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S U M M A R Y  

Oxidation o/tyrosine and tyrosine-containing peptides or 
proteins by mushroom polyphenoloxidase 

H. Mechanism o] the oxidation o~ tyrosyl residues o/proteins 

I. Examination of the action of mushroom polyphenoloxidase on several native 
proteins has permitted to confirm that some of them (RNAase R 574-5 and 
ae-lactalbumin lot II) are oxidized by  this enzyme whilst others (different lots of 
RNAase, lysozyme, insulin) are not modified. 

2. The chemical evidence that tyrosyl residues of proteins are implicated in the 
oxidation is given. 

3. The characterization and quantitative determination of DOPA after hy- 
drolysis of proteins oxidized in the presence of ascorbic acid lead to the conclusion 
that, as in the case of free tyrosine, the oxidation of tyrosyl residues of a peptidic 
chain leads to the formation of DOPA-quinone residues. 

4 . T h e  action on the oxidability of some proteins of denaturating agents, mo- 
difying\secondary and tertiary structuresl has led to specify some of the factors 
governing the accessibility by the enzyme of the tyrosyl residues of proteins. 

5. The accessibility (or the non-accessibility) of the tyrosyl residues of a protein 
to the oxidation by polyphenoloxidase constitutes a very sensitive test, the interest 
of which is discussed in relation to the studies concerning protein structure. 

Abr6via t ions :  PPO,  po lyph6no loxydase :  I'P()-IKZ, PPO I(ERTt/.SZ ET ZITO;  I ' P ( ) - \ \ ,  1; 
W o r t h i n g t o n ;  PPO-L ,  P P O  L igh t ;  Tyr ,  L- tyrosine;  R NAasc  pcHormique ,  r ibonucl6asc oxyd6e  
pa r  l 'acide pe r fo rmique ;  D O P A - R N A a s e  per formique ,  l )O l 'A-~ - l ac t a lbumine  R N A a s e  pcr-  
fo rmique  ou a - l ac t a lbumine  d a n s  lesquelles t o u t  ou par t ie  des res tes  dc ty ros ine  ont  6t6 t r ans -  
form4s en ies tes  de D O P A  pa r  o x y d a t i o n  po lyph6noloxydas ique ,  en pr6scnce d ' u n  exc6s d ' ac ide  
ascorh ique ;  A H , ,  acide ascorb ique;  PM, poids mol6culaire;  US, uni t6  spec t ropho tom6t r ique .  
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INTRODUCTION 

Des t ravaux ant6rieurs 1-12 ont permis de mettre en ~vidence, grace ~ la spectrophoto- 
m6trie et ~ la mesure de la consommation d'oxyg~ne, une oxydation de certaines 
protfiines par la PPO de champignon. 

Diff6rents arguments ont par ailleurs conduit/~ penser que les restes de tyrosine 
des prot6ines sont impliqu~s dans cette oxydation, entre autres la sp6cificit(~ de l'en- 
zyme, la disparition d'une partie de la tyrosine dans les protfiines oxyd~esn, 1~ et 
enfin l'analogie entre l'6volution des spectres ultraviolets des p~ot6ines 6tudi6es et 
de ceux de divers peptides ou esters de tyrosine (N-formyl-tyrosine-6thylester en 
particulier) soumis/~ l'action de la PPO. Ces modifications spectrophotometriques, 
caractfiris6es par l 'augmentation du maximum d'absorption en ultraviolet et le 
pincement de la diff6rence entre le maximum et le minimum, ont 6t~ retrouv~es pour 
toutes les proteines soumises ~t raction de la PPOL n-t~,l~. 

Toutefois, certaines critiques tenant ~ la puret6 des substrats utilis6s ont 6t6 
formul~es. Notamment,  EDMAN 2 a f a r  remarquer que, dans les premiers t ravaux 
de SIZER 1 une grande partie de la consommation d'oxyg~ne semblait li~e, d 'une part  

une autolyse partielle de certains substrats au cours de l 'oxydation, et d 'autre part  
la prfisence d'impuret6s de faible PM telles que la tyrosine libre ou de petits 

peptides de tyrosine. 
Ces sources d'erreurs ont ~t~ ~limin~es dans des t ravaux r~cents, r~alis~s avec 

des substrats convenablement purifiSs ~a-ls. 
Les r6sultats obtenus par YASUNOBU et al. 1~, FRIEDEN et, al. ~ apportent des 

arguments positifs de la r~alit6 de l 'oxydation par la PPO des prot6ines ~tudi6es. 
Cependant, l 'oxydation des restes de tyrosir~e n'est  d6montr~e qu'indirectement 
(manom6trie, modification des spectres d 'absorption ultraviolet, disparition de ces 
restes apr~s oxydation) apr~s des temps d'incubation prolong~s (12-18 h) n6cessit6s 
par la faible activit6 sp~cifique de l 'enzyme utilis6. 

L'objet  de ce travail  est d 'apporter  des preuves chimiques directes de l 'oxydation 
des restes de tyrosine de certaines prot6ines pures par une pr6paration hautement 
purifi6e de polyph6noloxydase et d 'analyser le mficanisme de cette oxydation. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

S ubs~r at 

La ribonucl6ase (3 fois recristallisde ~ part ir  de l'~thanol) a 6t6 achet6e aux 
laboratoires Worthington. EII ~m 2775 It = 6.8; homog~ne h l 'ultracentrifugation et 
/~ l'61ectrophorb, se, directement et apr6s 24 h d'incubation de la solution ~ 37 °. On 
n ' a  pas observ6 de modification de ces wopri6t~s apr~s une dialyse de 16 h ~ + 2  ° 
contre de l 'eau bidistillSe. Le dosage de l'activit6, r~alis6 selon DICKMAN ET TRUPIN 19 
a montr6 que celle-ci ne variait  que de -/-IO~/o pour les diff6rcnts lots utilis6s. 

Les recherches par chromatographic sur papier en n-butanol-  acide ac5tique,-eau 
(78:5:17) d'acides amines libres ou de peptides dans les solutions de RNAase fralche- 
ment pr6par~es ou apr~s 24 h d'incubation ~ 37 ° ont 6t~ n~gatives. 

La ribonuclSase performique a 6t6 obtenue par oxydation de la RNAase par 
l'acide performique ~ - - I O  °, selon HIRS ~°. On a v6rifi6 l'homog6n6it6 de ses solutions 
ainsi que l 'absence de tyrosine libre ou de peptides de tyrosine dans celles-ci par 
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ultracentrifugation, 61ectrophor~se et chromatographie sur papier. De plus, l'absence 
de chlorotyrosine dans la mol6cule a 6t6 d6montr6e par le recouvrement de 95 ~ IOO°/o 
de la quantit6 de tyrosine th6orique, apr~s fractionnement sur colonne de r6sine 
6changeuse d'ions ~1 d'un hydrolysat de RNAase performique. 

