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SUMMARY 

Arginine oxygenase (decarboxylating). V. Purification and flavin nature 
I. Arginine oxygenase (decarboxylating) from Streptomyces griseus, the enzyme 

which converts L-arginine into 7-guanidobutyramide, has been purified. 
2. The enzyme contains a flavin cofactor identified as FAD. 
3- Analytical ultracentrifugation seems to demonstrate reversible dissociation 

of the protein. 

INTRODUCTION 

L'enzyme extrait  du myc61ium de Streptomyces griseus (Waksman) d6grade la 
L-arginine selon un mode tr~s particulier, transformant cet acide amin6 en 7-guanido- 
butyramide 1-4. 

Au cours de ce processus, un atome d'oxyg~ne de Fair est incorpor6 dans le pro- 
duit de la r6action 5, l 'autre atome de la mol6cule 02 6tant r6duit en H20. Cet enzyme 
peut donc ~tre class6 parmi les monooxyg6nases e ou 'oxyg6nases A fonction mixte '7. 

R6cemment un autre enzyme du m6me type a 6t6 purifi6 par TAKEDA ET HAYAI- 
SHI 8,0. I1 s'agit de la lysine oxyg6nase de Pseudomonas 1° qui oxyde la L-lysine en 
6-aminoval6ramide s. 

Les deux enzymes sont donc actuellement les seules oxyg~nases connues d6gra- 
dant les acides amin6s aliphatiques en amides par une oxyg6nation d6carboxylante. 

Au cours de la r6action enzymatique catalys6e par les oxyg6nases, l 'activation 
de l'oxyg~ne mol6culaire n6cessite la pr6sence, comme cofacteur, soit des m~taux, 
soit des nucl60tides flaviniques6, n. 

Si de nombreux renseignements concernant les caract&res et le mode d'action 
de l'arginine oxyg6nase d~carboxylante ont pu ~tre obtenus avec des pr6parations 
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enzymatiques partiellement purifi6es, il 6tait n6cessaire de disposer de l 'enzyme pur 
pour entreprendre la recherche des cofacteurs et une 6tude plus approfondie du m6- 
canisme de son action. 

Dans le pr6sent travail, nous d6crirons la m6thode que nous avons raise au point 
pour obtenir des pr6parations homog6nes et qui ont permis l'identification du cofacteur 
flavinique de l'arginine oxyg6nase d6carboxylante. 

MAT1~RIEL ET METHODES 

Produits utilisds 
Le FAD et le FMN sont des produits commerciaux. Le FMN est purifi6 par 

filtration de la solution aqueuse sur une colonne de S6phadex G-Io ~ l 'abri de lumi~re. 
Le gel de phosphate de calcium est pr6par6 d'apr6s TISELIUS, HJERTI~N ET 

LEVIN 12, et le gel d'alumine C 7 d'apr6s WILLSTNTTER, KRAUT ET ERBACHER 13. 
DEAE-S6phadex A-5o est lav6 et r696n6r6 d'apr6s les indications du fabricant 

(Pharmacia, Uppsala). 
Les tampons et les solutions enzymatiques contiennent de la L-arginine o.oI M, 

indispensable ~ la protection de l 'enzyme contre l ' inactivation par l 'oxyg6ne de 
l'air3,14. 

U ltr acentri fug at ion 
L'ultracentrifugation a dt6 rdalis6e ~t la station centrale d'ultracentrifugation 

analytique du Centre National de la Recherche Scientifique, sous la direction de Mine 
FILITTI-WURMSER. 

Ddtermination de la concentration en protdines 
Selon les rapports des absorbances, mesur6es ~t 280 m/z et 260 m#, des prdpa- 

rations enzymatiques, la concentration des prot6ines est dvalu6e par deux m6thodes 
diffdrentes. Pour des rapports plus faibles que 0.8, on emploie la mdthode de LowRy 
et al. 15. Lorsqu'ils deviennent supdrieurs ~ 0.8, on utilise la m6thode spectrophoto- 
m6trique et les prot6ines sont 6valu6es d'apr6s la formule de KALCKAR 16. 

Mesure d'activitd enzymatique 
L'activit6 enzymatique est mesur6e colnme il a 6t6 d6jg indiqu6 a dans les respiro- 

m~tres de Warburg ~ 37 °, ~ pH 9.0 en atmosph6re d'oxyg6ne en pr6sence de i.-arginine 
o.oi M. L'unit6 enzymatique correspond ~ la quantit6 d 'enzyme qui dans ces conditions 
produit une eonsommation de I #mole d'oxyg6ne par minute. 

Recherche du coenzyme 
Les analyses spectrales sont effectu6es ~ 4 ° aux spectrophotom6tres Beckmann 

mod61es D U e t  DB. Le FAD est 6valu6 spectrophotom6triquement en utilisant le 
coefficient d 'absorption mo16culaire de 1I. 3 - Io -a M -1'  cm -1 (bibl. I7), ~t 45 o m# pour 
la flavine libre et ~ 460 m/z pour la flavoprot6ine. 

(a) Afin de earaet6riser le coenzyme, nous l 'avons s6par6 de la prot6ine en 
utilisant deux m6thodes. 

