u  glutamate en 
a-c~toglutarate, joue un r61e essentiel de charni6re entre le m~tabolisme des acides 
amin6s et celui des acides tricarboxyliques. Cet enzyme qui accepte soit le NAD ÷, 
soit le NADP + comme coenzyme, a des propri~t6s tr~s diff6rentes suivant son ori- 
gine biologique. Ainsi FRIEDEN 1 a class6 les glutamate d6shydrog~nases de sources 
diff~rentes en deux groupes suivant trois crit~res: sp6cificit6 pour les coenzymes 
NAD + ou NADP+, r6gulation de l 'activit6 enzymatique par les pyridines nucl6o- 
tides et r~actions d'association-dissociation suivant diff6rentes conditions exp6ri- 
mentales. En r~gle g6n~rale, contrairement aux glutamate d6shydrog~nases d'ori- 
gine animale, les glutamate d6shydrog~nases d'origine v~g6tale ou de micro-orga- 
nismes entrent dans le deuxi~me troupe et sont caract~ris~es par une sp~cificit6 
pour un seul coenzyme, par l 'absence de r6gulation par les pyridines nucl6otides et 
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par l'absence de rfactions de polym6risation. Cependant des exceptions A cette r&gle 
ont dfj~ 6t6 montr6es (glutamate dfshydrog6nase de Thiobacillus, Blastocladiella, 
Chlorella) 2-4. 

Par ailleurs HOLZER ET SCHNEIDER 5 avaient mis en 6vidence en 1957 l'exis- 
tence de deux glutamate ddshydrog6nases dans la levure, l'une sp6cifique du NAD ÷, 
l'autre du NADP~ et avaient d6termin6 les param~tres cin6tiques sur des pr@ara- 
tions partiellement purifides. Ult~rieurement la glutamate d~shydrog(~nase de levure 
spdcifique du NADP+ a 6t6 isol(~e et 6tudi6e par GRISOLIA 6 et ensuite par l'un de 
nous 7. Du fait de son fitroite sp~cificit6 et de l'absence de polymdrisation, cet enzyme 
semble correspondre h u n  module int~ressant pour pr~ciser le m6canisme de la rfiac- 
tion enzymatique. 

Cependant, pour 6tudier ce m6canisme, on se place souvent dans des conditions 
assez arbitraires de pH et de force ionique. Or FelEI)EN ~, d~s ~963, avait insist(, 
d'une part sur l'intfr6t d'une 6tude systfmatique de l'influence du pH sur la vitesse 
de la r6action, et d'autre part sur les difficult(~s pr6sent6es par cette 6tude, du fait du 
hombre de substrats et de coenzymes et du nombre de groupements ionisables mis 
en jeu s. 

Ainsi certains auteurs ont montr6 que le pH et la force ionique influen~aient 
la vitesse de la rdaction enzymatique et l'~quilibre entre les diff6rentes formes 
stables et instables de la prot6ine",3& ~°. 

I1 nous a donc paru particuli~rement intfressant d'ftudier l'influence du pH 
sur l'activitfi de la glutamate d6shydrogfnase de levure spfcifique du NADP + que 
nous avons obtenue 5~ l'6tat pur n. 

MATI~RIEL ET METHODES 

Les premifires 6tapes de la purification ont d6j/~ ~,t6 d~crites 2. Depuis cette 
date, nous avons obtenu l'enzyme ~ l'6tat pur, d'apr~s les crit~res de l'ultracentri- 
fugation analytique 11 et de l'61ectrophor~se 12. 

L'activit6 enzymatique lors de la rgaction 

G l u t a m a t e - ~ - N A I ) P +  4 H2( ) ,~ -a -c~ tog lu ta ra te  ~ N A D P H  ~ H ~ +  Ntf~ + 

est suivie par mesure spectrophotom6trique: variation de l'absorbance /~ 34 ° nm 
caract6ristique du noyau pyridinique r6duit du NADP ÷, ~ 3 o°. 

Dans la suite de cet expos6, nous emploierons le terme de "rfaction directe" 
lorsque la r6action enzymatique 6tudi6e est la dfisamination oxydative du glutamate, 
celui de "r6aetion inverse", pour l'amination rdductive de l'a-c6toglutarate. 

