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velocities of various ((active esters i) ,  test conditions have been chosen so that ((pseudo- 
first order)) reactions occur; this allows the characterization of the different ((active 
esters)) based on a half-value period which is independent of concentration. 

On one of the ((active esters)) examined the activation energy was ascertained 
under both pseudo-first and second order reaction conditions. 

Pharmazeutisch-chemische Forschungslaboratorien 
SANDOZ AG. Base1 

214. L’inhibition de la dkcarboxylase de l’acide glutamique 
par le complexe cuivrique de l’isoniazide 

par J. Mauron et  E. Bujard 
Didid au Prof. Dr. F. LEUTHARDT B l’occasion de son 60e anniversaire 

(8 VI 6 3 )  

Introduction. - I1 est fort bien connu que le coenzyme des dCcarboxylases bactC- 
riennes est gCnCralement constituC par le pyridoxal-phosphate. I1 a CtC ainsi possible 
de scinder certaines ddcarboxylases bactCriennes (de la lysine, tyrosine, arginine, 
ornithine) en apoenzyme et coenzyme et de rCactiver l’apoenzyme avec le pyridoxal- 
phosphate1). Cependant, cette preuve directe de la participation du dCrivC de la 
vitamine B, 3i l’activitd ddcarboxylante n’a pas 6t6 faite dans chaque cas. 

cette carence: 
l’inhibition de l’enzyme par les rCactifs du groupe carbonyle. Or, la dCcarboxylase 
de l’acide glutamique du Clostridium Welchii S.R. 12 n’est que tr&s peu inhibde 
par ces rkactifs et on n’a pas pu sCparer un coenzyme, si bien que  GALE^) avait 
mis en doute la prCsence de pyridoxal-phosphate dans cette ddcarboxylase, ainsi 
que dans celle de l’histidine provenant du Cl. Welchii Cgalement. 

A la suite des travaux de DAVISON~) sur le mCcanisme de l’inhibition des dCcarb- 
oxylases par l’isoniazide, oh l’auteur entrevoit dans l’inhibition progressive par 
l’isoniazide un nouveau test pour d6celer la prCsence de pyridoxal-phosphate dans 
un enzyme, nous nous sommes proposC de revoir la question de la nature du coenzyme 
de cette ddcarboxylase, en dtudiant le mCcanisme de son inhibition par l’isoniazide. 

Partie experimentale 
DBcarboxylase. - Le Clostridium Welchii S.R.12 employ6 comme source de l’enzyme est 

cultiv6 selon KREBS~).  Aprks centrifugation et  lavages, les bactkries sont suspendues dans l’eau et  
1yophilisCcs. Cette poudre de bactkries, prCparCe en grand et conserv6e sous vide a servi B tous les 
essais. 

Homoge’nat: Pour chaque essai, les bactkries sont suspendues: la poudre lyophiliske est reprise 
dans une solution de NaClO,45% puis homog6nCiske dam l’appareil de POTTER. L’homoggnat con- 
tient en majeure partie des icellules intactes. Sauf indication contraire, les essais sont faits avec 
l’homogdnat. 

Une preuve indirecte et moins rigoureuse peut alors supplCer 

1) E. F. GALE, The bacterial amino acid decarboxylases. Advances Enzymol. VI, 1 (1946). 
2) A. N. DAVISON, Biochim. biophysica Acta 79, 131 (1956). 
s, H. A. KREBS, Biochem. J. 43, 51 (1948). 
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Extrait: A titre comparatif, des extraits sont prepares en broydnt les batteries suspendues dans 
un peu d’eau glacde avec de la poudre de verre. La pi te  ainsi form& est reprise dans l’eau salCc 
(0,45%) et  la suspension, centrifugke B froid i 10000 tours pendant 15 min. Le surnageant, libre de 
tout debris cellulaire. a 6tC utilis6 pour les essais. Les resultats ne different guere de ceux obtenus 
avec l’homogdnat. 

Substrats. - 1,’isonicotinylhydrazide (isoniazide, INH) a dt6 mis gracieusement i notre dis- 
position par la maison 1‘. HoFFM.4”-LA ROCHE A.G., B%le. - Le rnonochlorhydvate de pyridoxal 
provenait de la NUTRITIONAL BIOCHEMICAL CORPORATION et  lc glutamate de N a  dc la maison 
ACCENT (Chicago). - Le citavlon (bromure de cityltrime‘thylammonium) provenait de la maison 
FLUKA, Buchs, St-Gall. - L‘isonicot inylhy~razne d u  pyridoxal a C t B  prCpar6e comme pr6cC- 
demment4). 

