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SUMMARY 

L-Amino acid oxidase (EC 1.4.3.2) from turkey liver was extracted from acetone 
powder (pyrophosphate buffer, pH 8.3) and then precipitated using (NH4)2SO 4 
between 25 and 50% saturation. Purification was performed through gel filtration 
and ion-exchange chromatography. No progress was made with gel filtration on 
Sephadex G-2oo or DEAE-Sephadex A-5o. The best results were obtained by chro- 
matography on DEAE-cellulose and elution using 0.25 and i M NaC1; but  the loss 
of activity was very high (approx. 90%). Specific activity could not be further im- 
proved; the enzyme became insoluble and was rapidly inactivated. The physico- 
chemical properties of the purest preparation were determined. 

The enzyme preparation is homogeneous in agar gel and cellulose acetate electro- 
phoresis, but still heterogeneous in polyacrylamide gel electrophoresis and ultra- 
centrifugation. 

The coenzyme has been identified as FMN; it is firmly bound to the protein. 
Mn 2÷ is a powerful activator;  magnesium, iron and molybdene are inactive; Cu ~+ 
behaves like an inhibitor in the presence of Mn 2÷. 

Cell fractionation has been performed and the enzyme could be detected mostly 
in the mitochondrial fraction and also in the supernatant;  sonication of the mito- 
chondria enhanced the activity. 

A comparison is made between L-amino acid oxidase of turkey liver (for which 
the name "avian L-amino acid oxidase" is proposed) and the other amino acid oxidases. 

INTRODUCTION 

Nous avons en 1952 (r6fs. 1, 19-22 ) caract~ris~ dans le foie de dindon* (Meleagris 
gallopavo L.) une aminoacide-oxydase sp~cifique des acides amines de la s6rie L e t  

* La L-aminoacide-oxydase est 6galement pr~sente dans le tissue r6nal. Elle se re t rouve 
aussi chez d 'autres  gallinac6s et palmip~des. 
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plus sp6cialement des acides amin6s basiques (lysine, histidine, arginine, ornithine). 
Le mode d'action de cet enzyme (d6samination oxydative en a) a 6t6 6tabli et les 
produits de la r6action identifi6s. Nous rapportons ici les r6sultats de nos essais de 
purification de la L-aminoacide-oxydase et nous d6crivons quelques caract6ristiques 
de l 'enzyme purifi6 : coenzyme, effecteurs, pH optimum, etc., ainsi que sa localisation 
cellulaire. 

MATERIEL ET M]~THODES 

(A ) Pr3paration de l'enzyme 
L'ensemble des op6rations est conduit h 4 °. On op~re g6n6ralement A partir  de 

32 g de poudre ac6tonique de foie de dindon mis en suspension et agit6s pendant 45 rain 
dans 600 ml de tampon pyrophosphate de sodium 16. 7 mM de pH 8.3 ~ 38°. La sus- 
pension est centrifug6e 20 rain ~t IO ooo × g e t  le pr6cipit6 est 61imin6. 

Le surnageant est additionn6 de (NH4)2SO 4 jusqu'~ 25~o de saturation. Apr~s 
20 rain, on centrifuge dans les m~mes conditions et le pr6cipit6 est 61imin6. La concen- 
tration du surnageant est port6e ~t 5O~o de saturation en (NH4)2SO a et aprSs 20 min, 
le pr6cipit~ form6 est centrifug6, puis redissous dans la quantit6 minimale de tampon 
pyrophosphate 16. 7 mM de pH 8.3 et la solution obtenue est dialys6e pendant une 
nuit contre 2 1 du m~me tampon. 

(B)  Mdthode de mesure de l'activit3 enzymatique 
La m6thode manom6trique de Warburg est utilis6e pour mesurer la consom- 

mation de 02 correspondant k la d6samination de la L-lysine, prise comme acide 
amin6 de r6f~rence. 