(i) Le coenzyme est lib6r6 apr6s la destruction de la prot6ine par action de 
l'acide trichloroac4tique. On ajoute 0.2 rnl d'acide triehloroac6tique 5 25 % ~ o.8 ml de 
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solution enzymatique contenant 8.6 mg de prot6ines par ml; on agite IO mill, on 
centrifuge le m61ange. Le liquide surnageant est r6serv6 et le pr6cipit6 est lay6 2 lois, 
chaque lois avec 0.2 ml d'acide trichloroac6tique tt 5%. Le premier surnageant et les 
liquides de lavage r6unis sont ajust6s ~ pH 7 par addition de quelques cristaux de 
Tris; le coenzyme est dos6 spectrophotom6triquement. 

(2) Dans d'autres essais, nous avons cherch6 A conserver l 'apoenzyme; nous 
avons donc dissoci6 l 'enzyme en employant la m6thode de WARBURG ET CHRISTIAN 18. 

A 8.5 mg de prot6ine enzymatique dissous dans 1. 7 ml de tampon phosphate 
o.oi M-arginine o.oi M (pH 7.o), on ajoute successivement 0. 4 ml de mercapto6thanol 
o.ooi M, 530 mg de (NH,)2SO 4 solide (45% de saturation) et 0.5 ml de H2SO 4 0.5 M. 
Le pH final du m61ange est 6gal tL 2. Apr~s IO min de contact tt 4 °, on ajoute encore 
295 mg de (NH,)2SO 4 solide pour amener la concentration de ce dernier A 60%. Apr~s 
centrifugation, le surnageant est r6serv6 et le pr6cipit6 est lay6 ~ froid avec 0.2 ml 
d'une solution satur6e de (NH,)2SO a contenant du mercapto6thanol o.ooi M. Le 
surnageant et le liquide de lavage constituent la solution de coenzyme qui, apr~s con- 
centration sous vide, sert ~ son identification par chromatographie. L'apoenzyme 
apr~s l'61imination du coenzyme est repris dans 2.0 ml de tampon Tris-HC1 0.05 M 
(pH 7.4). 

(3) Dans d'autres exp6riences de dissociation de l'holoenzyme, nous avons, 
selon STRITTMATTER 19 et MASSEY ET CURT120, raccourci le temps de traitement t~ pH 
acide et ajout6 du KBr 3 M, ce qui facilite le d6tachement du coenzyme flavinique de 
la prot~ine 21. Chaque fois, l 'apoenzyme est repris dans le tampon Tris-HC1 o.oi M, 
mercapto~thanol o.ooi M (pH 7-4), et dialys6 deux lois contre 500 ml du m~me tampon 
pendant 5 ~ 6 h ~ froid. La solution prot6ique est d'environ 5 mg/ml. 

(b) La reconstitution de l'holoenzyme a 6t6 effectu6e soit par dialyse de l'apo- 
enzyme contre une solution de FAD commercial, soit par incubation de l 'apoenzyme 
avec le FAD. 

(I) Ainsi, 1.8 ml de la solution d'apoenzyme obtenue par la m6thode a2, conte- 
nant 3.1 mg de prot~ine par m], sont dialys~s I nuit contre 25 ml de solution de FAD 
lO -5 M dans du Tris-HC1 0.05 M, mercapto6thanol 0.05 M (pH 6.5). 

(2) Dans une autre exp6rience, 0.52 mg d'apoenzyme est incub6 I h t t  20 ° en 
pr6sence de I mg d'albumine cristallis6e et de 4/,moles de FAD ou de FMN dans 0.5 ml 
de tampon Tris-HC1 0.05 M, arginine 0.o5 M, mercapto6thanol 0.05 M, pH final du 
m61ange 9.0. 

(c) Pour identifier le coenzyme, nous avons utilis6 la chromatographie sur couche 
mince de cellulose MN 300 ou de gel de silice Merck, ou encore de gel de silice sur feuille 
de plastique d'Eastman Kodak. Nous avons employ6 comme solvants les syst~mes 
suivants : I, n-butanol~thanol-eau (50:25:25, v/v/v) ; II, tert.-butanol-eau (60:4 o, 
v/v) (bibl. 22); III,  phosphate disodique t~ 5~o en solution aqueuse satur6e d'alcool 
isoamylique23; IV, alcool tert.-amylique--acide formique-eau (60:20:20, v/v/v) (bibl. 
24). Les nucl6otides flaviniques ont 6t6 rep6r6s par fluorescence en exposant les plaques 
aux rayons ultraviolets. 

Purification de r enzyme 
Production du myc61ium. La production A grande 6chelle du myc6lium de 

Streptomyces griseus dou6 d'activit~ enzymatique convenable a fait l 'objet de longues 
recherches e t a  6t6 d6crite r6cemment25. Le myc61ium est s6par6 du milieu de culture 
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par centrifugation/~ 4 °. Apr~s lavage avec une solution de NaC1 ~ 9~oo le mycdlium est 
homog6n6is6 mdcaniquement avec un poids dgal de solution d'arginine o.ooI M (pH 
7.o), puis congel6 et conservd 25. 

