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S U M M A R Y  

A new L-amino acid oxidase activated by magnesium 

I. The L-amino acid oxidase of the hepato-pancreas of Cardium tuberculatum L 
was purified and studied. 

2. The specificity of the enzyme with regard to 24 amino acids was investigated 
and discussed; the enzyme also attacks basic amino acids. Details are given of the 
structural configurations that  amino acids must have in order to serve as substrate. 
Certain amino acids that are not attacked by the enzyme have an inhibitory effect 
on its action. This inhibition is competitive in the absence of Mg++ and non-com- 
petitive in its presence. 

3. The L-amino acid oxidase loses 85 % of its activity during purification; it can be 
reactivated by Mg ++ (optimum action at pH 8.8), the only one of a number of metal 
ions tested having this property. In this respect there is an extreme specificity that  
is not encountered in the case of other enzymes activated by divalent cations. 

4. The enzyme fraction that remains active in the absence of Mg ++, oxidizes the 
same amino acids, but shows optimum activity at a different pH (7.6); it can be 
activated by tris(hydroxymethyl)aminomethane. 

INTRODUCTION 

Depuis les t ravaux initiaux de KREBS 1, u n  certain nombre de L-aminoacideoxydases 
ont 6t6 d6crites chez des Mammif6res ~, des Reptiles B, des microorganismes 4, * et des 
Oiseaux e,7. Nous avons mis en 6vidence la pr6sence d'un enzyme de ce type dans 
plusieurs groupes d'Invert6br6sS, 9, entre autres chez la Moule (Mytilus edulis L). 
L'enzyme de l'h6patopancr6as de ceUe-ci n'a pu 6tre s6par6 des particules cellulaires ; 
mais, parmi les nombreux LameUibranches examin6s, l'un des plus communs en 
Bretagne, Cardium tuberculatum L, s'est montr6 renfermer une t-aminoacideoxydase 
soluble 1°. Les caract6res de cet enzyme, dont la principale particularit6 est d'6tre 
activable par l'ion magn6sium, font l 'objet de ce travail. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 
Techniques 

L'activit6 de l 'enzyme a 6t6 d6termin6e dans l'appareil de Warburg, par mesure 

Bibliographie p. 122. 



112 J. ~OCHE et al. VOL. 35 (1959) 

de l 'absorption d'oxyg~ne, 5- 3 o°, dans Fair et, sauf indications contraires, en presence 
de tampon au borate 0.05 M, de pH = 9, de L-leucine o.o167 M comme substrat 
et de MgSO4 o.oi M. La quantit6 d'enzyme 6tait telle que l 'absorption 6tait de 12o 
5- 200 /xl 02/h pour un volume total de 3 ml. La pr6sence de potasse ou d'acide pour 
absorber le gaz carbonique on l 'ammoniac n'est pas n~cessaire 5- ce pH. Les lectures 
sont faites ~ 5, 15, 25 et 35 rain apr~s l ' introduction du substrat;  pendant cette 
p6riode, l 'absorption est proportionnelle aux temps et l 'on calcule l'activit~, exprim6e 
en t,l/h, 5- partir  de la diff6rence obtenue entre les lectures 5- 5 et ~ 35 rain. Une unit6 
d 'enzyme est d6finie comme la quantit6 qui donne une absorption d'O 2 de 60/4/h. 
L'activit6 sp~cifique est exprim6e en t*l d'O2 absorb6s/h/mg de produit sec (Qo~) ou, 
dans les derniers stades de la purification, par le rapport  A/E du nombre d'O2 ab- 
sorb6s/h 5- la densit6 optique de la pr6paration 5- 275 m/x, mesur6e sous I cm d'@ais- 
seur. 

L 'ammoniac est dos6 selon CoNwa¥, apr~s oxydation complete du substrat. Le 
gel d 'hydroxylapati te ,  utilisd dans la purification a 6t6 pr@ard selon TISELIUS n. Pour 
la chromatographie prdparative, nous avons utilisd des colonnes de 7 cm2 × 4o cm, 
avec un 6coulement de 3 ml/cm2 de section/h, obtenu par une surpression d'environ 
3o cm Hg. 

La flavine-dinucl6otide a 6t6 fournie par General Biochemicals, Inc., Chagrins 
Falls (Ohio) et le flavine-mononucldotide par Hofmann-La Roche, comme les acides 
aminds, sauf l'acide DI,-c,-aminobutyrique, fourni par Dr. THI~ODOR SCHUHARDT, et 
les acides nL-a-amino-8-hydroxyval6rianique et I)L-a-amino-e-hydroxycaproique 
prdpar6s par le Professeur R. GAUDRY (Montr6al). 

Purification de l'enzyme 

Les Cardium ont 6t~ p~ch6s dans la r6gion de Concarneau (Finist~re) et conservds 
au maximum 3 jours dans des bassins. Ils ont 6t6 trait6s par  lots de 15o 5, 300 kg, 
dont l'ensemble, groupant environ 16,5oo individus, atteignait 1,5oo kg. Les h6pato- 
pancrdas, s@ar6s de l'organisme, sont broy6s ("waring blendor") avec leur volume 
d'eau glacde et extraits 5- 3 ° pendant quelques heures, sous agitation m6canique. 
L'homog6nat est centrifug6 5- 12,ooo /, g pendant 20 min. Une couche dense de graisse 
qui s'est rassembl6e 5- la surface est 61imin6e par filtration sur coton de verre; le 
filtrat est dialysd contre 40 fois son volume d'eau, pendant 14 h 5- 5 °. Apr~s 6limination 
du pr6cipit6, le dialysat est trait6 par IO volumes d'ac6tone 5- - - i o ° ;  le pr6cipit6, 
recueilli sur filtre de Biichner, est lav6 par deux volumes d'acdtone, puis s6ch6 sous 
vide sulfurique. La poudre ac6tonique ainsi obtenue, gardde 5- + 5 °, ne perd pas plus 
de IO o/ de son activit6 en un an. 

