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SUMMARY 

When D-amino acid oxidase (D-amino acid:O~ oxidoreductase (deaminating), 
EC 1.4.3.3) is treated with NaBH 4 during the enzymatic reaction, the carbon moiety 
resulting from the deamination of the substrate is bound to the e-NH 2 of lysine 
residues of the enzyme. 

The isolation of several peptides containing these "reactive" lysine residues is 
described. Their characteristics are discussed, regarding the possible role of a par- 
ticular lysine residue in the enzymatic process. 

INTRODUCTION 

La D-aminoacide oxydase du rein de porc (EC 1.4.3.3) pr6sente le double 
avantage de pouvoir ~tre pr@ar6e de fa~on relativement ais6e 1, grgtce au r61e stabili- 
sateur du benzoate mis en 6vidence par Kubo et al. 2, et de poss6der une activit6 en- 
zymatique 61evfe facile ~ 6valuer. En d6pit du grand nombre d'6tudes auxquelles a 
donn6 lieu cette flavoprot6ine, la plupart  des probl6mes posds par son m6canisme 
d'action restent encore non rdsolus: comme le signale une revue rfcente de Neims 
et Hellerman 3, son r61e biologique est encore inconnu, son mfcanisme d'action e t l a  
nature de son site actif encore impr6cis; en effet, ~t c6t6 des groupes thiol 4, ont 6t6 
considfr6s comme participant directement /~ l'activit6 enzymatique: un r6sidu de 
lysine 5, un rfsidu d'arginine 8, un r6sidu d'histidineV, s, un groupe charg6 n6gative- 
ment et un site hydrophobe 9. 

L'implication d 'un r6sidu de lysine dans le site actif de la D-aminoacide oxydase 
repose surtout sur les observations de Coffey et al . l°:  par action du NaBH 4 sur le 
m61ange r6aetionnel constitu6 par la D-aminoacide oxydase e t l a  D-EI-14Clalanine 
comme substrat, ces auteurs ont obtenu une prot6ine marqu6e, un 6quivalent de 
substrat  au maximum 6tant fix6 par 6quivalent de flavine-ad6nine-dinucl6otide lid 

l 'enzyme; la participation d'un r6sidu de lysine au site actif de l 'enzyme rend 
compte de l 'apparition de e-N-(I-carboxydthyl)-L-lysine dans les hydrolysats acides 
totaux de l 'enzyme marqu6: ce d6riv6 de la lysine provient de la rfduction par le 
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NaBH 4 de la base de Schiff form6e par action de l'acide pyruvique (produit de la 
d4samination oxydative de l'alanine) sur le groupe e-NH., d'un rdsidu de lysine'L 
Bien qu'il ait 6t6 dfmontr6 plus tard que l'enzyme ainsi modifi6 gardait son activitOL 
il ne faisait pas de doute que le r6sidu de lysine impliqu6 dans cette liaison pr6sentait 
une rdactivitd particuli6re, que l'on pouvait supposer li6e "k l'activit6 catalytique de 
l 'enzyme: c'est ce qui nous a conduits ~ effectuer la pr6paration de la J~-aminoacide 
oxydase purO ~, ~ la marquer par la mdthode de Coffey et al. 1°, ~t l 'hydrolyser par des 
endopeptidases et ~ isoler les peptides radioactifs contenant le r6sidu de lysine 
r6active. 

La sdquence des aminoacides de l'un de ces peptides a ddjlt 6td d6termin&~ 
entiarement ~a et correspond ~ l'enchalnement: Asp Val Val-carboxy6thyl-Lys 
Tyr (carboxy6thyl-Lys e-N-I-carboxy6thyl-L-lysine). 

Dans le prdsent mdmoire, nous rapportons l'isolement et l'dtude d'autres frag- 
ments peptidiques contenant de la carboxy6thyl-lysine radioactive; la comparaison 
de leurs compositions et de leurs s6quences d6montre l'existence de plusieurs r6sidus 
de lysine rdactive au sein de la D-aminoacide oxydase, ce qui met en doute la sp6cificit6 
du marquage du site aetif par le 1)orohydrure en pr6sence de D-alanine. 