La ribonucl6ase d6natur6e par l'ur6e en milieu alcalin a 6f6 obtenue en  traitant 
la RNAase native par l'ur6e 8 M ~ pH = lO.6 (tampon carbonate-bicarbonate) 
selon BARNARD ET STEIN 2~ pendant 15 h. L'ur6e a 6t6 61imin6e par une dialyse pro- 
long6e de 72 h contre de l'eau pure fr6quemment renouvel6e. L'absence d'ur6e en fin 
de dialyse a 6t6 v6rifi6e par ta n6gativit6 de la r6action au p-dim6thylaminobenz- 
aldehyde dans la solution. La RNAase ainsi d6natur6e pr~cipite abondamment au 
cours de la dialyse. Sa solubilit6 clans l'eau pure est de rordre de 0.75 mg/ml. 

L'x-lactalbumine (3 fois recristallis6e) (2 lots) nous a 6t6 donn6e par le Professeur 
OrrEsE~¢. L'une des pr6parations ~tait soluble dans l'eau pure A une concentration 
de 2.5%. L'autre n6cessitait une concentration de 3 ~  en NaC1 pour sa solubilisation 

I%.  Son PM 6tait de 16000 et Ei~m 2800 A = 20. 9. Elle 6tait homog~ne A l'61ectro- 
phor~se et ses solutions ne contenaient ni tyrosine libre ni peptides. 

Le lysozyme d'oeuf de poule a ~t~ obtenu des laboratoires Worthington. Les 
tests d'homog6n6it6 et d'absence de tf~rosine libre d6crits pr~cedemment ont 6t6 
satisfaits. Le lysozyme d6natur6 a 6t6 obtenu par traitement A ]'urge 8 M  A pH lO.6 
pendant 7 h ~ 37 °, suivi de 48 h de dialyse. 

Le lysozyme r6duit par l'acid~e thioglycolique et trait~ par l'acide monoiodo- 
ac6tique z~ nous a 6t6 fourni par le Dr. JOLLES. 

Les 6chantillons d'insuline amorphe provenaient des laboratoires LILLY (lots 
W3255 et WI282) et ont 6t~ mis ~ notre disposition par le Professeur FRIEDEN. 

Enzymes 
Les caract6ristiques de la PPO-KERTESZ ET ZITO ont 6t6 donn6es pr6c6demment~k 

Elle avait une activit6 de 675 ° US/mg. 
Des pr6parations commerciales (lyophilis6es) de PPO de champignon ont ~t6 

1,0 

~ 0.5 

240 260 280 300 320 340 
Iongueur's d'onde (m~,} 

Fig. I. Enregistrement des spectres d 'absorption en ultraviolet de deux prdparations de PPO 
de champignon:  i, PPO-KZ; 2, PPO-L. o.2 5 mg d 'enzyme/ml dans l'eau. 
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obtenues des laboratoires Light et Worthington. Leur activit6 6tait respectivement 
de IOO et 17o US/rag. Leurs solutions 6taient tr6s color4es (brun~ttres) alors que 
1a pr6paration de KERTESZ 6tait 16g6rement ambr6e. Les spectres en ultraviolet de 
deux de ces pr6parations sont indiqufs dans la Fig. i. 

Les m6thodes de mesure de l'activit6 enzymatique ont 6td d4crites dans un article 
ant6rieurZL 

Tous les produits chimiques utilis6s 6taient de la 'meilleure qualitd analytique 
Tyr, DOPA et AH 2 (Hoffmann-La Roche) 6taient chromatographiquement purs, 
le 1,2-dichloro6thane, l'a-nitroso-fl-naphtol, le nitrite de sodium, le molybdate de 
sodium et Fur& 6taient des produits Prolabo RP. L'acide ac6tique et l 'ammoniaque 
6taient les produits purissimes Merck, de m4me que HC1, utilis6 pour les hydrolyses 
apr6s une double distillation. 

Toutes les solutions ont 6t6 r6alis6es avec de l 'eau bidistill6e /:tns un appareil 
enti6rement en verre Pyrex. La verrerie a toujours 6td lav6e avec le mdlange sulfo- 
chromique, suivi de rinsage ~t l 'eau ordinaire, puis A l 'eau d6sionis6e et enfin A l 'eau 
bidistill6e. 

Mdthodes 

Incubations et mesures de la consommation d'oxyg6ne ont 6t6 r6alis6es dans 
l 'appareil de Warburg conventionnel avec une agitation de IOO rotations/inin et 
A 37 °. Le milieu d'incubation contenait en g6n6ral 6/~ 12 mg de protei0e, dissous dans 
un tampon phosphate o.i M de pH 6.8, et o.020/t 0.040 ml de solution d 'enzyme pour 
un volume total  de 3 m]. Dans le puits central de la hole 6tait ajout6 o.i ml de 
KOH 20%. Chaque s6rie d'incubafion comprenait, outre les essais et le thermobaro- 
m6tre, une hole t6moin contenant les mSmes 616ments ~ l 'exception de l 'enzyme qui 
6tait inactiv6 par la chaleur (30 sec ~t 7 °0 :pour l 'enzyme de KERTESZ ET ZITO ou IO rain 
/t IOO ° pour les pr@arations commerciales). 

Les r6sultats pr6sent6s sont la moyenne des donn6es obtenues au cours de plu- 
sieurs s6ries d'exp6riences. 