Elle est extraite/~ l 'eau distill6e (io ml/g), puis centrifugde 2o min 5. I2,OOO × g. 
Le liquide surnageant (pr6p. I) est port6 5- 55 ° pendant 8o min, puis dialys6 contre 
4o fois son volume d'eau distillde, 12 h 5- 5 °. Les prot6ines inactives qui floculent 
pendant le chauffage sont 61imindes par centrifugation. Le liquide surnageant (pr6p. II) 
est fractionn6 par (NH4)2SO 4 ~ pH = 4; le pr6cipit6 recueilli entre 40 % et 55 % 
de saturation en sel est repris par l 'eau; la solution amen6e ~t pH = 6 est dialys6e 
contre IOO fois son volume d'eau. Les prot6ines inactives qui pr6cipitent sont 61imittdes 
par centrifugation et la solution enzymatique (pr6p. I I I )  est soumise & un nouveau 
fractionnement, mais 5- pH = 6; le pr6cipit6 recueilli entre 45 % et 55 % de la satu- 
ration en sel est trait6 de la m~me fagon. 
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La pr6paration ainsi obtenue (pr6p. IV) est adsorb6e sur une colonne d'hydroxyl- 
apatite, puis 61u6e avec un tampon de phosphate de sodium o.ooi M de pH = 6.811. 
L'61uat contenant l 'enzyme est fractionn6 k nouveau entre 45 °/o et 55 % de la satu- 
ration en (NH4)~SO 4. La solution enzymatique obtenue (pr6p. V) est utilis6e apr~s 
dialyse. 

Qo2 de l 'extrait de poudre ac6tonique (pr6p. I) varie de 2. 5 k 5 suivant les 
r6coltes. I1 passe k environ 20 (pr6p. III), puis 50 (pr~p. IV) apr~s les premiers 
fractionnements par (NH4)2SO 4. La colonne d'hydroxylapatite retient 85 % des 
prot6ines et lO% seulement de l'activit6. La valeur du rapport: A/E passe alors 
d!environ 7 ° k 35o, puis k 700 par le dernier fractionnement k SO4(NH4)3. La puri- 
fication obtenue k partir du premier stade (pr6p. I) est de l'ordre de IOO, avec un 
rendement de 30 %. La pr6paration contient encore des impuret6s non prot6iques, 
mais la difficult6 d'obtenir des quantit6s plus grandes de mat6riel de d6part nous 
a emp~ch6s de pousser plus loin la purification de l'enzyme. L'int6r6t du traitement 
thermique, en dehors du fait qu'il d6nature un certain nombre de prot6ines inactives, 
r6side surtout dans le fait qu'il conduit k une activation d'environ 50 %, que l'on 
peut attribuer k la destruction d'un inhibiteur prot6ique. L'activit6 varie suivant 
les 6poques de l'ann6e; la plus grande a ~t6 trouv6e dans les animaux p~ch6s en 
automne. 

Caract&es de l'enzyme purifi~ 

Activation par le magnesium: Une perte importante d'activit6 s'observe au cours 
de la purification. La r6activation est obtenue par l'addition d'un extrait enzymatique 
bouilli, ou d'un extrait des cendres de la poudre ac6tonique. Le caract~re min6ral 
de l 'activateur est donc probable; en fait l'ion Mg++ peut 6tre substitu6 k l 'extrait 
des cendres. 

T A B L E A U  I 

INHIBITION PAR FORMATEURS DE COMPLEXE 

Corps a]outd Activitd prdp. I I  Activitd prdp. V 
,ul / h /al / h 

T 6 m o i n  149  137 
M g  ++ o . o i  M 183 402  
P y r o p h o s p h a t e  o . o i  M 78 132 
V e r s ~ n e  o . o i  M 92 138 

La r6activation obtenue par addition de Mg ÷+ varie suivant le stade de la purification. 
L'activit6 r6siduelle, sans magn6sium, est 6gale, dans l 'extrait brut de poudre 
ac6tonique, k 85 % de celle observ6e en la pr6sence de celui-ci. Elle est un peu diminu6e 
par le chauffage et la dialyse; apr~s le premier fractionnement par (NH4)2SO4 elle 
tombe k 30 %. 

L'activit6 r6siduelle des pr6parations purifi6es ne peut ~tre diminu6e ni par de 
nouvelles pr6cipitations k pH = 4, ni par dialyse contre des solutions d'6thyl~ne- 
diaminet6traac~tate (vers~ne) ou de pyrophosphate. 

Le pourcentage de l'activit6 r6sidueUe est plus grand si la pr6cipitation par 
(NH4) 2SO4 est r6alis6e k un pH > 4. N6anmoins il peut 6tre ramen6 k 30 % par une 
pr6cipitation ult6rieure k pH = 4. Une dialyse contre du vers~ne o.ooi M k pH = 6 
est moins efficace; ~ pH = 4 elle d6truit une graude partie de l'activit6. (NH4)~SO 4 
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parai t  donc stabiliser l 'enzyme,  le pH devant  s 'abaisser no tab lement  pour provoquer  
la dissociation du m6tal. 