Le milieu r6actionnel constitu6 par diff6rents tampons contient pour (a)la 
r~action directe: NADP + I mM, glutamate IOO mM; (b) la r6action inverse: NADPH 
o.I mM; a-cftoglutarate 3o mM; NH4C1 ioo raM. 

Les concentrations des solutions de NADPH et de NADP + sont d~termin~es 
par spectrophotomftrie sur la base des coefficients d'extinction mo16culaire13: 
sa40 nm = 6220 pour NADPH ; et e250 nm = 18 ooo pour NADP +. 

Tous les r6actifs sont pr@arfs dans le tampon utilis6 pour suivre la r6action 
(phosphate de sodium et potassium, ac6tate de sodium, Tris-HCl) et amenfis soigneu- 
sement au pH dfsir6. En particulier dans les exp6riences off le NADP + 6tait utilis6 "a 
forte concentration, les valeurs du pH ont 6t6 mesurfes avec le pHm&tre Tacussel 
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muni d'61ectrodes sp6ciales permettant d'utiliser de faibles volumes de solution. Les 
concentrations en substrats et en coenzymes ont 6t6 choisies en fonction des diff6rentes 
valeurs de Km ddj~ obtenuesL Les vitesses des rdactions correspondent donc ~ la 
vitesse maximale V. Une unitd d'activitd enzymatique est la quantitd d'enzyme qui 
provoque une variation d'absorbance de o.I par rain ~ 34 ° n m .  

RESULTATS 

L'enzyme concentr6 (environ 15 mg/ml) est conserv6 ~ 4 ° dans une solution 
tampon phosphate o.I M, pH 7.6. Dans toutes les exp6riences il est dilu6 dans cette 
m~me solution. Nous avons v6rifi6 que, dans ces conditions, l 'enzyme restait stable 
pendant 12 h. L'influence protectrice du phosphate a d6j$ 6t6 montrde par DI 
PRISCO ET STRECKER 14. 

(I) Influence du p H  et de la force ionique sur la vitesse de la rdaction enzymatique 
Dans les deux sens de la r6action enzymatique les variations de vitesse de la 

r6action ont 6t6 6tudi6es pour des valeurs de pH comprises entre pH 3 et pH lO.6 en 
utilisant soit le tampon ac6tate o.I M, soit le tampon phosphate o.I M, soit enfin le 
tampon Tris-HC1 o.I M. On constate que l'activit6 maximale est diff6rente, d'une 
part suivant le sens de la r6action, d'autre part suivaut les tampons utilis6s. En 
tampon phosphate le pH d'activit6 optimale dans le sens de la ddsamination oxyda- 
tive du glutamate est 7.7, dans le sens inverse: 6. 9. 

TABLEAU I 

pH D'ACTIVITE OPTIMAL]~ POUR DIFFERENTS TAMPONS 

Nature du tampon pH d'activitd maximale 
(o.± M) 

Rdaction directe  Rgaction inverse 

Ac6tate - -  5.9 
Phosphate 7.7 6.9 
Tris-HC1 8.6 --- 

Nous avons alors 6tudi6 la vitesse de la r~action en faisant varier I entre o.oi 
et I, en maintenant le pH constant et 6gal ~ la valeur off l'activit6 apparente est 
maximale: pH 7.7 pour la r6action directe et pH 6. 9 pour la r6action inverse en tam- 
pon phosphate. Les valeurs num6riques de I ont 6t6 d6termin6es ~ partir des abaques 
de GREEN 1~. 

De l'examen des courbes de la Fig. I, il ressort que la vitesse de la r6action 
directe varie de fa~on continue et croissante pour les valeurs de I comprises entre 
o.oi et 0.5, puis d6crolt 16g~rement pour une valeur de I sup6rieure ~ 0.5 (Fig. ia). 

La vitesse de la r6action inverse, par contre, reste constante pour les valeurs de 
I comprises entre o.oi et 0.3, puis diminue 16gSrement entre I = 0.3 et I = I (Fig. Ib). 