(A) Extrait brut. 3.4 kg de mycdlium sont ddcongel6s et laissds pendant environ 
2o h ~ 4 °. Une centrifugation ~ 39 ooo × g donne 273o lnl d'extrait acellulaire brut A 
contenant 59 g de prot6ines. 

(B) Fractionnement au (NH4)oSO 4 .  entre 4 ° et 65 °//o de saturation. L'extrait 
brut est additionn6 ~ froid de 61o g de (NH4)2SO 4 cristallis6. Une petite quantit~ de 
prdcipit6 de prot6ines inactives est 61iminfie par centrifugation ~ 9ooo tours/rain. Le 
surnageant est ensuite additionn6 de 47 ° g de (NH4)2SO l cristallis~. Apr~s i nuit ~ 4 °, 
le pr6cipit~ est recueilli par centrifugation ~ 39 ooo ~ g puis dissous dans 8oo ml 
d'arginine o.oi M (pH 7.o) (fraction B renfermant 39 g de prot6ines). 

(C) Elimination des acides nucldiques. Dans les fractions A et B, le rapport des 
absorbances ~ 28o m# et 26o m# est d'environ o.5. Les traitelnents par la streptomy- 
cine, la protamine ou le MnC12 n 'ayant  pas donn6 de r6sultats, nous avons eu recours 

la mdthode d'ALI~ERTSSOX 2G qui consiste en un partage du m61ange d'acides nucl6iques 
et de prot6ines, entre deux phases liquides non miscibles, de poly6thyl~ne glycol et 
de dextrane. Nous avons adoptd un mode op6ratoire basd sur celui d6crit par OKAZAKI 
ET EORNBERG 27. 

La fraction B est dilu6e ~ 16oo ml pour avoir 25 nag de prot6ines par mlet  addi- 
tionn6e/t un m61ange compos6 de 184 ml de dextrane 5oo ~ 2O°o et 516 ml de poly- 
6thyl~ne glycol 6ooo 5~ 3o% de sorte que leurs concentrations finales soient 1.6 et 6 ...... "'1" / 0  

respectivement. L'addition de 54 ° g de NaC1 (concentration finale 4 M) est suivie d'une 
agitation de 2 h ~ 4 °. Les phases non miscibles sont s@ar6es par centrifugation ~ 45oo 
tours/rain. Le surnageant de polydthyl~ne glycol contient les prot6ines tandis que le 
culot de dextrane renferme les acides nucl6iques. La fraction protfiique de 24oo ml 
est dialvs6e 1 nuit ~ 4 ° contre 2o vol. de tampon phosphate O.Ol M (pH 7.o). L'addition 
de 82o g de (NHa)eSO 4 "~ 42oo ml de dialysat (35()o de saturation) permet de s@arer 
par d6cantation, suivie de centrifugation, les deux phases non miscibles: la phase 
sup6rieure de poly6thyl~ne glycol contient une petite quantitfi d'enzwne (moins de 

o /  I /o)  et la phase infdrieure aqueuse, la majeure partie de l'enzyme. La solution conte- 
nant l 'enzyme (4o9 °ml )  est additionnde de 989 g de (NHa)~SO, 1 cristallisd (7o% de 
saturation) et le pr6cipit~ flottant ~ la surface du liquide est recueilli par d6cantation, 
puis par filtration sur Hyflo super eel. Ce prdcipit6 dissous dans 5oo ml de tampon 
phosphate o.oi M (pH 7.(I), constitue la fraction C; elle contient 11.185 g de prot6ines. 

(D) Traitement par le gel de phosphate de calcium. La fraction C est dilu6e k 
14oo ml pour avoir environ 8 mg de prot~ines par ml. Elle est trait~e par 55 g de gel 
(5 fois le poids de prot6ines) ~ pH 7.o et ~ 4 °. L'enzvme est quantitativement adsorb6 ; 
le lavage du gel ave(: 175 ml de tampon phosphate o.o3 M permet d'dliminer les pro- 
t6ines inactives. L'enzvme est ensuite dlu6 avec 4 portions successives de 175 ml de 
tampon phosphate o.2 M ~ pH 7.o. Les ~luats rdunis (682 ml) sont pr6cipit~s par 27 ° g 
de (NH~)~SO~ cristatlis~ (650o de saturation). Le pr~cipitd dissous dans 3oo ml de tam- 
pon t)hosphate o.oI M contient 1.665 g de protdines. 