L ' inh ib i t ion  qu 'exercent  les formateurs de complexe tels que le vers~ne et le pyro- 
phosphate,  confirme la pr6sence probable d ' un  m6tal dans l 'enzyme. La pr@. II, 
tr~s incompl~tement  purifi6e, est inhib6e par  ces corps; elle l 'est aussi ( i i  %) par 
l 'acide citrique o.oi M, mais non  par  le fluorure de sodium o.oi M e n  pr6sence de 
phosphate o.oi M. Au contraire,  la p r@ara t ion  purifi6e (pr6p. V), n 'es t  pas inhib6e 
par les premiers, ce qui peut  t raduire l 'absence d ' un  cons t i tuant  mfta l l ique 1~-14 
(Tableau I). 

Pour  identifier les m6taux susceptibles d 'ac t iver  l ' enzyme purifi6, celui-ci a 6t6 
pr6incub6 15 rain k 3 °0 dans une solution t ampon  au v6ronal de pH = 9, o . i  M, 
en pr6sence de divers cations o.ooi M et l 'act ivi t6 a 6t6 mesur6e apr~s addi t ion de 
0.5 ml de IMeucine o.I M (Tableau II).  Dans ces conditions, Mg ++ est le seul ion 
6tudi6 poss6dant une action activatrice significative. Mn ++ et Hg++ d6naturent  
vra isemblablement  l 'enzyme. De plus, en presence de l ' ion Mg++, les ions Ca++, Sr++, 
Zn++, Cd ++, Ni ++ et Be ++ sont sans influence sur l ' ac t ivat ion due au premier. L 'act ion 
de Mg ++ sur l ' enzyme de Cardium est donc sp6cifique, alors que tel n 'es t  pas le cas 
lors de l ' ac t iva t ion  de tr~s nombreux  autres enzymes par des cations divalents.  

TABLEAU II 
ESSAI D'ACTIVATION PAR DES IONS MI~TALLIQUES 

Conditions exp6rimentales d~crites dans le texte. 

Mdtal ajoutd Anion du sel Activitd 
/ll rh 

__ __ 58-64 
Mg ++ SO 4- - i56-157 
Ca ++ C1- 63 
Ba ++ C1- 68 
Sr ++ CI- 73 
Zn ++ SO 4- - 7i 
Cd ++ SO 4- - 62 
Co ++ NO 8 - 63 
Ni ++ NO 3- 60 

Mn ++ SO t -  - o 
Cu ++ SO 4- - 52 
Pb ++ CH3COO- 46 
H g  ++ C1- o 

K + C1- 59 
Li + C1- 52 

Be ++ C1- 52 
Fe +++ CI- 56 

Variations de l'activitd en /oration de la concentration en magnesium: La vitesse 
d 'oxyda t ion  varie en fonction de la concentra t ion  en magn6sium, su ivant  une courbe 
reproduite dans la Fig. I, analogue aux courbes de dissociation. Dans le cas oh un 
seul ion Mg++ in terv iendra i t  pour chaque mol6cule d 'enzyme,  la loi d 'ac t ion des 
masses appliqu6e ~t l '6quil ibre:  E + Mg ~ EMg, permet  le calcul de la constante  de 
dissociation apparente  K'D par l 'expression:  K'D = Mg ( V -  v)/v, dans  laquelle V 
est la vitesse m a x i m u m  et v la vitesse observ~e pour  une concentra t ion  en magn6sium 
Mg. Nous avons calcul6 par  la forme lin~aire de cette 6quat ion:  I/V = K 'D/V ' I /Mg  
+ I/V, la constante  K'D correspondant  aux valeurs exp6rimentales obtenues pour 
des concentra t ions  en magn6sium var ian t  entre 10 -3 et 5" 10-2 M. 
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L'existence d'une activit6 r6siduelle non li6e k la pr6sence de m6tal oblige k 
distinguer deux cas. D'une part,  si cette activit6 est ind6pendante de la concentration 
en m6tal, il est 16gitime de retrancher sa valeur de toutes les valeurs observ6es. 
D'autre  part,  si l 'activit6 r6siduelle est soumise k des variations dues k la pr6sence 
de magn6sium, le calcul doit ~tre fait k part ir  des valeurs exp6rimentales elles-mSmes. 
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Fig. I. Courbe d ' a c t i v a t i o n  de l ' e n z y m e  en fonc t ion  de [Mg++l ~ p H  = 9.1. Abscisses :  l oga r i t hme  
de la concen t r a t i on  en Mg++. Ordonn6es :  Oz absorb6/h ,  en  #1. Vo lume  to ta l  (3 ml), r e n f e r m a n t  
en  dehors  de MgSO 4, t a m p o n  bora te  g p H  = 9.1, 50 r aM;  L-leucine, 16. 7 m M  et  0. 5 ml  d ' e n z y m e  
(pr6p. V). Le po in t  en t r e  c roche t s  m a r q u e  l ' ac t iv i t6  o b t e n u e  s ans  add i t ion  de Mg ++. La  courbe  

en pointi l l6s es t  la courbe  ealcul6e (voir le texte) .  

