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Abstract-Deoxycytidine aminohydrolase was extracted from Zea May leaves and purified 22-fold. The extract 
deaminates deoxycytidine, cytidine, 5_methyldeoxycytidine, 5bromodeoxycytidine and arabinosylcytosine. Its 
molecular weight was estimated to be 7700(1-78000 based on the elution pattern from Sephadex GIOO and G200. 
Kinetic studies indicated that the hydrolysis of the substrates proceeds at rates which can formally be described 
by Michaelis-Menten kinetics. p-Chloromercuribenzoate inhibits deoxycytidine aminohydrolase activity. as do 
mercaptoethanol and dithiothreitol. The activity is also inhibited by deoxyuridine (mixed type), uridine (non 
competitive), 5-bromodeoxyuridine (competitive). 

INTRODUCTION 

ON CONNAIT actuellement 4 types d’enzymes pouvant intervenir dans la desamination de 
la cytosine ou de ses derives: cytosine aminohydrolase, cytidine et desoxycytidine amino- 
hydrolase, dtsoxycytidine monophosphate aminohydrolase1,2 et desoxycytidine triphos- 
phate aminohydrolase.3 

Beaucoup d’organismes semblent pouvoir posseder au moins deux de ces enzymes: trois, 
par exemple, chez Salmonellu typhimurium (cytosine desaminase, cytidine et desoxycytidine 
desaminase, desoxycytidine triphosphate desaminase)‘*3 et deux chez les vertebres (cytidine 
et desoxycytidine desaminase4,5 et desoxycytidine monophosphate desaminase).2 Par con- 
tre les vegetaux suptrieurs semblent bien ne pouvoir desaminer la cytosine que sous la 
forme de nucltoside puisqu’aucune cytosine dtsaminase, ni cytosine-nucltotide dtsa- 
minase n’a jamais Cte signalte chez ces organismes. Cette situation confere une importance 
toute particuliere a l’enzyme correspondante qui a ete signalee ou Ctudite chez plusieurs 

* Presente adresse: Laboratoire de Biologie Vegetale, Faculte des Sciences. Universite Francois Rabelais, 
Part de Grandmont. 37200 Tours, France. 

t Avec la collaboration technique appreciee de Madame S. Genestier. 

’ O’DONOVAN, G. A. and NEUHARD, J. (1970) Bacterial. Rev. 34,278. 
’ BALIS, M. E. (1968) Antagonists and Nucleic Acids. North Holland, Amsterdam. 
’ NEUHARD, J. and ?HOMA&EN, E. (1971) J. Bactiriol. 105, 657. 
4 TOMCHICK. R.. SASLAW. L. D. and WARAVDEKAR. V. S. (1968) J. Bial. Chem. 243,2534 
’ WISDOM, G. B. and ORSI, B. A. (1969) European J. Biochem. 7, 223. 
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fXph%. ” I ’ En cfkt. la dL;snmination dc la cl,tosinc 011 dc scs dL;rik pcut jo~ler deux r6les 

dans le mktabolismc des nuclkotides pyrimidiqucs: ~‘LIIIC part dans le catabolismc de la 
cytosine (celle-ci pouvant 2tre SOLIS forme like OLI combike). d’autre part, dans la bio- 
synthise de la dksoxythymidine triphosphate’ ct la r@gulation de la composition du pool 
des dksoxyribonuckotides triphosphates.’ Alors que ccs deux r6les peuvent 6tre tenus par 
des enzymes diErentes chew des organisma bactkriens OLI animaux, chw les vkgktaux 
supkrieurs ils devraient Ctre assurL;s par la dksoxycytidinc ~rminnhqdrolase qu’on peut pro- 
visoirement assimilcr li la qtidine aminohydrolase fjgurant dans la nomenclature interna- 
tionale SOLIS le numbro FX.<‘. 3.5.4.5. 

Ces remarques nous ont incitk 2 entreprendrc LIIIC ktude dc cctte enzyme chez le Mai’s 
oil sa prksence a L:ti’ sign&k ~rntt:ricurcment:” nous rapportons ici lcs premiers rksultats 

obenus. 

