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Abstrati-Alanine 2-oxoglutarate aminotransferase, e@racted by Triton X-100 from tomato mitochondria, has been 
purified and its main kinetic characteristics determined This form is more unstable than the soluble enzyme. How- 
ever, the chromatographic patterns, effect of pH on stability, the pH optimum, the specificity and the apparent 
molecular weight show that it is the same enzyme and not an isoenzyme. This identity is confirmed by the results 
of kinetic studies and by the inhibition data by the products of the reaction for the two forms. The kinetic results 
also show that the two forms reversibly catalyze the transamination reaction between alanine and a-oxoglutarate 
according the Ping Pong mechanism described for the soluble enzyme. 

INTRODUCTION 

Les travaux de Yu et aE. [1,2} ont permis de mettre en 
Gdence dans le fruit de la tomate, une alanine a-c&ogh.~- 
tarate aminotransferase E.C. 2-6-l-2. Les auteurs ant, par 
ailleurs, montrC que cette enzyme &it pr&sente dans le 
sumageant et dans les prkparations mitochondriales. 
Dans un pr&&%nt article [3] nous avons d&it l’isole- 
ment et la purification de la fraction soluble de cette 
enzyme et dorm& ses principales caractiristiques G&i- 
ques. Les r&&tats obtenus sont en accord avec un 
m&nisme Ping Pong Bi-Bi d&j& mis en &idence dans 
le cas d’alanine aminotransferase animale [4,5]. Le 
p&sent travail porte sur la purification et l’&ude cinCti- 
que pr&ninaire de la fraction alanine a-dtoglutarate 
aminotransf&rase isol& des mitochondries de la tomate 
et sur la comparaison de cette forme avec la forme solu- 
ble pr&demment d&rite. 

REZWLTATS 

Pr&zration des mitochondires 

Les mitochondries ont &ti obtenues par une technique 
voisine de celles d&rites par Ku et al. [6] et Hobson [7]. 
Ayant recherchc avant tout g maintenir l’activitc al@ne 
aminotransfbase, nous avons &:tc conduit g utiliser les 
agents protecteurs dkja employ& pour l’itude de la frac- 
tion soluble de cette enzyme [3] : mercapt&thanol, 
EDTA, polyclar AT. La solubilisation de l’emyme est 
obtenue par action du Triton X-100 & 45% pendant 
30min & 4”. 

Purijication 

L,e s&Qna de fmtionnement utilis& est sensiblement 
le m&ne que celui que nous avons d&rit pour la fraction 
soluble 131. C&pendant, l%tape de dialyse apr&+ prtipi- 

tation au sulfate d’ammonium, conduisant ti une perte 
importante de l’activit~, nous avons Ctt ame& g la rezn- 
placer par une chromatographie sur gel Sephadex G 25. 
L’instabilit6 de cette fraction de l’enzyme ainsi que les 
ftibles quantiti pr&sentes ne nous ont pas permis de 
pousser la pufication au-de18 du stade de chromato- 
graphie sur DEAE Sephadex. La pr&cipitation par le sul- 
fate d’ammonium @I-650/,) permet d’obtenir un facteur 
de purification de 20 pour un rendement de 28%. Apr&s 
chromatographie sur DEAE cellulose, la pr&aration 
enzymatique est purifiCe 45 fois avec un rendement de 
6,5%- 

Stabilite’ thmniqw 

L’enzyme ainsi p&i& reste stable pendant plusieurs 
mois lorsqu’elle est congel& g -20”. Elle est relative 
ment stable, au moins pendant 1 heure g 4&45*, mais 
g partir de SO”, on observe une d&activation tr&s rapide, 
l’activitt n’est plus que de 50% de sa valeur initiale au 
bout de 1Omin et tombe i loo/, de cette valeur apr&s 
1 hr. 

A cette temp&ature, ni le phosphate de pyridoxal 
45 x 10m4 M, ni la s&urn-albumine, n’exercent d’effet 
protecteur. L’alanine 0,l M et le mercapto&hanol 0,l M 
assurent une t&s l&g&e protection, de mcme que le 
mal&e 0,l M (analogue de substrat). La meilleure stabi- 
lisation est obtenue avec l’cl-c&oglutarat.e 0,OS M. 