MBthodes. - De‘termination de E’activitP rbsidz~elle : La dkcarboxylation de l’acide glutamique a 
C t C  suivie manomktriquement dans l’appareil de WARBURG ?i 30’. 0,5 ml d’homogenat, correspon- 
dant B 3 mg de poudre de bacteries lyophilides. est introduit dans la partie centrale d’une fiole de 
WARBURG B deux appendices. Du tampon acetate (pH 4,5; conc. finale 0 , 1 2 5 ~ )  contenant du 
cCtavlon (conc. finale 4,5 * 1 0 - 3 ~ )  et de l’eau distillee sont ajout6s. Les essais preliminaires ayant 
montrC que l’isoniazide est sans effet sur la ddcarhoxylase. ce dernier est Cgalement pipet6 dans la 
partie centrale. La solution d’inhibiteur (CuSO,) est mise dans un des dcux appendices et le subs- 
trat (glutamate de Na, conc. finale 2,2 * ~ O - , M )  dans l’autre. Dans les conditions standard, l’essai 
s’effectue dam l’air. Les essais oh l’air est remplace par de l’azote sont mentionnes expressdment. 
Aprbs Cquilibration, lc CuSO, cst verse dans la partie centralc B intervallcs fixes. 

il la fin de l’incubation avec l’inhibiteur, le substrat en excks est ajoutd et  l’activitk enzyma- 
tiquc dCterminde. Pour cela, la production de CO, est mcsurCe de 5 en 5 minutes, aussi longtemps 
qu’elle reste esscntiellement linCaire (25-30 min)., I,e dCveloppement de CO, a CtB calcult! selon la 
methode simplifi6e des carrCs minimums5) et  l’activit6 enzymatique exprimee en mm3 CO,/min 
pour 10 mg de dCcarboxylase. La cinetique de l’inhibition enzymatique est trait& d’une manibre 
semblable B celle cle l’inhibition de la choline-estCrase par les organophosphatesB). 

De‘termination de K, et ISi: Pour dtablir ces constantes de dissociation, la d6carhoxylase est in- 
cub& en presence de substrat seul ou de substrat e t  d’inhibiteur. Lc centre de la fiole WARBURG 
contient Ic tampon+ cetavlon (conc. finale 4 . l o - s ~ ) ,  le glutamate de Na en concentrations crois- 
santes, puis l’isoniazidc et le CuSO, de concentration ((effective o constante. L’appendice renferme 
l’enzyme (3  mg). La quantitC de CO, produite pendant les 10 minutes suivant l’addition de l’en- 
zyme divisde par 3 a C t B  prise comme mesure de la vitessc de d6carboxylation. La rdciproque de 
cette valeur ( l / v )  est placCe en ordonnee et la rCciproque de la concentration en substrat (l/s) en 
abscisse d’un graphiquc selon LINEWEAVER & BuRK?). Les valeurs pour K, et  Ki sont Btablies 
d’aprbs ces graphiques. K,  a aussi Ct6 estimCe enprolongeant la droite l / u  = K,/( Ti,,, . s) + l / V m z z  
vers la gauche jusqu’i ce qu’elle coupc l’abscisse i la valeur l / s  = - l /Kr (DIxoN~)) .  

Ces constantes de dissociation sont des constantes apparentes, puisque nous ne travaillons pas 
avec un enzyme purifi6. 

Mesures spectrophotomitriques: Les spectres d’absorption de 220 B 500 mp ont 6tC Ctablis avec 
le spectrophotometre BECKMAN modele DB pour le pyridoxal, l’isoniazide et  I’isonicotinyl- 
hydrazone du pyridoxal, tous i la concentration 5 . 1 0 - 5 ~ ,  i pH 4,5 et en presence de cktavlon. Le 
spectre du complexe cuivrique de l’isonicotinylhydrazone du pyridoxal a Bt6 mesure! 60 min aprbs 
avoir melange les deux solutions Cquimolaires de l’hydrazone INH-pyridoxal e t  de CuSO, (conc. 
finales 5 . 1 0 - 5 ~ ) .  L‘addition d’une quantitd dix fois superieure de cuivre modifie B peine le spectre, 
ce qui montre que 1’6quilibre est en faveur du complexe cuivrique de l’hydrazone, comme nous 
l’avions d6jB observe pr6c6demment4). La formation du complexe cuivrique de l’hydrazone INH- 
pyridoxal B partir cl’isoniazide, pyridoxal et Cu++ a Bt6 suivie 400 mp, oh les substances de depart 
ne montrent aucunc absorption. 

Les mesures ont tit6 effectudes B temperature ordinaire (- 25”). Les concentrations utiles pour 
suivre la vitesse de r6action sont entre 1 et  3 . 10-4~. 
4, J. MAURON & E. BUJARD, Bull. SOC. chim. helges 65, 140 (1956). 
5 ,  W. N. ALDRIDGE, W. I<. BERRY & D. R. DAVIES, Nature 764, 925 (1949). 
‘j) W. N. ALDRIDGE, Biochcm. J. 46, 451 (1950). 
7) H. LINEWEAVER & D. BURK, J .  Amer. chem. SOC. 56, 658 (1934). 
R, M. UIXON, Biochcm. J .  55, 170 (1953). 
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Resultats 
a) Inhibition pa7 l’isoniazide: La premihre constatation que nous avons faite 