Kl:SL:I.TATS ET DISC‘I’SSION 

Lapurificationdel’extrait bruta~t~ex~cut~eselonlc tableau l.Les techniques sont d&rites 
dans la partie cxptrimentale. Le comportement de la dkoxyc!,tidinc aminohydrolase de 
Mai’s au court du ft-actionliel7~ci7t par lc sulfate d’ammonitlln est trPs \oiqin dc cclui 
observk par les autcurs ayant utilisi- ce pro&d6 dc purification.5.-.” La pcrte d’activik 
observk au tours dc cctte opkration (W’,, de I’activitli totalc de la fraction I) est dk seule- 

ment pour LUIC faible part (10’,‘;, de l’activik totale de la fraction 1) a la prksence d’enzyme 
dans les fractions 0 35 ct 50 70”,, de saturation; le rcstc doit 6tre imputti sans doute il une 
dknaturation partielle dc I’enzyme. 



La desoxycytidine aminohydrolase 2505 

La perte observee au tours de l’adsorption positive sur gel de phosphate correspond a 
une non-d&adsorption dune partie de l’enzyme fixee sur gel. mais toute modification des 
conditions d’clution entrai’ne une forte baisse de I’activitt specitique. 

La purification par chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose a presente quel- 
ques dificultes. Cette operation ne peut, en eflet, @tre reussie que si la force ionique initiale 
est suffisamment tlevee (tampon phosphate 01 M). A molarite initiale plus faible (0.02 M), 

l’enzyme est eluee beaucoup plus tard que dans le procede retenu, mais sous une forme si 
instable que 48 ?I plus tarh 1es fraclions contenant 1a dtsoxycyridine amino&k-o&se ne 
prtsentent plus aucune activite de ce type. Cette particularite est tres probablement a l’ori- 
gine des echecs subis par Achar et aL6 et Tomchick et al.” dans leurs essais de purification 

de la meme enzyme, extraite de Phasseolus aureus et de rein de souris respectivement, sur 
colonne de DEAE-cellulose. Les profils d’&tion presentent par ailleurs toujours un tpau- 
lement tres net en fin de pit, ce qui suggere l’existence d’isozymes. Seule la premiere partie 
du pit, la plus importante quantitativement, a Cte conservee pour constituer la fraction 
V. 

Comme Widsom et Orsi,” nous avons observe que l’enzyme est relativement peu stable: 
ccuservee 2 i4’, elle perd la maitie cte satl activite en 30 jaws. Elle est peu stable auk 
pH inferieurs a 5.0 (50% dinactivation en tampon acetate pH 4.5 en 30 mn a 0’) et 
superieure ;i 8.0 (SOY< dinactivation en tampon Tris~HCl pH 9.0 en 30 mn i 0’) et aux 
temperatures superieures i + 50’ (50”,, d’inactivation en 30 mn h + 60 a pH 75). 

Staxhiome’trie. Injh~ence de la tempirature et du pH 

11 a ete verifie que, pour 1 ,uM de substrat d&amine, il apparait effectivement 1 pM d’am- 
maniac. L’activite enzymatique (Fraction III) en fonction de la temperature, a ete mesuree 
par la methode Ib. La courbe observee, voisine de celle obtenue par Achar et al.,* 
presente un optimum entre 50 et 60”. L’activite enzymatique (Fraction III) en fonction 
du pH a ete mesuree par la mtthode Ia entre les pH 6.5 et 10.0 et par la methode 
Ib entre les pH 4.5 et 7.5. L’utilisation de la methode Ib est rendue necessaire par la preci- 
pitation progressive des proteines aux pH inferieurs a 6.0. Les tampons employ& sont les 
ta,rrpL?Is” a\,>~~ <#I, 4 5 ;r $6); r$&T$Ta* &Ii 36.22 38% T,+IIl, &+$ 5-8, & Y_sk z.a?_ 

bonate-bicarbonate (pH 9.0 a 10.0) tous a la meme molarite (0.2 M). La courbe de l’activite 
enzymatique en fonction du pH differe sensiblement de celles obtenues par les autres 
auteurs4.8.” en presentant une large zone optimale entre 7 et 8 au lieu dun pit assez 
Ctroit a pH 7, mais il faut noter que dans les trois cas cites, le substrat utilise etait la 
cytidine et non la desoxycytidine. 