Incubation ~ 37 ° en atmosphere de O2 dans des fioles/t appendice lat6ral (volume 
total:  environ 15 ml) : dans le puits central: 0.2 ml de KOH A 25% absorb6e sur un 
papier filtre pliss6; dans l 'espace annulaire: tampon phosphate de sodium o.I M de 
pH 6.5: I ml; solution de catalase 4 mg dans IO ml: o.i  ml; solution de FMN 2 mg 
dans IO ml: o.I ml; solution de MnSO4:50/ ,moles dans IO ml: o.I ml; la quantit6 
voulue de pr6paration enzymatique; de l 'eau pour completer le volume ~ 2.3 ml; 
dans l 'appendice lat6ral: 0.2 ml d'une solution de L-lysine k 2.5 mmoles dans IO ml 
de tampon phosphate 0.025 M, ajust6e A pH 6.5 (concentration finale 0.02 M). 

Apr~s ~quilibration ~ 37 °, la r6action est d6clench6e en faisant basculer la 
solution de lysine dans l 'espace annulaire; les lectures sont effectu6es ~ intervalles 
de IO min de la 5~me X la 65~me min. 

L'activit6 est exprim6e en #1 de 02 consomm6s par min: I unit6 = I #1 de 02 
par rain. 

Dosage de l'ammoniaque. I1 est effectu6 par une m6thode met tant  en oeuvre une 
fixation sur 6changeur de cations, avec d6termination de l 'ammoniaque par la r6action 
de Berthelot (ph6nol-hypochlorite) (cf. r6f. 2). 

(C) Mdthodes dlectrophordtiques 
Electrophor~se en gdlose. Les 61ectrophor~ses en g61ose sont effectu6es selon 

SCHEIDEGGER 3 en tampon v6ronal de pH 8.2; r6v61ation par le vert  de lissamine et par 
une m6thode enzymatique, selon AVRAMEAS ET URIEL 4 (apr&s s6chage partiel, afin 
de r6duire la touche de g61ose ~. une 6paisseur de 0.5 ram, les plaques sont incub6es 
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37 ° dans le r6actif suivant, pr6par6 extemporan6ment:  monochlorhydrate de L- 
lysine: 50 rag; bromure de 3-(4,5-dim6thylthiazolyl)-2,5-diph6nylmonot6trazolium: 
IO mg; solution de MnSO a ~ 5 ° #moles dans IO ml: 2 ml; tampon phosphate de sodium 
o.oi M de pH 6.5:4 ° m]; on ajoute au dernier moment  6 mg de m6thosulfate de ph6na- 
zine; apr~s apparition de la coloration, les plaques sont lav~es ~ l 'eau ac6tique ~ 2 % 
et s6ch~es). 

Electrophor~se sur acdtate de cellulose. Les 61ectrophor~ses sur ac6tate de cellulose 
sont effectu6es sur bandes Sepraphore I I I  (17 cm × 2.5 cm) ~ l'aide de l 'appareil 
61ectrophor~se Jouan. La migration se fait en tampon v6ronal sodiqne 0.05 6 M de 
pH 8.6 pendant lO5 rain, la diff6rence de potentiel 6tant de 14o V entre les r6servoirs 
& 61ectrodes. Les bandes sont ensuite color6es par l 'Amidoschwarz. 

Electrophor~se en gel de polyacrylamide. Les 61ectrophor&ses en gel de poly- 
acrylamide sont effectu6es selon la technique d6crite par URIEL 5. 

RESULTATS 

(A ) Essais de purification 
(z) Fractionnement sur DEAE-cellulose 
L'extrai t  purifi6 est d6pos6 sur une colonne de 60 cm × 3 cm de DEAE-cellulose 

Cellex D (0.66 mequiv/g), 6quilibr6e contre le m~me tampon pyrophosphate ; la vitesse 
d'6coulement 6tant r6gl6e & 4 ° ml/h, on lave avec environ I 1 de tampon : des prot6ines 
inactives sont ainsi 6]u6es dans les premiers tubes. Le degr6 d'absorption de l'61uat, 
suivi k 254 nm, retombe ~ z6ro. A l'aide d'une solution de NaC1 0.25 M tamponn6e 
par du pyrophosphate o.o167 M ~ pH 8.3, l 'enzyme est 61u6 en un pic asym6trique ou 
en deux pics in6gaux plus ou moins confondus (Fig. I), pour lesquels on trouve la 
m~me activit6 sp6cifique. La solution correspondant ~ ces deux pics est r6cup6r6e 
et pr6cipit6e par le (NHa)2SO a ~ demi-saturation. 
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Fig. I. Ch roma tog raph i e  de la L-aminoac ide-oxydase  sur DEAE-ce l lu lose  avec  61ution pa r  NaC1 
o.2 5 et  i M. 1R6cup6ration des pics:  voi r  tex te .  

