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ABSTRACT

The a b i l i t y  o f  L - c y s t i n e ,  D L - c y s t i n e ,  o < - m e t h y l - ,

-=*c-e t h y  1 - ,  o<s - n - p r o p y l - , - i s o p r o p y l - ,  <*. - n - b u  t y 1 - ,  a n d  

o < - p h e n y l - D L - c y s t i n e  t o  a c t  a s  s u b s t r a t e s  f o r  c y s t i n e  r e d u c t a s e  

a n d  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  h a s  b e e n  s t u d i e d .  A n e w  m e t h o d  f o r  t h e  

s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  c y s t e i n e  a n d  c y s t i n e  i s  d e s c r i b e d  

a l o n g  w i t h  i t s  a p p l i c a t i o n  t o  t h e  e n z y m a t i c  s y s t e m ,  c y s t i n e  

r e d u c t a s e .

A l l  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  a c t e d  a s  s u b 

s t r a t e s  f o r  a c r u d e  e x t r a c t  o f  c y s t i n e  r e d u c t a s e  f r o m  b a k e r s *

y e a s t .  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t s  w e r e  c o n s t r u c t e d  a n d  t h e  K a n dm

Vma x  d e t e r m i n e d  f o r  L - c y s t i n e ,  D L - c y s t i n e ,  a n d  f o u r  o f  t h e  s i x  

a 1 p h a - s u b s t i t u t e d - D L - c y s t i n e s . N o n e  o f  t h e  a n a l o g u e s  o f  c y s t i n e  

a c t e d  a s  s u b s t r a t e s  f o r  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  f r o m  C r o t a l u s  

a d a m a n t e u s  v e n o m ,  n o r  d i d  t h e y  i n h i b i t  t h e  o x i d a t i v e  d e a m i n a 

t i o n  o f  L - c y s t i n e  by  t h e  e n z y m e .

1 1
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CHAPTER I 

INTRODUCTION

The p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  i s  t o  s e e  i f  t h e  a l p h a -  

h y d r o g e n  a t o m  o f  c y s t i n e  i s  n e c e s s a r y  f o r  t h i s  c o m p o u n d  t o  

a c t  a s  a s u b s t r a t e  f o r  t h e  e n z y m e s  c y s t i n e  r e d u c t a s e  

(EC 1 . 6 . 4 . 1 ) ,  a n d  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  (EC 1 . 4 . 3 . 2 ) .  I n  o r d e r  

t o  c a r r y  o u t  t h i s  s t u d y ,  s i x  a l p h a - s u b s t i  t u t e d  c y s t i n e s  w e r e  

s y n t h e s i z e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y  ( 1 , 2 ) .  I n  p l a c e  o f  t h e  a l p h a -  

h y d r o g e n ,  a m e t h y l ,  e t h y l ,  n - p r o p y l ,  i s o p r o p y l ,  n - b u t y l ,  o r  

a p h e n y l  g r o u p  w a s  s u b s t i t u t e d .

I n  g e n e r a l ,  t h e  l a c k  o f  a h y d r o g e n  a t o m  o n  t h e  c a r b o n  

n e x t  t o  t h e  c a r b o n y l  g r o u p  t e n d s  t o  make  a n  a m i n o  a c i d  i n e r t  

i n  ma ny  e n z y m a t i c  r e a c t i o n s .  F o r  e x a m p l e ,  a I p h a - r a e t h y 1 ~ DL-  

g l u t a m i c  a c i d  w a s  i n e r t  i n  d e h y d r o g e n a t i o n  o f  g l u t a m i c  a c i d  ( 3 ) .  

When a 1 p h a - m e t h y 1 a 1 a n i n e  a n d  a 1 p h a - m e  t h y 1 - a  1 p h a - a m i n o - n - b u t y r i c  

a c i d  w e r e  a d m i n i s t e r e d  t o  d o g s ,  t h e  a m i n o  a c i d s  w e r e  l a r g e l y  

e x c r e t e d  i n  t h e  u r i n e  ( 4 , 5 ) .  I n  a n o t h e r  s t u d y ,  a 1 p h a - m e  t h y  1 -  

D L - s e r i n e  d i d  n o t  u n d e r g o  o x i d a t i v e  d e a m i n a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  L -  o r  D - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  ( 6 ) .  I n  a s t u d y  by B e n d e r  and  

K r e b s  ( 7 )  s e v e n  a l p h a - s u b s t i t u t e d  a m i n o  a c i d s  w e r e  f o u n d  t o  

be i n e r t  t o  o x i d a t i o n  b y  L -  o r  D - a m i n o  a c i d  o x i d a s e .  T h e r e  

a r e ,  h o w e v e r ,  e x a m p l e s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o f  e n z y m a t i c  r e a c t i o n s  

u n d e r g o n e  b y  a l p h a - s u b s t i t u t e d  a m i n o  a c i d s .  S n e l l  a n d  c o - w o r k e r s  

( 8 , 9 )  o b s e r v e d  t h a t  a 1 p h a - m e t h y I s e r i n e  wa s  a t t a c k e d  b y  c e 1 1 -

1
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2

f r e e  e x t r a c t s  o f  a b a c t e r i u m  o f  t h e  g e n u s  P s e u d o m o n a s  p r o d u c i n g  

D - a l a n i n e ;  a l p h a - h y d r o x y m e t h y l s e r i n e  a n d  a l p h a - e t h y l s e r i n e  a l s o  

a c t e d  a s  s u b s t r a t e s .

I n  t h i s  l a b o r a t o r y ,  i t  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  t h a t  

a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  do  n o t  a c t  a s  s u b s t r a t e s  f o r  c y s t e i n e  

d e s u l f h y d r a s e  o r ,  a s  i t  i s  r e f e r r e d  t o  b y  i t s  s y s t e m a t i c  n a m e ,  

" L - c y s t e i n e  h y d r o g e n - s u l f i d e  l y a s e  ( d e a m i n a t i n g )  ( EC 4 . 4 . 1 . 1 ) "

( 2 ) .  I t  w a s  s h o w n  b y  F l a v i n  a n d  C a v a l l i n i  ( 1 0 ,  1 1 ,  1 2 )  h o w e v e r ,  

t h a t  c y s t i n e ,  w h i c h  i s  a l w a y s  p r e s e n t  i n  s m a l l  a m o u n t s  a n d  i s  

s p o n t a n e o u s l y  r e g e n e r a t e d ,  i s  t h e  a c t u a l  s u b s t r a t e  f o r  t h i s  

e n z y m e  i n  a c y c l i c  r e a c t i o n .  I t  w a s  a l s o  s h o w n  t h a t  t h e  a l p h a -  

s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  c o m p e t i t i v e l y  i n h i b i t  t h e  e n z y m e  h o m o s e r i n e  

d e a m i n a s e  o r  h o m o s e r i n e  d e h y d r a t a s e  [ l - h o m o s e r i n e  h y d r o - l y a s e  

( d e a m i n a t i n g )  ( EC 4 . 2 . 1 . 1 5 ) ] ]  wh e n  L - h o  mo s e r i n e  i s  t h e  s u b -  

s  t r a t e  ( 2 ) .

The  p r o p e r t y  o f  r e d u c i n g  d i s u l f i d e s  t o  s u l f h y d r y l  

c o m p o u n d s  h a s  l o n g  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  p l a n t  a n d  a n i m a l  t i s s u e s .  

T u n n i c l i f f e  ( 1 3 )  i n  1 9 2 5 )  r e p o r t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  a t h e r m o s t a b l e  

s u b s t a n c e  i n  t i s s u e  r e s i d u e s  c a p a b l e  o f  r e d u c i n g  d i s u l f i d e s .  

A b d e r h a l d e n  a n d  W e r t h e i m e r  ( 1 4 )  f o u n d  t h a t  f r o g  m u s c l e  r e d u c e d  

c y s t i n e .  T h i s  r e d u c i n g  c a p a c i t y  w a s  l o s t  w h e n  t h e  m u s c l e  w a s  

w a s h e d  b u t  c o u l d  be  r e s t o r e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  h e a t e d  e x t r a c t s  

o f  y e a s t ,  m u s c l e ,  o r  l i v e r .  T h i s  s u g g e s t e d  t h e  p a r t i c i p a t i o n  

o f  a t h e r m o s t a b l e  c o e n z y m e .

Ro ma n o  a n d  N i c k e r s o n  ( 1 5 ,  1 6 )  r e p o r t e d  t h e  e x i s t e n c e  

o f  a n  e n z y m e  i n  p e a  s e e d s  a n d  y e a s t s ,  c a t a l y z i n g  t h e  r e d u c t i o n  

o f  c y s t i n e  t o  c y s t e i n e  by  r e d u c e d  c o e n z y m e  I (NADH) . The
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a u t h o r s  w e r e  t h e  f i r s t  t o  c a l l  t h e  e n z y m e  " c y s t i n e  r e d u c t a s e " .  

The s y s t e m a t i c  name f o r  t h e  e n z y m e  i s  NADH^ L - c y s t i n e  o x i d o -  

r e d u c t a s e  (EC 1 . 6 . 4 . 1 ) .  The o v e r a l l  r e a c t i o n  may be i l l u s t r a t e d  

a s

COOH COOH COOH
I I  + I +

H0 N- C- H H0 N- C- H + NADH + H 2 H - N - C - H  + NAD
2 i 2 I 2 i

CH2 CH2 c h 2

SH

The p r e s e n c e  o f  NADH i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  r e d u c t i o n  

o f  c y s t i n e  ( 1 5 ,  1 6 ,  1 7 ) .  The e n z y m e  w a s  f o u n d  t o  l o s e  i t s  

a c t i v i t y  a f t e r  f o u r  h o u r s  o f  d i a l y s i s  ( 1 6 ) .  The a c t i v i t y  w a s  

r e s t o r e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  a p o r t i o n  o f  an u n d i a l y z e d  e n z y m e  

p r e p a r a t i o n  t h a t  h a d  b e e n  b o i l e d  a n d  f i l t e r e d .  When NADH w a s  

s u b s t i t u t e d  f o r  t h e  b o i l e d  a n d  f i l t e r e d  p r e p a r a t i o n ,  a c t i v i t y  

w a s  r e s t o r e d .  NADPH w a s  i n a c t i v e  i n  t h e  c y s t i n e  r e d u c t a s e  s y s t e m  

( 1 6 )  .

P r o s k u r y a k o v  a n d  B u a c h i d z e  ( 1 7 )  e s t a b l i s h e d  t h a t  r e 

d u c t i o n  o f  c y s t i n e  by  e x t r a c t s  o f  p r e s s e d  y e a s t  a n d  p e a  s e e d s  

i s  m o s t  r a p i d  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  a l t h o u g h  i t  a l s o  

o c c u r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a i r .  The  r e d u c t i o n  w a s  a c t i v a t e d  by  

a d d i t i o n s  o f  m a l i c  a c i d  a n d  g l u c o s e  - 1 - p h o s p h a t e  w h i c h  a c t e d  

a s  h y d r o g e n  d o n o r s .  A p a r t i a l l y - p u r i f i e d  c y s t i n e  r e d u c t a s e  

p r e p a r a t i o n  o b t a i n e d  by p r e c i p i t a t i o n  o f  a p h o s p h a t e  e x t r a c t  

o f  p e a  s e e d s  by  e i g h t y  p e r  c e n t  a c e t o n e  w a s  a b l e  t o  r e d u c e  

c y s t i n e  i n  a m o d e l  s y s t e m  c o n t a i n i n g  c y s t i n e ,  NAD,  a n d  m a l i c  

a c i d  ( 1 7 ) .