Poids molhculaire 

Le poids moleculaire de la desoxycytidine aminohydrolase a tte deduit de son compor- 
tezJP& ‘.I. bI1L adi vfd,nE.5& ST Ii U‘LX ” 1 vtr u L “. J \ 

stc’ 
/2c+y? t/I >$yaJ2T r 

l-z_% s&A~ad~&Tr~~L‘s crmiwx~ +kmT~~~. Tit% 
trane bleu (Pharmacia Fine Chemicals), alcool deshydrogenase (Boehringer), serum albu- 

” IPATA. P. L.. CI:KC~IGNAYI, G. and BALI SII’KI. E. (1970) Bio~lrrw~i.\t~~ 9, 3390 
I3 DETERMA~~N. H. (1969) Chwrtlufogvaphie SW Gel Masson. Paris. 



mine de boeuf (Sigma). trypsine (Boehringer), cytochrome c (F‘luka). Les r&ultats obtenus 
sur les deux types de gels sont tr&s voisins: respectivemcnt 77000 et 78000. valeurs plus 
6lcvCes que celles mesurCes par Murray et Ross ” chcz le Pois (47000) et par lpata rt r/l.” 

chez la levure (57000). 

Sphcijcite 

L’extrait enzymatique obtenu ne montre pas de propri&% dCsaminantes vis ;i vis des 
substances suivantes: cytosine. 5-bromocytosine. 2-thiocytosine. Z-amino-4 m6thylpyrimi- 
dine, guanosine. d&oxyguanosine. d&soxyad&losine. d&soxycq-tidine monophosphate. PUI 
contre, comme l’enzyme de foie de mouton,’ il d&amine non seulement la d&oxycytidine. 
mais aussi la cytidine, la 5-mkthyl-dksoxycytidine. la S-hromodL:soxyc! tidine et I’arabino- 
sylcytosine. ces activitis pouvant relever ou non de la m6me enrymc. I-es tra\aus d’4char 
et 01.~ suggCrant que cytidine et d&soxycytidine sont dPsamin&s par la rn2mc en/)me. on 
peut supposer qu’il en est de tnhe ici ut yu’unc seule et mCme cnz~~tnc dt%minc tous les 
substrats citi’s. 

L’examen des graphes tracts en coordonn6es inverses selon la mCthode de Lincweavcr 
et Burk conformi‘ment aux kquations de r2gression calcult;cs ci partir dcs donnt:es exp?ri- 
mentales montre que la vitesse dc dksamination des divers substrats peut ?tre d&Ate selon 
le formalisme michaelien. 

5Rromod~soxyq tidine III 1 i).U50 0.7 
Desoxycytidinc III IV \’ 7 5 : 0~2.~ I .(I 
SmkthqldCsoxyc~tidine v 2 0.3 1 17 
Cktidine III v 22 (i.ii 1’; 

Arahinosylcytusinc III 2 Ci,.?S ,I : 

Les valeurs de K,, (calcul6es ii I’nide des Cquations de rCgre.ssion) nc wmblcnt pas varict 
significativement au tours de la purification; c’cst pourquoi lcs mo\cnncs ligurant au 

Tableau 2 ont i-t6 6ventuellement Ctablies ;I partir de toutes les donn& disponibles. L’cx- 
amen de ce tableau montre quc l’enzyme prksente des nffinitL:s apparentcs assw \,aisincs 
pour les divers substrats, A I’cxccption de la S-bromodPsou\cvtidine pwr layuellc I’cnr~mc _ . 
prCscnte une aflinitC beaucoup plus 6levt;e. Comme Wang or L//.” ct .\CllM (‘I ci/..s notIS 

trouvons unc affinitk apparentc environ 7 fois plus t:levt:e poUr la dL;souyc)tidinc quc pout 

la cytidine, les autres auteurs notant des valcurs similaircs dc K,,, poul- ccs deu\ sub- 
strats.“.‘.? Mais alors que l’ewyme dc foie dc moutoni a une atlinit2 5 fois plus foible ~C)LII‘ 

la .5-bromodL;sox\,c~tidinc que pour la dt:soxyc> tidinc. ccllc du ‘Clai’s prc’wltc ;III contrairc 
une afinitC_ 4 fois plus L:levL:c pour cct antim&lbolite quc pour IL’ m?tabolite normal. DC 
m@me. les cwymcs de foie de mouton’ et de rein dc souris’ ont unc atliniti: rcspcctiwment 
environ 4 et 14 fois plus hassc pour I‘arahinosqlcj tosinc clue pour 1~14 m6t:rholitcs n:lturcls 
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correspondants. tandis que l’enzyme de Mai’s a des affinites assez voisines pour ces divers 
substrats. 