En dissolvant le pr6cipit6 dans un tampon phosphate de sodium 0.025 M de 
pH 6.5 et en dialysant la solution obtenue contre le m~me tampon pour 61iminer le 
(NH,)2SO 4 r6siduel, on obtient une pr6paration, "enzyme purifi6", stable X 4 ° pendant 
quelques semaines et stable apr~s lyophilisation pendant plusieurs mois. Quand on 
fait le bilan de la purification de l 'enzyme X part ir  de la poudre ac6tonique de foie, on 
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constate une perte d'activit6 importante.  En effet, une partie appr6ciable de l'activit6 
se retrouve dans tousles  pics d'61ution: 

No. d u p i c  (Fig.  I ) :  : 2 3 4 5 

V o l u m e  t o t a l  des  f r a c t i o n s  (ral) 15 7 6 i 8  6 
C o n s o m m a t i o n  de  O 2 (/A/ml) 48 i o2  4 ° 268 66 

Cet 6chec partiel de la purification peut ~tre attribu~ ~ l'insolubilisation de 
l 'enzyme ~ des pH 16g~rement acides et aussi sans doute ~ une adsorption irr6versible 
sur les supports de chromatographie. 

Le passage de l 'enzyme purifi6 sur une deuxi~me colonne de DEAE-cellulose, 
l'~lution 6tant effectu~e par divers gradients continuellement croissants de concen- 
tration de NaCI, n 'a  pas conduit ~ des r6sultats meilleurs. 

(2) Gel-filtration sur Sephadex et DEAE-Sephadex 
Nous avons cherch~ ~ purifier la pr@aration par gel-filtration sur colonne 

ascendante (IOO cm × 2.5 cm) de Sephadex G-2oo en tampon pyrophosphate de 
sodium 16. 7 mM de pH 8.3 et en tampon phosphate de sodium o.o25 M de pH 6.3: 
aucune augmentation de l'activit6 sp6cifique n'est obtenue et la perte d'activit~ 
totale est consid6rable. I1 en est de m~me avec le DEAE-Sephadex A-5o. 

T A B L E A U  i 

VARIATIONS DE L'ACTIVIT/~ EN FONCTION DE LA PURIFICATION 

Prdparation Volume .Poids de A ctivitd A ctivitd 
total protdines totale sp~cifique 
(ml)  (g) (t d de 02 

consomInes 
par rain) 

I. E x t r a i t  b r u t  545 4.599 1526 o.33 
2. E x t r a i t  pur i f i6  (apr~s p r 6 c i p i t a t i o n  

p a r  (NH4)~SO4) 6. 5 1.515 1125 o.74 
3. E n z y m e  pur i f id  (apr~s p a s s a g e  su r  

D E A E - c e l l u l o s e )  17 o.293 218 o. 74 

C'est donc en d6finitive avec l 'enzyme purifi6 d~fini en (z) que nous avons pour- 
suivi notre 6tude. Quoiqu'il ne s'agisse eertainement pas d'un enzyme pur, certains 
crit6res d'homog6n6it6 sont positifs, notamment  l'~lectrophor~se en g61ose et sur 
ac6tate de cellulose; d 'autre part,  quand l 'enzyme se sfipare en deux pics, ceux-ci 
correspondent ~ une activit6 sp6cifique identique. L'6tude des principaux caract~res 
de l 'enzyme nous parait  donc justifi6e. 

( B ) Caractkres dlectrophordtiques 
En gdlose, par r6v61ation ~t l 'Amidoschwarz et par r6v6lation enzymatique, on 

met en 6vidence une seule bande importante ayant  une vitesse de migration analogue 
/~ celle des fl-globulines du s6rum sanguin. Le r6sultat est comparable sur ac6tate de 
cellulose. 