La valeur de K'D calcul6e dans le premier cas est de 5" lO-4 M, et, dans le second 
de 3.5" lO-4 M. Cette derni~re valeur est certainement plus correcte, car la part  de 
l 'activit6 r6siduelle devient alors n6gligeable; eUe est n6anmoins fauss6e par la fixation 
du magn6sium sur les impuret6s contenues dans la pr6paration enzymatique, et par 
une fixation non sp6cifique sur l 'enzyme. On peut cependant remarquer qu'elle est 
du m6me ordre que celles trouv6es pour d 'autres enzymes activ6s par le magn6sium, 
par MALSTROM 1~ pour l'6nolase et par GRIFFITHS et coUaborateurs 15 pour l'arginine- 
phosphokinase (K'D -~ 3.6" IO -* M) et par d 'autres encorO 4, is, 17 pour divers enzymes 
(de i .  lO -4 k 5" lO-4 M). On a report6 sur la Fig. I ,  une courbe calcul6e k part ir  de 
la valeur de K'D obtenue dans le second cas, en majorant  les valeurs calcul6es de 
l 'activit6 r6sidueUe observ6e. 

La fixation du magn6sium k l 'enzyme est imm6diate; l 'activit~ opt ima est 
obtenue sans pr6incubation. En effet, l 'addition simultan6e de leucine et de Mg++ 
conduit k la m~me activit6 que dans le cas oft le m6tal est pr6incub6 k 30 ° pendant 
15 min avec l 'enzyme. Par  contre, l 'addition de Mg ++ 25 min apr&s l 'addition de 
leucine produit une activation moindre, toutefois d 'au tant  plus complete que la 
concentration en Mg ++ est plus grande. 

Influence du pH: L'enzyme naturel pr6sente une activit6 opt ima k un pH voisin 
de 9x°; l 'activit6 d6crott lentement au-dessous et rapidement au-dessus. L 'enzyme 
purifi6 ne pr6sente pas le mSme pH opt imum en l 'absence de magn6sium (pH = 7.6) 
et en sa pr6sence (pH ~ 8.8) (Fig. 2). Les variations d'activit6 en fonction du pH 
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d'un enzyme d6pourvu de magn6sium (courbe I) passent par un maximum plus 61ev6 
que eelles observfes en pr6sence de m6tal (courbe 2), 6tablies avec un tampon au 
tris(hydroxym6thyl)aminom4thane (Tris). 

Action d'autres e~ecteurs." Le fait que le maximum ~ pH = 7.6, en l'absence de 
Mg++, soit sup6rieur & celui d6termin6 & pH = 8.8 en pr4senee du m6tal (Fig. 2) 
est dfi 5 l'action activatrice du tampon Tris. En effet, comme le montrent les Tableaux 
III et IV, ce tampon double l'aetivit6 de l'enzyme, aussi bien ~t pH = 7.6 qu'k pH = 9. 
Le tampon v6ronal est sans influence notable sur l'activit6 k pH = 9, tandis que le 
borate produit une inhibition nette. L'activation par le Tris n'empSche pas l'activation 
par Mg ++ b, pH = 9, tandis qu'& pH = 7.6 le m6tal diminue fortement la premi6re; 
dans ce cas, des concentrations croissantes en Mg++ provoquent une inhibition 
apparente (Fig. 3). 
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Fig .  2. V a r i a t i o n  d e  l ' a c t i v i t 6  en  / o n c t i o n  d u  
p H ,  en  l ' a b s e n c e  e t  en la  p r 6 s e n c e  d e  l ' i o n  Mg ++. 
A b s c i s s e s :  p H  d u  m 6 1 a n g e  r 6 a c t i o n n e l ,  m e s u r 6  
a p r 6 s  l ' e s s a i .  O r d o n n 6 e s :  O~ a b s o r b 6 / h ,  en  /21. 
V o l u m e  t o t a l  (3.1 ml) : t a m p o n  a u  p H  ind iqu6 ,  
50 m . l I ;  L- leucine,  i6 .  7 m M  et  0.5 m l  d ' e n z y m e ;  
o . i  n i l  de  K O H  & 200o d a n s  le c o m p a r t i m e n t  
c e n t r a l .  P o u r  la  c o u r b e  2, i l  y a d e  p l u s  t r e e  
c o n c e n t r a t i o n  d e  M g S O 4  6 g a l e  & IO m 3 / .  O = 

t a m p o n  Tr i s ;  × = t a m p o n  c a r b o n a t e .  

Fl/h} 
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Fig .  3. I n h i b i t i o n  a p p a r e n t e  p a r  Mg ++ & p H  
= 7.6, en  p r 6 s e n c e  d e  T r i s .  A b s c i s s e s :  loga -  
r i t h m e  d e  la  c o n c e n t r a t i o n  en  Mg ++. O r d o n n 6 e s  : 
O~ a b s o r b 6 / h ,  en  /H. V o l u m e  t o t a l  (3.1 ml) 
r e n f e r m a n t  e n  d e h o r s  d e  M g S O 4 :  T r i s  & p H  
= 7.6, 5 ° m M ;  L-leucine,  16. 7 m M  e t  0.5 ml  
d ' e n z y m e ;  on a a j o u t 6  o . i  m l  de  K O H  & 2 0 %  
c l a n s  Ie  c o m p a r t i m e n t  c e n t r a l .  L e s  p o i n t s  e n t r e  
c r o c h e t s  m a r q u e n t  l ' a c t i v i t 6  o b t e n u e  s a n s  a d -  

d i t i o n  d ' i o n  Mg  ++. 

T A B L E A U  I I I  

I N F L U E N C E  D E S  T A M P O N S  S U R  L 'ACTIVITI~  

L e s  c h i f f r e s  e x p r i m e n t  #I  0 2 a b s o r b 6  p a r  h e u r e .  