MATERIEL ET METHODES 

La D-aminoacide oxydase est pr6par6e selon la m6thode de Brumby et Massey 1, 
puis purifi6e par chromatographie ascendante sur colonne de Sephadex G-2oo 12. Ire 
traitement de l'enzyme par le NaBH 4 est effectu6 en pr6sence de I)-iI-14Clalanine 
selon les modalit6s d~crites par Hellerman et Coffey a et qui conduisent ~t un mar- 
quage optimum de la protdine. Le in61ange r6actionnel est ensuite additionn6 d'un 
volume 6gal de solution satur6e de (NH4)2SO 4. Le pr6cipitd est redissous dans un 
volume minimal de tampon phosphate de sodium 0.o25 M de pH 6. 3 contenant du 
benzoate de sodium 2"IO 4 M, et la solution est purifi6e par chromatographie des- 
cendante sur une colonne (4 ° em x 3 cm) de Sephadex G-25 6quilibrde puis 61u6e par 
le m~me tampon. L'61ution est contr616e par enregistrement de l'absorbance ~t 278 nm; 
les fractions contenant la prot6ine sont rassembldes, et la solution est dialys6e et 
lyophilis6e. Pour des raisons d'6conomie, un autre lot d'enzyme a 6t6 trait6 dans des 
conditions identiques par de la D-alanine non radioactive, l 'enzyme ainsi modifi6 a 
6t6 ajout6 ~ la pr@aration radioactive obtenue par action de la D-II-laClalanine et 
c'est le m~lange des deux pr6parations qui a 6t6 utilis6 dans cette 6tude. 

Avant d'etre hydrolys6e enzymatiquement, la prot6ine est d6natur6e par le 
chlorhydrate de guanidine et l'6thanol selon Biserte et Holleman 14. Les hydrolyses 
trypsique et chymotrypsique sont conduites dans une solution de sesquicarbonate 
d 'ammonium ~ o/ ~ ' I /o  avec un rapport enzvme/substrat de 2% en poids, pendant 24 h 

37 °C. La r6action est arr6t6e par cong41ation et l 'hydrolysat est lyophilis& I1 
est fraetionn6 tout d'abord par chromatographie deseendante sur une colonne 
(zoo cm × 3 cm) de Sephadex G-25 en milieu pyridine acide ac6tique o.I M de pH 4.9. 
La radioactivit6 de l'61uat est suivie en continu par passage sur une colonne d'an- 
thrac~ne (dispositif 5 scintillation Packard), tandis que le dosage automatique par 
la %action de Lowry (Autoanalyseur Technicon), effeetu6 sur les fractions recueillies 
dans un collecteur, permet de tracer la courbe d'41ution des peptides. 

Les fractions les plus int6ressantes sont alors chromatographi6es sur r6sine 
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&hangeuse d'ions "Chromobeads P"  (Technicon). L'61ution est effectu6e par un gra- 
dient continuellement croissant de pH et de molarit6 en pyridinO'E La courbe 
d'61ution des peptides est ~tablie par dosage automatique ~ la ninhydrine des frac- 
tions recueillies et la radioactivit6 des peptides ainsi localis6s est d6terminde par 
eomptage par scintillation effectu6 directement sur l'61uat ~ l'aide du m~lange de 
Bray ~. 

La composition en peptides des fractions recueillies et la puret6 des peptides 
purifi6s sont contr616es par 61ectrochromatographie sur papier Whatman 3 selon 
Plaquet et al. ~ et les taches radioactives rep6r6es par autoradiographie (films Kodirex, 
6mulsionn6s sur une seule face). 

La composition en acides amin6s des peptides est d6termin6e apr6s hydrolyse 
par HC1 6 M pendant 24 h ~ lO5 °C, en tube scell6 sous vide, par analyse chromato- 
graphique automatique (Autoanalyseur Technicon). La position de l ' e - N - ( I - c a r b o x y -  
6thyl)-L-lysine a 6t~ 6tablie pr6alablement ~ l'aide d 'un 6chantillon pr6par6 par 
action de l'acide ~-bromopropionique sur l ' c~-N-carbobenzoxy-L- lys ine ,  selon Heller- 
man et Coffeya: la carboxy6thyl-lysine est 61u6e de la colonne juste avant  l'isoleucine. 

I,a s6quence des acides amin6s est d6termin6e par la m6thode de d6gradation 
r6currente d 'Edman  avec identification ~ chaque 6tape du dansyl-aminoacide N- 
terminal du peptide r6siduel, selon la m6thode de Hart ley ~s (technique chromato- 
graphique de Gros et LabouessO~). 