I n  1 9 5 9  P o w n i n g  a n d  I r z y k i e w i c z  ( 1 8 )  r e p o r t e d  a
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NADPH-1 i n k e d  c y s t i n e  r e d u c t a s e  i n  t h e  c l o t h e s  m o t h ,  T i n e o  1 a 

b i s s e l l i e l l a . So me  a c t i v a t i o n  w a s  c a u s e d  by NADH b u t  c o n s i d e r 

a b l y  mo r e  b y  NADPH. C y s t i n e  r e d u c t a s e  a c t i v i t y  h a s  a l s o  b e e n  

d e t e r m i n e d  i n  w h e a t  f l o u r  ( 1 9 )  a n d  i n  t w e l v e  s t r a i n s  o f  A s p e r 

g i l l u s  n i  g e r  ( 2 0 ) .

The  p u r p o s e  o f  u s i n g  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  

i n  t h e  c y s t i n e  r e d u c t a s e  s y s t e m  w a s  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  a l p h a -  

h y d r o  g e n  a t o m  i s  n e c e s s a r y  f o r  r e d u c t i o n .  A l s o ,  t h e  r a t e s  o f  

r e d u c t i o n  c o u l d  be c o m p a r e d  t o  t h e  h a l f - w a v e  p o t e n t i a l s  p r e 

v i o u s l y  d e t e r m i n e d  p o 1 a r o g r a p h i c a 1 1 y f o r  e a c h  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  

( 2 1 ) ,  i f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c o m p o u n d s  a c t  a s  s u b s t r a t e s .

A n e w  t i t r i m e t r i c  m e t h o d  w a s  d e v e l o p e d  d u r i n g  t h e  

c o u r s e  o f  t h i s  w o r k  w h i c h  a l l o w e d  t h e  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a 

t i o n  o f  c y s t e i n e  a n d  c y s t i n e  u s i n g  N - b r o m o s u c c i n i m i d e  ( 2 2 ) .

The  m e t h o d  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c y s t e i n e  p r o d u c e d  

f r o m  t h e  r e d u c t i o n  o f  c y s t i n e  b y  t h e  e n z y m e ,  c y s t i n e  r e d u c t a s e .  

P r e v i o u s  m e t h o d s  u s e d  t o  d e t e c t  c y s t e i n e  i n  t h i s  e n z y m a t i c  s y s t e m  

h a v e  c e n t e r e d  m a i n l y  a r o u n d  t h e  u s e  o f  i o d i n e  ( 1 5 ,  1 6 )  o r  i o d a t e  

( 1 7 ,  1 9 ,  2 0 ) .  T h e s e  m e t h o d s  d e t e r m i n e  o n l y  t h e  a m o u n t  o f  c y s t e i n e  

p r e s e n t  a t  a n y  s p e c i f i c  t i m e ,  b u t  t h e  r e m a i n i n g  c y s t i n e  w a s  n o t  

d e t e r m i n e d  by  a n  i n d e p e n d e n t  m e t h o d .  The u s e  o f  N - b r o m o s u c c i n i -  

m i d e  g i v e s  r e l i a b l e  r e s u l t s  w h e r e a s  v a l u e s  d e t e r m i n e d  by p o t a s s i u m  

i o d a t e  w e r e  s h o w n  t o  be  h i g h  ( 2 2 ) .

The  m e t h o d  w a s  s h o w n  t o  be a d a p t a b l e  t o  t h e  d e t e r m i 

n a t i o n  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  w i t h  s o me  r e v i s i o n s  i n  

t h e  c a l c u l a t i o n s .  I t  i s  a c c u r a t e  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  

a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e s  w i t h o u t  r e v i s i o n  i n  t h e  c a l c u l a t i o n s .
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E n z y m e s  t h a t  c a t a l y z e  t h e  c o m p l e t e  r e a c t i o n  i l l u s t r a t e d  

b e l o w  a r e  t e r m e d  a m i n o  a c i d  o x i d a s e s :

RCHNH2 COOH + 0 2 + H2 0 --------------- > R CO COOH + NH^ + H2 0 2

I n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a t a l a s e ,  t h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  f o r m e d  i n  

t h i s  r e a c t i o n  i s  d e c o m p o s e d  t o  o x y g e n  a n d  w a t e r .  I n  i t s  a b s e n c e ,  

t h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  r e a c t s  w i t h  t h e  k e t o  a c i d  p r o d u c t  n o n e n -  

z y m a t i c a l l y  i n  a n  o x i d a t i v e  d e c a r b o x y l a t i o n  r e a c t i o n  ( 2 3 ) .

RCOCOOH + H2 0 2 -------------- >RCOOH + H2 0 + C 0 2

The a m i n o  a c i d  o x i d a s e s  f a l l  i n t o  t w o  b r o a d  c a t e g o r i e s :  

t h o s e  t h a t  c a t a l y z e  t h e  o x i d a t i v e  d e a m i n a t i o n  o f  L - a m i n o  a c i d s  

a n d  t h o s e  t h a t  p e r f o r m  a s i m i l a r  f u n c t i o n  e m p l o y i n g  t h e  D - i s o m e r s  

a s  s u b s t r a t e s .  E n z y m e s  o f  b o t h  c l a s s e s  a r e  r e a s o n a b l y  w i d e l y  

d i s t r i b u t e d  i n  l i v i n g  m a t e r i a l .  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e s  h a v e  

b e e n  d e t e c t e d  i n  t h e  v e n o m  o f  m o s t  p o i s o n o u s  s n a k e s ,  i n  a v i a n  

l i v e r ,  i n  m o l d s ,  a n d  i n  b a c t e r i a  ( 2 4 - 3 1 ) .

A l t h o u g h  t h e  d e a m i n a t i o n  o f  a m i n o  a c i d s  wa s  i m p l i e d  

s h o r t l y  a f t e r  t h e  t u r n  o f  t h e  c e n t u r y  by  e x p e r i m e n t s  t h a t  s h o w e d  

i n t e r c o n v e r s i o n  o f  a l p h a - k e t o  a n d  a l p h a - a m i n o  a c i d s ,  c a r e f u l  

a n d  d e t a i l e d  s t u d i e s  c o n c e r n i n g  t h e  e n z y m e s  r e s p o n s i b l e  f o r  

t h e s e  r e a c t i o n s  w e r e  n o t  i n i t i a t e d  u n t i l  1 9 3 5 .  At  t h a t  t i m e ,  

i n  a c l a s s i c a l  p a p e r ,  K r e b s  ( 3 2 )  r e p o r t e d  t h e  o x i d a t i o n  o f

L — a n d  D — a m i n o  a c i d s  b y  h o  m 0 3 0  n a t e s  o f  m a m m a l i a n  k i d n e y  a n d

l i v e r .  T h i s  w o r k  s t i m u l a t e d  a g e n e r a l  s t u d y  o f  t h e  e n z y m e s  

i n v o l v e d  i n  o x i d a t i v e  d e a m i n a t i o n  o f  a m i n o  a c i d s .  To d a t e ,  t h e  

b e s t  u n d e r s t o o d  e n z y m e s  a r e  t h e  L —a m i n o  a c i d  o x i d a s e s  f r o m  t h e  

v e n o m  o f  t h e  c o t t o n m o u t h ,  m o c c a s i n ,  a n d  t h e  d i a m o n d b a c k  r a t t l e 

s n a k e ,  a n d  t h e  D - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  f r o m  m a m m a l i a n  k i d n e y .
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The  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e s  o f  s n a k e  v e n o m s  h a v e  b e e n  

o b t a i n e d  i n  h o m o g e n o u s  f o r m  a n d  t h a t  o f  r a t t l e s n a k e ,  C r o t a l u s  

a d a m a n t e u s , h a s  b e e n  c r y s t a l l i z e d  ( 3 1 ) .  T h e s e  e n z y m e s  e x h i b i t  

m o l e c u l a r  w e i g h t s  n e a r  1 5 0 , 0 0 0  a n d  c o n t a i n  t w o  m o l e s  o f  FAD 

p e r  m o l e  o f  e n z y m e  ( 3 1 )  <>

A c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  o f  wo r k  h a s  b e e n  d o n e  o n  t h e  

s p e c i f i c i t y  o f  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  f r o m  s n a k e  v e n o m  ( 3 6 - 5 5 ) .  

Z e l l e r  ( 4 0 )  c o n c l u d e d  t h a t  b e s i d e s  a f r e e  c a r b o x y l  g r o u p  a n d  

a n  u n s u b s t i t u t e d  a l p h a - a m i n o  g r o u p  i n  t h e  L - c o n f i g u r a t i o n , a 

f r e e  a 1 p h a - h y d r o g e n  w a s  n e c e s s a r y .  A h y d r o x y  o r  n i e t h o x y  g r o u p  

i n  t h e  a l p h a  p o s i t i o n  n e a r l y  a b o l i s h e d  t h e  s u b s t r a t e  s u i t a b i 

l i t y  o f  a n  L - a l p h a - a m i n o  a c i d ,  w h i l e  t h e  r e p l a c e m e n t  o f  a 

j $ - h y d r o g e n  b y  c h l o r i n e  o r  s u l f u r  i n c r e a s e d  t h e  o x i d a t i o n  

r a t e  ( 4 0 ) .  On t h e  b a s i s  o f  t h i s  i n f o r m a t i o n  a n d  f r o m  e x p e r i 

m e n t s  c a r r i e d  o u t  w i t h  a d e u t e r i u m - c o n t a i n i n g  a m i n o  a c i d ,  i t  

w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  f i r s t  s t e p  i n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  

L - a m i n o  a c i d  c o n s i s t s  o f  a n  a l p h a - b e t a  d e h y d r o g e n a t i o n .  H o w e v e r ,  

M e i s t e r  ( 5 6 )  s h o w e d  t h a t  p h e n y 1 g 1 y c i n e  a n d  i t s  d e r i v a t i v e s  w e r e  

o x i d i z e d  by  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  s u p p o r t i n g  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  

t h e  r e a c t i o n  p r o c e e d s  v i a  t h e  a l p h a - a m i n o  a c i d  r a t h e r  t h a n  

t h r o u g h  a n  a l p h a - b e t a  u n s a t u r a t e d  c o m p o u n d .

Z e l l e r  ( 4 8 )  c o n c l u d e d  t h a t  a l t h o u g h  t h e  c a r b o x y l i c  

a n d  a m i n o  g r o u p s  do  n o t  c o n t r i b u t e  s i g n i f i c a n t 1 y t o  t h e  b i n d i n g  

e n e r g y  o f  t h e  L - a m i n o  a c i d  t o  t h e  e n z y m e ,  t h e y  a r e  e s s e n t i a l  

f o r  t h e  p r e l i m i n a r y  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e  m o l e c u l e  t o  

t h e  b i n d i n g  s i t e .  R e c e n t  s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  h a v e  s h o w n  t h a t  

L - 3 , 4 - d e h y d r o p r o 1 i n e  i s  a s u b s t r a t e  f o r  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e
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w h i c h  c o n t r a d i c t s  t h e  b e l i e f  t h a t  t h i s  e n z y m e  r e q u i r e s  t h e  

p r e s e n c e  o f  a f r e e  p r i m a r y  a m i n o  g r o u p  f o r  a c t i v i t y  ( 4 5 )  „

I t  d o e s  s e e m  i m p e r a t i v e  t h a t  t h e  a m i n o  a c i d  h a v e  a n  

a l p h a - h y d r o g e n  a t o m  p r e s e n t  f o r  i t  t o  a c t  a s  a s u b s t r a t e .