Dialyse: Aprhs incubation, les milieux ont 6t6 transvas6s quanti tat ivement dans 
un sac ~ dialyse (29/32", Visking Corp.) qui a 6t6 ensuite fix6 sur un tube de verre et 
plong6 dans un b6cher de 3 1 contenant de l 'eau bidistill6e brass6e par agitation mag- 
nftique. Une tr~s 16g6re pression a 6t6 appliqu6e k l 'extr6mit6 libre du tube de verre de 

T A B L E A U  1 

PERTES EN PROTEINES AU COURS DE LA DIALYSE 

Les d ia lyses  on t  6t6 r6alisdes selon la t echn ique  d6cri te  dans  le tex te .  La  d 6 t e r m i n a t i o n  de la 
c o n c e n t r a t i o n  en prot6ines  des so lu t ions  a v a n t  et  apr6s diMyse a 4t6 effectu6e pa r  spec t rophoto-  
m6tr ie  {A la  longueur  d 'onde  & a b s o r p t i o n  m a x i m u m  de chaque  prot6ine}, pa r  rdf rac tom6tr ie  e t  
pa r  dosage de la  ty ros ine  aprbs hydro lyse  ch lo rhydr iqne  (en t e n a n t  compte  de la d i lu t ion  du 

mil ieu en fin de d ia lyse  x, 

Protgine dtudide t'oids moldculairc Forme dc la moldcule Pertes apr~s 36 h 
c&" diaIyse ( % j  

RNAase  n a t i v e  14 ooo Globulai rc  20 ~. 25 
Lysozyrne 15,ooo Gl0bulaire  lo ~ 15 
a -Lac t a lbun l i ne  t0 ooo Globula i re  o 
RNAase  per formique  1 4 ooo Fibr i l la i re  3 ° A 35 
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mani6re k maintenir le sac gonfl6. 12 k 72 h (en changeant l'eau toutes les 3 ou 4 h) 
ont 6t6 n6cessaires suivant les cas pour 61iminer compl~tement les ions du tampon. 

Des  pertes en substrats ont 6t6 constat6es au cours de la dialyse. L'importafice 
de ces pertes est, pour les sacs utilis6s, en relation avec le PM et la forme des mol6- 
cules prot6iques soumises ~ la dialyse, ainsi qu'en t6moignent les r6sultats expos6s 
dans le Tableau I. 

La spectrophotom6trie a 6t6 r6alis6e avec les appareils BeCkman D U e t  DK2, 
en cuves de I cm, apr~s inactivation de l'enzyme par la chaleur et dialyse. Dans les 
cas o/1 il a 6t6 n6cessaire de suivre l'~volution de speetres en cours d'oxydation, 

des intervalles de temps rapproch6s, l 'oxydation a 6t6 r6alis6e directement dans 
les cuves de lecture, dans l'eau ou en tampon phosphate dilu6, sous un barbottage 
d'oxygSne put. 

Hydrolyse et dosage de la tyrosine et de la DOPA 

Les techniques utilis6es ont 6t6 d6crites r6cemment zl. Pour tenir compte des 
pertes en prot6ines cons6cutives A la dialyse, les dosages ont 6t6 r6alis6s en prenant 
comme r6f6rence la quantit6 de tyrosine dos~e dans le t6moin chauff6, soumis aux 
m~mes conditions d'incubation, de dialyse et d'hydro!yse. 

RESULTATS 

Inactwation des enzymes par agitation m~canique 

La pr6paration tr~s purifi6e d'enzyme utihs6e dans ce travail est plus sensible 
aux agents physiques d6naturants que les pr6parations moins purifi~es ~. La PPO-KZ 
est inactiv6e lorsqu'elle est plac6e pendant 20 A 30 sec dans un bain d'eall A 7 °0 
alors que 3 a 4 rain ~ IOO ° sont n6cessaires pour inactiver les pr6parations com- 
merciales (Worthington et Light). En outre, les solutions de ces pr6parations restent 
limpides malgr6 un chauffage prolong6 tandis que la PPO-KZ flocule rapidement 
au-d~ssus de 70-80 °. 

L'agitation m6canique d'une solution dilu6e de PPO-KZ dans les conditions 
des incubations (0.060 ml de solution d'enzyme dans 3 ml de tampon phosphate 
o.i M, pH----6.8 et ioo rotations/min) provoque une diminution de l'activit6 at- 
teignant 37% apr~s 3 h d'incubation (Fig. 2). 

Par aiUeurs, la RNAase incub6e dans les m~mes conditions perd 30 ~ 40% de 
son activit6 apr~s 3 ou 4 h d'agitation ~ 37 °. I1 a 6t6 tenu compte de cette inactivation 
partielle dans le calcul des activit6s apr~s oxydation. 

L'oxydation des prot6ines soumises A l'action de la PPO a 6t~ suivie grace aux 
crit~res suivants: (a) modifications de la coloration du milieu (b) modifications de 
l'absorption en lumi~re ultraviolette et visible (c) consommation d'oxyg~ne (d) dosage 
de la tyrosine apr~s oxydation (e) dosage ou recherche de la DOPA apparue apr~s 
oxydation en pr6sence ou en l'absence d'un exc~s d'acide ascorbique (f) mesure de 
l'activit6 de la RNAase. 

Action de la PPO sur certaines prot~ines natives 

Les contitions exp6rimentales et les modifications observ6es sont r6sum6es 
dans le Tableau II. 
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La plupart des lots de ribonucl6ase 6tudi~s* ne sont oxydSs, m~me apr~s des 
temps d'incubation prolong6s, par aucune des trois pr6parations &enzyme. Toutefois, 
au cou:s d'incubations de longue dur6e (entre 6 et 18 h) en tampon de faible molarit6 
(o.oi ~ 0.0 5 M) on observe un augmentation globale de l'absorption en ultraviolet 
sans d6placement des longueurs d'onde caract~ristiques. Cette modification paralt 
6tre due h une d6naturation partielle et est en g6n6ral accompagn6e ou suivie d'une 
16g~re opalescence de la solution. 

40  

30~ 
g 
=o 20 
._~ 

temps d'agitatJon (heur'ee,) 

Fig .  2. I n a c t i v a t i o n  d e  l a  P P O - K Z  p a r  a g i t a t i o n  m 6 c a n i q u e .  L a  s o l u t i o n  (0.060 m l  de  P P O - K Z  
d a n s  3 m]~ de  t a m p o n  p h o s p h a t e  o . I  M d e  p H  6.8) a 6t6 a g i t 6 e  d a n s  l ' a p p a r e i l  de  W a r b u r g  con-  
v e n t i o n n e l  ~ i o o  r o t a t i o n s / m i n  e t ~  37 °. A u x  t e m p s  p o r t 6 s  en  absc i s se ,  p r 6 1 ~ v e m e n t  de  o . i  m l  de  

l a  d i l u t i o n  e t  m e s u r e  de  l ' a c t i v i t 6  e n z y m a t i q u e  p a r  l a  m 6 t h o d e  de  HOOEBOOM ET ADAMS 8~. 