RESULTATS 

Un premier lot de D-aminoacide oxydase (environ 5oo mg) (cf. r6f. 13) a 6t6 trait6 
par le borohydrure en pr6sence de D-[IJ4C]alanine; apr6s d6naturation par le chlor- 
hydrate de guanidine et l'6thanol, les groupements guanidyliques des r6sidus d'ar-  
ginine ont 6t6 bloqu6s par la cyclohexanedione selon Toi et al. ~°, afin de limiter 
l 'hydrolyse trypsique aux liaisons "lysyl" et d 'obtenir ainsi une s6quence peptidique 
plus importante au niveau de la carboxy6thyl-lysine. Dans ces conditions, l 'hydrolyse 
trypsique, effectu6e ici pendant 2 h ~ 37 °C avec un rapport  enzyme/substrat  de 4% 
en poids, n 'a  6t6 que tr6s partielle, puisqu'il a 6t6 possible de r6cup6rer/~ part ir  de 
cet hydrolysat un adialysable qui, apr6s lyophilisation, pesait 475 mg, soit 95% de la 
prot6ine nlise en jeu au d@art ;  la fraction dialysable ne contient aucun peptide 
radioactif. 

I , 'adialysable a 6t6 trait6 par la chymotrypsine, puis fractionn6 sur une colonne 
de Sephadex G-25 (IOO cm × 3 cm): la courbe d'61ution (Fig. I) obtenue apr6s r6ac- 
tion de Lowry montre qu'il est possible de s@arer trois fractions radioactives ; celles-ci 
ont 6t6 analys6es par 61ectrochromatographie sur papier et autoradiographie. La 
Fraction I, qui correspond aux constituants exclus du gel, a 6t6 soumise ~ l'61ectro- 
chromatographie, mais aucune tache radioactive bien localis6e n 'ayant  6t6 d6cel6e, 
l '6tude de cette fraction a 6t6 abandonn6e. La Fraction I I I ,  correspondant aux 
petits peptides, contient, dans la zone des peptides acides, deux taches radioactives 
d'intensit6 diff6rente; une chromatographie sur r6sine "Chromobeads P"  a 6t6 
effectu6e e t a  permis d 'obtenir deux peptides radioactifs repr6sentant l'essentiel de 
la radioactivit6 de cette fraction (Peptides S I I I  R3 et S I I I  R4). 

La Fraction I I  qui, d'apr6s le diagramme de la Fig. I, est la plus riche en pep- 
tides et la plus radioactive, ne pr6sente en 61ectrochromatographie sur papier que des 
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Fig. I. Ch roma tog raph i c  descendan te  sur  cololme (~oo cm x 3 cm) (lc Scphadcx  (;-25 dc l ' hydro  
l y sa t  t r yps ique  et  c h y m o t r y p s i q u e  de D-aminoacide oxydase .  T a m p o n  p y r i d i n e - a c i d e  acdt ique 
o.~ M de p H  4-9. F rac t ions  de 6 ml en IO min. - . . . .  , en r eg i s t r emen t  de l ' absorbance  ob tenue  
pa r  dosage des prot6ines  de l'~5luat par  la rdact ion de Lowry ;  , rad ioac t iv i td .  

taches faibles et real localisdes par rfiv~lation ~{ la ninhydrine ainsi que par autoradio- 
graphie. Elle a ~td nfianmoins chromatographi~e sur colonne de r~sine "Chromobeads 
P": plusieurs pics radioactifs ont ~td d6cel~s, mais, malgr~ des purifications ultfirieures 
sur papier, ils n'~taient pas assez homog~nes et la quantit~ obtenue ~tait trop faible 
pour qu'il pussent ~tre analysds. 

Devant la r~sistance ~ l'hydrolyse enzymatique manifest6e par la n-aminoacide 
oxydase r4duite en presence de D-alanine et bloqu~e par la cyclohexane-dione, une 
hydrolyse trypsique a dtfi effectu(~e sur un deuxibme lot (4ii rag) de protfiine marque, 
d~naturde, mais non trait~e par la cyclohexanedione; l 'hydrolysat a dtfi tractionnd 
comme prdcfidemment. Le diagramme d'dlution de la colonne de Sephadex (;-25 
(Fig. 2) permet de eonstater la diminution relative de la l:raction I exclue du gel, ce 
qui traduit une hydrolyse plus complete. La Fraction IV pr4sente en ~lectroehroma- 
tographie sur papier une seule tache faiblement radioactive que l'on ne retrouve pas 
apr~s chromatographie sur rfisine dchangeuse d'ions. 