Puisque, en tampon phosphate, la variation de I e s t  obtenue en faisant varier 
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Fig. I. V a r i a t i o n  de la v i t e s se  de la r6ac t ion  en  f o n c t i o n  de la force ion ique  du nl i l ieu r4act ionnel .  
a, r4act ion  d i r e c t e . ( T a m p o n  p h o s p h a t e ,  p H  7.7. C o n c e n t r a t i o n  en enzyme 5.1/~g/ml) ; b, r4act ion  
inverse .  ( T a m p o n  p h o s p h a t e ,  p H  6.9. C o n c e n t r a t i o n  en enzyme o.I /zg/ml) .  

la concentration en phosphate, on peut penser que l'effet observ6 est dfl ~ une activa- 
tion par l'ion phosphate*. 

Pour v6rifier cette hypoth6se, nous avons alors 6tudi6 la vitesse de la r6action 
dans deux tampons de force ionique identique mais dont la teneur en phosphate 
6tait diff6rente. Les r6sultats sont r6sum6s dans le Tableau II. 

Ces r6sultats 6taient en faveur de l'hypoth6se prfc6dente, c'est-~-dire que l'ion 
phosphate 6tait activateur. Cependant, comme dans le deuxi6me cas (Tableau II, 
ligne 2) le milieu contient NaC1 0.3 M, nous nous sommes assur6s que la diminution 
d'activit6 n'6tait pas due au CI-, ou 5 des interactions de type 61ectrostatique. 

Nous avons pour cela dftermin6 la vitesse de la rfaction dans deux tampons 
dont la teneur en C1- 6tait difffrente. 

L'effet observ6 sur la Fig. Ia semble donc bien r6sulter d'une activation de la 
r6action par l'ion phosphate et non 6tre dfi ~ la force ionique. D'autre part la courbe a 
de la Fig. I a l'allure d'une courbe de fixation d'un ligand sur une protfine. Nous 
avons alors utilis6 la reprfsentation I/V - - f ( I / [S ] )  en fonction, non plus de la force 

T A B L E A U  ] I 

INFLUENCE DU PHOSPHATE SUR LA VITESSE DE LA REACTION DIRECTE; LE MILIEU R~ACTIONNEL 
CONTIENT 3"5 /~g PROT~INE 

Composition Force ionique 
du tampon 

P h o s p h a t e  o.18 M 0. 5 
P h o s p h a t e  0.073 M 

+ NaC1 0. 3 M Fo.5 

pH A ctivitd 
(unitds/ml) 

7.7 178 

7.7 72 

* L' in f luence  sp6ci f ique des  ca t ions  m o n o v a l e n t s  et  d i v a l e n t s  sur  la v i t e s se  de la r6ac t ion  
e n z y m a t i q u e  fair l 'obje t  d 'une  6 tude  s4par6e.  D e s  premiers  r6su l ta t s  o n t  m o n t r 6  que  N a  + et  IK+ 
n ' o n t  p a s  d'effet  a c t i v a t e u r  sur la r6ac t ion  directe .  
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T A B L E A U  I I I  

E F F E T  DE LA CONCENTRATION EN C1-  SUR LA VITESSE DE LA RI~ACTION D I R E C T E ;  LE MILIEU 

R]~ACTIONNEL CONTIENT 3 .2  ~ g  D ' E N Z Y M E  

Nature du Force ionique p H  Activitd 
tampon ( unit~s /ml ) 

Tris-HC1 0. 5 M 0.23 7.7 14° 
Tr is-HCl  o.i  M 0.05 7.7 12o 

ionique, mais de la concentration en phosphate. La repr6sentation est lin6aire et la 
droite extrapol6e coupe l'axe des abscisses en un point tel que "K" ---- o .o i  M (Fig. 2). 

I1 est int6ressant de remarquer que DI PRISCO ET STRECKER 9 ont trouv4, en 
utilisant la m~me repr6sentation, une valeur identique pour l'abscisse de ce point 
d'intersection ("K" = 0.0I M), en 6tudiant l'influence du phosphate sur la r6action 
directe catalys6e par la glutamate d6shydrog6nase de boeuf. Cependant ces auteurs 
pr6cisent que cette valeur correspond simplement A l'intersection de la droite i/v = 
f(I/ES]) avec l'axe des abscisses et ~ la concentration en phosphate n6cessaire pour 
obtenir une vitesse 6gale ~t V/2. Ils insistent sur le fait qu'il n'est pas encore possible 
de consid6rer "K" comme la constante de dissociation d'un complexe E-P. 