F r i e d e n  ( 4 3 )  f o u n d  t h a t  a l p h a - m e t h y l s e r i n e  w a s  i n e r t  t o  o x i d a 

t i v e  d e a m i n a t i o n  by  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  

t h a t  a 1 p h a - m e t h y 1 v a 1 i n e  a n d  a l p h a - m e t h y l p h e n y l a l a n i n e  do  n o t  

a c t  a s  s u b s t r a t e s  f o r  D - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  ( 3 ) .  A l s o  s u p p o r t i n g  

t h i s  h y p o t h e s i s  a r e  t h e  r e s u l t s  o f  T r i g g l e  a n d  Mo r a n  ( 4 9 ) ;  

D L - T y r o s i n e  a n d  D L - p h e n y l g l y c i n e  s u b s t i t u t e d  w i t h  d e u t e r i u m  

i n  t h e  a l p h a  p o s i t i o n  w e r e  f o u n d  t o  be  o x i d i z e d  s l o w e r  t h a n

t h e  u n l a b e l e d  d e r i v a t i v e  by L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e .  The k H/ k D

r a t i o  w a s  1 . 4 1  f o r  b o t h  c o m p o u n d s .  I t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  

r e m o v a l  o f  t h e  a l p h a - h y d r o g e n  w a s  t h e  r a t e - 1 i m i t i n g  s t e p  i n  

t h e  r e a c t i o n .

W e l l n e r  a n d  M e i s t e r  ( 3 3 )  h a v e  p r o p o s e d  a m e c h a n i s m  

o f  a c t i o n  o f  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  f r o m  C r o t a l u s  a d a m a n t e u s  

v e n o m .  The e n z y m e  c a t a l y z e s  t h e  o x i d a t i v e  d e a m i n a t i o n  o f  a 

n u m b e r  o f  L - a m i n o  a c i d s  a c c o r d i n g  t o  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n :

I I
H — C—NH2 + H20 + 0 2  > C=0 + NH3 + H2 0 2 ( I )

COOH COOH

The r e a c t i o n  t a k e s  p l a c e  i n  a t  l e a s t  t wo  s t e p s ,  r e d u c t i o n  o f  

t h e  e n z y m e  by a m i n o  a c i d ,  a n d  r e o x i d a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  by  

m o l e c u l a r  o x y g e n ,  t h e  f i r s t  o f  t h e s e  s t e p s  b e i n g  r e v e r s i b l e  ( 3 4 ) .
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The  r e a c t i o n  ma y  no w be  w r i t t e n  a s :

I I
H- C- NH + E -  F A D - -  — * E -  FADH,, •+ C = NH ( I t )

! 2 I
COOH COOH

R R

C=NH + H O     ^ C«Q + NH ( I I I )| 2 | 3
COOH COOH

E -  FADH2  + 0 2 ----------—> E -  FAD + H ^  ( I V )

The e n z y m e  e x h i b i t s  m a r k e d  s u b s t r a t e  i n h i b i t i o n  a n d  

t h i s  i s  a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  f a c t  t h a t  r e a c t i o n  ( I I )  t a k e s  p l a c e  

i n  t wo  s t e p s ,  t h e  f i r s t  o f  w h i c h  l e a d s  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a 

h a l f - r e d u c e d  e n z y m e  c a p a b l e  o f  b e i n g  f u r t h e r  r e d u c e d  by s u b s t r a t e  

o r  o f  b e i n g  r e o x i d i z e d  by  m o l e c u l a r  o x y g e n  mo r e  r a p i d l y  t h a n  

t h e  c o m p l e t e l y  r e d u c e d  e n z y m e  ( 3 5 ) .

W e l l n e r  a n d  M e i s t e r  ( 3 3 )  h a v e  p r o p o s e d  t h e  f o l l o w i n g  

o v e r a l l  m e c h a n i s m  b a s e d  o n  k i n e t i c  a n d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d a t a .
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Hj 0 2 ^ f a d

\

aa

V  ^
«— ^ ----->E aa

FAD 
E 0 2 

N FADH2

<

FAD

FADH2

h 2o 2
II

f a d h 2 
E 0 2 

f a d h 2

FAD

H ,0 :

FADH
i,

FADH H2 ° * > .

K l  NHj 
/F A D H

FADH

FADH

FADH

FADH2 f  rAL)H2
< > Ê ia

FADH2 /  FADH2
ka +  NH3

Tentative Scheme for the Mechanism of L-Amino Acid Oxidase, aa: Amino acid; ka: keto 
acid; ia: imino acid.—D. Wellner and A. Meister,J. Biol. Chem., 236: 2357 (1961).
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The  a m i n o  a c i d  f o r m s  a  c o m p l e x  w i t h  t h e  e n z y m e  a n d  d o n a t e s  

t w o  h y d r o g e n  a t o m s ,  o n e  t o  e a c h  FAD,  y i e l d i n g  a d i h y d r o e n z y m e , 

a n d  a n  i m i n o  a c i d  w h i c h  i s  h y d r o l y z e d  t o  a m m o n i a  a n d  t h e  c o r r e s 

p o n d i n g  k e t o  a c i d  ( s t e p s  1 ,  2 ,  a n d  3 ) .  T h i s  h a l f - r e d u c e d  e n z y m e  

i s  r a p i d l y  r e o x i d i z e d  by o x y g e n  ( s t e p s  4 a n d  5 ) .  I n  t h e  a b s e n c e  

o f  o x y g e n ,  o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a m i n o  

a c i d ,  a s e c o n d  a m i n o  a c i d  m o l e c u l e  r e a c t s  w i t h  t h e  h a l f - r e d u c e d  

e n z y m e  t o  y i e l d  a f u l l y - r e d u c e d  e n z y m e  ( s t e p s  6 , 7 ,  a n d  8 ) ,  

w h i c h  r e a c t s  s l o w l y  w i t h  o x y g e n  ( s t e p s  9 a n d  1 0 ) .  I t  i s  a l s o  

p o s s i b l e  t h a t  o x y g e n  may  r e a c t  w i t h  t h e  f u l 1 y - r e d u c e d  e n z y m e  

by r e m o v i n g  t w o  h y d r o g e n  a t o m s  f r o m  t h e  s a me  FAD ( s t e p  1 1 )  t o  

y i e l d  a n  e n z y m e  c o n t a i n i n g  o n e  r e d u c e d  a n d  o n e  o x i d i z e d  FAD.

T h i s  c o m p l e x  c a n  r e a c t  s l o w l y  w i t h  o x y g e n  ( s t e p s  12  a n d  1 3 )  t o  

y i e l d  t h e  f u I 1 y - o x i d i z e d  e n z y m e .
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CHAPTER I I  

EXPERIMENTAL 

MATERIALS AND METHODS

M a t e r i a l s

B a k e r s ’ y e a s t  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  F i e  i s c h m a n n  

C o mp a n y ;  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e ,  T y p e  I a n d  IV a n d  L - c y s t e i n e  

f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o . ;  s e l e n i u m  f r o m  H e n g a r  C o . ;  m o s s y  z i n c  

f r o m  M a t h e s o n ,  C o l e m a n  a n d  B e l l ;  D L - c y s t i n e  (B g r a d e )  f r o m  

C a l b i o c h e m ;  s o l u b l e  s t a r c h  f r o m  Me r c k  a n d  C o .  L t d . ;  m e r c u r y  

( t r i p l e  d i s t i l l e d )  f r o m  E n g e l h a r d  I n d u s t r i e s  o f  C a n a d a  L t d . ;  

H2 SO4 ,  HC1 ,  a n d  B o r d e a u x  Re d  f r o m  A l l i e d  C h e m i c a l ;  KH2 PO4 , 

K 2 HPO4 , N a 2 S 0 4 , NaOH,  L - c y s t i n e ,  N - b r o m o s u c c i n i m i d e , KI O 3 , K I ,  

Na m e t a l ,  a n d  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e  f r o m  F i s h e r  S c i e n t i f i c  C o .  

L t d . ;  H3 BO3 , b r o m o - p h e n o l  b l u e ,  p h o s p h o - 2 4 - t u n g s t i c  a c i d ,  

p a r a f f i n  o i l ,  a n d  t o l u e n e  f r o m  t h e  B r i t i s h  D r u g  H o u s e s  L t d .

I n  a l l  p h a s e s  o f  t h i s  w o r k ,  d i s t i l l e d ,  d e i o n i z e d  

w a t e r  w a s  u s e d .  The  d i s t i l l e d  w a t e r  w a s  d e i o n i z e d  by  p a s s a g e  

t h r o u g h  a c o l u m n  o f  m i x e d  i o n  e x c h a n g e  r e s i n s  s u p p l i e d  by  

B a r n s t e a d  S t i l l  a n d  S t e r i l i z e r  C o . ,  B o s t o n ,  M a s s .  ( M o d e l  B D - 1 ) .

Me t h o d s  U s e d  i n  t h e  C y s t  i n e  R e d u c t a s e  S y s t e m

C y s t i n e  r e d u c t a s e  w a s  p r e p a r e d  f r o m  b a k e r s ’ y e a s t  

O b t a i n e d  f r o m  t h e  F l e i s c h m a n n  C o m p a n y  in t h e  f o r m  of p r e s s e d  

c a k e s .  An a c e t o n e  p o w d e r  w a s  ma d e  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  

a s  g i v e n  by  U m b r e i t ,  B u r r i s ,  a n d  S t a u f f e r  ( 5 7 ) .  A 2 0  p e r  c e n t
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( w / v )  s u s p e n s i o n  o f  t h e  a c e t o n e  p o w d e r  i n  0 . 0 2 5  M p h o s p h a t e

b u f f e r  (pH 6 . 2 )  w a s  s t i r r e d  f o r  30  m i n u t e s  o n  a m a g n e t i c  s t i r r e r

a t  5° C a n d  u s e d  a s  t h e  e n z y m e  s u s p e n s i o n .  P r o t e i n  c o n t e n t  wa s  

d e t e r m i n e d  by t h e  K j e l d a h l  p r o c e d u r e  a s  g i v e n  by  V o g e l  ( 5 8 ) .