En gel de polyacrylamide, la pr@aration ne p6n6tre que partiellement dans le gel 
pour une concentration en acrylamide de 50/0 . La r6v61ation sp6cifique est positive 
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pour la fraction qui a migr6 comme pour celle qui reste au point de d6p6t. Aune  con- 
centration en acrylamide de 3%, on obtient une zone prot6ique tr~s 6tal6e avec un 
renforcement localis~; mais la r6vfilation par la m6thode enzymatique est n6gative 
(dilution trop grande?). 

(C) Ultracentrifugation 
L'enzyme purifi~ a 6t6 soumis 5. l 'ultracentrifngation en tampon phosphate 

o.o25 M + NaC1 o.2 M, de pH 6.5 concentration 17 mg/ml). Trois composants ont 
6t6 identifi6s : 

Composant S°,o, w % 

I 4.3 o 66 
I I  8.40 28 

I I I  i 3 . o i  6 

La pr@aration est donc h6t~rog~ne; l'activit~ sp~cifique relativement faible 
n'a pas permis de comparer les activit6s respectives des diff6rents composants. 

(D) Spdcificitd vis-&vis des substrats 
La L-aminoacide-oxydase du foie de Dindon d6samine prfif6rentiellement les 

L-aminoacides basiques et aromatiques (Tableau II)*. 

T A B L E A U  I I  

ACTIVlT£ DE LA L-AM~OAClDE-OXYDASE DE SOIE DE DINDON VIS-A-VIS DES PRINClPAUX AClDES 
AMINI~S 

Dispos i t ions  expdr imen ta le s :  voir  le t ex te .  Les hombres  ent re  pa ren theses  repr6sen ten t  les con- 
cen t r a t i ons  finales en s u b s t r a t  ut i l is6es lots  de l 'essai  compara t i f .  

Substrat % d'activit~ Valeurs 
par  rapport ~ apparentes de 
la lysine I (  m ( raM)  

( po~r une 
conch, de 0 l 
correspondant 

une 
atmosphbre 
de zoo% de 09_) 

L-His t id ine  13o ( io  mM) 6.2 
L-Lysine i oo 1.6 
L-Ph~nyla lan ine  45 (2o raM) 3.5 
L-Tyrosine 45 2.2 
L-Arginine 45 (20 raM) 2.9 
L-Orni thine  4 ° (20 mM) 6.2 
L -Tryp tophanne  4 ° (IO raM) 2.2 
L-Leucine 34 ( io  raM) IO.O 
L-M6thionine io  (20 raM) 
D-Lysine o 

* I1 f a u t  t en i r  compte ,  pour  ce r ta ins  aminoacides ,  d 'une  consommat ion  de O~ qui  se 
p rodu i t  pa r  s imple  i n c u b a t i o n  de l ' aminoac ide  en l ' absence  de p r6pa ra t ion  enzymat ique .  Cet te  
c o n s o m m a t i o n  reste  assez faible dans  le cas de la  tyrosine ,  mais  il n ' en  est  pas  de nlSme pour  
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Parmi les aminoacides aliphatiques ramifi6s la leucine est seule d6samin6e. 
La constante de Michaelis montre d'ailleurs la faible affinit6 de la leucine pour l 'enzyme. 
Ce fait a d6ja 6t6 signal6 pour d 'autres  t-aminoacide-oxydases ~. La L-cyst6ine est 
d~samin6e rapidement, mais une mesure pr6cise est difficile par suite de la d6gradation 
spontan6e de cet aminoacide. L'activit6 est nulle vis-a-vis du glycocolle, de l'alanine, 
des acides amin6s dicarboxyliques (aspartique, glutamique et a-aminoadipique), de 
la s6rine, de la proline et de l'acide pip6colique. 

Quand on mesure les activit6s relatives vis-a-vis de la lysine, de l'arginine et 
de la ph6nylalanine au cours des op6rations de purification, les variations ne sont pas 
tr~s significatives, ce qui est en faveur d 'un enzyme unique. 