Les V, ont CtC calculees grace a l’equation de Michaelis-Menten a partir de mesures 
de l’activite enzymatique executees selon la methode II (voir Experimentale) en utilisant 
la meme preparation enzymatique pour tous les substrats. Les valeurs de V, varient en 
fonction de la nature des substrats (Tableau 2) dans des sens opposes a ceux qui ont tti: 
observes par Wisdom et Orsi,5 sauf en ce qui concerne la cytidine. Dans le cas present, 
si l’on met a part l’arabinosylcytosine, les valeurs de K, et de I’,,, varient dans le meme sens 
en fonction de la nature des substrats, de sorte que dans les conditions habituelles d’incu- 
bation (pH 7.5. + 38”, 1 ,uM de substrat dans 3 ml de tampon phosphate 0.066 M), tous 
les substrats sont desamines a peu pres a la meme vitesse, B l’exception de l’arabinosylcyto- 
sine dont la desamination est 4 fois plus lente. 

Inhibition par les rdactfi des thiols et les thiols 

L’iodoacetamide (1 mM/l.) n’a pas d’influence sur l’activite desoxycytidine aminohyd- 
rolase. Par contre le parachloromercuribenzoate (5OpM/l.) inhibe A 50% cette activite, 
resultat assez voisin de ceux obtenus par d’autres auteurs. 4,5,8*12 Ceci suggere que, chez 
toutes les cytosine-nucleosides aminohydrolases, au moins une fonction thiol de l’enzyme 
doit etre libre pour permettre son fonctionnement. Mais contrairement B d’autres 
auteurs,4g8nous n’avons pu lever cette inhibition par un apport de glutathion. 

Les-thiols,sont en effect par eux-memes inhibiteurs de la reaction enzymatique etudiee: 
a 10 mM/l. le mercaptoethanol inhibe l’activite enzymatique a 757; et le dithiothreitol 
a 100%. Cette propriete ne semble pas avoir CtC signalee pour les cytosine-nucleosides 
aminohydrolases d’autres sources. Dans tous les cas, l’effet inhibiteur disparait si on 
Climine la substance a fonction thiol par tamisage moltculaire sur Sephadex G25 medium. 
Ceci suggere que la presence de thiols entraine la rupture de ponts disulfures stabilisant 
la conformation active de l’enzyme, li moins que, mais ceci para?t moins probable, ces sub- 
stances n’inhibent directement le mtcanisme reactionnel lui-mime. 

Inhibition par exchs de substrat 

Ipata et al.” signale que la cytidine aminohydrolase de levure est sensible a une inhibi- 
tion par le substrat aux concentrations superieures a 0.5 mM/l. La forme de nos graphes 
traces selon la methode de Lineweaver et Burk, obtenus grace B des mesures spectropho- 
tometriques de la vitesse initiale (methode I: voir Experimentale), suggeraient qu’il en Ctait 
de mEme ici pour la desoxycytidine et la cytidine aux concentrations superieures B 0.8 
mM/l. 

Verifications faites, il s’agit en realite dans les deux cas dun artefact lie au non-respect 
de la loi de Beer--Lambert aux concentrations superieures a 0.8 mM/l. Des mesures spec- 
trophotometriques d’activite enzymatique realisees apres dilution des incubats ont montre 
que, en rialite, meme a une concentration de 3 mM/l., il n’y a pas d’inhibition par 
exces de substrat dans les cas etudies ici. 

Inhibition par Ee produit 

La desoxyuridine inhibe la desamination de la desoxycytidine catalyste par la desoxycy- 
tidine aminohydrolase. Mais alors que les inhibitions par le produit sont le plus souvent 
du type compCtitif.5 l’inhibition observee ici est dun type mixte comme le montre le graphe 
trace en coordonnees inverses selon la methode de Lineweaver et Burk. La valeur de Ki 
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dkterminke graphiqucment par la mt-thodc de Dixon est d’environ 0.37 mM.‘I. (moyenne 
de 3 dkterminations). 