I n  s t u d y i n g  t h e  k i n e t i c s  o f  t h e  c y s t i n e  r e d u c t a s e  

s y s t e m ,  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l  c o n t a i n e d  2 . 5  ml  o f  e n z y m e  s u s p e n 

s i o n  ( 1 7 1  mg p r o t e i n ) ,  0 . 0 2 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 6 . 3 ) ,  a n d

c o n c e n t r a t i o n s  o f  L - c y s t i n e ,  D L - c y s t i n e ,  o r  a 1 p h a - D L - s u b s t i t u t e d
- 4  “ 3

c y s t i n e s  r a n g i n g  f r o m  4 x 10 M t o  1 x 10  m . The c y s t i n e s  w e r e

d i s s o l v e d  i n  0 . 5  N HC1 a n d  an e q u a l  v o l u m e  o f  0 . 5 N  NaOH wa s  a d d 

e d  t o  n e u t r a l i z e  t h e  a c i d .  The f i n a l  v o l u m e  o f  t h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e  w a s  ma de  up t o  10  ml  w i t h  d e i o n i z e d  w a t e r .  The  c o n t r o l s  

c o n t a i n e d  0 . 0 2 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 6 . 2 )  i n  p l a c e  o f  t h e  c y s 

t i n e .  The  e n z y m e  wa s  a d d e d  l a s t ,  t h e  f l a s k s  t i g h t l y  s t o p p e r e d ,

+ o
a n d  p l a c e d  i n  a D u b n o f f  m e t a b o l i c  s h a k i n g  i n c u b a t o r  a t  37 -  0 . 5  C.  

F l a s k s  w e r e  r e m o v e d  a t  0 ,  5 ,  1 0 ,  1 5 ,  2 0 ,  3 0 ,  6 0 ,  a n d  90  m i n u t e s .  

The r e a c t i o n  wa s  s t o p p e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 5  ml  10 p e r  c e n t  

( w / v )  p h o s p h o - 2 4 - t u n g s t i c  a c i d  i n  5 p e r  c e n t  ( v / v )  H C l .  The  

m i x t u r e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  r . p . m .  f o r  1 0  m i n u t e s  a n d  

t h e  c l e a r ,  y e l l o w  s u p e r n a t a n t  u s e d  f o r  t i t r a t i o n  w i t h  NBS .  Al l -  

d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  d o n e  i n  t r i p l i c a t e .  The  v a l u e s  f o r  t h e  c o n 

t r o l  f l a s k s  w e r e  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  a n d  t h e  

a m o u n t  o f  c y s t e i n e  p r o d u c e d  f r o m  c y s t i n e  d e t e r m i n e d .

I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e r e  wa s  s u f f i c i e n t  e n d o g e n o u s  NADH 

p r e s e n t  i n  t h e  c r u d e ,  u n d i a l y z e d  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  a n d  t h e r e 

f o r e  n o n e  w a s  a d d e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  When NADH w a s  a d d e d
- 5

i n  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  3 . 5  x 10  M t h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  

i n c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  c y s t i n e  r e d u c e d  t o  c y s t e i n e  w h e n
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c o m p a r e d  Co t h e  c o n t r o l s  c o n t a i n i n g  n o  NADH.

Me t h o d s  u s e d  f o r  t h e  P e t e  rinl  na  t  i o n  o f  C y s t e i n e  a n d  C y s t  i n e  

U s i n g  N B S .

I n  t h e  c o m p a r a t i v e  s t u d y  b e t w e e n  p o t a s s i u m  i o d a t e  a n d

NBS a s  t i t r i m e t r i c  m e t h o d s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c y s t e i n e ,

e i g h t  1 2 5  mi  E r l e n m e y e r  f l a s k s  e a c h  c o n t a i n e d  0 . 0 2 5  M p h o s p h a t e

- 3
b u f f e r  ( p h  6 . 2 ) ,  2 x 10 M c y s t i n e ,  a n d  20 ml  o f  e n z y m e  s u s p e n 

s i o n .  The  f i n a l  v o l u m e  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  8 0  m l .

E i g h t  f l a s k s  c o n t a i n i n g  n o  c y s t i n e  s e r v e d  a s  c o n t r o l s .  The

e n z y m e  w a s  a d d e d  l a s t ,  t h e  f l a s k s  t i g h t l y  s t o p p e r e d  a n d  p l a c e d

i n  a D u b n o f f  m e t a b o l i c  s h a k i n g  i n c u b a t o r  a t  37  t  0 . 5 °  f o r  t h e  

a p p r o p r i a t e  t i m e  i n t e r v a l .  The r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  a n d  t h e  

p r o t e i n s  p r e c i p i t a t e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  4 ml  o f  10  p e r  c e n t  

( w / v )  p h o s p h o - 2 4 - t u n g s t i c  a c i d  i n  5 p e r  c e n t  ( v / v )  HC1 .  The  

m i x t u r e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  r . p . m .  f o r  1 0  m i n u t e s  a n d  

t h e  c l e a r ,  y e l l o w  s u p e r n a t a n t  u s e d  f o r  t i t r a t i o n .  A l i q u o t s  

( 5  m l )  w e r e  t a k e n  f r o m  b o t h  t h e  c o n t r o l s  a n d  t h e  e x p e r i m e n t a l  

f l a s k s  a n d  t i t r a t e d  f o r  c y s t e i n e  u s i n g  NBS a n d  a l s o  w i t h  

p o t a s s i u m  i o d a t e .  V a l u e s  o f  t h e  c o n t r o l s  w e r e  s u b t r a c t e d  f r o m  

t h e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  b e f o r e  c a l c u l a t i o n  o f  c y s t e i n e .

The m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c y s t e i n e  u s i n g  

NBS c o n s i s t e d  o f  a d d i n g  3 0  ml  o f  0 . 0 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r  

(pH 7 . 0 )  t o  t h e  5 - m l  a l i q u o t ,  10  ml o f  a 10 p e r  c e n t  ( w / v )  

s o l u t i o n  o f  p o t a s s i u m  i o d i d e ,  o n e  ml  o f  a o n e  p e r  c e n t  ( w / v )  

s t a r c h  s o l u t i o n ,  a n d  t i t r a t i n g  w i t h  0 . 0 0 1  N NBS t o  a b l u e  

e n d p o i n t  w h i c h  p e r s i s t s  f o r  3 0  s e c o n d s .  The NBS u s e d  i n

t h e s e  i n v e s t i g a t i o n s  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  r e c r y s t a l l i z e d .

The  m e t h o d  u s e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c y s t e i n e
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w i t h  p o t a s s i u m  i o d a t e  w a s  e s s e n t i a l l y  t h e  s a me  a s  t h a t  o f  Wo o d 

w a r d  a n d  F r y  ( 5 9 ) .  No b u f f e r  w a s  a d d e d  i n  t h e  c a s e  o f  p o t a s s i u m  

i o d a t e  s i n c e  i o d i n e  i s  o n l y  l i b e r a t e d  i n  an  a c i d  m e d i u m .  One  

m i l l i l i t r e  o f  5 p e r  c e n t  ( v / v )  HC1 w a s  a d d e d  t o  l o w e r  t h e  pH 

t o  2 . 0 .

On a t h i r d  a l i q u o t ,  c y s t i n e  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  NBS 

w i t h  B o r d e a u x  Re d  a s  t h e  i n d i c a t o r  ( 2 2 ) .  To a o n e - m l  a l i q u o t  

w a s  a d d e d  2 0  ml  o f  d e i o n i z e d  w a t e r  a n d  t wo  d r o p s  o f  B o r d e a u x  

R e d .  B u f f e r  w a s  n o t  n e c e s s a r y  a s  t h e  m e t h o d  i s  i n d e p e n d e n t  

o f  p H.  The  s o l u t i o n  w a s  t h e n  t i t r a t e d  w i t h  s t a n d a r d  NBS u n t i l  

t h e  l a s t  d r o p  j u s t  c a u s e d  t h e  r e d  c o l o u r  t o  t u r n  y e l l o w .  The  

c o n t r o l s  w e r e  t i t r a t e d  i n  t h e  s a me  m a n n e r  a n d  t h e  v a l u e s  s u b 

t r a c t e d  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t a l  t i t e r s  b e f o r e  c a l c u l a t i o n s  o f  

c y s t  i n e  .

I n  o r d e r  t o  s e e  i f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  

c o u l d  be  d e t e r m i n e d  by t h e  NBS m e t h o d ,  a s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  

a p p r o x i m a t e l y  o n e  mg p e r  ml  o f  e a c h  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  

c o m p o u n d s  w a s  p r e p a r e d .  One  ml  o f  t h e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  

a d d e d  t o  a 1 2 5  ml  E r l e n m e y e r  f l a s k  a n d  2 0  ml  o f  d e i o n i z e d  

w a t e r  w a s  a d d e d .  Two d r o p s  o f  B o r d e a u x  Re d w e r e  a d d e d  a n d  

t h e  s o l u t i o n  t i t r a t e d  w i t h  0 . 0 0 5 N  NBS a s  m e n t i o n e d  a b o v e .

I n  t h e  c a s e  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e s ,  t h e  

a l p h a - c y s t i n e s  w e r e  f i r s t  q u a n t i t a t i v e l y  r e d u c e d  t o  a l p h a -  

s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e s  w i t h  a o n e  p e r  c e n t  s o d i u m - m e r c u r y  

a m a l g a m  ( 6 0 )  . The  a m a l g a m  w a s  p r e p a r e d  by c u t t i n g  o n e  g r a m  

o f  s o d i u m  m e t a l  i n t o  s m a l l  p i e c e s  ( 5  mm s q u a r e )  a n d  t r a n s f e r r i n g  

q u i c k l y  t o  a s m a l l  c a s s e r o l e  d i s h  c o n t a i n i n g  p a r a f f i n  o i l  t o
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a v o i d  a i r  o x i d a t i o n .  T h i s  w a s  h e a t e d  o v e r  a s m a l l  B u n s e n  

b u r n e r  u n t i l  t h e  s o d i u m  m e l t e d .  W h i l e  s t i l l  h o t ,  1 0 0  g r a m s  

o f  p u r i f i e d  m e r c u r y  w a s  a d d e d  v e r y  s l o w l y  w i t h  s t i r r i n g .

The  a m a l g a m  w a s  s t i r r e d  u n t i l  i t  w a s  a s  h o m o g e n o u s  a s  p o s s i b l e ,  

c o o l e d ,  a n d  t h e  l i q u i d  p a r a f f i n  d e c a n t e d  o f f .  The  a m a l g a m  

i s  w a s h e d  w i t h  t o l u e n e  a n d  a l a y e r  o f  t o l u e n e  k e p t  o v e r  t h e  

a m a l g a m  p r i o r  t o  u s e .  When t h e  r e d u c t i o n  i s  t o  be c a r r i e d  

o u t ,  t h e  t o l u e n e  i s  r e m o v e d  by  w a s h i n g  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .

To t h e  w a s h e d  a m a l g a m  i s  a d d e d  5 ml  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  i n  a 

6 0  ml  s e p e r a t o r y  f u n n e l .  The  s o l i d  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e  

i s  a d d e d  a n d  t h e  r e d u c t i o n  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  f o r  o n e  h o u r  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e .  The  a m a l g a m  i s  t h e n  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  

m i x t u r e  b y  u s e  o f  t h e  s e p a r a t o r y  f u n n e l  a n d  t h e  s o l u t i o n  o f  

a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e  n e u t r a l i z e d  w i t h  IN HC1 a n d  ma de  

u p  t o  a k n o w n  v o l u m e .