est celle de l’extraordinaire rksistance de la dbcarboxylase de l’acide glutamique B 
l’isoniazide. En effet, m&me 8. une concentration 0,5 M d’isoniazide l’inhibition n’est 
que de 14% en 45 minutes. Selon VILTER’), DAVISON~) et nous-m&mes4), l’inhibition 
des enzymes A pyridoxali-phosphate serait due B la formation d’une hydrazone entre 
pyridoxal et isoniazide. La grande inertie de l’isoniazide dans le cas gui nous occupe 
concorde avec la constatation de GALE~O), A savoir 1’insensibilitC de la decarboxylase 
de l’acide glutamique envers les rkactifs du groupe carbonyle. L’inhibition par 
l’isoniazide proposke par DAVISON z, comme nouveau crithe distinctif de tous les 
enzymes B vitamine B, s’est donc a v M  d&s le dCbut inopCrant. I1 fallait en conclure 
soit que la dtkarboxylase que nous Ctudions ne contenait pas de pyridoxal-phosphate, 
soit que le coenzyme Ctait stkriquement empechk de rCagir avec l’inhibiteur. 
Optant pour cette derni6re hypothiise, nous avons cherchC a activer la 
reaction de l’isoniazide avec le coenzyme par l’addition d‘ions cuivriques. Nous 
avions en effet observC dam une Ctude prCckdente1l) que l’inhibition de la 
transaminase glutamico-pyruvique par l’isoniazide Ctait plus que centuplke par 
l’addition de cuivre. 

b) Inhibition par le cowqblexe INH-Cu+: Nous avons d’abord CtudiC l‘effet du 
Cu++ sur la formation de l’isonicotinylhydrazone du pyridoxal. Apr6s avoir Ctabli 
les spectres d’absorption de l’isoniazide, du pyridoxal, de l’hydrazone et du complexe 

220 300 400 200 Amp 

Fig. 1. Spectres d’absorptzon dans tampon 
ace’tate p H  4.5 avec ce’taulon 

Fig. 2. Spectres d’absorplion dans tampon 
ace’tate PH 4,5 avec ce’taulon 

____  Hydrazone INH-Pyridoxal; 
- Complexe cuivrique de l’hydrazone 

- . -- . - Isoniazide (I NH) ; 
- Pyridoxal-HC1; 
...... INH + Pyridoxal-HC1 INH-Pyridoxal 

9) K. W. VILTER, J. P. BIEHL, J. F. MUELLER & B. I. FRIEDMAN, Federation Proc. 73,776 (1954). 
10) E. S. TAYLOR & E. F. GALE, Biochem. J. 39, 52 (1945). 
11) J. MAURON, Voeding 16, 482 (1955). 
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cuivrique de l’hydrazone (Fig. 1 et 2), nous avons suivi la formation de l’hydrazone 
B 400 mp. Mis en prCsence en solution diluCe, le pyridoxal (conc. 2 .  1 0 - 4 ~ )  et l’isonia- 
zide (conc. 2 .  1 0 - 4 ~ )  ne reagissent pas ensemble dans le laps d’un jour. I1 suffit d’ajou- 
ter du Cu++ (CuSO,: 2.10-4~) pour que l’hydrazone se forme. Dans ces conditions, 
la rCaction peut &re suivie jusqu’B la fin et on peut lui appliquer l’expression du 
premier ordre. I1 s’agit vraisemblablement d’une rCaction bimolCculaire, oh la 
concentration de l’un des composants reste pratiquement constante. 

Or, selon PAPOFF & T U R C H I ~ ~ )  l’isoniazide forme avec les ions cuivriques un 
complexe 1 : 1 selon l’bquation : 

avec une constante d‘6quilibre K = 5,3. 
Nous devons alors admettre que c’est ce complexe cuivrique de l’isoniazide qui 

se lie au pyridoxal par l’intermddiaire du groupe phdnolique de ce dernier et que la 
formation de l’hydrazone en est facilitke. La concentration de INH-Cuf est main- 
tenue constante au cours de la rCaction, le complexe se reformant & partir du pool 
de 1NH.H + Cu++. 

Afin d’Ctablir une relation entre l’effet du Cu++ sur cette formation de l’hydrazone 
(rkaction bimolCculaire) et sur l’inhibition de la dCcarboxylase par l’isoniazide, 
nous avons CtudiC la cinCtique de l’inhibition de l’enzyme par le complexe cuivrique 
de l’isoniazide. 

Comme il n’est pas possible d’avoir en solution A pH 4,5 du complexe INH-Cu+ 
sans avoir un exchs d’ions Cu++ libres, il nous fallait d’abord examiner l’action in- 
hibitrice du cuivre seul. L’enzyme s’est montrC plus sensible envers le cuivre 

INH - H + CU++ ++ Hf + INH - CU+ (1) 

c 

Temps min 

Fig. 3. Inhzbztzon de la de’carboxylase p a r  asoniazide, Cuff et INH-Cu+ 
0 INH OJM 
X- cu++ 1,s. 1 0 - 3 ~  INH-Cu+ 
- - - cu++ i , ~ .  1 0 - 3 ~  + INH 7 , 5 . 1 0 - 4 ~  -+ OJS. 1 0 - 4 ~  

o-.-.-. cu++ i , 5 . 1 0 - 3 ~  + INH 1 . 5 . 1 0 - 3 ~  __+ 0 , 3 6 . 1 0 - 4 ~  
17 - cu++ i,5 - 10-3111 + INH 3.0 - 1 0 - 3 ~  __+ o , n  . 1 0 - 4 ~  
0 . . , - . . . - Cu++ 1,s  * + INH 6 , O .  1 0 3 M  d 1,34. 1 0 - 4 ~  

12) P. PAPOFF & N. TURCHI, Ricerca sci. 28, 812 (1958). 
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qu’envers l‘isoniazide. En prCsence de Cu++ 0,001~ l‘inhibition est de 20% en 
45 minutes. 