Pour 61ucider le m6canisme de cette activation par l'ion phosphate il 6tait 
int6ressant de rechercher si le phosphate a une infuence sur l'affinit6 de la prot6ine 
pour le N A D P  +, ce coenzyme poss6dant pr6cis6ment un groupe phosphate lat6ral 
sur l'ad6nosine en position 2'. 

(II)  Influence du phosphate sur l'affinitd de la glutamate ddshydrogdnase de levure 
pour le N A D P -  

On a cherch6 ~ d6terminer cette affinit6 en faisant varier la concentration en 

o .  

0.2 

0.1 

o lO 50 
1 - -  (M- l )  

[PI~os phote~ 

Fig. 2. Inf luence  de la  c o n c e n t r a t i o n  en p h o s p h a t e  sur la  v i tesse  de la r6act ion d irec te . (Tampon 
phosphate ,  p H  7-7. Concentra t ion  en  e n z y m e  5.1/~g/ml). 
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Fig. 3. (A) Variation de la vitesse de la r6action directe en fonction de la concentrat ion en NADP + 
pour  plusieurs concentrat ions fixes en glutamate.  Tampon  phosphate  o.18 M, pH 7.7. Concentra- 
tion en enzyme: 2.6#g/ml.  Concentrat ions en glutamate:  0 - - 0 ,  I o o m M ;  &- -A ,  5 o m M ;  
I1--11, 2o mM; O O, io mM; z,a., /~, 5 raM. (B) Graphique secondaire: on porte en ordonn6es 
Ies valeurs de I /V obtenues en (A). 

phosphate dans le milieu r~actionnel: la r6action a 6t~ 6tudi~e dans des conditions 
de milieu diff~rentes, soit en milieu tampon phosphate, concentr6 et dilu6, soit en 
absence de phosphate, dans le tampon Tris-HC1. 

(a) Concentration dlevde en phosphate 
La vitesse de la r6action est mesur6e en milieu tampon phosphate (de sodium et 

potassium) o.18 M, I - - o .  5, le substrat variable &ant le NADP +, pour plusieurs 
concentrations fixes en glutamate. Les r6sultats sont interpr6tfis ~ l'aide de la repr6- 
sentation de Lineweaver et Burk. On obtient une s6rie de droites qui convergent en 
un m~me point. L'abscisse donne la valeur de - - I / K D ,  /£D 6tant la constante de 
dissociation du complexe E -NADP + (r6fs. 16, 17) (Fig. 3). 

Ces r6sultats exp6rimentaux repris dans la m~me reprfisentation, le substrat 
variable &ant le glutamate pour plusieurs concentrations fixes en NADP +, donnent 
~t nouveau une s6rie de droites convergeant en un m~me point (Fig. 4). La signification 
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Fig. 4. (A) Var ia t ion  de ]a vi tesse  de la r~act ion directe en  fonct ion de ]a concen t ra t ion  en g lu ta-  
mate ,  pou r  p lus ieurs  concen t ra t ions  fixes en N A D P  +. T a m p o n  p h o s p h a t e :  o. 18 M, p H  7.7. Concen- 
t r a t ion  en enzyme :  2.6/2g/ml.  Concen t ra t ions  en N A D P + :  & - - & ,  I raM; I - - I ,  0.25 mM;  0 - - 0 ,  
o.125 raM; A - - A ,  o.o83 raM; [ ~ - - [ q ,  0.062 raM; O - - O ,  0.05 mM. (B) Graph ique  secondaire :  
on por te  en  ordonn~es  ]es va leurs  de I/V ob tenues  en (A). 

de ce point reste cependant ~ pr6ciser par des mesures de cin~tique rapide si l'on 
admet que le NADP+ est le premier substrat fix6 sur l'enzyme 16. 

Enfin, ~ partir des courbes des Figs. 3 et 4, les graphiques secondaires repr6sen- 
tant I /V = f  (I/[Glu]) ou f(I/[NADP+]) nous donnent les valeurs de Km pour le 
glutamate et le NADP+ dans les conditions indiqu6es: tampon phosphate o.18 M, 
I = 0.5, temp. ---- 3 o°. 