La d6termination des constantes de Michaelis permet surtout de mettre en 
6vidence l'affinit6 particuliSre de l 'enzyme pour la lysine. 

L'histidine, qui est l'acide amin6 apparemment  le plus rapidement d6samin6, 
poss&de au contraire une des constantes les plus 61ev6es; mais on constate que la 
quantit~ de O2 consomm6e d6passe toujours notablement celle qui correspondrait a 
l 'ammoniaque lib6r6e: on peut donc envisager une oxydation ult6rieure du produit 
de d6samination. 

Nous n'avons en aucun cas constat6 l 'inhibition par les concentrations 61e- 
v6es de substrat  observ6e dans le cas de l 'enzyme de venin de Serpent s. 

La t-aminoacide-oxydase du foie de dindon n 'oxyde pas les L-a-hydroxyacides 
(contrairement a la L-aminoacide-oxydase du rein de rat) 9. 

(E) pH optimum 
Les principales aminoacide-oxydases animales 6tudi6es ont des pH opt imum 

d'action situ6s aux environs de 8, avee quelques variations (7.5-8.7) selon le substrat  
et l'origine de l 'enzyme. 

Le pH opt imum de l 'enzyme du foie de dindon est net tement plus bas: entre 
6.5 et 7.0 pour la L-lysine. Le pyrophosphate de sodium, d 'abord utilis6, a 6t6 aban- 
donn6 au profit du phosphate de sodium dont le pouvoir est maximal dans la zone de 
pH voulu (Fig. 2). La forme de la courbe en tampon phosphate, plus 6tal6e, se rap- 
proche de celle qu'ont donn6e NAKANO ET DANOWSKI ° pour la L-aminoacide-oxydase 
du rein de rat. 

Au dessous de pH 6.0, la pr6paration enzymatique se trouble, l 'activit6 restant 
cependant assez 61ev6e. Par  centrifugation, la majeure pattie de l 'activit6 accompagne 
le pr6cipit6, mais celui-ci se redissout tr~s difficilement et incompl&tement, ce qui est 
en faveur d'une d6naturation an moins partielle (voir (A)-(x)). 

( F ) Groupement prosthdtique 
Le coenzyme est assez fermement li6 a la prot6ine: en effet, la pr6paration 

enzymatique n'est normalement pas activ6e par l 'addition de FMN ou de FAD. 
La dissociation peut cependant ~tre r6alis6e partiellement par pr6cipitation par 

le (NH4)2SO 4 a pH 3.2. A condition d'op6rer en pr6sence de manganese, l 'apoenzyme 
r6cup6r6 peut ~tre r6activ6 par le FMN mais non par le FAD. On proc~de de la faqon 
suivante : 

l ' h i s t i d i n e  et  le t r y p t o p h a n e  qui, A une concen t ra t ion  finale de o.oi  M, p e u v e n t  consommer  de 
3 ° ~ 4 °/~1 de O 3 en I h. Cet te  o x y d a t i o n  ne se p rodu i t  pas  ~ l 'obscur i t6  e t  il s ' ag i t  c e r t a i n e m e n t  
d ' une  o x y d a t i o n  pho toch imique  cata lys6e pa r  la f lavine;  effect ivement ,  elle ne s 'observe  pas  en 
] 'absence d ' add i t i on  de FMN (voir ~ ce su je t  r6f. 6). 
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Tampon pyrophosphate 
. . . .  Tornpon phosphate 

pH 

F i g .  2. A c t i v i t 6  en fonc t ion  du pH.  L 'ac t iv i t6  est expr im6e  en  p o u r e e n t a g e  de l 'act iv i t6  m a x i m a l e  
dans  le t a m p o n  consid6r6. 