Ceci 6tant acquis, nous avons ajout6 aux ions cuivriques, dont la concentration 
Ctait maintenue constante 2 un niveau bas, des quantitks croissantes d’isoniazide. 
L’inhibition de la d6carboxylase Ctait renforcde par la prdsence d’isoniazide, et cela 
en fonction des quantites d’isoniazide ajoutkes, c’est-&-dire de la formation du 
complexe INH-Cu+ (v. fig. 3, ou le log. de l’activit6 rCsiduelle est repr6sent6 en 
fonction de la durCe daction de l’inhibiteur). Pour une concentration donn6e d’inhi- 
biteur on obtient des droites, indiquant que la r6action manifeste les caractdristiques 
d’une &action monomoleculaire lorsque la concentration de l’inhibiteur est cons- 
tante: 

K ,  t = In [u/(a - x)], (4 
oh u = activitC initiale, x = diminution de l’activit6 due 2 l’inhibiteur, t = temps en 
minutes et K ,  = constante de vitesse de la reaction monomoldculaire. 

Si b = l’activitd rCsiduelle exprimde en yo, on a 
K ,  t = In (100/b) (3) 

Cette Cquation (3) est dCrivCe de la formule conventionnelle pour une rkaction 
bimoleculaire quand une des substances rdagissantes est en exds, & savoir, dans 
notre cas 

(4) 
1 100 
I b K , t = -  I n -  

oh I represente la concentration molaire de l’inhibiteur et K ,  la constante de vitesse 

$2 $1 
................................................... (3. .............. 

‘. 

Temps min 

Fig. 4. Czndtrque de l’inhzbition de la de‘- 
cavboxyluse par IN€€-&+ 

u cu++ 1,oo. 1 0 - 3 ~  INH-Cu+ 

0 - - cu++ 6,25 * m 4 M  

x - cu++ 5,oo. 1 0 - 4 ~  x - 0,3i . 1 0 - 4 ~  

__-  cu++ 7 , ~ .  10-4M --- 0 , 6 8 . 1 0 - 4 ~  
0.. - cu++ 1,oo. 1 0 - 3 ~  0 . .  - 1 ~ 7 .  10-*M 

0 - - 0,48 * 1O4M 

INH = 8 fois Cu++ Incubation sous N, 

; : A ;o h 4 &lit 
Temps pour inhibition dc 50% t m  

Fig. 5 De’monstratzon que le temps pour w e  
inhibition de 50% est inversement pro- 

portionnel b la concentration 

Cu++ 
X 5,O0~1O4M 
0 6,25 * l o - 4 ~  INH = 8 fois Cu++ 

0 1.00 l o - 4 ~  Incubation sous N, 
7 , 5 0 . 1 0 - 4 ~  
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pour une rkaction bimolkculaire. Quand I est une constante, K ,  I = K ,  nous retom 
bons dans l’kquation (3). 

Dans l’ktude cinCtique rksumke dans la figure 4, ce n’est plus la concentration 
en cuivre mais le rapport Cu++: INH qui est maintenu constant (1 : S), et l’incubation 
a k t k  effectuke sous azote. Pour chaque concentration d’inhibiteur une droite diffk- 
rente est obtenue comme prkckdemment. Aussi bien dans la figure 3 que dans la 
figure 4 une lkg&r-e anomalie apparait : les droites ne convergent pas sur l’ordonnke 
A la valeur log 2,0, mais un peu au-dessous. Ceci est dQ au fait que le cuivre B lui 
seul a une faible action inhibitrice sur la dkcarboxylase et que cet effet est en partie 
inst ant ank. 

La dkmonstration que le temps pour une inhibition de 50% est inversement 
proportionnel A la concentration de l’inhibiteur est apportke clans la figure 5. Ceci 
confirme que la rkaction d’inhibition - ou son &ape la plus lente - est de nature 
bimolkculaire. En effet, si nous introduisons dans l’kquation (4) b = 50 et t = to,,, 
nous avons 

to$ = K .  (5) 