Tampon pH  := 9 - -  Vdronal o. i  31 Tris o.z M Borate 0.05 M 

S a n s  Mg  ++ 81 75 162 4 6  
A v e c  Mg ++ 215 193 2Ol 18i  

Lorsque le m6tal de l 'enzyme (p%p. II) n'a pas ~t4 dissoci6 par la pr6cipitation 
& pH = 4 l'activation par le Tris est moindre: l'addition de pyrophosphate, qui le 
fixe, permet au Tris d'exercer une action plus marqu6e (Tableau V). 
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T A B L E A U  I V  

ACTION DU TRIS ET DE L'ION AMMONIUM SI:IR L'ACTIVITI~ 

117 

Corps aioutd Sans tampon Tris o.i M Vdronal o.z M Tris o.z M 
pH = 7.6 pH = 7.6 pH = 9 pH = 9 

- -  12o 232 77 153 
Mg ++ o .o i  M 134 198 219 
N H 4  + o . I  M 217 153 
P y r o p h o s p h a t e  o .o i  M 241 97 
V e r s b n e  o .o i  M I2O 

T A B L E A U  V 

ACTIVATION PAR LE PYROPHOSPHATE EN PRESENCE DU TAMPON TRIS O.I ~ ,  p H  = 7.6 

Prdp. I Prdp. II Prdp. I I I  Prdp. V 

A c t i v i t ~  # l / h  143 171 164 246 
A c t i v i t 6  en  p r 6 s e n c e  

de  p y r o p h o s p h a t e  o .o i  M 162 207 159 244 

L'influence de celui-ci paratt ~tre de mSme nature que celle du m6tal; elle est 
6galement r6duite par le pyrophosphate et, dans une mesure moindre, par le vers~ne. 
L'ion ammonium exerce le mSme effet que le Tris (Tableau IV), il est activateur 

pH = 7.6 comme ~ pH = q. 
L'enzyme n'est sensible ~ aucun des effecteurs suivants: parachloromercuri- 

benzoate (lO -3 M), acide iodoac~tique (2.IO -3 M), cyanure de potassium (lO -2 M), 
semicarbazide (lO -2 M), acide de sodium (lO -2 M) et acide sulfanilique (lO -2 M). 

Sp~cificit~ et inhibition par certains acides amines non oxydables: L'6tude de la 
sp6cificit6 a 6t6 poursuivie k pH = 7.6 en l'absence de Mg ++ et ~ pH = 8.8 en la 
pr6sence de celui-ci, ~t la concentration en substrat de o.o167 M. Le Tableau VI expose 
les r6sultats obtenus avec 24 acides amines, les vitesses d'oxydation 6rant exprim~es 
en pourcentage de celle de la L-leucine. La sp6cificit6 absolue est la m~me k pH = 7.6 
et k pH = 8.8; elle pr6sente toutefois quelques variations dans les vitesses relatives 
d'oxydation et ne varie pas au cours des purifications TM. 

Nous avons par ailleurs 6tudi6 l'action des acides amin6s non oxydables sur la 
d6samination oxydative de la leucine (Tableau VII). On observe une forte inhibition 
par les acides amin6s k chaine courte (alanine, glycine et s6rine) aux pH = 7.6 et 9.2. 
La D-alanine est aussi un inhibiteur 6nergique, comme la proline, £ pH ---- 9, mais 
non ~ pH = 7.6. Les autres acides amin6s inhibent dans une proportion moindre. 

La representation selon LINEWEAVER ET BURK TM de l'inhibition de l 'oxydation 
de la leucine par divers acides amin6s non-oxydables, fait ressortir (Figs. 4 et 5) une 
diff6rence dans la nature de cette inhibition suivant les conditions exp6rimentales 
adopt6es. A pH = 7.6, en l'absence de Mg ++ (Fig. 4), l'inhibition par la s6rine, 
l'alanine, la valine et la proline est concurrente; ~ pH = 9 et en pr6sence de Mg ++ 
(Fig. 5), l'inhibition par la proline, l'alanine, l'isoleucine, et la thr6onine est non 
concurrente. Ces diff6rences ne sont pas dues aux variations du pH, mais k la pr6sence 
de Mg ++. En effet, ~ pH = 9 et sans addition de Mg ++, l'alanine est un inhibiteur 
concurrent de l 'oxydation de la leucine par l 'enzyme purifi6, alors que la pr6paration 
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T A B L E A U  V I  

SPt~CIFICITt~ DE L'ENZYME PURIFI~ ~ p H  = 8.8 EN PRESENCE DE M g  ++ ET ,~ p H  = 7 .6  
EN L'ABSENCE DE M g  ++ 

L e s  f io les  c o n t i e n n e n t  : t a m p o n  T r i s  ~ p H  = 8 .8  p o u r  l a  c o l o n n e  i e t  $ p H  = 7 .6  p o u r  l a  c o l o n n e  2, 
50  r a M ;  a c i d e  a m i n ~ ,  c o n c e n t r a t i o n  p a r  r a p p o r t  ~ l a  f o r m e  L, 16. 7 m M ;  M g S O  4, IO m M  d a n s  
le c a s  d e  l a  c o l o n n e  I, e t  0. 5 m l  d ' e n z y m e  ; o n  a a j o u t ~  o. I m l  d e  K O H  $ 20 % d a n s  le c o m p a r t i m e n t  

c e n t r a l  d a n s  le c a s  d e  l a  c o l o n n e  2. 