4 ml de pr@aration enzymatique ( =  128 mg de prot6ine) sont dilu6s 5_ 32 ml 
avec de l'eau et additionnfs de (NH4)~SO 4 5- raison de 300 mg/ml. On ajoute 5- froid, 
sous agitation, une solution de (NH4)zSO 4 dans H~SO 4 0. 5 M (220 mg/ml) ]usqu'5- 
pH 3.2. Apr6s un repos de io  min, la suspension est centrifug6e IO min & IO ooo × g. 
Le pr6cipit6 est repris par 5 ml de tampon phosphate 0.025 M de pH 6. 5 et la solution 
est compl~t6e ~t 30 ml avec de l'eau. Le traitement par le (NH4)2SO 4 & pH 3.2 est 
renouvel~ et le prfcipit6 obtenu est repris par du tampon phosphate o.I M de pH 6. 5 
et amen~ ~t un volume de 5 ml. L'activit6 enzymatique est mesur6e sur 0.5 ml de la 
pr@aration enzymatique ainsi obtenue. Les r~sultats sont reproduits dans le Ta- 
bleau III. 

De nombreux essais de dissociation plus pouss6e du coenzyme ont fit6 effectu6s, 
afin d'obtenir un apoenzyme totalement inactif, mais les rfsultats ne sont pas plus 
d~monstratifs, par suite de la dfnaturation partielle de l'enzyme. 

(G) Effecteurs 
Le r61e important du mangan&se a d6j5- 6t6 signal6 5- propos de la r6activation 

T A B L E A I J  I I I  

A C T I V A T I O N  D E  L A  L - A M I N O A C I D E - O X Y D A S E  P A R  L E  F M N  

Dispos i t ions  exp6r imenta l e s :  vo ir  le texte .  Les a d d i t i o n s  de c o e n z y m e  et de m a n g a n e s e  var i en t  
et  sont  indiqu6es  dans  le tableau.  Les  quant i t~s  de m a n g a n e s e  s o n t  expr im6es  en  ml  de so lut ion  
de MnSO 4 & 5 ° / , m o l e s  pour  i o  ml ;  les quant i t~s  de F M N  o u  F A D  so n t  expr imdes  en ml  de so lut ion  
& 2 m g  pour  i o  ml.  

Fiole ,~irn 2+ F M N  F A D  /*l de 02 
c o n s o ~ q ~ m g s  

e n x h  

I o o o 39 
2 o . I  o o 4 ° 
3 o o o . i  42 
4 o . i  o o . i  5 ° 
5 o o . i  o 45 
6 o . i  o . i  o. 83 
7 o . i  0 . 05  o 72 
8 o. i 0 . 05  0 .05  74 
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de l 'apoenzyme par le FMN. La concentration utilis6e dans les essais (o.2 raM) permet 
de doubler l 'activit6 initiale*. Le magn6sium, qui avait  6t6 d6crit comme activateur 
de l 'enzyme de l 'h@ato-pancr6as de Cardium tuberculatum 7, ne peut ici remplacer le 
mangan6se; le fer et le molybd6ne n'ont aucune influence. Le cuivre (concentration 
finale: de I raM) provoque une inhibition de 50% en pr6sence de mangan6se, mais n 'a  
pratiquement pas d'action en son absence; il est probablement incapable de d6placer 
le mangan6se qni reste fix6/~ 1'enzyme et il ne peut entrer en comp6tition qu'avec les 
ions Mn ~+ ajoutfs au milieu d'incubation. 

L'enzyme n'est pas inhib6 par le (NH4)2SO4, m~me ~ une concentration finale 
de o.12 M, ni par l'acide benzoique (concentration finale de o.oi M). 

(H)  R@artition intracellulaire 
Un fractionnement cellulaire a 6t6 effectu6 sur un foie de dindon pr61ev6 immf- 

diatement apr6s sacrifice de l 'animal. I1 a 6t6 r6alis6 par la m6thode de centrifugation 
difffrentielle dans le milieu de HOGEBOOM et al. n et selon CHAUVEAU et al. 12. 

Une premi6re d6termination d'activit6 a fait apparaitre une localisation tr6s 
pr6pondfrante de la L-aminoacide-oxydase dans les mitochondries, 3 fois plus actives 
que le surnageant cytoplasmique. Les mitochondries ont 6t6 soumises ~ un traitement 
sonique 5 IO kcycles pendant 4 rain; la suspension r6sultante, centrifug6e 30 rain/~ 
40 ooo g, donne un surnageant et un culot qui est remis en suspension dans le m~me 
tampon: l 'activit6 totale est multipli6e par 3, dont environ 2/3 dans le surnageant et 
1/3 dans le culot. 