(E) Traitement par le gel d'alumine C F. La fraction D dilu6e/t 4oo ml pour avoir 
4 mg de prot6ines par ml est traitfe ~ pH 7.o par 6.8 g (4 fois le poids de prot6ines) de 
gel d'alumine. L'enzyme est adsorbd et apr~s un lavage du gel avec 8o ml de tampon 
phosphate o.o3 M, l'61ution est effectu6e par 4 traitements ave(; chaque fois 6o ml de 
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Fig. I. Chroma tog raph ie  sur  D E A E - S 6 p h a d e x  des f rac t ions  61u@es du  gel d ' a lumine .  Colonne:  
48 cm × 2 cm. 77 ° m g  de prot6ines  darts du t a m p o n  Tr is-HC1 o.oi  M, arg in ine  o.oi  M (pH 7.4). 
A, lavage  avec le m 6 m e  t a m p o n  addi t ionn~ de NaC1 0. 3 M; B, @lution pa r  le g rad ien t  lin6aire de 
NaC1 de o.3 5. o.45 M. 0 - - 0 ,  m g  de prot~ines;  × - -  - × ,  act ivi t~ e n z y m a t i q u e  en uni t6s  enzy- 
ma t iques /ml .  

tampon o.I M. Les @luats r@unis ont un volume de 246 ml. Les prot@ines pr@cipit@es 
par 97 g de (NH4)2SO 4 (65% de saturation) sont ensuite redissoutes dans 7 ° ml de 
tampon Tris-HC1 o.oi M (pH 7.4)- Cette fraction (E) contient 77 ° mg de protdines. 

(F) Chromatographie sur DEAE-S6phadex. La fraction E est dialys@e I nuit 
contre 70 vol. de tampon Tris-HC1 o.oi M (pH 7.4), dilu@e & IO mg de prot@ines par 
ml et filtr@e ensuite sur une colonne de DEAE-S@phadex de 48 cm × 2 cm, @quilibr@e 
avee le re@me tampon. La vitesse d'@coulement est de 15 & 28 ml par h. On recueille des 
fractions de 7 ml. La colonne est d 'abord lavde avec un volume de tampon initial puis 
avec 400 ml de ce m@me tampon additionn@ de NaC1 0.3 M. Une grande quantit@ de 
prot@ines inactives est ainsi @limin@e (Fig. I). Un gradient lindaire de concentrations 
croissantes de NaC1 entre 0.3 et 0.45 M (volume: 600 ml) permet d'6luer renzyme. 
Les fractions doudes d'activit@s sp@cifiques entre 66 et 67 unit6s enzymatiques/mg 
sont r@unies. Elles constituent l 'enzyme purifi@ F et contiennent 73 mg de prot@ines. 

RESULTATS 

Ainsi que le montre le Tableau I, la richesse en enzyme des diffdrents lots de 
myc@lium est tr~s variable. En effet, la production de l'arginine oxyg6nase d@carboxyl- 
ante, enzyme induit sT, est influenc@e par de nombreux facteurs tels que l'a@ration, 
l 'agitation, le pH, etc. 25. Le Tableau I I  rend compte du d@roulement de la purification. 
Nous y avons consign@ les r@sultats des trai tements de deux lots de myc@lium diff~rents 
par leur richesse en enzyme. L 'extrai t  brut  I contient 4 fois moins d'unit@s d 'enzyme 
par ml que l 'extrait  brut  2. Le taux de purification se trouve multipli@ par 4 pour le 
premier extrait. 
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T A B L E A U  I 

COMPARAISON DES ACTIVITIES SPI~CIFIQUES DES DIFFI~RENTS LOTS DE MYCP2LIUM 

a, ac t iv i t~  sp&ifique _initiale; b, ac t iv i t6  sp6cifique finale. 

Lot de Activitd spgcifique (unitds T a u x  de 
mycdlium enzymatiques/mg) purification 

b/a 
a b 

I 0.043 66. 5 16oo 
2 0.056 67 12oo 
3 o-146 67-7 465 
4 o-156 07.7 435 

Nous traitons habituellement 3 ~ 4 kg de myc61ium et nous obtenons suivant la 
richesse du mycf l ium 3o ~ 7 ° mg d'enzyme purifi6. 

Etude de l'enzyme par l'ultracentrifugation 
L'enzyme purifi6 (fractions F) a 6% rechromatographi6 sur une deuxi~me colonne 

de DEAE-S@hadex.  La Fig. 2 montre que le pic unique des prot6ines enzymatiques 
est parfaitement sym6trique. Les fractions dont l'activit~ sp&ifique varie entre 66 et 
67 unit6s enzymatiques/mg ont 6t~ rassembl6es et somnises ~ l'ultracentrifugation 
analytique. 

(a) Vitesse de sddimentation. La Fig. 3 indique que les 2 pr@arations (A et B) 
analys~es contiennent un constituant principal dont la constante de s6dimentation 
s,,0,w est 6gale ~ lO.7 et dont la teneur est de 95 ou 97%- 

T A B L E A U  I I  

PURIFICATION DE L'ARGININE OXYG£NASE D~CARBOXYLANTE 

Diff~rentes 6tapes de purification d6crites dans M£THODES. 