One  m i l l i l i t r e  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e  

s o l u t i o n  ( 2  mg p e r  m l )  w a s  a d d e d  t o  a 1 2 5  ml  E r l e n m e y e r  f l a s k  

w i t h  2 0  ml  o f  0 . 0 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 . 0 ) .  Te n  m i l l i l i t r e s  

o f  a  1 0  p e r  c e n t  ( w / v )  s o l u t i o n  o f  p o t a s s i u m  i o d i d e  a n d  o n e  ml  

o f  a o n e  p e r  c e n t  s t a r c h  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  a n d  t h e  s o l u t i o n  

t i t r a t e d  w i t h  0 . 0 0 5  N NBS t o  a b l u e  e n d - p o i n t  w h i c h  p e r s i s t e d  

f o r  a t  l e a s t  3 0  s e c o n d s .

Me t h o d s  U s e d  i  n t h e  L- Am i n o  A c i d  O x i d a s e  S y s t e m

O x y g e n  c o n s u m p t i o n  by  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  [ ( L - a m i n o  

a c i d : 0 2  o x i d o r e d u c t a s e )  ( d e a m i n a t i n g )  ,  ( EC 1 . 4 . 3 . 2 ) ]  w a s  f o l l o w e d  

u s i n g  a n  o x y g e n  e l e c t r o d e  p r o d u c e d  by  t h e  Y e l l o w  S p r i n g s
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I n s t r u m e n t  Co mp a n y  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a S a r g e n t  SR r e c o r d e r .  

The  r e a c t i o n  v e s s e l  w a s  k e p t  a t  2 5  £  0 . 2 ° C  by a H a a k e  c i r c u l a 

t i n g  w a t e r  p u m p .  The  e l e c t r o d e  w a s  s t a n d a r d i z e d  a c c o r d i n g  t o  

t h e  m e t h o d  o f  D i x o n  a n d  K l e p p e  ( 6 2 ) .  The e x p e r i m e n t s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  w i t h  s o l u t i o n s  i n i t i a l l y  s a t u r a t e d  w i t h  a i r .  The  

e l e c t r o d e  w a s  a l w a y s  s t a n d a r d i z e d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  s a t u r a 

t e d  w i t h  a i r  a t  2 5 ° C .  I t  wa s  f o u n d  c o n v e n i e n t  t o  a d j u s t  t h e  

r e a d i n g  a r b i t r a r i l y  t o  90  o n  t h e  c h a r t  by  m e a n s  o f  t h e  s e n s i 

t i v i t y  c o n t r o l .  A t  s t a n d a r d  b a r o m e t r i c  p r e s s u r e ,  t h i s  r e a d i n g  

c o r r e s p o n d s  t o  an  0^ c o n t e n t  o f  0  . 2 5 7  jiM p e r  ml  o f  w a t e r  ( 6 2 )  

o r  1 . 0 2 8  0 2 i n  t h e  t o t a l  v o l u m e  o f  4 ml u s e d  i n  t h e  r e a c t i o n

v e s s e l .  T h u s  t h e  r e a d i n g s  c o u l d  be  c o n v e r t e d  i n t o  /j M 0 ^  i n  

t h e  v e s s e l  by m u l t i p l y i n g  by  t h e  c o n s t a n t  1 . 0 2 8 / 9 0  = 0 . 0 1 1 4 .  

H o w e v e r ,  t h e  p r e s e n c e  o f  d i s s o l v e d  s u b s t a n c e s  c a n  c h a n g e  t h i s  

c o n s t a n t  a n d  a l l o w a n c e s  f o r  t h i s  w e r e  ma de  ( 6 1 ) .  The  n e w  

c o n s t a n t  w i t h  a l l  c o m p o n e n t s  p r e s e n t  e x c e p t  e n z y m e  w a s  f o u n d  

t o  be  0 . 0 1 0 3  ;uM p e r  d i v i s i o n  o n  t h e  c h a r t  p a p e r .

F o r  k i n e t i c  s t u d i e s  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l  c o n t a i n e d

0 . 0 5  M p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 8 . 0 ) ,  0 . 0 6  u n i t s  o f  L - a m i n o

a c i d  o x i d a s e  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  L -  c y s t i n e  o r  D L - c y s t i n e

- 4  - 3
r a n g i n g  f r o m  1 x 10 M t o  2 x  10  M.  A u n i t  o f  L - a m i n o  a c i d

o x i d a s e  is d e f i n e d  as t h a t  a m o u n t  w h i c h  w i l l  o x i d a t i v e l y  

d e a m i n a t e  o n e  ;uM o f  L - l e u c i n e  p e r  m i n u t e  a t  pH 7 . 8  a n d  3 7 ° C .

The  t o t a l  v o l u m e  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  wa s  4 m l .  The  

i n i t i a l  r a t e  w a s  f o u n d  t o  be l i n e a r  f o r  a t  l e a s t  t h e  f i r s t  

t w o  m i n u t e s .
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A l l  t h e  s o l u t i o n s  w e r e  a i r  s a t u r a t e d  a t  2 5 ° C .  T^e e n z y m e  

w a s  a d d e d  l a s t ,  t h e  e l e c t r o d e  l o w e r e d  a n d  a l l  a i r  b u b b l e s  

e x c l u d e d .  No g a s  p h a s e  w a s  p r e s e n t  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  

t h e  r e a c t i o n .

E x p e r i m e n t s  w i t h  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  i n  e x a c t l y  t h e  s a m e  m a n n e r .  E n z y me  c o n c e n t r a 

t i o n s  o f  0 . 0 6  a n d  0 . 2 8 8  u n i t s  w e r e  u s e d .  The  c o n c e n t r a t i o n s
_3

o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d - D L - c y s t i n e s  w e r e  1 x 10 M a n d  

—35 x 10  M.  S t o c k  s o l u t i o n s  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  

w e r e  d i s s o l v e d  i n  0 . 0 5  M p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  ( pH 8 . 0 )  by  

g e n t l e  h e a t i n g .

The  i n h i b i t i o n  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  

1 x  10""^M L - c y s t i n e ,  0 . 0 5  M p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  ( pH 8 . 0 ) ,  

0 . 2 8 8  u n i t s  o f  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  a n d  v a r y i n g  c o n c e n t r a 

t i o n s  o f  e a c h  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d - D L - c y s t i n e s . T h e s e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n h i b i t o r  w e r e  s e l e c t e d  t o  g i v e  [ i / s ]  

v a l u e s  o f  0 , 5 ,  1 0 ,  2 0 ,  3 0 ,  a n d  50  t h u s  c o v e r i n g  a w i d e  r a n g e  

o f  r a t  i o s  .
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CALCULATIONS

C y s t e  i n e  Ti  t r a t  i o n  E m p l o y i n g  t h e  NBS Di  s p l a c e m e n  t  o f  I o d  i n e

mg c y s t e i n e  = N x V x  E ( I )

N -  N o r m a l i t y  o f  NBS

V *■ V o l u m e  ( m l )  o f  NBS

E = E q u i v a l e n t  w e i g h t  o f  c y s t e i n e  ( m o l  w t / 1 )

Cy s  t e  i  n e  Ti  t r a t  i o n  E m p l o y i n g  t h e  P o t a s s i u m  I o d a  t e  Me t h o d

mg c y s t e i n e  ■ N x  V x  E ( I I )

N = N o r m a l i t y  o f  p o t a s s i u m  i o d a t e

V ■* V o l u m e  ( m l )  o f  p o t a s s i u m  i o d a t e

E ■ E q u i v a l e n t  w e i g h t  o f  c y s t e i n e  ( m o l  w t / 1 )

C y s t i n e  T i t r a t i o n  E m p l o y i n g  NBS w i t h  B o r d e a u x  Re d  a s  a n  
I n d i  c a  F o r

Mg c y s t i n e  = N x  V x  E ( I I I )

N » N o r m a l i t y  o f  NBS

V “ V o l u m e  ( m l )  o f  NBS

E = E q u i v a l e n t  w e i g h t  o f  c y s t i n e  ( m o l  w t / 1 0 )

A l p h a - S u b s t i t u t e d  C y s t e  i n e  T i t r a t i o n  E m p l o y i n g  t h e  NBS 
D i s p l a c e m e n t  "o f  I o d i n e

mg ^ - s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e  = N x  V x  E ( I V )

N = N o r m a l i t y  o f  NBS

V -  V o l u m e  ( m l )  o f  NBS

E = E q u i v a l e n t  w e i g h t  o f  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e  ( m o l  w t / 1 )
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A l p h a - S u b s t i t u t e d  C y s t i n e  Ti  t r a t  i o n  Emp1 o y  i n g  NBS w i t h  
B o r d e a u x  Re d  a s  t h e  I n d  i c a  t o r

mg ^ - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e  ■ N x V x E ( V)

N = N o r m a l i t y  o f  NBS 

V = V o l u m e  o f  NBS

E = E q u i v a l e n t  w e i g h t  o f  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e  ( m o l  w t / 1 4 )

A p p a r e n t  F i r s t  O r d e r  R a t e  Co n s  t a n t s  a n d  t h e  De t e r m i n a l  i o n  o f  
I n i t i a l  V e l o c i t i e s

The o v e r a l l  r e a c t i o n  c a n  be  i l l u s t r a t e d  a s :

k
R S S R ------------> 2RSH

w h e r e  RSSR r e p r e s e n t s  c y s t i n e  a n d  RSH r e p r e s e n t s  c y s t e i n e .

T h e  r a t e  o f  d i s a p p e a r a n c e  o f  c y s t i n e  i s  g i v e n  b y :

, 4  6 * 2 S  -  k [RSSR]
d t

The  i n i t i a l  v e l o c i t y  i s  g i v e n  b y ;

k = f i r s t  o r d e r  r a t e  c o n s t a n t

a 0J “ i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  c y s t i n e

v q = i n i t i a l  v e l o c i t y

The  f i r s t  o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  

t h e  f i r s t  o r d e r  r a t e  e q u a t i o n  i n  t h e  f o l l o w i n g  m a n n e r .

2 . 3 0 3  
k = ----------- l o g  -

t  D

k * f i r s t  o r d e r  r a t e  c o n s t a n t  

N  = i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  c y s t i n e

N
1o “ x]
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Jao - x j =  t h e  a m o u n t  o f  c y s t i n e  r e m a i n i n g  a t  a n y  t i m e  

f a  1
1 n o L °J w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e ,  t h e  s l o p e  o f

[8° - x]
l i n e  o b t a i n e d  b e i n g  e q u a l  t o  k / 2 . 3 0 3 .