Nos r6sultats diff6rent donc sensiblement de ceux de NAKANO et al. TM qui, 
op6rant sur la L-aminoacide-oxydase du rein de rat, trouvent une activit6 4 fois plus 
importante dans la fraction soluble que dans les mitochondries. 

L 'augmentat ion d'activit6 enregistr6e apr6s sonication fair ressortir l'accessi- 
bilit6 r6duite de l 'enzyme ~ son substrat, ainsi que la solubilisation difficile de la 
prot4ine enzymatique, qui reste en grande partie accrochfe aux membranes mito- 
chondriales dans le sfdiment. 

DISCUSSION ET C O N C L U S I O N S  

Nos r6sultats permettent  la comparison de la L-aminoacide-oxydase du foie 
de dindon avec les autres aminoacide-oxydases, comparaison facilit6e par le Tableau IV. 

La propri6t~ la plus caract6ristique est la sp6cificit6 vis-a-vis des acides amin6s 
basiques et surtout de la L-lysine. Toutes les aminoacide-oxydases 6tudi~es jusqu'~ 
pr6sent (y compris la D-aminoacide-oxydase du rein de porc) d6saminent pr6f6ren- 
tiellement les acides amin6s "neutres", les acides amin~s aromatiques et la m~thionine 
se pla~ant pour toutes les aminoacide-oxydases en seconde position. 

L'affinit6 de l 'enzyme pour la lysine est particuli&rement 6lev6e (Kin --  1.6 raM) ; 
elle est nettenlent sup~rieure, par exemple, ~ celle de la L-aminoacide-oxydase du 
rein de rat vis-a-vis de son substrat  le plus "actif",  la leucine. 

L 'autre difference importante concerne le pH optimum, qui, pour les autres 
aminoacide-oxydases animales se situe dans la zone alcaline et qui est ici au voisinage 
de 6. 5 . 

* NAKANO el al. TM o n t  c o n s t a t 6  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  a c t i v a t e u r  d i a l y s a b l e  de  l a  L - a m i n o a c i d e -  
o x y d a s e  d u  r e in  d e  r a t :  o n  p e u t  se d e m a n d e r  s ' i l  ne  s ' a g i t  p a s  a u s s i  d ' i o n s  m 6 t a l l i q u e s .  
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42 f. M'IZON eta[. 

Le coenzyme est le FMN, ce qui rapproche l 'enzyme de la L-aminoacide-oxydase 
du rein de rat  et le distingue de la L-aminoacide-oxydase du venin de serpent et de la 
D-aminoacide-oxydase des Mammif~res, dont le coenzyme est le FAD. L'activation 
par Mn 2+ est assez caractfiristique et ce fair n 'a  jamais 6t~ signal6 pour les autres 
aminoacide-oxydases. 

Plusieurs aminoacide-oxydases ont 6t6 purifi~es par fractionnement au (NH4) 2SO4, 
chromatographic sur DEAE-cellulose, sur gel de phosphate de calcium, de Sephadex, 
et ont pu ~tre obtenues cristallis6es. Pour l 'enzyme du foie de dindon, les proc6d6s 
classiques ne nous ont pas conduits ~ des r6sultats satisfaisants. On observe une perte 
progressive de l 'activit6 que l 'addition de FMN et de Mn 2+ ne permet de r6tablir que 
tr~s partiellement. L'enzyme subit certainement une modification de structure, ainsi 
qu'en t~moignent l '6talement et la d6formation du pic coirespondant en chromato- 
graphic de gel-filtration. Ce comportement est A rapprocher de l'insolubilisation 
irr~versible de l 'enzyme au-dessous de pH 6.o. On a vu d 'autre part  que, dans les 
cellules, l 'enzyme ~tait accroch6 aux structures mitochondriales et que la destruction 
de ces structures augmentait  l 'activit6, comme si l 'enzyme, "lib6r6", devenait plus 
accessible au substrat. 