La constante de vitesse bimolkculaire K ,  spp,  pour l’inhibition de la dkcarboxylase 
a k t k  estimke selon l’kquation (4) en utilisant les donnkes contenues dans la figure 4. I ,  
la concentration de 1’INH-Cu+, est calculke d’aprks (1). Dans ces conditions d’expk- 
rience (incubation sous N,; INH = 8 x Cu++) ITzapp. a une valeur de - 1,4. lo3 1 mol-l 
min-l. Nous n’avons pas ktudik systkmatiquement la cinktique dinhibition lors 
de l’incubation dans l’air, mais nous avons trouvk que la vitesse d’inhibition 
est ralentie dans ces conditions. La vitesse de rkaction est encore plus sensible B 
l’absence de cktavlon, dktergent cationique prksent dans tous nos essais de dk- 
carboxylation. Si on l’omet, la vitesse de rkaction est fortement rkduite (fig. 6). 
L’effet du cktavlon n’est pas dQ A une augmentation de la permkabilitk cellulaire, 
car la mkme observation est faite avec l’extrait de dkcarboxylase, ne contenant 
aucune cellule (fig. 6). Ceci est conforme A l’observation de H U G H E S ~ ~ ) ,  qui a montrk 

t 

Fig. 6. Inf luence d u  citavlon sur  l’inhzbz- 
tion de la  dbcarboxylase 

INH = 4 fois Cu++ 

x - - - sans cktavlon 
0- avec cktavlon 
Extrait de dkcarboxylase 

c u + +  1 ‘10-3v 

I N H - C ~ +  0,62. 10-4~ 

1 > 
5 10 15 

Temps min 

13) D. E. HUGHES, Biochem. J .  45, 325 (1949). 
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que l’activation de la dkcarboxylation de l‘acide glutamique par le c6tavlon se 
manifeste aussi bien avec les bact6ries intactes qu’avec l’extrait de l’enzyme. Nous 
reviendrons sur cette question de l’action du cktavlon lors de la discussion de son 
effet sur Kf. 

En rCsumC, l’inhibition de la dkcarboxylase par 1’INH-Cu+ est progressive et 
suit la loi du premier ordre pour une rkaction bimolkculaire (pseudomonomolkculaire) 
lorsqu’un des composants est en exc&s. La r6action entre INH-Cu+ et pyridoxal 
montre les mCmes caractbristiques. 

c) Incztbation simultanie de l’enzyme avec l’inhibiteur et le substrat: Afin de dCter- 
miner la constante de MICHAELIS d’une part et la nature de l’inhibition par 1’INH- 
Cu+ d’autre part, la dkcarboxylase a k t k  incubCe avec des quantitCs croissantes de 
substrat en prCsence d’une quantitk constante d’inhibiteur. Une difficult6 apparut 
cependant immkdiatement : celle de maintenir le taux dinhibiteur constant pour 
des quantitCs croissantes de substrat. En effet, le complexe INH-Cu+ est en Cquilibre, 
selon (l), avec un exc&s d’ions cuivriques libres. Or, ces derniers forment avec le 
substrat, A savoir l’acide glutamique, un complexe cuivrique diminuant ainsi la 
concentration en Cu++ et dCplaqant alors 1’Cquilibre de (1) vers la gauche. Afin de 
maintenir la concentration en INH-Cu+ constante pour des teneurs croissantes en 
acide glutamique, il fallait ajouter progressivement du Cuff et de l’isoniazide. L‘exc&s 
n6cessaire pour maintenir la concentration en INH-Cu+ constante a CtC d6terminC 
empiriquement en prenant comme mesure de sa concentration son action inhibitrice 
sur la dCcarboxylase. 

La maniere de proceder ressort de la figure 7. Dans un m&me essai la d6carboxylase est incub& 
pcndant un temps fixe (ici: 15 min) avec trois concentrations d’inhibiteur seul (ici: [Cu++] = 
6.5 . 1 0 - 4 ~ ,  l O - 3 ~  et  1.5 . 1 0 - 3 ~ ;  [INH] = toujours 4 fois conc. du Cu++) ainsi qu’avec la concen- 
tration la plus forte d’inhibiteur e t  trois concentrations de glutamate (ici: 1 0 - 3 ~ ,  3 . 1 0 - 3 ~  e t  
2 . lop2 M). Le log de l’activite residuelle est place en fonction de la concentration en Cu++. Les trois 
points avec l’inhibiteur seul sont relies par une ligne, qui est approximativement une droite pour 
des activites residuelles entre 40 et 4%. Les valeurs obtenues en presence de glutamate sont rap- 
portCes sur cette droite, oh elles correspondent B certaines concentrations en Cu++ sur l’abscisse. 
Ainsi, l’inhibition obtenue avec une teneur 1,5 . 1 0 - 3 ~  en Cu++, 6 . 1 0 - 3 ~  en INH et 3 . lo-*, en 
glutamate est &gale 2 celle observBe avec une concentration 1.18 . de Cu++ et  4,72 - W 3 M  de 
INH en I’absence de glutamate. La concentration ueffectiver du Cu++ a donc diminuB de 21% en 
pr6sence de glutamate 3 . 104h1. C’est li l’exchs de cuivre e t  d’isoniazide qu’il faudra ajouter au 
taux desire de Cu++ et  d’isoniazide quand le glutamate a une concentration 3 . 1 0 - 3 ~ .  Pour les 
diffkrentes teneurs en glutamate cet exchs B ajouter est Btabli par extrapolation graphique en des- 
sinant la diminution de la concentration ((effective)) du Cu++ en fonction du log de la teneur en 
glutamate. Les valeurs ainsi calculies ont B t C  ajust6es par l’expCrience et elles ont permis de main- 
tenir le degr6 d’inhibition constant pour des concentrations variables de glutamate. 