L'~lectrochromatographie de la Fraction II  rdv~le trois taches radioactives 
majeures. Par chromatographie sur une colonne de r~sine ~changeuse d'ions, il est 
possible d'isoler deux de ces peptides: l'un, que nous avons appel~ S II  RI, est 
isold dans la zone des peptides acides, l'autre, S II  B, est dlu~ dans la zone des pep- 
tides neutres. 

La Fraction I I I  apparait plus complexe en ~lectroehromatographie sur papier, 
par r~v~lation ~ la ninhydrine; sur l'autoradiogramme, quatre ~ cinq taches peuvent 
~tre dficeldes, dont l'une est nettement plus intense: elle correspond au Peptide 
S I I I  R2, qui a dt~ isold par chromatographie sur colonne de r6sine dchangeuse d'ions, 
et dont la sdquence en acides aminds a dtd dtablie. 

Au total, nous avons donc obtenu cinq peptides contenant un rfisidu de lysine 
rdaetif. Leurs compositions en acides amin6s sont rassembl6es dans le Tableau I:  
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Fig. 2. Ch roma tog raph i e  descendan te  sur colonne ( ioo  cm × 3 cnl) de Sephadex  175-25 de r h y d r o -  
l y sa t  trypsique de D-aminoacide oxydase .  T a m p o n  p y r i d i n e - a c i d e  ac6t ique o . i  3I de p H  4-9- 
F rac t ions  de 6 ml en io  min. - - ,  enregistrement de l'absorbance obtenue par  dosage des 
protd ines  de l '61uat par  la r6act ion de Lowry ;  - - - - - ,  radioact iv i td .  

T A B L E A U  I 

C O M P O S I T I O N  E N  A M I N O A C I D E S  D E S  P E P T I D E S  C O N T E N A N T  D E  LA C A R B O X Y E T H Y L - L Y S I N E  

A cides amings Hydrolysat trypsique Hydrolysat trypsique 
lrouvgs el chymotrypsique 

S I [ I  R 3 S i i l  R4 S I I  R f  S I [  B S I[1 R2 

Acide a s p a r t i q u e  i. 12 I. 17 i. 2 I 
Acide g l u t a m i q u e  0.89 i. io  2. ] 4 
Glycocolle o.76 i .o2 o.89 i. 16 I.O I 
Alanine 0.92 
Valine 1.93 o.87 I .oi 
Carboxydlhyl-lysine 1 . 1 6  I . O O  1 . O 2  1 . O 6  1 . 1 2  

Isoleucine 
Leucine  i .  1 2  1 . 9 o  

Tyros ine  I ,O2 0 . 7 8  0 . 8 5  

Ph6nyla lan ine  o.87 o.86 
Arginine  t .oo 

elles montrent qu'il doit exister dans la mol6cule de D-aminoacide oxydase au moins 
quatre r6sidus de lysine diffdrents intervenant comme site de fixation du radical 
carboxydthyle. On peut en effet admettre que le Peptide S III R2 d6rive d'une 
coupure secondaire du Peptide S II B. 

Bien que la trypsine air 4t6 pr4alablement trait6e par la L-I-p-tolu6ne-sulfonyl- 
amido-2-phdnyl-6thyl-chlorom6thylc6tone (TPCK), il est curieux de constater qu'il 
subsiste une activit6 chymotrypsique r6siduelle expliquant la formation des Peptides 
S II RI et S III R2. 

Les 6tudes de s6quence ont port6 sur les Peptides S III R3 (cf. r6f. 13) et S III R2 
et ont donn4 les r6sultats suivants: 
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S I1 l [),3 : (tt~N) Asx -VM- \ : a l - ca rboxyd thy I -Lys  Tyr (C()2l 1) 
S l i t  1~2: (H2N) (;ly Val carboxy(}thyl-Lys 1)he ((2()~H) 

Une certaine analogie peut doric ~tre notde en ce qui concerne la localisation 
de la carboxydthyl-lysine dans une rdgion hydrophobe de la moldcule. 