R e c i p r i c a l  v e l o c i t i e s ,  V a n d  K v a l u e s
ma x  m

d e t e r m i n e d  u s i n g  a n  IBM 1 6 2 0  c o m p u t e r  by t h e  m e t h o d  

s q u a r e s  a n a l y s i s .  The c o m p u t e r  p r o g r a m  i s  s h o w n  i n  

A p p e n d i x ,

20

t

t h e  s t r a i g h t  

we r e

o f  l e a s t :  

t h e
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CHAPTER I I I  

RESULTS

D e t e r m i n a t i o n  o f  C y s t e i n e  a n d  Cy s  t  i n e  U s i n g  NBS

The r e s u l t s  o f  t h e  c o m p a r a t i v e  s t u d y  o f  d e t e r m i n i n g  

c y s t e  i n e  b y  t i n  NBS  t i t r i m e t r i c  m e t h o d  v e r s u s  t h e  p o t a s s i u m  

i o d a t e  m e t h o d  f o r  t h e  e n z y m a t i c  s y s t e m ,  c y s t i n e  r e d u c t a s e ,  

a r e  g i v e n  i n  T a b l e  I a n d  F i g u r e  1 .  T a b l e  I s h o w s  t h e  a m o u n t  

o f  c y s t i n e  r e m a i n i n g  i n  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l  a f t e r  v a r i o u s  t i m e  

i n t e r v a l s  a s  w e l l  a s  t h e  a m o u n t  o f  c y s t e i n e  p r e s e n t .  The  

c y s t e i n e  w a s  t i t r a t e d  w i t h  NBS a s  w e l l  a s  p o t a s s i u m  i o d a t e  

u s i n g  s t a r c h  a s  an  i n d i c a t o r .  The  c y s t i n e  wa s  d e t e r m i n e d  w i t h  

NBS u s i n g  B o r d e a u x  Re d  a s  a n  i n d i c a t o r  a s  d e s c r i b e d  u n d e r

M e t h o d s .  I t  c a n  be s e e n  t h a t  t h e  v a l u e s  d e t e r m i n e d  w i t h

p o t a s s i u m  i o d a t e  a r e  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d

f o r  NBS .  F i g u r e  1 s h o w s  t h a t  t h e  t h e o r e t i c a l  a m o u n t  o f  c y s t e i n e

p o s s i b l e  i s  g r e a t l y  e x c e e d e d  u s i n g  t h e  p o t a s s i u m  i o d a t e  m e t h o d  

w h i l e  t h e  NBS t i t r i m e t r i c  m e t h o d  d o e s  n o t  e x c e e d  t h i s  l i m i t  

t o  a n y  s i g n i f i c a n t  e x t e n t .

T a b l e  I I  a n d  I I I  s h o w  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  d e t e r m i n a t i o n  

o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  a n d  c y s t e i n e s  i n  p u r e  s o l u 

t i o n s  u s i n g  NBS .
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T a b l e  I .  The  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  c y s t e i n e  

a n d  c y s t i n e  i n  t h e  c y s t i n e  r e d u c t a s e  s y s t e m .  E a c h  v a l u e  s h o w n  

i s  t h e  a v e r a g e  o f  f i v e  d e t e r m i n a t i o n s .  A l i q u o t s  ( 5  m l )  w e r e  

t a k e n  f r o m  b o t h  t h e  c o n t r o l s  a n d  t h e  e x p e r i m e n t a l  f l a s k s  a n d  

t i t r a t e d  f o r  c y s t e i n e  u s i n g  b o t h  NBS a n d  p o t a s s i u m  i o d a t e .  

C y s t i n e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t i t r a t i n g  a o n e  ml  a l i q u o t  f r o m  t h e  

e x p e r i m e n t a l  a n d  c o n t r o l  f l a s k s  w i t h  NBS u s i n g  B o r d e a u x  Re d  a s  

a n  i n d i c a t o r .
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TABLE I

The  S i m u l t a n e o u s  D e t e r m i n a t i o n  o f  C y s t e i n e  a n d  C y s t i n e  i n  
t h e  C y s t i n e  R e d u c t a s e  S y s t e m .

Ti me
m i n

C y s t i n e  t a k e n  
> i g / m l

C y s t e  i n e  
> t g / m l

NBS

f o u n d

k i o 3

C y s t i n e  f o u n d
/ i g / m l

NBS

0 4 5 7 5 1 2 4 3 6

5 4 5 7 2 4 6  5 4 2 2

1 0 4 5 7 57 1 1 9 4 1 4

15 4 5 7 98 1 6 9 3 5 4

2 0 4 5 7 1 4 4 1 9 2 3 0 8

3 0 4 5 7 2 1 4 2 6 5 2 2 9

6 0 4 5 7 3 9 2 47 8 4 8

90 4 5 7 4 6 3 5 8 8 2
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F i g u r e  1 .  The  d e t e r m i n a t i o n  o f  c y s t e i n e  f r o m  c y s t i n e  

by  t h e  e n z y m e ,  c y s t i n e  r e d u c t a s e .  The  e x p e r i m e n t a l  f l a s k s  c o n 

t a i n e d  0 . 0 2 5 M  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( pH 6 . 2 ) ,  2 0  ml  o f  e n z y m e  s u s -
_ 3

p e n s i o n  ( 1 . 3 7  g o f  p r o t e i n ) ,  a n d  2 x 10  M c y s t i n e .  The  t o t a l  

v o l u m e  w a s  80  m l .  The  c o n t r o l s  c o n t a i n e d  n o  c y s t i n e .  The  

r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  w i t h  4  ml  o f  10  p e r  c e n t  ( w / v )  p h o s p h o -  

2 4 - t u n g s t i c  a c i d  i n  5 p e r  c e n t  ( v / v )  HCl  . A l i q u o t s  ( 5  m l )  

w e r e  u s e d  f o r  t i t r a t i o n  w i t h  b o t h  t h e  NBS ( • )  a s s a y  a n d  t h e  

p o t a s s i u m  i o d a t e  ( a ) a s s a y  f o r  c y s t e i n e .  V a l u e s  o b t a i n e d  f o r  

t h e  c o n t r o l s  w e r e  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s .

E a c h  v a l u e  i s  t h e  a v e r a g e  o f  5 d e t e r m i n a t i o n s .  The  d a s h e d  

( - - - )  l i n e  r e p r e s e n t s  t h e  t h e o r e t i c a l  a m o u n t  o f  c y s t e i n e  

p o s s i b l e .
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T a b l e  I I ,  The  d e t e r m i n a t i o n  o f  a l p h a - s u b s t i t u t e d  

c y s t i n e s  w i t h  N B S .  The  t i t r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  p u r e  

s o l u t i o n s  a s  o p p o s e d  t o  a p r o t e i n  f r e e  f i l t r a t e .  A o n e  ml  

a l i q u o t  o f  a s t o c k  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  o n e  mg 

p e r  ml  w a s  a d d e d  t o  a 1 2 5  ml  E r l e n m e y e r  f l a s k  a l o n g  w i t h  

2 0  ml  o f  d e i o n i z e d  w a t e r  a n d  2 d r o p s  o f  B o r d e a u x  R e d .  The  

s o l u t i o n  w a s  t i t r a t e d  w i t h  0 . 0 0 5  N NBS t o  a y e l l o w  e n d - p o i n t .  

E a c h  v a l u e  i s  t h e  a v e r a g e  o f  f i v e  d e t e r m i n a t i o n s .
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TABLE I I

The  D e t e r m i n a t i o n  o f  A l p h a - S u b s t i t u t e d  C y s t i n e s  w i t h  NBS

C y s t i n e  u s e d S a m p l e
mg

F o u n d
mg

D e v i a t i o n  
p e r  c e n t

L - C y s t i n e 1 . 0 3 1 . 0 6 + 2 . 9 2

o C - M e t h y l - D L - 1 . 0 6 1 . 0 8 + 1 . 8 8

<<~n - P r o p y l  - D L - 1 . 0 2 1 . 0 4 + 1 . 9 6

© ( - P h e n y l  - D L - 1 . 0 9 1 . 1 2 + 2 . 7 5

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



2 8

T a b l e  I I I .  The d e t e r m i n a t i o n  o f  a l p h a - s u b s t i t u t e d  

c y s t e i n e s  w i t h  N B S .  The  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  w e r e  f i r s t  

r e d u c e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e  by a 

o n e  p e r  c e n t  s o d i u m - m e r c u r y  a m a l g a m .  A o n e  ml  a l i q u o t  o f  a 

s t o c k  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  2  mg p e r  ml  w a s  a d d e d  

t o  a 1 2 5  ml  E r l e n m e y e r  f l a s k  a l o n g  w i t h  2 0  ml  o f  0 . 0 5  M p h o s p h a t e  

b u f f e r  (pH 7 . 0 )  a n d  10  ml  o f  a 1 0  p e r  c e n t  ( w / v )  s o l u t i o n  o f  

p o t a s s i u m  i o d i d e .  One  ml  o f  a o n e  p e r  c e n t  s t a r c h  s o l u t i o n  

w a s  a d d e d  a n d  t h e  s o l u t i o n  t i t r a t e d  w i t h  0 . 0 0 5  N NBS t o  a b l u e  

e n d  p o i n t .  E a c h  v a l u e  i s  t h e  a v e r a g e  o f  5 d e t e r m i n a t i o n s .
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The  D e t e r m i n a t i o n

TABLE I I I  

o f  A l p h a - S u b s t i t u t e d  C y s t e i n e s w i t h  NBS

C y s t e i n e  u s e d S a m p l e F o u n d D e v i a t i o n
mg mg p e r  c e n t

L - C y s t e  i n e

vOo•Csl 2 . 0 9 + 1 . 4 6

< * - M e t h y l - D L - 2  . 0 0 2 . 0 4 + 2  . 0 0

- n  - P r o p y l - D L - 2 . 0 8 2 . 1 1 + 1 . 4 4

< x - p h e n y l - D L -

COO•CM 2 . 0 7 + 1 . 9 4
1
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S u b s t r a t e  B e h a v i o u r  o f  t h e  A l p h a - S u b s t i t u t e d  C y s t i n e s  _in t h e  
Cy s  t i n e  R e d u c t a s e  'j y s t e r n

F i g u r e  2 s h o w s  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t s  o f  L - c y s t i n e ,  

D L - c y s t i n e ,  o< - m e t h y l - ,  oC - n - p r o p y  1 - ,  o< -  i s o p r  o p  y 1 - ,  a n d  

°< - p h e n y l - D L - c y s t i n e . A l p h a - e t h y l -  a n d  ° < - n - b u t y l - D L - c y s t i n e  

w e r e  o m i t t e d  d u e  t o  l a c k  o f  c o m p o u n d .  The r e a c t i o n  w a s  s h o w n  

t o  o b e y  f i r s t  o r d e r  k i n e t i c s  a n d  t h e  i n i t i a l  v e l o c i t i e s  w e r e  

d e t e r m i n e d  by  u s e  o f  t h e  f i r s t  o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s  o b t a i n e d  

a n d  t h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u b s t r a t e  u s e d  a s  d e s c r i b e d  

u n d e r  C a l c u l a t i o n s .  A l l  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  d o n e  i n  t r i p l i 

c a t e .  The  p o i n t s  w e r e  p r o g r a m m e d  a n d  t h e  b e s t  s t r a i g h t  l i n e  

o b t a i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  l e a s t  s q u a r e s  a n a l y s i s  u s i n g  a n  

IBM 1 6 2 0  c o m p u t e r .

T a b l e  IV l i s t s  t h e  V „ . v a n d  t h e  K v a l u e s  f o r
l u o  X  HI

L - c y s t i n e ,  D L - c y s t i n e ,  c <  - me  t  h y 1 - ,  o i  - n - p r o p y 1 - ,  - i s o p r o p y 1 - ,

a n d  c* - p h e  n y l  - D L - c y s  t  i ne  .

T a b l e  V l i s t s  t h e  f i r s t  o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s  a n d

- 3
t h e  i n i t i a l  v e l o c i t i e s  o b t a i n e d  f o r  a 1 x  1.0 M s u b s t r a t e  

c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  c y s t i n e  r e d u c t a s e  s y s t e m .  The  p o l a r o -  

g r a p h i c  h a l f - w a v e  p o t e n t i a l s  p r e v i o u s l y  o b t a i n e d  f o r  t h e s e  

c o m p o u n d s  ( 2 2 )  a r e  a l s o  s h o w n .  No c o r r e l a t i o n  c a n  be s e e n  

b e t w e e n  t h e  c a s e  o f  r e d u c t i o n  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  e n z y m a t i c a l l y  

a s  c o m p a r e d  t o  p o 1 a r o g r a p h i c a 1 1 y .
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F i g u r e  2 .  S u b s t r a t e  b e h a v i o u r  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  

c y s t i n e s  i n  t h e  c y s t i n e  r e d u c t a s e  s y s t e m .  The  NBS a s s a y  w a s  u s e d .  