Nous avons v~rifi6 que, comme les autres aminoacide-oxydases ~ FMN ou 
FAD, la L-aminoacide-oxydase de foie de dindon se comportait  comme une "oxydase 
vraie", directement r6-oxydable par le 03; la r6-oxydation n'est pas acc616r6e par 
les transporteurs interm6diaires d'61ectrons, notamment  ceux de la chalne succin- 
oxydasique. 

Ainsi donc, la I:aminoacide-oxydase du foie de dindon apparalt  dans le groupe 
des aminoacide-oxydases comme un enzyme tr~s particulier, aussi bien du point de 
rue de sa sp6cificit6 que des conditions de son action et de son comportement au cours 
des op6rations d'isolement et de purification. Nos t ravaux ant~rieursl, 19-22 ont montr6 
d 'autre part  que sa signification m6tabolique la distinguait net tement  des L-amino- 
acide-oxydases de Mammif~res actuellement connues et que son r61e chez l 'animal 
intact n'6tait certainement pas n6gligeable. 

B 1 B L I O G R A P H ]  E 

I P. I3OULANGER ET R. OSTEUX, Compt. Rend., 234 (1952) 14o 9. 
2 J. H. HUTCHINSON ET D. tI .  LABB¥, J. Lab. Clin, Med., 6o (1962) 17o. 
3 J- J. SCHEIDEGGER, Intern. Arch. Allergy Bdle, 7 (1955) lO3. 
4 S. AVRAMEAS ET J. DRIEL, Compt. Rend. Acad. Sci., 261 (1965) 584 • 
5 J. URIEL, Bull. Soc. Chim. Biol., 48 (1966) 969. 
6 B. ,X~'ATHANSON, ~ .  BRODY, S. BRODY ET S. B. BROYDE, Photochem. Photobiol., 6 (1967) 177. 
7 J. ROCHE, P. E. GLAHN, PH. MANCHON ET NGUYEN-VAN THOAI, Biochim. Biophys. Acta, 35 

(1959) i i i .  
8 D. WELLNER ETA. MEISTER, .[. Biol. Chem,, 236 (1961) 2357. 
9 M. NAKANO ET T. S. DANOWSKI, f .  Biol. Chem., 241 (1966) 2075. 

IO ~{. NAKANO, •. SAGA ET Y. TSUTSUMI, Bioehim. Biophys. Acta, 185 (1969) 19. 
i i  G. H. HOGEBOOM, W. C. SCHNEIDER ET M. J. STRIEBICH, J. Mol. Biol., 196 (1952 ) i i i .  
i2  J. CHAUVEAU, Y. MOULE ET C. ROUILLER, Exptl. Cell Res., I I  (1965) 317 . 
13 M. •AKANO. r ,  TSUTSUMI ET T. S. DANOWSKI, Biochim. Biophys. Acta, 139 (1967) 4 °. 
14 M. NAKANO, O. TARUTANI ET T. S. DANOWSKI, Biochim. Biophys. Acta, 168 (1968) 156. 
15 A. 3{EISTER ET D. WELLNER, The Enzymes, Vol. 7, Academic  Press, New York,  2~me 6d., 1963, 

p. 615. 
16 H. A. KREBS, The Enzymes, Vol. 2, P a r t  I, Academic  Press, New York,  I~re 6d., 1951, p. 523 
17 P. K. STUMPF ET D. E. GREEN, J. Biol. Chem., 153 (1944) 387 . 
i8  P. E. BRUMBY ET V. 3{ASSEY, Biochem. Prep., 12 (1968) 29. 
19 P. BOULANGER ET n .  OSTEUN, Compt. Rend., 235 (1952) 524 . 
20 P. BOULANGER ET n .  OSTEUX, Compt. Rend., 238 (1954) 406. 
21 P. BOULANGER ET R. OSTEUX, Compt. Rend., 241 (1955) 125. 
22 P. BOULANGER ET R. OSTEUX, Compt. Rend., 241 (1955) 613. 

Biochim. Biophys. Acta, 212 (197 o) 33-42 