Stabilite’ d pH acide et pH optimum 

L’activiti de l’enzyme a &P: d&ermin& apr&s incuba- 
tion & 4” pendant 24H dans des tampons Tris/HCl 
pH 7,4; phosphate pH 6,5, citrate pH $5, 5 et 4,5 con- 
tenant de l’alanine IOmM, du mercapto&ha.nol 1OmM 
et du gly&rol 5%. Une baisse notable d’activiti apparait 
audessous de pH 6,5. Ce r&&at est identique g celui 
qui a ktC obtenu aver la fraction soluble [3]. 
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Fig. 1. DCternGnation de la constanta de Mick .IF~~C P. ur 1’1hir~ A-T r 1. Ct ix-hmires obtenus pour la tramsa- 
minalioo cnlrc ralanine et f*ct c&oglutarate, -~.~il~~r~ lilrci~r: R~~~+IYII~II~VI selon Lineweaver et Bnrk aver 
I’alwnne conrme sub&rat variable (1, 1,25, 2,5 & 5 mM) pour diff&entes concentrations en a &oglutaraQ 
10.05. cl. I. 0.35 & 0,5 mM). Tampon Tris-HCI pH 7,25; &Trac& secondaire. Les valeun n@tives des inverses 
de la con&ante de Michaelis apparente l/K’ sont pot&s en fonction des inverses des concentrations en 

CI c&oglutarate, 

Le pH optimum se situe entre pH 7,2 et 7,3, le pH 
optimum a &:te Cvalu4 k 7,25 pour l’enzyme soluble 131. 

Le poids molkculaire de l’enzyme, dkterminC par gel 
filtration sur Sephadex G-200 est de lC~O000 f SOOO, 
identique a celui de la form sohble. 

SpfkQkitd 

Aucun des acides aminb ou a-c&o-acides suivants : 
L-valine, L-m&hiotie, L-thrkonine, L-isoleucine, L-ph& 
nylalanine, m&toisoval&rate, glyoxylate n’est substrat de 
cette enzyme. 

Dthmination des constuntes cine’tiques 

Nous avons dktemint la constame de MichAis pour 
chacun des substrats : L-alanine, cl-cktoglutarate, pyruvate 
et L-glutamate pour les rkctions dire&e et inverse. Une 

Tableau 1. Constantts cintiques des fractions soluble et 
solubilis& 

~-- 
Fraction soluble 

Con&antes Fraction solubili&e (31 

KI 2,5 mM 2,s mM 
K, Q25 mM 0,28 mM 
%? 2,5 mM 2,3 mM 
KP 0,075 mM O,W mM 
Gtj 4 5 

K, = constante de Michaelis pour l”alanine; K, = constante 
de Michaelis pour l’a &toglutarate; X, = constante de 
Michaelis pour le glutamate; K, = con&ante de Michael& 
pour Ie pyrnvate. 

Relation de Haldane. 

repr&sentation en double inverse de la vitew initiale en 
fonction de la concentration du premier substrat, pour 
dif&ntes concentrations fixes en second sub&rat., donne 
une famille de droites paralltles. 

La reprhntation des points d’intersection de l’axe des 
abscisses en for&on de l’inverse de la concentration du 
second substrat (track secondaire: Fig. 1) permet la d&w- 
mination de la constante de Michaelis pour chacun des 
substrats (K,, K,, K,, K, respectivement pour l’alanine, 
l’a-&oglutarate, le glutamate et ie pyruvate). 

La dktermination des vitesses maximum de Ia r&action 
dire& V, et de la r&action inverse Vi se fait en portanf 
sur un graphe les valeurs correspondant aux points &in- 
tersection de l’axe des ordonnk en fonction de f’inverse 
de la concentration de l’un des sub&rats de la r&action 
dire&e ou de la &action inverse. LB points correspon- 
dant s’alignent sur une droite dont l’intersection avec 
l’axe des ordorm& permet de dkterminer l/V, et 1/V/i. 
L’alanine aminotransfkrase solubiliske g partir des mito- 
chondries catalyse la r&action directe de transamination 
avec une vitesse quake fois plus grande que celle de la 
r&action inverse. 