T A B L E A U  I I  

ACTION DE L A  POLYPH~NOLOXYDASE SUR DIVERSES PROT~INES NATIVES 

Conditions experirnentales* 

Prottine ttudite 

PM~zoraknes observgs 

Temps Consamraation Dispari~ion de Temps de 
d'i~Oation Ckangeraent de d'oxygkne Tyr (en testes A ctivi~ de latrine*** (rain) coloration** (moles Oz/raole par raole de (rain) la RNAase~ 

de pro~i~) protgine) 

R i b o n u c l 6 a s e  §§ 60 A 360 I n c o l o r e  o o - -  i oo  
ou p l u s  

R i b o n u c l 4 a s e  ( lo t  R 574-5) 12o ~ 18o r p u i s  J . O .  I I 2 i o o  
R i b o n u c l 6 a s e  §§* 180 ~ 45 ° I n c o l o r e  §§§ o o - -  N o n  dos6~ 
~ - l a c t a l b u m i n e  ( lot  I) 12o ~ 360 I n c o l o r e  o o - -  - -  
~ - l a c t a l b u m i n e  ( lo t  I) * 18o ~ 45 ° R B  p u i s  J B  0.85 A 1.2 0.9 a I . i  60 - -  
~ - l a c t a l b u m i n e  ( lot  I I )  i z o  ~ 300 r, p u i s  R ,  O 3 2.8 ~ 3 z --- 

e t  J B  
L y s o z y m e  18o A 300 [ n c o l o r e  o o - - -  
L y s o z y m e *  t 8o  ~ 3o0 I n c o l o r e  §§§ o o - -  - -  
I n s u l i n e  18o I n c o l o r e  o o . . . .  
I n s u l i n e *  18o I n c o l o r e  §§§ o o - -  - -  

* V o i r  m 6 t h o d e s .  Les  m i l i e u x  d ' i n c u b a t i o n  6 t a i e n t  c o n s t i t u 6 s  de  6 A 15 m g  d e  p r o t 6 i n e  e t  de  
o.oo 5 i 0 .060  m l  de  P P O - K Z  d a n s  u n  v o l u m e  t o t a l  de  3 m l  s a u f  c e u x  de s  s6r ies  d ' e ~ p 6 I i e n c e s  
m a r q u 6 e s  d ' u n  a s t 6 r i s q u e  (*) q u i  c o n t e n a i e n t  i m g  d e  P P O - W  ou  P P O - L  p o u r  r e s p e c t i v e m e n t  
8 m g  de  R N A a s e ,  IO m g  d ' c z - l a c t a l b u m i n e  ou  d e  l y s o z y m e  e t  6 m g  d ' i n s u l i n e .  

** r, rose ;  R ,  r o u g e ;  J,  j a u n e ;  o ,  o r a n g 6 ;  JO,  j a u n e  o r a n g 6 ;  J B ,  j a u n e  b r u n ;  R B ,  r o u g e  b r u n .  
** * L a p s  d e  t e m p s  p r 6 c 6 d a n t  l a  c o l o r a t i o n  d u  m i l i e u  e t  le  d 6 b u t  de  l a  c o n s 6 m m a t i o n  d ' o x y g ~ n e .  

8 E n  p o u r c e n t  de  l ' a c t i v i t 6  p a r  r a p p o r t  a u  t 6 m o i n .  
88 N o m b r e u x  l o t s  ( W o r t h i n g t o n )  u t i l i s 6 s  (vo i r  t e x t e ) .  

88§ E n  r6al i t6 ,  t e i n t e  j a u n e  b r u n  d u e  A l ' e n z y m e .  

* L o t s  W o r t h i n g t o n  R 16, R 536 B, R 561, R 566, R 568-9,  R 57o-1, R 578 e t  R 58o. 
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Cependant, pour une prrparation de RNAase (lot Worthington R 574-5) l'action 
de la PPO s'est traduite par l'apparition d'une coloration rose, puis successive- 
ment orang~e et jaune, la consommation d'une mole d'oxyg~ne et la disparition 
d'un reste de Tyr par mole de protrine, sans perte d'activif~ enzymatique (celle-ci 
~tant intrgralement conserv~e par rapport au trmoin incub~ dans les m~mes condi- 
tions mais sans PPO ou avec PPO inactivre par la chaleur). 

Deux lots d'a-lactalbumine ont 6t6 soumis h l'action de la PPO. Tous deux 
avaient les m~mes caxact~res d'homog~n~it~, mais l'un (lot I) ~tait soluble dans l'eau 
pure ~ une concentration de 2.5% alors que l'autre (lot II) n~c~ssitait pour sa solubili- 
sation k X°/o une concentration en NaC1 de 30//0 . 

Le lot I n'est pas oxyd6 par la PPO-KZ (Tableau II) alors que les PPO-W et 
PPO-L d~terminent, apr~s des temps assez longs d'incubation (3 ~ 7 h), l 'oxydation 
d'un reste de Tyr avec apparition d'une coloration jaune-brun de la prot~ine. 

L'oxydation du lot II d'a-lactalbumine par la PPO-KZ se traduit, apr~s un temps 
de latence de 2 min environ, par 1'apparition d'une coloration jaune fugace, virant 
assez rapidement ~u rose puis au rouge. Ultrrieurement, apr~s x.5 h ~ 2 h d'incubation, 
cette coloration passe progressivement ~ l'orang~ puis, au bout de 2 h ~ 2. 5 h au 
jaune-brun. 

L'~tude cin~tique de la,consommation d'oxyg~ne (Fig. 3) montre une consom- 
mation rapide dans les premieres min, s'amortissant en un plateau correspondant 

3 moles d'0xyg~ne/mole d'~-lactalbumine (entre i.  5 h et 3 h). On note ~t ce moment 
la disparition de 2.8 ~ 3 restes de Tyr/nmle de prot~ine. Ult~rieurement, on observe 

IOQ 

6 moles 0 z par [ 4 l ~  I I C 
75 m o [ e j ~ R N o s e  perf. 

$ 0 / ~  p 

g 

~ A 

1 2 3 4 
temps d'incubatlon (heures) 

Fig. 3. Cinrtique de la consommation d'oxyg~ne au cours de l 'oxydation de diverses protrines 
par la PPO-KZ. A, RNAase native (diffrrents lots) ; B, Io mg de RNAase lot R574-5 ; C, 14 mg 
~-lactalbumine (lot II); D, 8 mg de RNAase performique. Composition des milieux, voir 

Tableaux II et III. En ordonn~es, consommation d'oxyg/me en/~1. 

soit une reprise de la consommation amenant h u n  deuxi~me plateau pour lequel 
cette consommation correspond ~ 3.8-3.9 moles OJmole d'a-lactalbumine (entre 
2 et 3 h) avec disparition de 3 ~ 3-3 rest~s de Tyr sur 5 que contient la prot~ine, soit 

une montre lente et progressive du plateau conduisant h u n  r~sultat final identique. 
I1 y a donc en fin d'incubation, consommation de plus d'une mole d'O, par reste 

de Tyr disparu. Cette observation est h rapprocher de celle de YASUNOBU et al. 13 

qui constatent la consommation de 5 moles d'O,/mole d'=-lactalbumine et ne notent 
la disparition que de 3.6 restes de Tyr. 