E a c h  f l a s k  c o n t a i n e d  2 . 5  ml  o f  e n z y m e  s u s p e n s i o n  ( 1 7 1  mg o f  p r o 

t e i n ) ,  0 . 0 2 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 6 . 2 ) ,  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

s u b s t r a t e  r a n g i n g  f r o m  4 x 10""^M t o  1 x  1 0 “ ^M.  The  t o t a l  v o l u m e  

o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  10  m l .  The r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  by  

a d d i n g  0 . 5  ml  o f  10  p e r  c e n t  ( w / v )  p h o s p h o - 2 4 - t u n g s t i c  a c i d  i n  

5 p e r  c e n t  ( v / v )  H C l . A l l  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  d o n e  i n  t r i p l i c a t e .  

V a l u e s  o f  c y s t e i n e  f o r  t h e  c o n t r o l s  w e r e  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  v a l u e s  

f o r  t h e  e x p e r i m e n t a l  f l a s k s .  The s u b s t r a t e s  w e r e  a s  f o l l o w s :

( # )  L - c y s t i n e ;  ( □ )  D L - c y s t i n e  a n d  oC- m e t h y 1 - D L - c y s t i n e ;

( ■ )  <* - n - p r o p y l - D L - c y s t  i n e  ; ( O  ) - p h e n y  1 - D L - c y  s  t  i n e  ;

( A )  c A - i  s o p r o p  y 1 - D L - c y s  t  i  n e  . I n i t i a l  v e l o c i t i e s  w e r e  c a l c u l a t e d  

a s  o u t l i n e d  i n  t h e  C a l c u l a t i o n s .  The  l i n e s  r e p r e s e n t  t h e  b e s t  

f i t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  p o i n t s  c o m p u t e d  by an  

IBM 1 6 2 0  c o m p u t e r  by  t h e  m e t h o d  o f  l e a s t  s q u a r e s .
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T a b l e  I V .  Km a n d  Vmax v a l u e s  f o r  t h e  c y s t i n e  r e d u c t a s e  

s y s t e m .  A l l  v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  L i n e w e a v e r  a n d  

Bu r k  ( 6 4 ) ,  The d e t e r m i n a t i o n  o f  c y s t e i n e  p r o d u c e d  f r o m  c y s t i n e  

w a s  f o l l o w e d  b y  t h e  NBS t i t r i m e t r i c  m e t h o d .  E a c h  f l a s k  c o n t a i n e d  

2 . 5  ml  o f  e n z y m e  s u s p e n s i o n  ( 1 7 1  mg o f  p r o t e i n ) ,  0 . 0 2 5  M p h o s p h a t e  

b u f f e r  (pH 6 . 2 ) ,  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b s t r a t e  r a n g i n g  f r o m  

4 x  10~^M t o  1 x  1 0 “ ^M.  The r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  by  a d d i n g  0 . 5  ml  

o f  1 0  p e r  c e n t  ( w / v )  p h o s p h o - 2 4 - t u n g s t i c a c i d  i n  5 p e r  c e n t  ( v / v )  

H C l .  A i l  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  d o n e  i n  t r i p l i c a t e .  V a l u e s  o b t a i n e d  

f o r  t h e  c o n t r o l s  w e r e  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  v a l u e s  f o r  t h e  e x p e r i 

m e n t a l  f l a s k s .  The  Km a n d  Vmax v a l u e s  w e r e  c a l c u l a t e d  by t h e  

IBM 1 6 2 0  c o m p u t e r  b y  t h e  m e t h o d  o f  l e a s t  s q u a r e s  a n a l y s i s .
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TABLE IV

K and V Values for the Cystine Reductase System m max

A m i n o  A c i d Km
3

( x l O  )

Vma x
- I

(>j M mi n  )

L - C y s t i n e 0  . 901 0 . 7 4 1

D L - C y s  t  i ne 1 . 0  56 0 . 7 1 8

-Me t h y  1 - D L - 1 . 1 6 4 0 . 7 7 4

- n - P r o p y l  -DL - 1 . 3 9 6 0 . 8 3 2

f X - I s o p r o p y l - D L - 3 . 537 0  . 8 2 0

o ^ - P h e n y l  - D L - 1 . 4 6 8 0 . 6 8 7
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T a b l e  V .  E n z y m a t i c  v e r s u s  p o l a r o g r a p h i c  r e d u c t i o n  

o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s .  I n i t i a l  v e l o c i t i e s  a n d  

f i r s t  o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s  w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  1 x  1 0  M 

L - c y s t i n e ,  D L - c y s t i n e ,  o r  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e ,  0 . 0 2 5  M 

p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 6 . 2 ) ,  a n d  2 . 5  ml  o f  e n z y m e  s u s p e n s i o n  

( 1 7 1  mg o f  p r o t e i n )  i n  a t o t a l  v o l u m e  o f  10 m l .  The r e a c t i o n  

w a s  s t o p p e d  by  a d d i n g  0 . 5  ml  o f  10  p e r  c e n t  ( w / v )  p h o s p h o - 2 4 -  

t u n g s t i c  a c i d  i n  5 p e r  c e n t  ( v / v )  H C l . The c y s t e i n e  p r o d u c e d  

w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  NBS a s s a y .  The v a l u e s  l i s t e d  a r e  

t h e  a v e r a g e  o f  t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s .  The f i r s t  o r d e r  r a t e  

c o n s t a n t s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f i r s t  o r d e r  r a t e  e q u a t i o n .  

The p o l a r o g r a p h i c  h a l f - w a v e  p o t e n t i a l s  w e r e  p r e v i o u s l y  d e t e r 

m i n e d  i n  t h i s  l a b  ( 2 2 ) .
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TABLE V

E n z y m a t i c  V e r s u s  P o l a r o g r a p h i  c R e d u c t i o n  o f  t h e  A l p h a -  
S u b s t i t u t e d  C y s t i n e s

A m i n o  a c i d v o

( / jM mi n  * )

k

( tn l  n )

H a l f - w a v e  p o t e n t i a l
( VO 1 L)

L - C y s t i n e 0 . 4 1 5 4 1 5 - 0 . 5 3 6

©<-Me t h y l 0  . 3 5 0 3 5 0 - 0 . 5 1 4

D L - C y s t i n e 0  . 3 4 6 3 4 6 _ _

c< - n - P r o p y l 0  . 3 4 5 3 4 5 - 0 . 1 8 6

oC - n - B u  t y  1 0 . 3 1 8 3 1 8 - 0  . 2 0 2

oC - p h e n y  1 0 . 2 6 4 2 6 4 - 0 . 1 8 4

- E t h y l 0  . 1 9 0 1 9 0 - 0 . 2 4 9

- 1 s o p  r o p  y 1 0 . 1 6 7 1 67 - 0 . 3  70
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L - a m i n o  A c i d  O x i d a s e

F i g u r e  3 s h o w s  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t s  o f  L - c y s t i n e

a n d  D L - c y s t i n e  o b t a i n e d  f o r  t h e  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  s y s t e m .

L - c y s t i n e  g a v e  a Km o f  5 . 5  x  1 0 “ ^M w h i l e  D L - c y s t i n e  a v a l u e  

- 3
o f  2 . 7  x  10  M.  Vmax  f o r  L - c y s t i n e  w a s  0 . 1 2 0  p e r  m i n u t e ,  

w h i l e  f o r  D L - c y s t i n e  Vmax  w a s  0 . 2 0 0  >iM p e r  m i n u t e .

T a b l e  VI  s h o w s  t h e  i n a b i l i t y  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i 

t u t e d  c y s t i n e s  t o  a c t  a s  s u b s t r a t e s  f o r  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e .  

T a b l e  V I I  i l l u s t r a t e s  t h e  f a i l u r e  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  

c y s t i n e s  t o  i n h i b i t  t h e  o x i d a t i v e  d e a m i n a t i o n  o f  L - c y s t i n e  

b y  t h e  e n z y m e ,  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e .

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



3 8

F i g u r e  3 .  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t s  o f  L - a m i n o  a c i d  

o x i d a . s e  w i t h  L - c y s l h u :  a n d  D L - c y s t i n e  a s  s u b s t r a t e s .  The  c o n 

s u m p t i o n  o f  o x y g e n  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a n  o x y g e n  e l e c t r o d e .  The

r e a c t i o n  v e s s e l  c o n t a i n e d  0 . 0 5  M p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r ,  0 . 0 6

u n i t s  o f  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  ( T y p e  I ) ,  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  o f
/ «• 3

s u b s t r a t e  r a n g i n g  f r o m  1 x  10  M t o  2 x 10 M. The t o t a l  v o l u m e

w a s  4 m l .  A l l  t h e  s o l u t i o n s  w e r e  a i r  s a t u r a t e d  a t  2 5 ° C .  I n i 

t i a l  v e l o c i t i e s  w e r e  m e a s u r e d  by  t a k i n g  t h e  s l o p e  o f  t h e  i n i t i a l  

r a t e s  w h i c h  w e r e  l i n e a r  f o r  a t  l e a s t  t h e  f i r s t  2 m i n u t e s .  I n 

d i v i d u a l  p o i n t s  f o r  L - c y s t i n e  ( A )  a s  w e l l  a s  f o r  D L - c y s t i n e  ( # )  

a r e  t h e  a v e r a g e  o f  3 d e t e r m i n a t i o n s .
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T a b l e  V I .  A l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  a s  s u b s t r a t e s  

f o r  L - a r n i n o  a c i d  o x i d a s e .  O x y g e n  c o n s u m p t i o n  w a s  m e a s u r e d  

u s i n g  a n  o x y g e n  e l e c t r o d e .  When L - c y s t i n e  a n d  D L - c y s t i n e  w e r e  

u s e d  a s  s u b s t r a t e s ,  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l  c o n t a i n e d  0 . 0 5 M  p y r o 

p h o s p h a t e  b u f f e r ,  0 . 0 6  u n i t s  o f  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  ( T y p e  I ) ,

- 4  - 4  - 3
a n d  1 x  10  M, 5 x 10  M, o r  2 x  10 M c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b 

s t r a t e .  When t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  w e r e  u s e d  a s  s u b 

s t r a t e ,  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l  c o n t a i n e d  t h e  s a me  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  c o m p o n e n t s  e x c e p t  f o r  t h e  e n z y m e .  Two c o n c e n t r a t i o n s  o f  

L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  w e r e  u s e d ,  0 . 0 6  u n i t s  a n d  0 . 2 8 8  u n i t s .