La constante d’kquilibre de la rkction a Ctk calcukk 
en utilisant la relation d’Haldane [8] : 

K_= ; 
[3 

2 Jv, 

i XK,K,” 

Les rksultats obtenus sent consignks dans le Tableau 1, 
nous les avons cornparks k crux obtenus prkckdemment 
avic la fraction soluble de l’enzyme p]. 

Inhibifiun par les pmduits de lu r&ction 

Cette ktude a r% Salis& de fawn comparative sur 
les fractions soluble et solubilide 3t partir des mitochon- 
dries. 

Dans le cas de la r&action directe, Le glutamate agit 
comme inhibiteur compktitif, his-ci-tis de l’alanine, l’inhi- 
bition vis-2-k de l’ar-cktoglutarate est du type mkte, K, 
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Fig. 2. Inhibition de la r&action inverse par l’alanine, produit de la Action a-Rep&cntation selon Line 
weaver et Burk avec le pyruvate comme sub&rat variable (0,025, O,S, 0,l & 0,2 n&l) pour diff&entes concen- 
trations en alanine (0, 2,5,5 & 8 mM). Tampon Tris-HCl pH 7,25 ; &Trace secondaire. Les rapports VJV,, 

sont portb en fonction de la concentration en inhibiteur (alanine). 

et v,, varient simultankment en presence d’inhibiteur 
(Fig 21. 

Pour la &action inverse l’alanine se comporte, comme 
un inhibiteur compktitif vi&vis du glutamate et non 
comp&itif, a l’kgard du pyruvate. Les constantes d’inhibi- 
tion pour chaque for-me de l’enzyme et pour chaque inhi- 
biteur sont consignkes dans le Tableau 2. 

DISCUSSION 

On sait [9] que darts les cellules animales, l’alanine 
aminotransfkrase est prksente sous forme de deux isoen- 
zymes qui sont localiskes, I’une dans le cytoplasme, 
l’autre dans les mitochondries. Dans le cas de l’enzyme 
du coeur de rat, Zeigenbein [lo] a montr6 qu’il &it 
possible de &parer ces deux &enzymes par chromato- 
graphie sur DEAE-cellulose, l’enzyme mitochondriale 
n’est pas adsorb& alors que la forme soluble ne peut 
&re eh&e que par un gradient de chlorure de sodium, 
Dans le cas de lolium temulentum Thomas et Stod- 
dart [ 1 l] observent le m&me comportement pour la frao 
tion contenue dans les chloroplastes et pour l’isoenzyme 
cytoplasmique. 

En ce qui concerne les enzymes extraites de la tomate, 
Wanine a-cktoglutarate aminotransferase que nous 
avons solubiliske g partir des mitochondries est, comme 
nous I’avons dkj;ja signal& beaucuup plus labile que la 

forme soluble de cette enzyme, puisqu’elle est tr& forte- 
ment inactiv&e au cours du processus de dialyse. Nous 
attribuons cette instabilit4 au traitement subit par l’en- 
zyme lors de sa prkparation et plus particuli&ment a 
l’action du Triton X-100 utilisk pour provoquer l’kclate- 
ment des mitochondries. Indkpendamment de cette dif- 
fkrence dans le comportement des deux enzymes, plu- 
sieurs arguments nous permettent de suggerer qu’il s’agit 
d’un seule et meme type d’enzyme. Les stabilitks thermi- 
ques et vi&vis du pH des deux formes sont sensible- 
ment les mknes. On ne note pas de di&ence dans la 
valeur des poids molktlaires apparents et dans les deux 
cas, nous avons des enzymes tr& spkifiques n’admettant 
que l’alanine comme sub&rat. 