L'ensemble des r6sultats est r6sum6 dans le Tableau IV. 
(b) Concentration faible en phosphate 
Nous avons fait la mSme s6rie d'exp6riences, mais le milieu r6actionnel est 

constitu6 par le tampon phosphate (de sodium et potassium) 0.003 M, I = o.o1. 
Nous avons vu que, dans ces conditions (Fig. I) la vitesse de la r6action directe est 
faible. Le m~me module de representation I/V =f ( I / [NADP+])  pour plusieurs con- 
centrations fixes en glutamate donne des familles de droites de deux pentes diff6rentes. 
Ces r6sultats mettent en 6vidence, d'une part l 'activation par le NADP + et d'autre 
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T A B L E A U  IV 

VALEURS DES PARAMJgTRES CINETIQUES POUR N A D P ~  ET GLUTAMATE I)ETERMINI~2S DANS 
DIFFI~RENTS /vlILIEUX TAMPONS 

3qilieu rdactionnel NA D P~ Nature Glutamate 
du tampon - 

Molaritd Forc~ pH K D ( M )  Km K,,  
( M ) ioniqu~ . . . .  ( M ) ( M ) 

1 [ I  

P h o s p h a t e  o.18 o.5 7.7 2. 5 . t o  ~ t. 4 . I o  ~ 2 - IO  ~ 
P h o s p h a t e  o.oo 3 o .o l  7.7 2 . 5 " I O  ~ o. 5 . IO "t o . 6 . [ o  4 i . i o  1 
T r i s - H C 1  0. 5 0.23 7-7 2. 5 • IO I 0 .8 .  IO 4 0. 3- [ o  4 2 • i o  e 

Vv 

05. 

B / 
100  

1 (M_I) EG,~ . . . . .  

A o 

{g 
/ /  

/ 
/ j ¸~/~ 

4 
/ 

/ / /  

10 
1 ( raM- l )  

IN  ADP ÷'] 

Fig .  5. (A) V a r i a t i o n  de  la  v i t e s s e  de  la r 6 a c t i o n  d i r e c t e  en  f o n c t i o n  de  la  c o n c e n t r a t i o n  en  N A D P  + 
p o u r  p l u s i eu r s  c o n c e n t r a t i o n s  fixes en  g l u t a m a t e .  T a m p o n  p h o s p h a t e  o .oo 3 M, p H  7.7. C o n c e n t r a -  
t i on  en  e n z y m e :  5 / , g / m l .  C o n c e n t r a t i o n s  en  g l u t a m a t e :  A - - A ,  i o o  m M ;  I t - - m ,  5 ° m M ;  O - - - Q ,  
2o m M ;  / ~ - - A ,  io  m M ;  [ ~ - - D ,  6.6 m M ;  O - - @ ,  5 raM. (B) G r a p h i q u e  s e c o n d a i r e :  on  p o r t e  
en  o r d o n n 6 e s  les v a l e n r s  de  I tV o b t e n u e s  en  (A). 
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Fig. 6. Variat ion de la vitesse de la r6action directe en fonction de la concentrat ion en N A D P  + 
pour  plusieurs concentrat ions fixes en glutamate.  MSmes conditions que pour  la Fig. 5, mais les 
concentrat ions  en N A D P  + sont  comprises entre 0.2 et 2 mM. Concentrat ion en g lu tamate :  A - - A ,  
ioo mM; I - - I ,  IO raM; O - - 0 ,  5 raM. 

part  la possibilit6 d 'un deuxi~me site de fixation du coenzyme sur la prot6ine (Fig. 5.) 
La Fig. 6 repr6sente les r6sultats d 'une exp6rience identique, effectu6e dans 

un intervalle de concentrations en NADP ÷ compris entre 0.2 et 2 mM: on retrouve 
une activation par le NADP ÷ pour des concentrations en coenzyme comprises entre 
0. 4 et 2 mM. 