Le lysozyme et l'insuline (Tableau II) ne sont oxyd~s, m~me apr~s des temps 
prolong~s d'incubation, par aucun des enzsnnes ~tudi~s. 
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Action de la PPO sur des prot~ines d structure modifi~e par oxydation ou r~duction des 
ponts disul/ures, ou par d~naturation 

L'oxydat ion de la RNAase performique par la PPO-KZ (Tableau I I I  et Fig. 3) 
s 'accompagne de l 'apparit ion d'une coloration jaune fugace puis rose-rouge virant  

l 'orang6 et enfin au jaune-brun. 
La consommation d'oxyg&ne, rapide au d6part, se stabilise ~ peu pr+s entre 

une et 2 h ~t 6 moles O2/mole de prot.6ine, pour environ 6 restes de tyrosine disparus, 
puis une nouvelle consommation se produit, pouvant  ~tre, selon les experiences, 
relativement brutale ou au contraire 6tal6e dans le temps, et se stabilise aux environs 
de 7.4-7.7 moles OJmole  de prot6ine en m~me temps que la coloration du nfilieu 
vire an jaune brun. 

La recherche de DOPA en fin d'incubation, apr6s hydrolyse, est n6gative m~me 
lorsque le milieu d'incubation a 6t6 pr6alablement r~duit par AH z. 

Les PPO-W et PPO-L n'aboutissent, aprbs 7 9 h d'incubation qu% ta consom- 
marion de 3 moles d 'O 2 et h la disparition de 3 restes de Tyr. 

La RNAase trait6e par HC1 5" lO-3 M ou par l'ur6e 8 M pendant 16 ~ 2o h ~t 37 ° 
(d6naturation r6versible) puis dialys6e contre l 'eau jusqu'~ 61imination compl+te des 
r6actifs n 'est  pas oxyd6e par l 'enzyme. Elle ne l'est pas non plus aprbs avoir 6t6 
maintenue pendant 17 h h pH 13 (NaOH) et h 37 °, dans des conditions off se produit 
une dOnaturation partielle irr6versible (ionisation normale des 6 groupements ph6no- 
liques des restes de Tyr, perte d 'activi tc enzymafique et modifications spectrales27-29). 

Par  contre, si l 'on effectue une d6naturation irr6versible de la RNAase par 
l'ur6e 8 M ~ pH lO.6 (voir r6f. 22), on observe une oxydation par la PPO-KZ se 
traduisant par une consommation de 6 moles d'O2 et la disparition de 5 restes de 
Tyr/mole de prot6ine (Tableau I I I ) .  

Le lysozyme r6duit 23 ou d6natur6 dans les conditions pr6c6dentes z2 est 6galement 
oxyd6 (coloration rose, puis orang6e et jaune). Aucune mesure quanti tat ive pr6cise 
n 'a  pu ~tre r6alis6e 6tant donn6 la faible solubilit~ de ces produits ~ pH 6.8, mais 
une consommation d 'O 2 a 6t6 observ6e, en rapport  avec la quantit6 minime de pro- 
t6ine dissoute. 

Action de la PPO en presence de cat~chol 

(Voir le Tableau IV). En pr6sence de faibles quantit~s de cat6chol (o.o5-o. 5 m61e/ 
mole de prot6ine) la ,RNAase n'est  pas oxyd6e, que l'on op~re en l 'absence ou en pr6- 
sence de 5-3o moles d'acide ascorbique par reste de Tyr. 

Avec 3 moles de cat~chol/mole de RNAase, on n'observe aucune oxydation 
(pas de consommation d'Oz par rapport  au t6moin cat6chol, pas de disparition de Tyr) 
mais une perte d'activit~ de la RNAase de 88%. Par  addition d'acide ascorbique 
aprbs l ' incubation (4 moles/mole de cat6chol initialement pr~sente dans le milieu) 
on peut retrouver 3o% de l 'activit6 perdue en m~me temps que le milieu passe du 
rouge brun au jaune. Ces observations sont ~ rapprocher de celles de KEgTESZ ~ pour 
le lysozyme. 

La RNAase performique en pr6senee de cat6chol et de PPO-KZ consomme 6 moles 
d'Oz (par rapport  au t~moin cat6chol seul), en m6me temps que les 6 restes de Tyr  
disparaissent. 

L'a-laetalbumine /lot I) qui n 'est  pas oxyd~e directement par la PPO-KZ con- 
.somme d 'au tant  plus d 'O z que la quantit6 de cat6chol ajout6e au milieu est plus 
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grande (Tableau IV) en m~me temps qu'une quantitd ~quivalente de restes de Tvr  
disparalt. 

Le lysozyme, en pr6sence de 7 moles de cat6chol/mole de prot~ine n'est pas 
oxyd6 (m&mes crit~res que pour la RNAase). 

Dans tousles  cas, la recherche de 'DOPA apr~s hydrolyse des prot6ines oxyd6es 
a ~t6 n6gative, le milieu ayant fit6 r6duit ou non par AH,, en fin d'incubation. 

Si l 'addition de cat~chol n'a pas d'influence sur l'oxydabilit(~ de certaines pro- 
t~ines par la PPO (RNAase, lysozyme), il convient de remarquer, par contre, que 
lorsque l'on envisage l 'oxydation du cat6chol par l'enzyme, l'addition de ces prot¢ines 
non oxydables, augmente la vitesse initiale de la consommation d'oxyg~ne sans 
modifier la valeur finale de cette consommation (1.2 & 1.3 mole O=/mole de cat~chol). 
Le m6canisme de cette activation est vraisemblablement dfi & l'dlimination de 
l'o-quinone du milieu au fur et ~ mesure de sa formation du fait de sa condensation 

certaines fonctions de la prot6ine (les Ionctions -NH~ paraissant jouer un r61e 
prfidominanta"). 

Action de la PPO en prdsence d'acide ascorbique 

L'action de la PPO sur les monoph6nols en pr6sence d'un excfis de AH 2 conduisant 
l 'obtention quantitative dtl d6riv6 o-diph6nolique correspondant 31 par rgduction de 

l'o-quinone au fur et ~ mesure de sa formation, il 6tait important de v6rifier si, dans 
le cas de protfiines oxydables ou de leurs d6riv6s, l 'oxydation des restes de tyrosine 
suivait une voie identique A celle parcourue par la tyrosine libre, c'est ~ dire: Tyro- 
sine--~ DOPA-quinone. 