Par ailleurs, le fait que k comportcment en chromato- 
graphie d’kchange d’ion sur DEAJ+-cellulose et DEAE 
Sephadex soit le m&me pour les deux formes, elks sont 
toutes deux retenues par ces deux types de supports, 
nous per-met de penser qu’il ne s’agit pas d’isoenymes. 

L’etude des caract&es cinkiques des formes soluble 
et solubihske g partir des mitochondries, nous confirment 
dans cc point de we. Dune part, les constantes de 
Michaelis obtenues pour chacun des sub&rats, et pour 
les r&xtions directs et inverses gent t&s voisines de celIes 
obtenues pour la fraction soluble [3]. D’autre part, les 
phknom&nes d’inhibition par les substrats des &actions 
directe et inverse sont semblables pour les deux formes 

Tableau 2. Co&antes d’inhibition par les produits de la reaction 

Con&antes Fraction soiubilisee Fraction soluble 
-- 

-K,” Reaction dire&e* 180 mM 1372 mM 
JG” 4,30 mM 4mM 

Reaction inverse? KIB 593mM 4,8 mM 
W 8,5 mM 8,78 mM 

* Reaction directe avec comme produit inhibiteur le glutamate. 
t Reaction inverse avec comme produit inhibitcur l’alanine. K,” = con&ante d’inhi- 

bition de l’alanine par le glutamate. Ki = constante d’inhibition de I’a ceto-glutarate 
par le glutamate. Kf = constante d’inhibition du glutamate par l’alanine. KJ = con- 
stante d’inhibition du pyruvate par l’alanine. 
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de l’enzyme et les constantes d’inhibition ont des valeurs 
indentiques dans les deux cas. 

Le comportement cinetique de l’enzyme (soluble et 
solubihste), ainsi que les dorm&s d’inhlbition par les 
prod&s, nous confmnent quo cctte enzyme catatyse 
reversiblement la reaction de transamination selon un 
mkurisme Ping Pong Bi-Bi, En effet, I’alanine et le glu- 
tamate se lient tous les deux A la forme pyridoxal-5’ 
phosphate de l’enzyme. Done, lorsque nous avow ccs 
deux substrats en pr&ence il y a inhibition du type com- 
p&tit& aIors que lorsque nous mettons en prbence le 
glutamate et l’cr-cktoglutarate ou bien I’alanine et le pyru- 
vate, nous avons deux substrats qui se licnt chacun k 
une forme de l’enzyme: les acides aminks & la forme pyri- 
doxal-5’ phosphate, les a-cktoacides & la forme pyridoxa- 
mine-S phosphate de I’enzyme. Les premiers resuhats 
que nous awns obtenus dans l’ktude de l’inhibition par 
ccrtins analogues de substrat (malbte et amino-4 butyr- 
ate) [12] vont tgalement dans le rntie sens. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Mat&rid. Now avons utilis& les variCtQ Saint-Pierre 
(ache& sur le ‘march& local) et Heinz 1370 provenant de la 
Station Exp&imentale de Puyricard [13] France. 

LGterminution de Pactbite enzymutique. Nous avons suivi la 
formation du pyruvate en determinant la vitesse d’oxydation 
du NADH cataly&e par la lactate deshydrogenase [13]. Pour 
l%tude de la r&action inverse la transamination a &te coup% 
aver la r&&on d’oxydation cat&y&e par la glutamate 
d&hydrog&nase en presence de NADH dont on suit les vari- 
ations de concentration en fonction du temps [5,14]. L’ttude 
de t sp&ifrcite de sub&at a CtPI faite en utilisant les tech- 
niques suivantes: (1) dosage des dinitro-2,4 phenylhydrazones 
dans le cas des acides aminb branches (valine, leucine, isoleu- 
ciae) [15]. (2) d&termination du glutamate form& au cows de 
la reaction [16] pour la methiomne, la thrkonine et la phenyla- 
laninn (3) dktermination du pyruvate forme lorsqu’on &die 
les differents acids c&oniques: glyoxylate, a-dtoisocaproate 
et a-c&oisoval&rate. 