Enfin la representation des droites I/V ----f(I/[Glu]) pour plusieurs concentra- 
tions fixes en NADP+ et les graphiques secondaires i/V~f(i/[Glu]) ouf(I / [NADP÷])  
nous donnent les valeurs de Kra pour le glutamate et le NADP+ (Figs. 5 et 7). 

(c) En absence de phosphate 
Le milieu r6actionnel est constitu6 par le tampon Tris-HCl 0.5 M. Le calcul 

montre que ,dans ce tampon, la force ionique (I) est 6gale ~t la concentration molaire 
en HC1, soit 0.23 (r6f. 18). Le m6me module de repr6sentation I/V = f ( I / [ N A D P ÷ ] )  
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Fig. 7. (A) Variation de la vitesse de la r6action directe en fonction de la concentrat ion en gluta- 
mate  pour  plusieurs concentrat ions fixes en NADP4. Tampon  phospha te  o.0o 3 M, pH 7.7. Con- 
centrat ion en enzyme: 5 #g/ml.  Concentrat ions en NADP+: A - - A ,  I mM; I t - -m,  o.5 mM; 1~--O, 
o.25 mM; [~---[~, o.i n l M ; ( ) -  -O,  o.o5 raM. (B) Graphique secondaire: on porte  en ordonn6es 
les valeurs de I /V  obtennes en (A). 

pour plusieurs concentrations fixes en glutamate nous donne de nouveau des families 
de droites ayant deux pentes diff6rentes (Fig. 8a). 

La Fig. 8b repr6sente les r6sultats d'une expfrience identique pour une con- 
centration en glutamate de 5 mM dans un intervalle de concentrations en NADP ~ 
compris entre o.5 et 3 raM: on retrouve une activation identique ~ celle observ6e sur 
la Fig. 8a. 

De ces valeurs exp6rimentales repr6sent6es d'une fa~on diff6rente on d6termine 
les valeurs de Km pour le glutamate et le NADP + (Figs. 8a, 9 b et 9c). 

L'ensemble des r6sultats est consign6 sur le Tableau IV. 
La comparaison des Figs. 3 et 5 montre que, dans le premier cas (phosphate 

concentr6, force ionique 61ev6e) la repr6sentation de Lineweaver et Burk donne une 
relation lin6aire. Dans le deuxi6me cas, par contre, phosphate tr6s dilu6, force ionique 
tr6s faible, la reprfsentation indique une activation par le NADP~ et la possibilit6 
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Fig. 8. (A) Variation de la vitesse de la r~action directe en fonction de la concentration en NADP +, 
pour plusieurs concentrations fixes en glutamate. Tampon Tris--HC1 o.5 M, pH 7.7. Concentration 
en enzyme: 2.6/zg/ml. Concentrations en glutamate: I----I,  IoomM; A--A,  2omM; 0----0, 
5 raM. (B) MSme experience. Concentration en glutamate: 5 raM. Concentration en NADP+: 
0.5 A 3 raM. 

d ' un  site suppl6menta i re  de f ixat ion pour  le coenzyme. A forte force ionique et  en 
absence de phospha te  (Fig. 8) nous re t rouvons  de nouveau  une ac t iva t ion  pa r  le 
N A D P  + et  la possibili t6 de deux  sites de f ixat ion pour  le coenzyme. 

Les valeurs  des cons tantes  de dissociat ion du complexe E - N A D P  + correspon- 
dan t  A ou aux sites de la  prot6ine pour  le N A D P +  sont  group6es sur le Tab leau  IV. 

D 'apr~s  le Tab leau  IV, nous voyons  que:  
(I) A force ionique 6levee et  en t a m p o n  phospha te  concentr6 (I~re ligne) la 

va leur  de KD est :  2.5"1o -4 M. 
(2) Pour  une concent ra t ion  en phospha te  faible ou nulle (2~me et  3~me lignes) 