Corps essayd pH ~ 8.8 pH 2 7 .6 

L - l e u c i n e  i oo  t o o  
ac .  D L - a - a m i n o b u t y r i q u e  3 ° 32 

D L - n o r v a l i n e  7o 86  
o L - n o r l e u c i n e  60 57  

ac .  D L - a - a m i n o -  
3 - h y d r o x y v a l 6 r i a n i q u e  32 22 

ac .  D L - a - a m i n o -  
~ - h y d r o x y c a p r o i q u e  51 25 

D L - m 6 t h i o n i n e  38  20 
L - p h 6 n y l a l a n i n e  7 ° t 12 
L - t r y p t o p h a n e  47  3 6  
L - l y s i n e  18 15 
L - h i s t i d i n e  4 ° 33 
L - a r g i n i n e  25 l o 
L - c i t r u l l i n e  76 89 
L - o r n i t h i n e  25 48 
L - a s p a r a g i n e  33 33 

g l y c i n e  o o 
D L - a l a n i n e  c o 

L - v a l i n e  o o 
L - i s o l e u c i n e  o o 

DL-s6 r ine  o o 
D L - t h r 6 o n i n e  o o 

ac .  L - a s p a r t i q u e  o o 
ac .  L - g l u t a m i q u e  o o 

L - p r o l i n e  o o 
D - a l a n i n e  o 
D - l e u c i n e  o 
D - h i s t i d i n e  o 

T A B L E A U  V I I  

INHIBITION PAR LES ACIDES AMINES NON OXYDABLES 

L e s  f ioles  c o n t i e n n e n t ,  p o u r  u n  v o l u m e  t o t a l  d e  3 .0  o u  3.1 m l  : t a m p o n  T r i s  a u  p H  i n d i q u 6 ,  5 ° r a M ;  
L - l euc ine ,  16. 7 r a M ;  a c i d e  a m i n 6  n o n  o x y d a b l e ,  16. 7 m M ,  s a u f  p o u r  les  a c i d e s  d i c a r b o x y l i q u e s  
(8. 4 m M )  e t  les  a c i d e s  a m i n 6 s  d e  l a  f o r m e  D (33.3  m M ) ;  o. 5 m l  & e n z y m e ;  p l u s  M g S O  4 p o u r  les  
e s s a i s  ~ p H  = 9 . 2 ;  o n  a a j o u t 6 ,  p o u r  les  e s s a i s  ~ p H  = 7.6,  o.1 m l  d e  K O H  A 2 o %  d a n s  le c o m -  

p a r t i m e n t  c e n t r a l .  

Acide amind % inhibition ~ % inhibition 
pH ~ 7.6 pH ~ 9.2 

D L - a l a n i n e  89 71 
g l y c i n e  51 56  

L - p r o l i n e  24 74 
L-s~r ine  54 73 
L - t h r 6 o n i n e  20 14 
L - i s o l e u c i n e  12 14 
L - v a l i n e  24 30  

ac .  L - a s p a r t i q u e  13 i 2  
a c .  L - g l u t a m i q u e  26  

D - h i s t i d i n e  t 2 
D - l e u c i n e  5 
D - a l a n i n e  39  
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Fig.  4. I n h i b i t i o n  pa r  les acides  amin6s  non 
o x y d a b l e s  ~ p H  ~ 7.6. Abscisses  : inverse  de la  
c o n c e n t r a t i o n  en leucine,  en M -1. Ordonn6es:  
inverse  de l ' ac t iv i t6 ,  en IO ~ h/,ul. Les  fioles 
con t i ennen t ,  pour  un  v o l u m e  t o t a l  de 3.I ml :  
t a m p o n  Tr is  ~. p H  ~ 7.6, o . i  M ;  leucine,  
c o n c e n t r a t i o n  ind iqu6e  e t  s6rine, 16. 7 m M  p o u r  
la  courbe  I ; a lanine ,  2 m M  pour  la  courbe  2 ; 
va l ine ,  I6.7 m M  pour  la  courbe  3; prol ine,  
16. 7 m M  pour  la  courbe  4. La  courbe  5 es t  
r6alis6e sans  a d d i t i o n  d ' ac ide  amin6  non 
o x y d a b l e ;  on a a jout6  o . i  m l  de K O H  £ 2 o %  

dans  le c o m p a r t i m e n t  cent ra l .  
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Fig.  5. I n h i b i t i o n  pa r  les ac ides  amines  non 
o x y d a b l e s  ~ p H  = 9. Abscisses :  inverse  de la  
concen t r a t ion  en leucine en M -1. Ordonn6es:  
inverse  de l ' a c t iv i t6  en lO 3 h//~l. Les  fioles con- 
t i ennen t ,  pour  un vo lume  to t a l  de 3 ml  : t a m p o n  
Tris  ~ p H  = 9, 5 ° r aM;  MgSO~, i o  r a M ;  
leucine, concen t r a t ion  indiqu6e et  proline,  
i o  m M  pour  la  courbe I ; a lanine ,  z m M  pour  
la  courbe 2 ; isoleucine,  33 m M  pour  la  courbe 3 ; 
thr6onine,  16. 7 m M  pour  la  courbe 4- La  courbe 
5 a 6t6 r6alis6e sans  add i t i on  d ' ac ide  amin6 

nonoxydab le .  