I1 Ctait alors possible de prockder A la dbtermination de la nature de l’inhibition. 
Le graphique selon LINEWEAVER & BURK~)  prCsentC dans la figure 8 montre qu’il 
s’agit d’une inhibition compCtitive. En effet, l’interception sur l’ordonn6e ( l/Vmux.) 
n’est pas modifiCe par la prCsence de l’inhibiteur. A partir de plusieurs essais du 
m6me type la constante de MICHAELIS et la constante de dissociation du complexe 
enzyme-inhibiteur Ki ont 6tC estimkes (Tableau, p. 1904). La concentration de l’in- 
hibiteur (INH-Cu+) a 6tC calculbe selon (1). 

Ces valeurs de K,s et K ,  montrent que l‘enzyme a une affinit6 plus grande pour 
l’inhibiteur que pour le substrat. 
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Fig. 7. Estimation de la concentration ceffec- 
tive )) de I 'INH-Cu+ en prdsence deglutamate 
o Inhibition de la dkcarboxylase par 

I Cut+ + 4 INH; x Inhibition de la dB- 
carboxylase par Cu++ 1 , 5 . 1 0 - a ~  + INH 

1 , I ,\::I: , 
I )  

I '  
I I 
I G . M en presence de glutamate 

46 

0843.i& 6.104 1 10-3 b . 1 ~ 3  cut*  
I I  conc.mol 

8 k 4  ip.10-3 Vo.io-3 

Nous avons vu plus haut que la vitesse dinhibition de la dCcarboxylase Ctait 
beaucoup plus lente en l'absence de cCtavlon. I1 Ctait alors intCressant de voir si 
l'omission du ci:tavlon modifiait l'affinitk de l'inhibiteur pour la ddcarboxylase. 
Dans la figure 9 un essai d'inhibition avec et sans cCtavlon est reprCsent6. I1 montre 
qu'en effet si le cktavlon est omis, K j  est B peu prhs doublCe, c'est-2-dire que l'affiniti: 
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Fig. 8. Inhibition de la de'carboxylase pav 
INH-Cu+. Gruphique selon LINEWEAVER de la de'carboxylase par INH-Cu+ 

x- Glutamate,conc.2.10-2Metl,ll . 1 0 - 3 ~  
o - - - - Glutamate, conc. de 2 . k 
1,ll . 10-3111 + INH-Cu+ h la conc. teff.o cCtavlon 

Fig. 9. Influence du ce'tavlon suv ?inhibition 

x- Glutamate, conc. 2 .  e t  3,3. 10-s~i 
o - - - Glutamate, conc. de 2*10-ait 3,3 . 1 0 - 3 ~  

+ INH-Cu+, conc. teff., 1.10-4x1 sans 

c - Glutamate,conc. deZ~10-a i t3 ,3~10-s~  
+ INH-Cu+, conc.4eff.n 1 ~ O - ' M  avec 

& BURK. De'termination de Xi et K9 

de 1 . 1 0 - * ~  

cetavlon 
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apparente de l’inhibiteur pour l’enzyme est diminuke de moitik. Cette action du 
cCtavlon se manifeste de m&me manihre avec l’extrait de dCcarboxylase. 

Le cetavlon ayant le pouvoir de modifier l’affinit6 apparente entre enzyme et inhibiteur, nous 
avons 6tudi6 s’il avait aussi un effet sur l’affinit6 entre la d6carboxylase et son substrat. La figure 
10 montre que tel n’est pas le cas dans nos conditions d’exp6rience (pH 4,5), puisque les constantes 
de MICHAELIS sont identiques, avec ou sans c6tavlon. Le detergent agit par contre sur l’enzyme 
comme si un faible inhibiteur non cornpetitif Btait Climin6. Sur ce point precis nos r6sultats dif- 
fkrent de ceux de H U G H E S ~ ~ ) ,  qui avait trouvi., A pH 4,l il est vrai, que le cCtavlon influenpait l’en- 
zyme en presence de substrat, d’une manikre qui correspondrait B la suppression d’un inhibiteur 
comp6titif. Quoiqu’il en soit, il est assez malais6 de fournir une explication valable pour l’effet 
divergent du c6tavlon sur Ks, oh il est nul, et sur K,, qu’il diminue. Rappelons cependant que cer- 
taius detergents forment avec des proteines des complexes (NEURATH14)) ,  et que HUGHEs13) a 
montr6 que dam un extrait de CZ. WeZchzi S.R.12 le c6tavlon prbcipitait toute l’activit6 dbcarboxy- 
lante e t  que le pr6cipitb se colorait en jaune vif avec le methylorange, temoin de la formation de 
micelles dues au d6tergent15). I1 est donc probable que c’est dans la formation de ces micelles qu’il 
faille chercher la cause dc l’effet du c6tavlon. 