DISCUSSION 

L'obtention d'une protdine marqude par action du NaBH 4 sur la D-aminoacide 
oxydase en prdsence de t)-[r-14CJalanine semblait ~tre une rdaction extr6mement 
spdcifique, puisque des expdriences tdmoins ~°avaient ntis en dvidence la non-fixation 
du radical carboxydthyle quand on opdrait soit en prdsence de I.-alanine ou d'acide 
pyruvique marquds, soit en mettant en oeuvre l'enzyme ddnaturd ou priv6 de flavine 
addnine-dinucldotide. La spdcificitd paraissait aussi ddmontrde par l'inhibition de la 
rdaction en prdsence d'une surcharge en benzoate et par la stoechiomdtrie du mar- 
quage: fixation de o. 9 dquivalent de substrat marqud par dquivalent de coenzyine 
flavinique. Si le groupement e-amind de la lysine exerce une fonction importante dans 
le mdcanisme d'action enzymatique, le fait que ll'enzyme modifi6 garde son activitd 
a conduit Massey et al. n ~ admettre l'existence d'au moins deux r~sidus de lysine 
pouvant j ouer le mfime r61e. 

Les conditions de marquage que nous avons adoptdes dans cette dtude (utilisa- 
tion du mdlange d'un lot d'enzyme traitd par la D-alanine radioactive et d'un lot 
d'enzyme traitd par la D-alanine non radioactive) ne nous ont pas permis de ddter- 
miner le taux de marquage de l'enzyme et de vdrifier les rdsultats de Coffey at al. TM. 
L'identification qualitative des sdquences peptidiques entourant les rdsidus de lysine 
marquds montre cependant que le nombre de rdsidus de lysine "rdactifs" est nette- 
ment plus dlevd et il devient donc plus difficile de leur assigner un r(51e pr(~cis dans le 
processus de la ddsamination. 

La fixation du phosphate de pyridoxal sur l 'apoenzyme de la D-aminoacide 
oxydase a 6td observde21: elle porte aussi sur la fonction e:-aminde d'un rdsidu de 
lysine et diminue l'activitd enzymatique. La stoechiomdtrie de la rdaction paralt 
diffdrente, puisque deux mol~cules se fixent par dquivalent de coenzyme. On peut se 
demander si la fixation d'un d~riv(! carbonyld aussi rdactif que le phosphate de pyri- 
doxal n'est pas seulement une mani~re suppldmentaire et non sp~cifique de mettre en 
dvidence certains rdsidus de lysine: ceux-ci prdsenteraient au sein de la D-aminoacide 
oxydase une analogie de rdactivitd en raison d'une localisation dans des rdgions assez 
semblables de la moldcule, comme peuvent en tdmoigner les sdquences des Peptides 
S II1 R2 et S I I I  R3. L'isolement des peptides contenant les rdsidus de lysine capables 
de lier le phosphate de pyridoxal et leur comparaison avec les peptides carboxydthylds 
ddcrits plus haut pourraient confirmer une telle hypoth~se. 

Parmi les groupements essentiels/t l'activitd enzymatique, le site hydrophobe 
est l'un des mieux caractdrisds ~2 ~. I1 est responsable de l'inhibition de la ddsamina- 
tion par les acides carboxyliques aliphatiques ou aromatiques. La position de la lysine 
entre les radicaux hydrophobes de la valine et de la tyrosine ou de la phdnylalanine, 
constatde dans les Peptides S I I I  R2 et S I I I  R3, cadre bien avec la prdsence pos- 
sible d'un de ces r6sidus/~ proximitfi du site hydrophobe de la ~)-aminoacide oxydase, 
qui, selon Fonda et Anderson 2a, contient un rdsidu aromatique h l'intdrieur d'une 
rdgion non polaire. 

Biochi*~z. Biophys. Acta, 27(7 (197e)*(~3 09 



I)-AM1NOACIDE OXYDASE 0 9 

S'il existe enfin, au sein de la D-aminoacide oxydase, plusieurs r6sidus de lysine 
de r6activit6 analogue, comme nos r6sultats tendent A le prouver, il devient difficile 
d'expliquer les relations stoechiom6triques observ6es dans la fixation du groupement 
carboxy6thyle ou dans celle du phosphate de pyridoxal: la solution de ce probl6me 
exige de nouvelles investigations. 

RESUME 

La D-aminoacide oxydase (EC 1.4.3.3) trait6e par le NaBH 4 au cours de la 
r6action enzymatique fixe au niveau de certains r6sidus de lysine le radical carbond 
provenant du substrat ddsamin6. L'isolement de peptides contenant ces r6sidus de 
lysine substitu6s est d6crit. Leurs caract6ristiques sont discutdes en fonction de ce 
que Yon sait du mdcanisme d'action de la D-aminoacide oxydase. 
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