/,L j 

20( 

10( 

20 

Theorie 
224 ~I , f - - . - - . ~  4 

. / / /  

~b 20 ~o ,~ ~'o do 7b ~ "  
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Fig. 6. O x y d a t i o n  coupl6e de l '6 thanol .  Absc isses :  t emps ,  en minu te s .  Ordonn6es:  02  absorb6, 
en ktl. Les  fioles con t iennen t ,  pour  un  v o l u m e  t o t a l  de 3.i  ml :  t a m p o n  Tris  5 ° r aM;  L-leueine, 
~o -5 mole  e t  0.5 ml  d ' e n z y m e ;  plus ,  pour  les  courbes  i ,  2 e t  3, o.I ml  d ' d thano l  ~ i o % ,  pour  la  
courbe  4, o.3 ml  d ' 6 thano l  ~ 3o % ; e t  r e s p e c t i v e m e n t  pour  les courbes :  I, 2, 3 e t  4, IOO/,g, 5oo/ tg ,  
iooo  # g e t  12oo p g  de ca t a l a se  cr is ta l l i s6e;  on a a jout6  o.I ml  de K O H  ~ 20 % dans  le compar t i -  

m e n t  cen t ra l .  
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I I  est inhib6e d'une mani6re non concurrente par l 'alanine et la proline g pH = 7.6. 
L'inhibition qu'exercent les acides aminds non oxydables est donc li6e ~t la 

longueur de la chalne carbon6e, quant k son degr6, et ~ la pr6sence de magn6sium, 
quant & sa nature (caract6re concurrent). 

Mdcanisme de la rdaction d'oxydation. Le bilan stoechiometrique de l 'oxydation 
correspond au sch6ma de r6action admis pour les L-aminoacideoxydases, soit: 

R -CH-COOH + O 3 --+ R-COOH + NHa + CO s. 
I 

NH 2 

L'absorption d'O 2 est 4gale, pour IO -5 mole de L-leucine, ~ 223/xl (th6orie : 224/,1) 
en l 'absence de catalase. En prdsence de celle-ci par contre, l 'absorption n'est plus 
que de 124 >1, soit un peu sup6rieure ~t l 'absorption th6orique: 112 t,1. La formation 
d 'H20 2 est d'ailleurs prouvde par les essais d 'oxydation coupl6e rdalisds selon KEILIN 
ET HARTREE TM (Fig. 6). Au fur et ~ mesure que les quantit6s de catalase augmentent, 
l 'utilisation .d'H20 2 pour l 'oxydation de l'6thanol, pr6domine de plus en plus sur la 
d6gradation catalasique. On a d6termin6 dans 3 essais, le rapport  de l 'absorption 
d'O 2 ~t NH a formd, en l 'absence de catalase et en utilisant ia leucine comme substrat  ; 
il est 6gal & o.9r, 0-93 et 0.97. 

DISCUSSION DES RI~SULTATS 

La sp6cificitd et les caract6res stoechiom6triques de la r~action que catalyse l 'enzyme 
extrait de l 'h6patopancr6as de Cardium tuberculatum L permettent  de le classer parmi 
les z-aminoacideoxydases. Par  analogie avec d'autres enzymes de ce groupe, et en 
raison de la formation d'H202, il est vraisemblable qu'il contienne un coenzyme 
flavinique. Ndanmoins, l 'addition de flavine-addninedinucl6otide ou de flavine mono- 
nucl6otide ~ diff6rents stades de purification n 'a  pas exerc6 d'activation; toutefois 
des co-facteurs 6ventuels ont pu ne pas ~tre alors r6versiblement dissoci~s, comme 
tel est aussi le cas dans les L-aminoacideoxydases de Neurospora ~, de rein de Rat  2° 
et de venin de Mocassin 21. 

La spdcificitd de l 'enzyme est la m~me pour l 'extrait  brut de poudre acdtonique 
que pour le produit purifi6, ~ pH = 9 en la presence de Mg ++, comme ~ pH = 7.6 
et en l 'absence de cet ion. L'enzyme pr~sente une sp6cificit6 analogue k celle de la 
L-aminoacideoxydase de l 'h6patopancr6as de Mouleg, l°; par contre, celui du venin 
de Cobra 22 n 'oxyde pas les acides aminds basiques. 

L'enzyme de C~.rdium d6grade plus dnergiquement les acides aminds mono- 
amin6s et monocarboxyl6s que les acides amines basiques, ce qui tient sans doute 
~t la pr6sence dans ceux-ci d 'un groupe basique en oJ, puisque la citrulline est oxyd6e, 
presque aussi rapidement que la leucine, tandis que l'arginine et l 'ornithine ne le 
sont qu'5. une vitesse plus faible. Les acides aminds dicarboxylds ne sont pas ddgradds 
tandis que l 'asparagine Pest. L'acide a-aminobutyrique est oxydable par l 'enzyme, 
alors que la valine et la thr6onine ne le sont pas. De mSme, l'isoleucine est seule 
r6fractaire ~t l 'action enzymatique parmi les trois leucines isom~res. L'introduction 
d'un second carboxyle ou celle d'un substituant sur le carbone fl, rdv~le donc un 
acide amind rdfractaire ~. l 'action de l 'enzyme. Enfin, les acides amin6s dont la chaine 
carbon6e comprend moins de quatre atomes de carbone (alanine, glycine) ne sont 
pas oxydables. 