ces valeurs  sont  r espec t ivement  0.5" lO -4 et  o .8 .  IO -a M, ce qui  t r a du i t  une affinit6 
plus g rande  de la prot6ine pour  le N A D P  +. Cependant  les valeurs  de KD obtenues  
pa r t i r  de la deuxi~me par t ie  des courbes (Figs. 5, 6 et  8) sont  ident iques  ~ la  premiere  
va leur  2.5 "1o -4 M. Ces r6sul ta ts  semblen t  mon t r e r  que, lorsqu ' i l  y a un  exc~s de 
phospha te  dans  le milieu, celui-ci masque ra i t  un des si tes de f ixat ion du  N A D P  +. 
Cet effet pa ra i t  i nd6pendan t  de la force ionique. 
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Fig. 9. (A) Variation de la vitesse de la r~action directe en fonction de la concentration en gluta- 
mate pour plusieurs concentrations fixes en NADP +. Tampon Tris-HC1 0. 5 M, pH 7.7. Concen- 
trations en NADP+: t - - O ,  o.5 mM; &--A, o.25 mM; I - - I ,  o.i mM; /k- -A,  o.o62 mM; [~--[~ 
o.o5o mM. (B) Graphique secondaire: on porte en ordonn6es les valeurs de I /V obtenues en (A). 
(C) Les m6mes r4sultats ont 6t6 repris de mani6re & repr6senter I[V --f(I/[NADP+]) pour plu- 
sieurs concentrations fixes en glutamate. On a represent6 le graphique seeondaire repr6sentant 
I/V en fonction de l'inverse de la concentration en glutamate. 

Pour  la f ixation du g lu tamate ,  nous obtenons des r6sultats diff6rents ~ forte 

force ionique, en pr6sence ou en absence de phosphate  (lignes I e t  3), les valeurs de 

Km sont ident iques:  2. lO -2 M. Cependant ,  ~ faible force ionique, la valeur  de Km 
est d 'un  autre  ordre de grandeur :  I • Io  -1 M. L'affinit6 apparente  de la prot~ine pour 
le g lu tamate  augmente  avec la force ionique. La liaison du g lu tamate  sur le complexe 

E - N A D P +  fait in terveni r  de fa~on plus 6vidente des forces de nature  61ectrostatique. 

DISCUSSION 

L'ensemble  des r6sultats, obtenus par des mesures de cin6tique {t l '6 tat  s tat ion- 

naire, fait  apparai t re  le r61e impor tan t  et mult iple  jou6 par  le phosphate  sur la 
r6action de d6samination oxyda t ive  du g lu tamate  catalys6e par  la g lu tamate  d6s- 
hydrog6nase de levure sp6cifique du NADP+:  le phosphate  se fixe sur la prot6ine, il 
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est activateur de la r~action directe, il diminue l'affinit6 de la prot~ine pour le NADP +, 
enfin l 'activation de la r6action directe pour le NADP ÷ qui se produit pour des 
concentrations ~lev~es en coenzyme n 'apparal t  pas en presence de phosphate. 

On pouvait  penser que cet effet phosphate se ram~ne ~. une influence de la 
force ionique: en effet une ~16vation de celle-ci modifie les propri6t~s cin6tiques de la 
glutamate d6shydrog6nase de mammif~re et sa r~activit~ vis-a-vis de certains effec- 
teurs19, *°. Nos ~tudes cin6tiques effectu6es en presence de sels autres que le phos- 
phate et k diff6rentes forces ioniques nous ont permis de v~rifier que cet effet activa- 
teur semble dfi au phosphate plut6t qu'h la force ionique. 

D'autre  part,  nous avons observ~ cet effet phosphate ~ pH 7.7, pH auquel 
l 'enzyme poss~de une activit~ optimale dans le sens de la r~action directe. Or DI 
PRISCO ET STRECKER 9 ont d~j~ observ~ par des m~thodes cin6tiques sur la glutamate 
d6shydrog6nase de boeuf que les 61ectrolytes et plus particuli~rement le phosphate 
avaient un effet activateur sur la r6action directe et masquaient l 'activation par le 
NAD+ et le NADP+, mais ceci seulement ~ pH 9, pH off la mol6cule se trouve sous 
une forme instable. Par  contre ~ pH 7.6 ils n 'observaient aucun effet. Ils interpr6- 
talent ces r6sultats comme une action des 61ectrolytes sur la conformation de la 
mol6cule qui, dans ces conditions, c'est-A-dire ~ pH 9, aurait un site inaccessible aux 
coenzymes g. Ces auteurs ont retrouv6 le m~me effet des sels sur la glutamate d6shy- 
drog6nase de foie de rat ~t pH 7.6 ~1 et trbs r6cemment, darts le cas d'une glutamate 
d6shydrog6nase d'origine nucl6aire, ~ pH 9 seulement2~. Cet "effet phosphate" est 
donc important  et leur permet de caract6riser les diff6rentes glutamate d6shydrog6- 
nases. I1 semble que le comportement de la glutamate d6shydrog6nase de levure 
puisse ~tre rapproch6 de celui de ces deux enzymes r6cemment isol6s. 