AU&S &&odes analytiques. Les protines ont etti: do&es 
par la methode de Lowry [17j apn% precipitation ii 1”acide 
trichloratitique [lS]. La concentration en prot&e est calcult% 
par r&&ewe & une gamme &talon & serum-albumine bovine. 
Les solutions enzymatiques ant &e concentrees sur membrane 
de collodion. Le poids moleculaire apparent a et.& determini 
par gel chromatographie sur Sephadex G-200 selon Laurent 
et Killander [19]. 

PrPparution de Penzyme: Les fruits (3 kg) sont homog&iisb 
dans du tampon phosphate 0,2 M, pH 7,5 (poids & volume) 
contenant du mercaptoethanol 10 mM, de I’EDTA 5 mM, du 
polyclar AT 2% @ids 4 volume) et du saccharose O,4 M. 
L’homogenat est amen6 rapidement d pH 7,5 avec KOH 1 M 
et centrifugb a 3500 Q pendant 20 min. Le surnageant est sta- 
bilisi: par la L&mine 1Om.M et la L-cyst&e 10 mM, puis 
centrifuge & 20000 g pendant 30 min. Le culot obtenu est remis 
en suspension dans un volume minimum de tampon phos- 
phate 0,2 M, pH 7,5 contenant du mercapto&hanol 10m3 M, 
de l’afanine lO- ’ M, du sac&arose 0,4 M. Le volume ainsi 
recueilli est doublt par addition du m&me tampon puis centri- 
fug& it 35OOg pendant 10 min pour ttiminer les debris cellu- 
laires. Le surnageant recueilh est centrifuge pendant 20min 
B 2OOOOg. Le culot obtenu est remis en suspension dans le 

tampon phosphate 0,2 M, pH 7,5, puis on ajoute du Triton 
X-100 0,5x pour faire eclater les mitochondries. AprrSs 30 mm 
d’agitation ?I 4”, le milange est centrifu$ pendant 3Omin a 
2OOOOg et le surnageant est utilist pour la purification de 
l’enzyme. 

Puri$cation de I’enzyme. La solution ainsi obtenue est preci- 
pit&e par addition dune solution saturbe et neutralide de sul- 
fate d’ammonium. Les protCines qui precipitent g 50% de satu- 
ration en sulfate &ammonium sont Blimin& et celles qui 
precipitent entre SO et 64% de saturation sont recueillies par 
centrifugation d 20000 g pendant 15 min et reprises par du 
tampon phos 

I) 
hate 10T2 M, pH 7,5, renfermant du mercapto- 

ethanol lo- M, de la L-alanine IO-‘M, de la cysteine 
5 x 10T3 M et du glycerol 5% (tampon A). Le culot est en- 
suite chromatographie sur une colonne de Sephadex G-25 
(1,5 cm x 4Ocm) kquilibree avec du tampon phosphate 
lo-’ M, pH 7,5, contenant du mercaptoethanol lo-’ M et du 
glyctrol 5% (tampon A’). Les fractions renfermant l’activite 
enzymatique sont rassemblkes et disposkes sur une colonne 
DEAE-cellulose (1 x 12 cm) CquilibGe avec le tampon 
prkcklent. LPlution est asurke par un gradient linkire de 
phosphate de potassium 0,Ol $ 0,2 M. Les fractions actives 
sont concentrees sur membrane de collodion. La solution con- 
cent& est dialyske contre du tampon Tris-HCl 210-* M, 
pH 7 contenant du mercapto&anol lob2 M, de l’alanine 
to- ’ M et du glycerol 5% (tampon B) et deposk sur une 
colonne de DEAE Sephadex (I x 12 cm) tquilibree avec tam- 
pon B. Les proteines sont Cl&es par un gradient linhire de 
0,1-0,35 M en KC1 dams le tampon B. Les fractions actives 
sont retunes et concentrr?es sur membrane de collodion. L’en- 
zyme ainsi purified peut Btre congel& et reste stable plusieurs 
mois. 
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