Ceci pouvait ~tre d6montr6 par la mise en 6vidence de la DOPA dans les prot~ines 
oxyd~es par l 'enzyme en pr6sence de AH 2 selon le m6canisme d6crit pr~c~demment 31. 

La recherche de DOPA peptidique posait le probl~mg de la stabilit6 de cet acide 
amin6 au cours de l 'hydrolyse acide et de son recouvrement, n a ~te r6solu r6cemment 21 
ce qui a rendu possible la r6alisation des exp6riences suivantes. 

La cin6tique de l 'oxydation de la RNAase performique par la PPO-KZ (Fig. 4), 
lorsqu'on 6tudie la consommation d'oxyg~ne met en 6vidence trois phases dont la 
premiere (durant les. I0 premieres minutes) traduit l 'oxydation des restes de Tyr  en 
restes de DOPA-quinone et la r6duction de ceux-ci en restes de DOPA par AH2; 
la seconde, qui va de pair avec la disparition complete des restes de Tyr  dans la 
prot6ine, correspond au "turn-over"  de la r6action DOPA-quinone-DOPA, celle-ci 

,g 
× 

, o  
no 

g 
g 
o 

10 20 30 40 50 
m i n u t e s  

Fig. 4" Cin6tique de ]a consommation d'oxygene au cours de ] 'oxyd&t ion de ]a ANAase performictue 
pa r  la P P O - K Z  en pr6sence d ' ac ide  ascorbique .  Condi t ions  exp6r imen ta l e s  d6crites dans  le t ex te  
e t  darts le Tab leau  IV. (I) T e m p s  & pa r t i r  duque l  la t y ros ine  du  s u b s t r a t  a 6t6 c o m p l e t e m e n t  

oxyd6e.  (2) D g b u t  d ' a p p a r i t i o n  de la co lora t ion  jaune .  
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~tant r~oxyd~e d'une mani~re continuelle par l 'enzyme en exc~s; et la trolsi~me, qui 
s'accompagne de l'apparition d'une coloration jaune est le t~moin d'une d6viation 
de la r6action par suite d'une insuffisance d 'AH,  dans le milieu. 

Le dosage de la tyrosine apr~s 20 rain d'incubation montre la disparition des 
6 restes que contient la mol6cule et celui de la DOPA, apr~s hydrolyse par HC1 6 N 
ou HCOOH 5 N en pr6sence de Dowex 21 permet la raise en 6vidence de 4.2 restes 
ce qui, compte tenu des pertes inh~rentes ~ l'hydrolyse, indique une transformation 
totale des 6 testes de Tyr  en restes de DOPA. D'autres arguments, qui seront 6tudi6s 
par la suite a2 plaident 6galement en faveur de cette transformation. 

L'6tude de l 'oxydation de la RNAase native (lot R-574-5) en presence de AH., 
montre la transformation du reste de Tyr  oxydable en reste de DOPA. L'activit6 
RNAasique est totalement conserv6e pour la prot6ine oxyd~e. 

Pour l'a-lactalbumine (lot II) on constate la disparition de 3 restes de Tyr  sur 
5 et leur transformation en restes de DOPA. 

1.5 

230 240 250 260 270 280 290 
Iongueurs d'onde ( m y )  

-&. 

300 3~ 

Fig. 5. E v o l u t i o n  du  spec t re  d ' a b s o r p t i o n  de la R N A a s e  na t i ve  au  cours  d ' u n e  i ncuba t i on  en 
pr6sence de P P O - K Z .  Le mil ieu d ' i n c u b a t i o n  con t ena i t  15 m g  de R N A a s e  d a n s  un  v o l u m e  de 
3 "ml de t a m p o n  p h o s p h a t e  0,o33 M de p H  6.8 et 0.040 ml  de P P O - K .  Agi ta t ion  d a n s  l ' appare i l  
de W a i  burg  conven t ionne l  ~ 37 ° et  12o ro t a t ions /min .  Spectres  enregis t r6s  avec  le spec t ropho to -  
m~tre  B e c k m a n  D K  2 en cuves  de i cm  en d i luan t  5 fois ]e mil ieu d ' i ncuba t ion .  Pas  d ' o x y d a t i o n  
de la pro t6 ine  cons ta t6e  en flu d ' i ncuba t ion .  (I) Spectre  r4alis6 au d6but  de l 'exp6rience;  (2) apr~s 

3 h d ' i ncuba t ion ;  (3) apr~s 14 h d ' i ncuba t ion .  

Modifications du spectre ultraviolet des protOines ~tudi~es au co~trs de l'oxydation par 
la PPO 

La Fig. 5 montre l'6volution du spectre de la RNAase nai ive apr~s 3 et 14 h 
d'incubation en presence de PPO-KZ. On notera l 'augmentation globale de l'ab- 
sorption sans modifications de la valeur des longueurs d'onde caract6ristiques. 
I1 n 'y a, au cours de cette incubation ni coloration du nfilieu, ni consommation 
d'oxyg~ne, ni disparition de Tyr dans la prot~ine. 

Le spectre de la RNAase performique (Fig. 6) traduit une augmentation pro- 
gressive de l'absorption du maximum ~t 275 m# ainsi que de l'6paulement ~ 280 m# 
avant qu'aucun changement de coloration ne se manifeste. 

Puis ce ph6nom+ne s'accentue et l 'apparition d'une cobration rose coincide 
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avec celle d'une inflexion de ~ = 3IO-312 m/~. Avec la coloration rouge, le rapport  
~max 275" ,~mln 250 diminue en m6me temps que hmax se d6place progressivement de 
275-280 m/z et que l'inflexion k 3IO-312 m~ s'accentue. Ce stade est suivi d 'un 
virage du milieu/~ l'orang6 puis au jaune: il y a alors un maximum unique ~ 280 m/z, 
l'inflexion /~ 31o-312 m# a disparu et l 'on voit apparaitre une bande tr6s marqu6e 
de hmax = 35 ° m~. 
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Fig. 7. Modifications du spectIe d'absorption 
au cours de l 'oxydation de la RNAase perfor- 
mique (3 mg dissous dans 3 ml d'eau) par la 
PPO-KZ (o.oo2 ml). Conditions d'incubation, 
(voir Fig. 6). A 15 min: apparition de la colo- 
ration jaune. A 75 rain: apparition de la colo- 

ration rose. 

Fig. 6. Modifications du sp~x tre d'absorption au cours de l 'oxydation de la RNAase performique 
par la PPO-KZ. Le milieu d'incubation contenait 1. 5 mg de RNAase performique dissous dans 
3 ml d'eau et o.oo5 ml de PPO-KZ. Incubation r6alis6e dans la cure (I cm/ du spectrophotom6tre 

Beckman DK 2 avec barbottage continud'oxyg6ne;  temp6rature 2o °. 