Fractions Proldines 
totales 

Pr@arat ion  z 
A. E x t r a i t  b r u t  124 ooo 0.57 
B. (NH4)~SO 4 40-65 % 79 ooo 
C. D e x t r a n e - p o l y 6 t h y l ~ n e  glycol  22 900 1.z2 
D. Gel de p h o s p h a t e  de Ca 3 7 °0  0.85 
E. Gel d ' a l u m i n e  i ioo  1.62 
F. D E A E - S ~ p h a d e x  29 1.43 

Pr@arat ion  2 
A. E x t r a i t  b r u t  58 968 0.59 
B. (NH,)zSO 1 4 ° 65°,o 39 44 ° 0.58 
C. D e x t r a n e - p o l y 6 t h y l 6 n e  glycol  I I  I 8  5 1.I 4 
D. Gel de p h o s p h a t e  de Ca i 665 o.89 
E. Gel d ' a l u m i n e  77 ° 1.59 
F. D E A E - S 6 p h a d e x  73 1-37 

280 mtz Activitd enzymatique 

260 m~ unitds unitds rendement 
enzyma- enzyma- o~ 
tiques tiques[mg 
totales 

5200 0.043 Ioo 
5650 o.o7t 
49oo o-214 95 
407 ° 1.1o 7 8 
3760 3.4 ° 72 
I9oo 66.5 36.5 

9200 o.156 ioo 

8500 o.217 92 
81oo 0.725 88 
7700 4.60 83.5 
655 ° 8-55 71.5 
455 ° 67.70 49.5 
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Fig .  2. C h r o m a t o g r a p h i e  su r  D E A E - S 6 p h a d e x  de  l ' e n z y m e  purif i6.  M ~ m e s  c o n d i t i o n s  e x p 6 r i -  
m e n t a l e s  q u e  p o u r  ]a Fig .  I. C o l o n n e :  41 c m  × I. 4 cm.  O---O,  m g  de  p r o t ~ i n e s ;  × - - - × ,  a c t i v i t 6  
e n z y m a t i q u e  en  u n i t 6 s  e n z y m a t i q u e s / m l ;  /k, a c t i v i t 6  sp~c i f ique  en  u n i t 6 s  e n z y m a t i q u e s / m g .  

On observe en outre, la pr6sence d'un (Fig. 3B) ou de deux (Fig. 3A) constituants 
mineurs plus 16gers. I1 est cependant A remarquer que les concentrations relatives de 
tous ces diff6rents constituants ne sont pas constantes : celles de la fraction principale 
diminuent, tandis que celles des autres fractions augmentent quand on diminue la 
teneur en prot6ines totales de la pr6paration analys6e. 

(b) Approche de l'dquilibre de sddimentation. Des exp6riences ~ l 'approche de 
l'6quilibre de s6dimentation, effectu6es sur la m~me pr6paration que celle de la Fig. 3B, 
montrent  aussi que le constituant principal se dissocie en donnant le constituant plus 
16ger. I1 y a d6pendance entre les concentrations relatives de ces deux constituants et 
la concentration totale, car, A l'6quilibre s6dimentation-diffusion, on n'obtient pas 
une relation lin6aire entre la diminution de concentration au m6nisque et le gradient 
de concentration ~t ce m~me niveau (Fig. 4). 

Dans ces conditions, le calcul des poids mol6culaires n'est pas r6alisable par cette 
m6thode. 

Identification du coenzyme flavinique 
(a) Analyse spectrale. Les solutions enzymatiques purifi6es pr6sentent une 

coloration jaune tr&s nette qui fait penser ~ la pr6sence d'une flavine. Effectivement, le 
spectre de l 'enzyme pr6sente dans la zone du visible des maxima A 380 m# et 460 m# 
caract6ristiques des flavoprot6ines (Fig. 5, courbe I). On observe un d6placement des 
bandes vers les grandes longueurs d'onde par rapport  au FAD de r6f6rence (courbe 3). 
En pr6sence du substrat  et en ana6robie, la couleur jaune disparait tandis qu 'apparai t  
une teinte gris-verd~tre. Celle-ci et non la turbidit6 peut expliquer l 'absorption entre 
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Fig. 3. Ultracentr ifugation analyt ique de l 'arginine-oxyg6nase d6carboxylante purilide. Tampon 
phospha te  o.oi M, argininc o.ot M (pH 7.o). Vitesse de r6gime: 59 78o tours/min.  Temp6ra ture :  
4.5 °. A. Concentrat ions en prot~ines totales: I, 11.5 mg/ml;  1 l, 7.6 mg/ml;  [l I, 3.8 nlg/ml. Prises 

o /  . de vuc apr6s 34, 5 ° et 66 min. Concentrat ions relatives des 3 const i tuants  cn /o. [, o.8o, 2.o, 
97.2; i1, 1.9, 3.95, 94.15; I l I ,  2.44, 6.41, 91.t 5. B. Concentrat ions en prot~ines totales: l, tS. 4 rag/ 
ml; II ,  IO mg/ml.  Prises de vue apr6s L9, 35 et 51 min pour  I, et aprhs 23, 39 et 55 min pour I I .  
Concentrat ions relatives des 2 const i tuants  en %:  1, 4.73, 95.27; II ,  7.28, 92.72. 
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Fig. 4. Experience d 'approche de l'~quilibre de s6dimentation. En  abcisses (de droite ~ gauche) : 
diminut ions de la concentrat ion au m~nisque; en ordonn6es: gradients  d'indice g ce m~me niveau 
pour  des t emps  variables et des vitesses angulaires diff6rentes28: 