L’uridinc‘ ct la i-br~)modL:sos\,tlt-idinc qui peuvent 2tre considL:rLIcs commc dcs analo- 
gues structuraux dc la dksoxyurihine. inhibent aussi I’activitb ciL:so.~~c~ tidinc aminohydro- 
Le. mais &ins le premier as. I’inhibition est du t!pc non comptitirif. kindis qui‘. dans Ic 
second. elk est du type compktitif; les valcurs de Ki estimks par la mkthnde de Dixon 
sont respectivement 3.6 mM/l. et 033 mM,/l. (moycnncs dc deus dCterminatinns). 

Bicn clue ccs rk~ltats suggkrent I’existence d’au moins 3 sitcs dc fixation de ligands sur 

la dksoxycytidine aminohydrolasc. il serait hasardeux dc tirer des conclusions prkises sur 
le mkmismc dc I’inhibition cxerct;c par la dksozyuridinc en SC fondant ~LII- la seulc con- 
sidktion des caractkristiques cinGtiqucs dkriccs ici. 

c’cs ri-sultats montrcnt du moins clue la dksoxycytidinc dksuminase constitue un site 
d’action possihlc po11r Ia j-bromodttsoxyuridine. cc qui nc scrnble pas avoir L;tC; signal6 jus- 
qu’ici. Cepcndant rien ne prouvc qu’une tclle intervention it ce nileau puisse jouer eficace- 
ment i/j riro. dans la mesure OLI peuvent Stre aussi prkcnts dcs s>stirmes cnzymatiques 
aptes 5 utiliser la S-bromodksoxyuridine (thymidine kinaso et thymidinc phosphorylasc) 
et prkntnnt pour cellc-ci LI~C affinitL: plus klevke q11e cclle de la d&w.\,cvtidine aminohyd- _ _ 
rolase. D’autrc: part la valcur tr& 6lcvke dc la K; dc I‘uridinr: rend improbable son interven- 
tion dans Ic r+ulaCon de I’activitk d&ox\cvtidine aminoll\,droia~~ ;!I ~.iw. inlervention 
dont on nc vcrrait d’aillcurr pas I‘intGt phy&~logique. Par contrc I;\ wleur dc la k, de la 
dL;soxyiiridinc (0.37 miL1 I.) cst \oisinc dc la K,,, dc Ia di’4o\r!c> liiliilc iO2: inIL I.). On pcut 

done envisager 1.111 certain rcilc de ccttc inhibition par Ic produit danh la rL:gulation de I’acti- 
vitb dksoxycytidine aminohqdrolasc i71 1.i~; la vitessc de dkunination de la dkxycyti- 
dine dL;pendrait alors dans unc ccrtaine mesure dc la vitcssc d’utilisation du produit, c’est- 
A-dire en dkfinitive de la prbence ct du fonctionncmcnt dc la th!midine kinasc ou de la 
thymidinc phosphorj,lae. 

Cependant si la dksox\cytidine aminohydrolase tient vraiment une place importante 
dans la rL:gulation de la composition du pool de d~soxyribonuclt;otides triphosphates en 
intcrvenant dans la bios)nthk dc la ditsoxythymidine triphosphatc. il parait pcu probable 
que cctte cnryme ne posddc pas des propriMs rkgulatriccs mieus adaptk ;I cc’ 1.61~‘ ~LIC 
l’inhibition par le produit ohservck ici. La dksoxycytidinc dbaminesc dc fi)ie dc mouton’ 
est jusqu’ici la seule enzyme de cc type pour laquclle on ait montk d’intt;ressantes pro- 
prii-ti-s rbgulatrices (inhibition par la dksoxythymidinc triphosphnte, activation par la 
dksoxycytidinc triphosphatc) s’accordant avcc l’hypothksc envisa&. Hicn qlx Its prcmicrs 