8.0 

70 

- 

/ - 

L’incubation sous azote accClCrant l’inhibition de l’enzyme, nous avons Cgalement 
CtudiC l’effet de l’azote sur I’affinitC apparente entre la dkarboxylase et le com- 
plexe cuivrique de l’isoniazide. Comme on pouvait s’y attendre, cette affinitd est 
un peu augmentde quand l’air est remplac6 par de l’azote, tandis que l’affinit6 entre 
enzyme et substrat est diminuke (Tableau). 

Enfin, aprbs avoir dCmontr6 la nature compCtitive de l’inhibition de la dCcar- 
boxylase par I’INH-Cu+, il y avait intCr6t B connaitre le caract6re de l’inhibition, 
beaucoup plus faible, par le cuivre seul. La figure 11 rCv&le que cette inhibition 
est essentiellement du type non cornpetitif 16). Le cuivre agit probablement sur 

14) F. W. PUTMAN & H. NEURATH, J. biol. Chemistry 160, 397 (1945). 
G. S. HARTLEY, Trans. Faraday SOC. 30, 444 (1923). 

“) L’augmentation de la pente de la droite obtenue avec l’inhibiteur est un peu plus forte que 
l’augmentation correspondante de la valeur l /vmax sur l’ordonn6e. I1 est donc possible que l’in- 
hibition par le Cu++ ne soit pas purement non comp6titive. Nos donn6es ne sont pas suffisantes 
pour trancher la question, dautan t  plus que pour maintenir le taux en Cu++ constant nous 
devons augmenter fortement la concentration en cuivre total parallhlement ?L l’accroissement 
du taux en glutamate. 
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15- 

10 

des groupes actifs de l’apoenzyme. Son affinitk pour l’enzyme est cent fois plus 
faible que celle de l’INH-Cuf. 

/ 
n’ 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 
/o 
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Conditions experimentales Substrat Inhibiteur K, app Ki ape 

R1 >1 

IJsuelles (air ; cetavlon) acide glutamique - -5 .10-3 
Sans c6tavlon acide glutamique - -5 .10-3 
Sous azotc acide glutamique - N 10-2 
7Jsuelles acide glutamique Cu+ C - 10-3 
IJsuelles acide glutamique INH-Cu+ - 1 , ~ .  10-5 
Sans c4tavlon acide glutamique INH-Cu+ 4,2.10-5 
Sous azote acide glutamique INH-Cu + -0,8.10-5 

Discussion. - Les essais exposes ici, sur le mkcanisme de l’inhibition de la dC- 
carboxylase de l’acide glutamique du Cl. Welchtii par le complexe cuivrique de 
l’isoniazide, montrent la tr&s grande rksistance de cet enzyme B l’isoniazide et la 
non moins surprenante activation de l’inhibiteur par le cuivre. En effet, bien que 
nous n’ayons pas d6terminC Ki pour l’isoniazide A cause de son inactivitC, on peut 
estimer que cette constante aurait une valeur de l’ordre de 1 ~ .  La constante de 
dissociation correspondante pour 1’INH-Cu+ est d’environ 1 0 - 5 ~ ,  c’est-A-dire que 
l’additions d’ions cuivriques A l’isoniazide augmente son affinitC pour la dkcarboxylase 
d’environ 100000 fois, affinit6 qui est alors m&me superieure 2 celle du substrat. 
Nous avons vu d’autre part que 1’INH-Cuf entrait en compktition avec l’acide 
glutamique pour la place sur l’apoenzyme, tandis que le cuivre ne le faisait pas. 
Le complexe cuivrique de l’isoniazide se lie donc B l’apoenzyme au m&me endroit 
que le substrat et son acc&s est facilite, tandis que l‘isoniazide seul est empCchC 
de rejoindre le site actif. I1 nous faut alors rechercher un mkcanisme commun B la 
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liaison de l’acide glutamique et de I’INH-Cu+ A l’enzyme. Or, le seul mkcanisme 
connu qui permette une telle interprktation est celui qui fait intervenir le pyridoxal- 
phosphate comme coferment. En effet, selon la thCorie gCndrale proposCe par 
METZLER, IKAWA & SNELL~’), pour le mecanisme de toutes les +actions catalysbes 
par les enzymes contenant le pyridoxal-phosphate, l’acide amin6 s’attache B ce 
dernier par une liaison aldimine qui se forme entre le groupe warnin6 de l’acide 
amin6 et la fonction aldbhyde du pyridoxal-phosphate, tandis que le groupe phCno- 
lique de ce dernier est relib B l’azote de l’aldimine et A la fonction carboxyle de 
l’acide amin6 par l’intermkdiaire d’un ion mCtallique hypothbtique. Le chClate 
ainsi form6 reprCsente un systkme planaire de doubles liaisons qui permet le dCplace- 
ment d’une paire d’blectrons d’une des liaisons du carbone M vers l’azote hCtCro- 
cyclique fortement 6lectrophile (fig. 12). Selon BRAUNSTEIN la) l’ion mCtallique n’est 
probablement pas nCcessaire 21, l’action enzymatique, la fonction du mCtal &ant 
reprise par un groupe appropriC de l’apoenzyme (pont hydroghne ou autre). Nous 
proposons un mCcanisme analogue, impliquant les m&mes groupes fonctionnels du 
coenzyme, pour expliquer l’inhibition par 1’INH-Cu+: le cuivre du complexe se 
lierait d’abord au groupe phCnolique du pyridoxal-phosphate en dCplaGant soit le 
metal soit un pont hydroghe de l’apoenzyme natif, et ensuite l’hydrazone se forme- 
rait entre l’isoniazide et le pyridoxal-phosphate, conduisant B un chClate analogue 
B celui qui s’Ctablit avec le substrat et le coenzyme (fig. 12). L’action catalytique 