Ayant  donc 6tabli que l'effet du phosphate 6tait sp6cifique, nous avons 6tudi6 
son influence sur la fixation du NADP ÷ sur la prot6ine. Ainsi, en absence de phos- 
phate, ou ~ tr~s faible concentration en phosphate, les r6sultats obtenus par des 
mesures cin6tiques et traduits par la repr6sentation de Lineweaver et Burk mettent  
en 6vidence une activation de la r6action directe par NADP + aux fortes concentrations 
en coenzyme, ce qui permet de proposer l'existence de deux sites de fixation pour le 
coenzyme. Par  ces m6mes m6thodes, FRIEDEN 2~,24 avait  6tabli l 'existence de deux 
sites de fixation pour NAD + et NADH et cette hypoth~se a 6t6 v6rifi6e directement, 
par la suite, par PANTALONI ET IWATSUBO ~5 et PANTALONI ET DESSEN 2° par spectro- 
photom6trie de diff6rence et par dispersion optique rotatoire. 

Si l 'existence de deux sites de fixation pour NAD+ et NADH est actuellement 
admise pour les glutamate d6shydrog6nases de mammif~res et de microorganismes, on 
a consid6r6 jusqu'A pr6sent que NADP + et NADPH ne pouvaient se fixer qu'en un 
seul site, le deuxi~me n'~tant pas accessible au groupement phosphate suppl6men- 
taire du coenzyme. Or nos r6sultats se rapportant  ~ la glutamate d6shydrog6nase de 
levure montreraient que, dans certains cas, et notamment  en absence de phosphate, 
le NADP+ pourrait se fixer sur deux sites distincts de la prot6ine. Nous avons v6rifi6 
par ultracentrifugation et par 61ectrophorbse n que l 'activation observ6e ne pouvait  
~tre dfie h la presence d 'un autre enzyme sous forme d'impuret6. DI PRISCO et al so 

avaient d6jA montr6 en 1965 que NADP ÷ pouvait  activer la r6action directe cataly- 
s6e par la glutamate d6shydrog6nase de boeuf, d~/ns des conditions particuli~res de 
pH. Or les t ravaux r6cents de ENGEL ET DALZIEL 26 sur la glutamate d6shydrog6nase 
de boeuf remettent  en question le probl~me de la fixation des coenzymes ; en utilisant 
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le NADP + clans une gamme tr6s large de concentration, ils obtiennent, 8 l'aide de 
la repr6sentation de Lineweaver et Burk, plusieurs droites de pentes diff6rentes, 
aussi bien en tampon phosphate o.I M, pH 7.6, qu'en tampon Tris-ac6tate o.oi M, 
pH 8, c'est-~-dire dans les conditions utilis6es par FRIEDEN2a, 24. L'6cart ~ la lin6aritd 
observ6e traduirait  des interactions n6gatives entre les diff6rents centres actifs de 
l 'enzyme. 

Dans un travail ant~rieur 7, nous avions d6j~t montr6 qu'il se manifestait une 
inhibition de la r6action inverse par NADPH, ce qui serait un argument suppl6men- 
taire en faveur de l 'hypoth~se de deux sites de fixation pour le coenzyme23, ~4. 

Le r61e complexe du phosphate sur la r~activit6 de la glutamate d6shydrog6- 
nase de levure sp~cifique du NADP + vis-~t-vis de ce coenzyme nous permet donc de 
penser que cet enzyme poss~de des propri6t~s r~gulatrices, ~t l 'encontre de ce qui a 
6t6 montr~ jusqu'~ present pour les glutamate d~shydrog~nases de m~me sp(,cificit6 2. 
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