L'inhibition, qu'exercent sur la ddsamination oxydative de la leucine, les acides 
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amin6s inaptes ~ servir de substrat,  montre qu'ils pr6sentent toutefois une affinit6 
appr6ciable pour l 'enzyme. Celle-ci est plus grande pour les corps de cette s6rie dont 
la chalne lin6aire renferme moins de quatre atomes de carbone, que pour les acides 
amin6s dont le carbone/3 est porteur d'un substi tuant ou renfermant deux groupe- 
ments carboxyles. 

On peut, d~s lors, consid6rer que, pour servir de substrat  ~. la L-aminoacidoxydase 
de Cardium, un acide amin6 doit pr6senter la structure d'une alanine substitu6e: 
R - C H ~ C H - C O O H ,  oh R comporte au moins un atome de carbone, qui peut 6tre li6 

I 
NH,  

~. une chatne aliphatique, k un cycle ou ~ un reste d'amide. Un groupement hydroxyl6 
compris dans R diminue la vitesse d 'oxydation,  un groupe basique plus notablement 
encore, et un radical carboxylique l'annule. Un deuxi~me substituant sur le carbone 13 
(isoleucine) fait perdre ~. l'acide a-amin6 son caract~re de substrat. 

L 'enzyme de Cardium est la premiere L-aminoacideoxydase pour laquelle une 
activation par un m6tal a 6t6 observ6e. L'inhibition de l 'enzyme brut  par le vers~ne 
ou le pyrophosphate,  l ' inactivation progressive ~. la suite des fractionnements par 
(NH4)2SO 4 ~ pH = 4, la r6activation de l 'enzyme purifi6 par Mg ++, k l'exclusion 
d 'autres  m6taux, l'existence du m~me pH opt imum d'activit6 pour l 'enzyme brut 
et l 'enzyme r6activ6 sont en faveur de la pr6sence de magn6sium dans le complexe 
enzymatique naturel. On peut envisager que le r61e de ce m6tal est de d6terminer une 
modification des charges k la surface de la prot6ine enzymatique, ce qui modifierait 
la fixation du substrat  sur elle. Cette interpr6tation rend compte du pouvoir inhibiteur, 
concurrent ou non, des acides amin6s non oxydables, selon qu'il s'exerce en la pr6sence 
ou en l 'absence de m6tal. Elle permet d'interpr6ter 6galement l 'action du tampon 
Tris et de l'ion ammonium, avec cette diff6rence que la modification provoqu6e par 
le m6tal, mais non celle d6termin6e par le Tris et l'ion NH4+ , sans doute plus profonde, 
entratnerait simultan6ment un d6placement du pH opt imum d!aetion. 

La L-aminoacideoxydase de Cardium tuberculatum peut donc ~tre consid6r6e 
comme un enzyme associ6 au magn6sium dans la nature ou renfermant celui-ci. 
A cet 6gard, elle poss~de un caract~re particulier qui permet de la distinguer d 'autres 
t-aminoacideoxydases, ind6pendamment de sa sp6cificit6, qui s'6tend aux acides 
amin6s basiques. 

RI~SUMI~ 

I. La L-aminoacide oxydase de l 'h6patopancr6as de Cardium tuberculatum L 
a 6t6 purifi6e et 6tudi6e. 

2. La sp6cificit6 de l 'enzyme vis-k-vis de 24 acides amin6s a 6t6 6tudi6e et dis- 
cut6e; eUe s'6tend aux acides amin6s basiques. La configuration structurale qui 
permet l 'oxydation enzymatique a 6t6 pr6cis6e. Certains des acides amin6s ne servant 
pas de substrat  ~ l 'enzyme exercent sur lui une inhibition concurrente, ou non selon 
qu'elle a lieu en l 'absence ou en la pr6sence de Mg++. 

3- La L-aminoacideoxydase perd 85 % de son activit6 au cours de la purification, 
eUe est r6activable par l'ion Mg ++ (pH opt imum d'action: 8.8) k l'exclusion de nom- 
breux autres ions metaUiques 6tudi6s. Mg ++ pr6sente ~. cet 6gard une sp6cificit6 
6troite, que l 'on ne rencontre pas dans les cas d 'autres enzymes activables par des 
cations divalents. 
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4. La fraction de l'enzyme demeurant active en l'absence de Mg ++, oxyde les 
m~mes acides amines et pr6sente une activit6 optima k u n  pH diff6rent (7.6); elle 
est activable par le tris(hydroxym6thyl)aminom6thane. 
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S U M M A R Y  

It was found that the fl-galactosidase of crude extracts of Escherichia coli lost activity 
when diluted to protein concentrations below IOO Izg per ml unless protected by the 
manganous ion. A variety of extraneous proteins also protected the bacterial fl- 
galactosidase against loss of activity. 

The enzyme was completely inactivated by prolonged dialysis against H20. This 
inactivation appeared to be independent of the protein concentration. The presence 
during dialysis of any one of a number of salts protected fl-galactosidase against loss 
of activity. 

The  following abb rev i a t i ons  h a v e  been used :  fl-g, f l -galactosidase;  ONPG,  o-ni trophenyl-f l -  
ga lac tos ide ;  NRS,  n o r m a l  r abb i t  s e r u m ;  BSA, bov ine  a l b u m i n  p l a s m a  f rac t ion  V (Armour  
Labora to r ies ) ;  p h o s p h a t e  buffer,  s o d i u m  p h o s p h a t e  buffer,  o.o 5 M,  p H  7; E D T A ,  {ethylenedi-  
amino)  t e t r aace t i c  acid d i sod i um salt .  
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