Y = ~n/6r G X = I 
¢O~rm ~mm R A y d R  

G, facteur d 'agrandissement ;  o~, vitesse angulaire; n, indice de r6fraction; r, rayon de rota t ion;  
rm, rayon de rotat ion au niveau du m~nisque; R, rayon de rotat ion agrandi;  Rm, rayon agrandi  
de rotat ion au niveau du m6nisque; y, distance sur la projection du diagramme entre la ligne de 
base et le trac6 du gradient  d'indice, pour  un rayon de rotat ion agrandi R. Concentrat ion en pro- 
t6ines totales: 7.5 mg/ml.  Tampon:  phospha te  o.oI M, arginine o.oi lV[ (pH 7). Temp6ra ture :  o °. 
Vitesses: 9341 tours /min  (O) ; 14 290 tours/rain ( X ) ; 21 74 ° tours/rain (O) ; 33 45 ° tours / ra in  
(*,).  

55o m# et 7oo m/~ observable sur l 'enzyme (courbe 2) et non sur le FAD (courbe I). 
L'enzyme non additionn6 d'arginine doit avoir retenu un peu du substrat qui a servi 

sa conservation et pr6sente 6galement une 16g~re absorption dans la zone des grandes 
longueurs d'onde (courbe I). Le spectre est modifi~: les deux pics ~ 380 m# et 460 m# 

x~ 4 < 

0,5 , Of...j,,/,'''Ill' 
3oo 46o s6o 6oo 25o 3bo 

Longueur d'onde (r'nM) 

Fig. 5. Spectre d 'absorp t ion  de l 'arginine oxyg~nase d~carboxylante en l 'absence et en pr4sence 
du subs t ra t ,  i, 5 mg/ml  de l 'enzyme dans le t am pon  phospha te  o.i M (pH 7.0); 2, le mSme apr~s 
addition de o.i ml d 'arginine I M; 3, FAD 7.5 • lO-5 M dans le t a m p o n  phospha te  o.i M (pH 7.0); 
4, enzyme intact  ou apoenzyme. 
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~ 50 -,.,,, 3 / l 4 i 
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0%50 400 450 500 350 400 450 500 
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Fig. 6. Spectre  de t r an smi s s i on  de l ' a rg in ine  oxygdnase  a v a n t  et aprbs add i t ion  (le d i th ioni te .  
E n r e g i s t r e m e n t  au  spec t ropho t omb t r e  B e c k m a n  enreg is t reur  DB,  avec une  expans ion  d 'dchel le  
tie 2 fois pour  l ' enzym e  (A), et de 5 fois pour  le coenzyme  isol4 (B,4), l ' enreg is t reur  d t an t  r~gld 
a r b i t r a i r e m e n t  /t 1 oo °/o de t r ansmis s ion  pour  le d~but  de l ' en reg i s t r emen t  (54 ° mlt ) ,dans  ces cas 
d ' e x p a n s i o n  d'dchelle. A. Courbe i, e n z y m e  (4 mg/ml)  dans  le t a m p o n  Tris HCI o.oi M (pH 7.4) ; 
courbe  2, e n z y m e - F  d i th ioni te ;  courbe 3, e n z y m e  + d i th ioni te  apr6s 5 min  d ' oxygdna t i on .  
B. Courbe I', F A D  1.8 .1o  -a M dans  le t a m p o n  Tris  HC1 o.oi  M (pH 7-4); courbe 2", F A D  -k 
d i th ion i te ;  courbe 3', F A D  + d i th ioni te  apr~s 5 rain d ' oxygdna t i on ;  courbe  4 coenzyme  de 
l ' a rg in ine  oxygdnase  ddca rboxy lan te  sdpard de la protdine (voir MI~:THODES). 

disparaissent (courbe 2). Une autre expdrience a permis la d6coloration complete par 
le dithionite (Fig. 6A, courbe 2); apr~s oxyg~nation, le spectre caract6ristique r& 
apparait (Fig. 6A, courbe 3)- Le mfime ph6nom~ne a lieu avec le FAD de rdf6rence 
(Fig. 6B, courbes 2' et 3'). 

Le coenzyme dissoci~ de la protdine pr~sente un spectre identique 5~ celui du 
FAD (Fig. 6B, courbes 4 et I '). Le rapport des absorbances ~ 380 m# et 460 m# est 

II 11I :12:: 

0 0 o o 

0 0 

o © 
0 a 0 © 0 

0 0 ~ ~-~ 
FMN FAD ~ FAD FMN FAD FAD Co FMN FMN FAD FAD Co FMN F~N FAD F/~D Co FMN FMN 

÷Co +co ÷Co +co ~co +co +Co +Co 

Fig. 7- Ch roma tog raph i e  sur  couche  mince  du coenzyme  de l ' a rg in ine  oxyg6nase .  So lvan t s  d(~crits 
dans  MI~THODES. Suppor t s :  I, cellulose; II  et  l i [ ,  gel de silice (Merck); IV, gel de silice imprdgnd 
de s u b s t a n c e  f luorescente  ( E a s t m a n  Kodak) .  Co, coenzyme.  
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TABLEAU I I I  