Quand on oxyde ur  quantit6 plus grande de prot6ine en pr6sence d'une quantit6 
suboptimale d'enzyme, un prolonge la dur6e de la phase jaune initiale signal6e pr6- 
c6demment et difficile A saisir dans les conditions normales d'incubation. On note 
alors l 'apparition puis le d6veloppement d 'une bande dont le sommet est situ6 
vers 39o m/~. Quand le milieu vire au rose, cette derni6re s'efface pour faire place 

la bande de Araax = 3IO-312 m/~. 
Le spectre de la RNAase oxydable (lot R-574-5) pr6sente une 6volution analogue, 

notamment  en ce qui concerne la bande de Amax = 35o m/~. 
Enfin, l '6tude des modifications du spectre ultraviolet de l 'a-lactalbumine lot I I  

a permis de faire des constatations identiques ~ ceUes d6crites par YASUNOBU eb al. ls-l~. 

DISCUSSION 

Outre son int6r~t bio"ogiqu (participation de prot6ines oxyd6es ~t la m~lano- 
g4n6se) l '6tude de l ' o x y d a t i o  de certaines prot6ines par la PPO tirait son int,6r~t 
du fait que l'on connatt tr+s p~ ~ d'enzymes capables d'une action sur les groupements 
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r6actifs des prot6ines et que ron ne connaR pas les conditions structurales n6cessaires 
cette action. 

Les exp6riences d6crites apportent la preuve chimique que le r~sidu d'acide 
amin6 oxyd~ est bien la tyrosine (disparition d'un r6sidu de tyrosine associ~ ~ la 
consommation d'une mole d'oxyg~ne dans la premiere phase de l'incubation) et que 
celle-ci est oxyd6e en DOPA-quinone ainsi qu'en t~moigale la presence de DOPA 
clans les molecules prot6iques apr~s oxydation en presence d'acide ascorbique. Celle-ci 
a 6t6 identific6e et dos6e apr~s hydrolyse par HC1 6 N ou le syst~me HCOOH- 
Dowex-5o, et fractionnement sur Dowex-5o dans les conditions d6crites pr6- 
c6demment, grace ~ la r6action color~e d'ARNOW, k son spectre et ~t sa migration 
chromatographique en 2 dimensions (n-butanol-acide ac~tique-eau (78:5:I7)et 
m~thyldthylc6tone-acide ac6tique-eau (75:25:3o) identique h ceUe de la [14C]DOPA 
utilis~e comme marqueur. 

Cette caract6risation permet d'interpr~ter la bande de Amax ---- 39 ° m# comme 
correspondant aux restes de DOPA-quinone apparus dans la molecule. Le blocage 
de la fonction amin6e de la tyrosine dans une liaison peptidique d~termine une stabili- 
sation de cette forme quinonique, signal~e par YASUNOBU et aL as pour les peptides 

tyrosine C-terminale. 
La bande d'absorption ~ 350 m~, caract~ristique des prot~ines oxyd6es par la 

PPO et d6j~ d6crite par ce m~me auteur13,16 dans le cas de ~-lactalbumine, hyper- 
tensine I e t  ACTH, a ~t6 retrouv~e dans ce travail pour l'~-lactalbumine, RNAase 
native (lot R 574-5) et RNAase performique. Cette bande apparalt lorsque le milieu 
d'incubation passe du rouge orang~ au jaune brune t  son importance relative par 
rapport aux autres bandes d'absorption des prot6ines oxyd6es est, en fin d'incubation, 
d'autant plus grande qu'un plus grand nombre de restes de tyrosine est impliqu6 
dans l'oxydation. 

Le caract~re de non oxydabilit6 de certaines prot6ines (RNAase, lysozyme, in- 
suline) peut ~tre du ~ la fois ~ un facteur st&ique et au blocage des fonctions ph6nols 
de la tyrosine par des liaisons hydrog~nes. 

Les diff~rents lots de RNAase utilis6s pr~sentaient les m~mes caract~res d'homo- 
g~n~it6 et d'activit~. Cependant, l'oxydabilit6 d'un des lots est probablement li6e 
~t une faible difference structurale rendant accessible ~ l'enzyrne une fonction ph6nol 
d'un reste de tyrosine. Sa position dans la molecule n'a pas 6t6 d~termin6e mais il 
n'est vraisemblablement pas inclus darts le site actif puisqu'une modification de la 
structure tertiaire ~ son niveau, son oxydation ou sa transformation en reste de DOPA 
ne modifient pas les propri6t~s enzymatiques de la RNAase. 

La destruction complete des structures secondaire et tertiaire (RNAase per- 
formique) rend accessibles ~ l'oxydation les'6 restes de tyrosine de la mol6cule. La 
d~naturation plus lirnit~e par l'ur~e 8 M ~ pH = IO.6, qui porte uniquement et ir- 
r~versiblement sur la structure tertiaire ~ conduit, en dehors d'une perte importante 
de la solubilit6 dans l'eau, ~t l'oxydabilit~ par la PPO d'un certain nombre de restes 
de tyrosine masques dans la prot~ine native (RNAase, lysozyme). Cette d6naturation 
est due: (a) ~ la liberation des -OH ph~noliques impliqu~s dans des liaisons hydro- 
g+ne","~-~, n~-~ ~t un facteur st6rique: dans le cas de la RNAase, on sait que les liaisons 
hydrog~ne jouent un r61e important darts le maintien de la rigidit6 et de la configu- 
ration spatiale de la mol6cule. On sait ~galementaa,~, av qu'une rupture de ces liaisons 
produit un d~plissement partiel de la chaine dont la structure devient beaucoup 
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plus lhche puisque seuls les 4 ponts disulfures interviennent alors, d'ob. l'accessibilit6 
de la plupart des testes de tyrosine/~ l 'oxydation par la PPO. Ce ph6nom+ne n'est 
pas observ6 lorsque la destruction de la structure tertiaire est plus limitde (d~natu- 
ration en milieu alcalin, h pH 13, conditions dans lesquelles les six groupements 
ph6noliques des restes de tyrosine de la RNAase sont libres mais sans d@lissement 
de la chaine, le facteur st6rique 6tant maintenu) ou lorsque la d~naturation est r6ver- 
sible (ur6e 8 M /~ pH neutre). Dans ce cas, on doit admettre  que la molecule de 
RNAase qui a subi un d@lissement en pr6sence de l'ur6e 8 M, se retrouve, apr~s 
61imination de ce r6actif, sous sa forme initiale, les liaisons hydrog~ne se reformant 
entre les memes points de la chaine, maintenant ainsi le facteur st6rique emp~chant 
l 'oxydation par la PPO des 3 restes de Tyr  dont les groupements ph6noliques sont 
libres. 