essais cfktuk pour dCtcctcr dcs propri?tk ri’gulatriccs ~~:I~o~Ic~s chc/ I‘CIV~IIIC tic Mai’s 
nc soient .@rc cnco~~t-:trrc~~nts. dcs rccherches plus ;lp1wof’ondics de\ronl Ctrc cntreprises 
dans cette direction. 
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Purification. L’extrait proteique brut est soumis a une precipitation fractionnee par SO,(NH& et la fracfion 
obtenue entre 35 et 50% de saturation seule conservee (fraction II). Aprts desdlage et ajustement du pH a 7.5 
(0.02 M), la fraction II subit une adsorption negative sur gel de phosphate Sigma (30 mg/mg proteines) i 0” pen- 
dant 15 min. Le surnageant obtenu aprts centrifugation (fraction III) et ajustement du pH a 5.7 subit alors une 
adsorption positive sur gel de phosphate executee dans les memes conditions que l’adsorption negative (sauf en 
ce qui concerne le pH). L’enzyme est ensuite eluee par du tampon phosphate pH 7.5, 0.05 M (fraction IV). L’eluat 
est enfin chromatographit sur colonne de DEAE-cellulose Whatman DE-32 (25 x 100 mm). L’elution est 
executee en milieu tampon phosphate 0.1 M a pH 7.5 a l’aide dun gradient de concentration en NaCl de forme 
concave (Oa i-5 M); ce gradient est obtenu en remplissant chacune des 3 prcmikres chambres d’un appareil Vari- 
grad de tampon phosphate 0.1 M (120 ml par chambre) et la 4eme du m@me tampon addition& de NaCl 1.5 
M. Les fractions contenant la majeure partic de I’activite enzymatique constituent la fraction V utilisee dans la 
plupart des experiences d&rites ici. 

Dosage des protiines. I1 est execute selon la methode de Lowry et ~11.‘~ en utilisant l’albumine du serum de 
boeuf comme rkfkrence. 

Mesurr dr I’actiuitd encynmtique. Les conditions d’incubation sont les suivantes: 3X ‘. pH = 7.5. Le milieu d’in- 
cubation (3 ml) contient 0.2 mM de phosphate Na. I /cM de substrat tdesoxycytidine dans la plupart des 
experiences) et la solution cnzymatique (0.5 ml en general). L’activite emymatique a ctc mcsurcc selon dcux 
methodes differentes: MG~/wt/c I: Le plus souvent a Ctc utilisec unc mcthode spcctrophotometrique fondee sur 
la difference d’absorption en UV des substrats amines et des produits correspondants desdmines. La 
methode consiste a determiner la diminution de D.O. (qui est proportionnelle a la variation de concentration 
en substrat) a une longueur d’onde convenable (290 nm pour la desoxycytidine. la cytidine. l’arabinosylcytosine, 
295 nm pour la 5-methyl-desoxycytidme, 310 nm pour la 5-bromodesoxycytine). Cette methode a ete appli- 
quee selon deux modalites: wkhodr In: l’incubation a lieu dans le compartiment thermostate de cuves 
du spectrophotomttre; la variation de la D.O. des melanges incubes est enregistree en fonction du temps, et la 
vitesse initiale est determike a l’aide de cet enregistrement; m&wde lb: dans certains cas (etudes de I’influence 
deee’ra’rem.tieramre ek he dire bu#fi knms’~~a zone kbe sur’l ati~v’ire en~ym&~pnex’i~~ mdnohe ~necnudno\~m%n% 
que a et& employee ainsi: les incubations sont realisees au bain-marie thermostatt; apres 30 min d’incubation, 
on ajoute 0.5 ml de NaOH N dans chaque essai; on mesure alors la densite optique Q 290 nm. ce qui permet 
de calculer la diminution de D.O. due a la desamination enzymatique de la desoxycytidine. Bien que cette 
methode ne permette pas une determination de la vitesse initiale aussi exacte que la methode pricedente. elk 
en donne cependant une approximation suffisante pour les etudes concernees. Mrthotir If: lors de quelques 
expkjences [defermjnajjon de la K, de I’~~abjnosylcytosj~a mesure des Pk,. jnhjbi,jriDII par 12 Z%XDmDdeSDxyuJi- 
dine) a et& employee une methode colorimetrique qui consiste a doser l’ammoniac apparu en un temps donne 
(25 ou 30 min) par le reactif de Nessler. 

” LOWRY. 0. H., ROSENBROUGH, J., FARK, A. L. and RANDALL R. J. (1951) J. Biol. Chm. 220, 265 