RECONSTITUTION DE L 'ENZYME DISSOCI]~ 

Prot~ines Activit~ % de l'activit~ 
sp~ci fique initiale 
(unit~s enzyma- 
tiques/mg) 

A. Holoenzyme 24.6 ioo 
Apoenzyme 2.6 9 
Apoenzyme + FAD 15. 3 59.5 

B. Holoenzyme 65.5 IOO 
Apoenzyme i . i  1.7 
Apoenzyme + FMN 2.16 3.3 
Apoenzynxe + FAD 14. 3 21.8 

C. Holoenzyme 61. 5 IOO 
Apoenzyme 3.16 5. I 
Apoenzyme + FAD 21. 3 34.5 

D. Holoenzyme 63.2 ioo 
Apoenzyme 28.2 45 
Apoenzyme + FAD 49.0 77.5 

A. Enzyme dissoci~ par  la m~thode de WARBURG ET C H R I S T I A N  18. R6activation par  dialyse contre 
FAD lO -5 M (voir M~THODES). 

B. Enzyme dissoci6 comme dans A, mais en pr6sence de KBr i M (bibl. 19 et 2o). R6activation 
par  incubation de 0.52 mg d'apoenzyme avec 4 #moles de FAD ou FMN. 

C. M6me proc6d6 que B sur un autre 6chantillon d'apoenzyme. 
D. Enzyme dissoci6 comme dans B, mais tr~s rapidement  par un seul t ra i tement  par  (NH,)2SO * 

acide. 

p lu s  g r a n d  q u e  I d a n s  le cas  de  l ' h o l o e n z y m e  t a n d i s  que ,  d a n s  le c o e n z y m e  isol6, le 

r a p p o r t  des  a b s o r b a n c e s  ~ 375 m/~ e t  450 m #  es t  i n f 6 f i e u r  A I .  

D a n s  la  z o n e  des  a y e n s  u l t r a v i o l e t s ,  les s p e c t r e s  de  l ' h o l o e n z y m e  let de  l ' a p o e n -  

z y m e  p r 6 s e n t e n t  la  m S m e  a l lu re  a v e c  u n  m a x i m u m  A 280 m/z e t  u n  6 p a u l e m e n t  A 290 m #  
(Fig.5,  c o u r b e  4)- 

(b) Analyse  chromatographique. Ains i  q u e  le m o n t r e  la  Fig.  7, en  c h r o m a t o g r a p h i e  

T A B L E A U I V  

RAPPORT COENZYME/APOENZYME 

Exp. FAD Prot~ines g prot~ines/ 
(mumoles) (rag) mole FAD 

A. Holoenzyme 5 ° 6.92 138 ooo 
Coenzyme s6par6 51.6 134 ooo 

B. Holoenzyme 34.5 4.53 131 ooo 

C. Holoenzyme 58.8 7.95 135 ooo 

A. Holoenzyme dans HzO d~sionis6e: 8.6 mg/ml. Coenzyme obtenu par  action de l'acide tri- 
chloroac6tique 5% (voir M~THODES). 

B et C. Holoenzyme dissous dans le tampon phosphate o.i M (pH 7), repr~cipit6 par  (NH4)2SO 4 
65 % de saturat ion et repris dans le m~me tampon. 

B. 4.53 mg/ml. C. 7.95 mg/ml. 
D6termination des prot~ines par  spectrophotom6trie, d'apr~s KALCKAR 16. 
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sur couche mince dans 4 solvants diff~rents, les RF du coenzyme coincident avec ceux 
du FAD et different tr6s ne t tement  de ceux du FMN. 

(c) Reconstitutio~ de l'holoenzvme. Afin de confirmer d 'une  autre fa~on l 'identit6 
du coenzyme de l 'arginine oxygdnase d6carboxylante  avec le FAD, nous awms pro- 
c6d4 ~t la r6association de l 'apoenzyme avec le FAD commercial (voir METHODES). Les 
r6sultats consign6s dans le Tableau I I I  montrent  que l 'enzyme inactiv6 par dissociation 
du coenzyme retrouve son activit6 dans une proport ion tie 2I ~ 77'I0 lorsqu'il est mis 
en pr6senee de FAD. La lndthode la plus efficace sembte 6tre la dialyse contre une 
solution de FAD Io '~ M. I/efficacit6 du FMN en tant  que cofacteur est insignitiante. 

(d) Rapport coenz3,'me/apoen~3'me. Le Tableau IV montre les rdsultats du dosage 
du coenzyme effectu4s soit sur l 'enzyme intact  soit sur le coenzyme lib6r6 de la prot6ine 
par l 'action de l 'acide trichloroacdtique (voir MfZTHOD~S). Les deux procfdds donnent  
des rfsul tats  comparables:  on trouve I mole de FAI)  pour 13o ooo g de protdines 

environ. 