T A B L E A U  V 

No. de rdsidus Protdine gludide Poids mol3culaire de tyrosine 

O, consommd par mole de prot#ine 

YASUNOBU e$ al. FRIEDEN et al, Ce travail 

R i b o n u c l 6 a s e  14 o o o  6 i . I  0 .33  o o u  i 
a - l a c t a l b u m i n e  16 o o o  5 4-7 5 o o u  3 
R N A a s e  p e r f o r m i q u e  14 o o o  6 - -  6 6 
I n s u l i n e  6 o o o  4 - -  4 o 
L y s o z y m e  15 o o o  3 o o o 

Ces faits sont ~t rapprocher de ceux qui ont permis r~cemment ~ HABER ET 
ANFINSEN ~ de supposer que l ' " informat ion"  d6terminant les structures secondaire 
et tertiaire de la RNAase est contenue dans la s~quence m6me des acides amin6s. 

Des experiences visant /~ r6aliser l 'oxydation de la RNAase et du lysozyme en 
solution dans l'ur6e 8 M ont 6galement 6t6 n6gatives. I1 a ~t6 constat6 ~ cette occasion 
que les diff~rentes pr@arations de PPO utilis6es sont capables d 'oxyder la tyrosine, 
la DOPA et le cat6chol en solution dans l'ur~e 8 M mais, par contre, sont sans effet 
dans ces conditions sur des substrats protOiques oxydables comme la RNAase-per- 
formique ou l '~-lactalbumine lot II, m~me lorsqu'elles sont utilis6es en grand exc+s. 

La diff6rence d'oxydabilit6 des deux lots d'~-lactalbumine 6tudi6s en fonction 
de l'origine de l 'enzyme utilis6 provient probablement des propri6t6s d~naturantes 
des PPO-L et W. En effet, la PPO-KZ, bien que 40 ~ 7 ° fois plus active, ne catMyse 
pas l 'oxydation du lot I. Le temps de latence important  (I h) observe avec les pr@a- 
rations commerciales peut 6tre interpr6t6 comme une p6riode pendant laquelle les 
impuretOs de l 'enzyme d6naturent la prot~ine et rendent un reste de Tyr  accessible 

son action (Tableau II).  L'appari t ion de I e t  2 restes de Tyr  oxydables lorsque 
l 'oxydation par la PPO-KZ est op6r6e en pr6sence de quantit6s croissantes de cat6chol 
(Tableau IV) plaide en faveur de cette interpr6tation et met  l 'accent sur les propri6t~s 
d6naturantes du (ou des) produit(s) d 'oxydation du cat~chol dans ce syst+me. 

L'oxydabilit6 directe du lot I I  d 'a-lactalbumine doit alors 8tre interpr6t~e en 
fonction d'un certain degr6 de d6naturation de la mol6cule au cours de sa pr6paration 
ou durant sa conservation (dans (NH4)2SO 4/~ 0.5 saturation). 

L'oxydabilit6 par la PPO constitue donc un test tr~s sensible et tr~s spdcifique 
du caract+re accessible des rdsidus de tyrosine d'une prot6ine. En dehors du facteur 
st6rique dvident, le blocage des fonctions ph6nols par des liaisons hydrog~ne exclut 
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la~possibilit6 d'oxydation par l'enzyme. L'application de cette propri6t6 ~ l'6tude 
du degr~ de libert6 des groupements ph6noliques en fonction de l'activit6, au niveau 
des Sites actifs des enzymes auxqtlels participe la tyrosine, peut 8tre envisag6e. 

Les r6sultats d6crits pour la RNAase et l'x-lactalbumine permettent de con- 
stater que certaines prot6ines pures et homog~nes vis-A-vis d'un grand nombre de 
crit~res (y compris l'activit6 biologique) peuvent cependant pr6senter des diff6rences 
darts leur structure tertiaire, diff6rences que l'on peut mettre en 6vidence par le 
caract&re oxydable ou non des r6sidus de tyrosine. 

CONCLUSION 

On a confirm6 que certaines prot6ines peuvent ~tre oxyd6es par diverses pr6parations 
de PPO de champignon et constat6 que les premiers stades de cette oxydation con- 
sistent en la transfomxation de tout ou pattie des restes de tyrosine des prot~ines 
en testes de DOPA-quinone. Toutefois, l'impossibilit6 de la mise en 6vidence de 
DOPA ell fin d'incubation, apr~s r6duction de la prot6ine oxyd6e par AH2 et l'examen 
des courbes de consommation d'oxyg&ne (consommation de plus d'une mole O., par 
reste de Tyr oxyd6) conduisent A penser que les testes de DOPA-quinone, bien que 
stabilis6s par les liaisons peptidiques, subissent une ~volution ult6rieure. L'6tude du 
devenir de ces restes fera l'objet d'un prochain article a~. 
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RESUME 

I. L'6tude de raction de la polyph~nolo×ydase de champignon sur diverses 
prot~ines natives et homog~nes a permis de confirmer que certaines d'entre elles 
(RNAase R574-5 et x-lactalbumine lot II) sont oxyd6es par cet enzyme alors que 
d'autres (diff6rents lots de RNAase, lysozyme, insuline) ne subissent aucune modifi- 
cation. 

2. La preuve chimique que les restes de tyrosine des prot6ines sont impliqu6s 
dans cette oxydation est apport6e. 

3. La caract6risation et le dosage de la DOPA apr~s hydrolyse des prot6ines 
oxyd6es en pr6sence d'acide ascorbique permettent de conclure que, comme dans 
le cas de la tyrosine libre, l'oxydation des restes de tyrosine ~ l'int6rmur d'une mol6cule 
prot6ique conduit A la formation de restes de DOPA-quinone. 

4. L'action sur l'oxydabilit6 de certaines prot6ines, de divers agents d~naturants 
ou de traitements visant A d6naturer les structures secondaire et tertiaire, a permis 
de pr6ciser quelques uns des facteurs gouvernant le caract~re accessible ou non par 
l'enzyme des r6sidus de tyrosine de la prot6ine. 

5. Le caract~re accessible ou non ~ l'oxydation par la polyph6noloxydase des 
restes de tyrosine d'une prot6ine constitue un test tr~s sensible dont l'int6r~t est 
discut6 en liaison avec l'6tude de la structure des prot6ines. 
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