Cornphxc adif cnarnc -sukatn.t 

Fig. 12 
Mdcanzsme propos6 pouv la formataon des complexes enzyme-substrat ( E S )  et  enzyme-1 NH-C%+ (EZ) 
Cette representation est trbs simplifiCe. E l k  doit &re complCtCe par les remarques suivantes : 
a) La presence du metal n’a pas 6t6 dCmontrCe, il peut &re remplace par d’autres groupes appro- 

pries de l’apoenzyme. 
b) L’apoenzyme est aussi lie par d’autres liaisons au coenzyme (N heterocyclique; phosphate; 

aldehyde). 
c)  La fonction aldehyde du coenzyme est protegee, probablement par une liaison aldimine avec un 

groupe &-amin6 d’un residu de lysine de l’apoenzyme. La formation de ES et EI se ferait alors 
par B transal diminisation )P). 

1 7 )  D. E. METZLER, M. IKAWA & E. E. SNELL, J. Amer. chem. SOC. 76,648 (1954). 
18) A. E. BRAUNSTEIN, daus ((Enzymes)) (P. BOYER, H. LARDY & K. MYRBACK, Eds.), 2nd Ed., 

19) Yu. M. TORCHINSKY, Riochim. biophys. Res. Commun. 70 (5), 401 (1963). 
Vol. 2, p. 113 (1960). 
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du cuivre que nous avons observCe dans la formation de l’isonicotinylhydrazone 
du pyridoxal est en faveur dune  telle hypoth&se. I1 nous reste A expliquer pourquoi 
l’isoniazide seul ne rkagit pratiquement pas avec le pyridoxal-phosphate de cette 
dCcarboxylase. En effet, il est gCnCralement admis que l’isoniazide inhibe les enzymes 
a pyridoxal-phosphate par formation d’une hydrazone avec ce dernier, mais tous les 
auteursz) 20) trouvent que 1’efficacitC de l’isoniazide comme inhibiteur est relative- 
ment mauvaise. Ainsi DAVISON z, observe une faible affinitC entre la dCcarboxylase 
de l’acide cystkine-sulfinique et l’isoniazide (Ki = 4 . 1 0 - 2 ~ ) .  Le comportement de la 
dCcarboxylase du Cl. Welchii n’est donc pas essentiellement diffkrent de celui des 
autres enzymes de ce groupe, la dissemblance est plutbt graduelle, l’association entre 
coenzyme et enzyme &ant spCcialement forte dans ce cas. I1 est d’ailleurs bien 
ktabli aujourd’hui que dans plusieurs enzymes a pyridoxal-phosphate, la fonction 
aldkhyde de ce dernier n’est pas libre, mais like a l’apoenzyme par une liaison 
aldimine avec le groupe &-amink de la lysine situC A l’emplacement catalytique de 
l’apoenzyme (BRAUNSTEIN’~), TURANO et uLZ1)). Aussi est-il tr& probable que dans 
la dkcarboxylase de l’acide glutamique une liaison du m&me type intervienne, liaison 
que seule la formation du chClate avec le cuivre parvient 

Nos rCsultats et les vues actuelles sur le mkcanisme des rCactions catalyskes 
par le pyridoxal-phosphate concordent avec l’hypothkse de la prCsence de ce coen- 
zyme dans la dkcarboxylase de l’acide glutamique du Cl. Welchii S.R. 12. 

Welchii. 

dissocier. 

Nous remercions Mademoiselle F. MOTTIJ de la preparation de la poudre lyophilisee de C1. 

SUMMARY 

The kinetics of the inhibition of the glutamic acid decarboxylase of CZ. Welchii 
S.R. 1.2 by the copper complex of isonicotinylhydrazide (INH) has been studied. 
While the decarboxylase is extremely resistant to  INH, it is readily inhibited by 
the copper complex of INH. The rate of inhibition follows the characteristics of a 
bimolecular reaction. 

The simultaneous incubation of the decarboxylase with substrate and inhibitor 
shows that INH-Cu+ competes with the substrate for the same site on the enzyme. 
A possible mechanism of inhibition is proposed, involving the formation of a chelate 
between pyridoxal-phosphate, copper and INH. Our data strongly suggest that the 
decarboxylase of Cl. Welchii contains pyridoxal-phosphate as a prosthetic group. 
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