DISCUSSION 

La m6thode de purification d6crite plus haut  permet  d 'obtenir  des prdparations 
enzymatiques  qui, se rfif~rant ~ un ensemble de fairs, selnblent £~tre homog6nes. La 
fraction unique E obtenue sur colonne de DEAE-Sfiphadex au cours de la pr6paration 
(Fig. x), rechromatographi6e sur une colonne analytique, pr6sente un pic unique de 
prot6ines coincidant avec le sommet  d 'act ivi t6 enzymat ique (Fig. i). A l 'ultracentri-  
fugation analytique, si les const i tuants  mineurs observ6s 6taient des impuret~s, leur 
prdsence serait de plus en plus difficilement dfcelable avec la diminution de la concen- 
trat ion en prot6ines totales 6tudi6es. En fait, et bien que les pourcentages indiquds 
ne peuvent  6tre qu 'approximatifs ,  l '6volution des concentrat ions relatives se produit  

en sens inverse. 
L '6 tude/ t  l 'approche de l'6quilibre de s6dimentation et l 'application de la th6orie 

d 'Archibald  ~ des syst6mes binaires aS,a9 ou ternaires 28 montrent  la pr6sence non de 
plusieurs segments de droite indiquant  l 'existence de plusieurs prot6ines ind6pendantes 
mais d 'une  courbe continue marquan t  l ' interaction entre le const i tuant  principal et 

les const i tuants  mineurs. 
L'ensemble de ces faits semble indiquer que la L-arginine oxyg6nase obtenue est 

homog6ne et qu'elle tend ~t se dissocier. 
Le ph6nonl6ne de dissociation spontan6e de la prot6ine enzymat ique en solution 

est fr6quent. De nombreux t ravaux sur la D-alnino-acide oxydase 2~,a° et sur la fructose 
phosphokinase alen fournissent des exemples. Dans le cas de la D-amino-acide oxydase, 
la concentrat ion de la prot6ine, le pH, la force ionique, la temp6rature  iouent  un r61e 
impor tant  dans l'6quilibre association-dissociation. En prfsence d 'ATP,  la valeur de 
la constante de s6dimentation de la fructose phospbokinase baisse 3~ ; il y a d6polyln4ri- 
sation. Pour  ce type  de prot6ines, il est tr6s difficile de calculer le poids mol6culaire 
r6el; on peut seulement 6valuer le poids mol6culaire minimmn (unitaire). Ainsi, le 
poids mol6culaire minimum a 6t6 d6terlnin6 pour la D-amino-acide oxydase d'apr6s la 
teneur en FAD (g de prot4ines par mole de FAD) et, pour la fructose pbosphokinase, 
d 'apr6s le poids de prot6ines correspondant  k une mole d ' A T P  fix6. 

Pour  l 'arginine oxyg6nase d~carboxylante,  qui est une flavoprot6ine, nous pou- 
vons essayer 6galement d '6valuer le poids mol6culaire minimum en prenant  comme 
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base de calcul la quantit6 de prot6ine correspondante ~ une mole de FAD fix~. Ainsi 
le poids mol6culaire unitaire serait d'environ 13o ooo. 

La pr6sence de la flavine dans la mol6cule de l'arginine oxyg~nase d~carboxylante 
est en accord avec le fait que de nombreuses monooxyg6nases purifides derni~rement 
contiennent le cofacteur flavinique. Ainsi, la lysine oxyg6nase s, l 'oxyg6nase de l 'acide 
lactique 3~, l 'imidazolac6tate monooxyg6nase z~, la p-hydroxybenzoate hydroxylase 34 
sont des flavoenzymes. La pr6sence de la flavine dans l'arginine oxyg6nase d6carboxyl- 
ante de Streptomyces griseus n'a pas pu ~tre mise en 6vidence avant  l 'obtention de pr6- 
parations enzymatiques tr~s purifides; la grande quantitd de pigments bruns emp~chait 
toute 6tude spectrophotom~trique. Les m~mes circonstances ont retard6 l'identifica- 
tion par SUa'TON35, 36 de la flavine dans le lactate oxygdnase. 

En ee qui concerne la m6canisme de la rdaction catalysde par l'arginine oxyg~nase 
d6carboxylante, un certain nombre de donndes sont acquises. 

La d6coloration du FAD en l'absence d'oxyg~ne et en prdsence du substrat 
prouve que la premiere 6tape consiste en la r6duction du coenzyme par le substrat. Un 
atonle d'oxyg~ne activ6 est ensuite incorpord dans le produit de la r~action, l 'autre 
6tant r6duit en H20 , et le CO s est d6gag6. L'enchalnement de ces diff6rentes 6tapes 
reste/t  d6terminer, de m6me que le m6canisme exact d 'activation de l'oxyg~ne. 

La recherche des cofacteurs m~talliques par les mdthodes chimiques et par le 
spectre de rdsonance paramagn6tique ~lectronique est en cours. 
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R~SUM~ 

I. L'arginine oxyg6nase d6carboxylante de Streptomyces griseus qui d6grade la 
L-arginine en 7,-guanidobutyramide a 6t6 purifi6e. 

2. L'enzyme contient un cofacteur flavinique qui a dt6 identifi6 au FAD. 
3- L'ultracentrifugation analytique semble indiquer un ph6nom&ne de disso- 

ciation r6versible de la prot~ine. 
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