The  t o t a l  v o l u m e  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  4 m l .
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TABLE VI

A l p h a - S u b s t i t u t e d  C y s t i n e s  a s  S u b s t r a t e s  f o r  L - A m i n o  
A c i d  O x i d a s e

A m i n o  A c i d  C o n c e n t r a t i o n  v q

“ 1 V(;j M mi n  )

L - C y s t  i n e 1 X i o “ 4 m 0  . 0 2 1
5 X 1 0  " 4 m 0  . 0 6 2
2 X 10 M 0 . 1 0 8

D L - C y s  t  i ne 1
5
2

X

X

X

i o " 4 m

10I t M
10*" M

0 . 0 0 7  
0  . 0  31 
0 . 0 8 5

ot  - Me  t h y l  - 1 X 1 0 > 0  . 0 0 0
5
2

X

X

1 0  3 m 
10  M

0  . 0 0 0  
0  . 0 0 0

0 ( - E t h y l - 1 X 0  . 0 0 0
5
2

X

X
1 0 _ 3 M
1 0 ’  M

0  . 0 0 0  
0  . 0 0 0

c ^ - n - P  r o p y  1 - 1
5
2

X

X

X

1 0 - 4 M
i ° : 3 m 
1 0 “ M

0  . 0 0 0  
0  . 0 0 0  
0  . 0 0 0

o f - I s o p r o p y l - 1
5
2

X

X

X

i o " 4 m

1 0 ” oM 
1 0 " M

0  . 0 0 0  
0 oOOO 
0  . 0 0 0

c K - n - B u t  y l  - 1
5

X

X

— 4
1 0 _ 4 M
i o ' m

0  . 0 0 0  
0  . 0 0 0

2 X 10 M 0  . 0 0 0

c K - P h e n y l - 1
5
2

X

X

X

i o " 4 m
i o ~ 3 m

10 ~ M

0  . 0 0 0  
0  . 0 0 0  
0  . 0 0 0
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T a b l e  V I I .  A l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  a s  i n h i b i t o r s  

o f  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e .  O x y g e n  c o n s u m p t i o n  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  

a n  o x y g e n  e l e c t r o d e .  The  r e a c t i o n  v e s s e l  c o n t a i n e d  0 . 0 5  M p y 

r o p h o s p h a t e  b u f f e r ,  0 . 2 8 8  u n i t s  o f  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e ,
/ A _ 3 «•* 3

1 x 10 M L - c y s t i n e ,  a n d  5 x  10  M,  1 x  10  M, 2 x 10  M,

- T - 33 x 10  M,  a n d  5 x 10 M c o n c e n t r a t i o n s  o f  a 1 p h a - s u b s t i t u t e d

c y s t i n e .  The r e a c t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  f o r  5 m i n u t e s  

a n d  t h e  i n i t i a l  r a t e  m e a s u r e d  b y  t a k i n g  t h e  i n i t i a l  s l o p e .  

T r i p l i c a t e  r u n s  w e r e  ma d e  a t  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  o f  i n h i b i t o r .
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A l p h a - S u b s t i t u t e d  
O x i d a s e

TABLE

C y s t i n e s

V I I

a s  I n h i b i t o r s  o f L - A m i n o  A c i d

A m i n o  a c i d I / S V I n h i b i t  i o no

(^iMmin**1 )
p e r  c e n t

of - Me t  hy  1 - 0 0  . 0 6 6 0
5 0  . 0 6 6 0

1 0 0  . 0 6 6 0
20 0 . 0 6 6 0
30 0  . 0 6 6 0
50 0  . 0 6 6 0

< * - E t h y l ~ 0 0  . 0 6 6 0
5 0  . 0 6 6 0

1 0 0  . 0 6 6 0
2 0 0 . 0 6 6 0

30 0  . 0 6 6 0
50 0 . 0 6 6 0

o<-n - P r o p y l  - 0 0 . 0 6 6 0
5 0 . 0 6 6 0

1 0 0  . 0 6 6 0
2 0 0 . 0 6 6 0
30 0  . 0 6 6 0
50 0 . 0  6 6 0

i s o p r o p y l - 0 0  . 0 6 6 0
5 0  . 0 6 6 0

1 0 0 . 0 6 6 0
2 0 0  . 0 6 6 0
30 0 . 0 6 6 0
50 0 . 0 6 6 0

© ( - n - B u t y l - 0 0 . 0 6 6 0
5 0  . 0 6 6 0

1 0 0  . 0 6 6 0
2 0 0 . 0 6 6 0
3 0 0 . 0 6 6 0
5o 0 . 0 6 6 o

o < - P h e n y l ~ 0 0  . 0 6 6 0
5 0 . 0 6 6 0

1 0 0 . 0 6 6 0
2 0 0  . 0 6 6 0
3 0 0 . 0 6 6 0
50 0  . 0 6 6 0
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CHAPTER IV 

DI S CUS S I ON

De t e r m i n a t  i o n  o f  C y s t e  i n e  a n d  C y s t  i  n e  U s i n g  N BS

I n  A q u e o u s  s o l u t i o n ,  N - b r o m o s u c c i n i m i d e  h y d r o l y z e s  

t o  f o r m  s u c c i n i m i d e  a n d  h y p o b r o m o u s  a c i d  ( 6 4 )  w h i c h  i s  t h o u g h t  

t o  be r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  o x i d i z i n g  p r o p e r t i e s  o f  t h i s  c o m p o u n d .  

The  r e a c t i o n s  u s i n g  N - b r o m o s u c c i n i m i d e  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  

s u l f u r  a m i n o  a c i d s  a r e  q u a n t i t a t i v e  ( 6 5 ) .  When t i t r a t e d  w i t h  

N - b r o m o s u c c i n i m i d e ,  i o d i n e  i s  l i b e r a t e d  p r e f e r e n t i a l l y  f r o m  

p o t a s s i u m  i o d i d e  a n d  t h e n  r e a c t s  w i t h  c y s t e i n e .  The r e a c t i o n  

i s  a s  s h o w n  b e l o w :

I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  a t  pH 7 t h e  o x i d a t i o n  o f  c y s t e i n e  

( R - S H )  d o e s  n o t  g o  b e y o n d  c y s t i n e  ( R - S - S - R ) . N - B r o m o s u c c i n i m i d e  

u s e d  a s  a p r i m a r y  s t a n d a r d ,  c a n  s e r v e  t o  l i b e r a t e  i o d i n e  f r o m  

p o t a s s i u m  i o d i d e  q u a n t i t a t i v e l y  a t  pH 7 .  P o t a s s i u m  i o d a t e  

c a n n o t  be u s e d  a t  pH 7 ,  a n d  i f  u s e d  a t  l o w  pH v a l u e s ,  o x i d i z e s  

The RSH b e y o n d  t h e  R - S - S - R  s t a g e  a s  s h o w n  i n  T a b l e  I a n d  F i g u r e  

The r e a c t i o n s  o f  N - b r o m o s u c c i n i m i d e  w i t h  c y s t e i n e  a n d  c y s t i n e  

a r e  as f o l l o w s  (65):

NH

2 ( H - S - C H 2 - C - H )  + I 2

I
COOH

*  ( —S —CH2 —C —H ) 2 + 2 HI

COOH

( I )

0

6

IIr u   r
n h 2

0

4 4
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4 5

0

II
c h 2— c.

CH9 C‘
2 II

0

0

CH 2  C •

CH2- f  

0

>NH + 2 ( H 0 3 S - C H 2 - C H 2 -  NH2 ) + 2 C 0 2 + 6 HBr

[ - S - ,:NBr + 6 H2 0 + | - S - C H 2 - C- COOH | 2

NH,

( 2 )

c h 2— c-

CH.
f
0

JNH + 2 ( H 0 3 S - C H 2 - C H 2 - N H 2 ) + 2 C 0 2 + 5HBr ( 3 )

F r o m e q u a t i o n  ( 1 ) ,  i t  c a n  be  s e e n  t h a t  c y s t e i n e  s u l f u r  g o e s  

f r o m  a n  o x i d a t i o n  s t a t e  o f  - 2  t o  - 1  w i t h  t h e  l o s s  o f  o n e  

e l e c t r o n ,  I n  e q u a t i o n  ( 2 ) ,  t h e  s u l f u r  c h a n g e s  i t s  o x i d a t i o n  

s t a t e  f r o m  - 2  t o  + 4  w i t h  a l o s s  o f  6  e l e c t r o n s .  I n  c y s t i n e  

t h e r e  a r e  t wo  s u l f u r  a t o m s  w h i c h  c h a n g e  t h e i r  o x i d a t i o n  s t a t e  

f r o m  - 1  t o  + 4  w i t h  a l o s s  o f  10  e l e c t r o n s  w h i c h  i s  s h o w n  i n  

e q u a t i o n  ( 3 ) .  I n  N - b r o m o s u c c i n i m i d e ,  t h e  o x i d a t i o n  s t a t e  o f  

b r o m i n e  g o e s  f r o m  +1 t o  - 1  w i t h  t h e  g a i n  o f  2 e l e c t r o n s .  The  

e q u i v a l e n t  w e i g h t s  o f  t h e  r e s p e c t i v e  s u b s t a n c e s  w e r e  c a l c u l a 

t e d  t a k i n g  t h e s e  c h a n g e s  i n t o  c o n s i d e r a t i o n .

The  P e t e  r mi  n a t  i  o n  o f  A l p h a - S u b s t i  t u t e d  C y s t e  i n e  s  a n d  C y s t i n e s  
w i t h  N - B r o m o s u e c i n i m i d e .

The  s a m e  p r i n c i p l e s  d i s c u s s e d  a b o v e  f o r  t h e  d e t e r m i 

n a t i o n  o f  c y s t e i n e  w i t h  N - b r o m o s u c c i n i m i d e  h o l d  f o r  t h e  a l p h a -
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s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e s ,  T a b l e  I I I  s h o w s  t h a t  t h e  a l p h a - s u b s t i 

t u t e d  c y s t e i n e s  c a n  be d e t e r m i n e d  w i t h i n  +2 p e r  c e n t  e r r o r  o n  

a 2 mg s a m p l e  i n  p u r e  s o l u t i o n s .  U s i n g  s t a r c h  a s  t h e  i n d i 

c a t o r  p r o v i d e s  f o r  a v e r y  s h a r p  e n d - p o i n t  w h i c h  i s  e a s i l y  

d e t e r m i n e d .  H o w e v e r ,  w h e n  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  w e r e  

t i t r a t e d  w i t h  N - b r o m o s u c c i n i m i d e  w i t h  B o r d e a u x  Re d  a s  a n  i n d i c a 

t o r ,  an  e r r o r  o f  + 4 0  p e r  c e n t  w a s  c o n s i s t e n t l y  o b t a i n e d .  I t  

w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  c y s t i n e  w a s  g o i n g  b e y o n d  t h e  e n d  p r o d u c t  

( t a u r i n e )  a s  s h o w n  i n  e q u a t i o n  ( 3 ) .  The  f o l l o w i n g  m e c h a n i s m  

w a s  p r o p o s e d :

0

II K
^ 2 — r  t

5 | " > N B r  + 6 H? 0 + - S - C H o - C - C O O H  ,  ----------------- >
PH  r  '  * L I J *■C H „ — C

2 II 
0

0

r 2 — C>

C H —  C

N H 2

R
I

-NH + 2 ( H 0 3 S- CH - C H - N H 2 ) + 2 C 0 2 + 5HBr ( 3 )

0

0

c h 2— c
R

2 | J^>NBr  + 2 ( H 0 3 S - C H 2 - C H - N H 2 )

C H 2  j j  
0

o
NH

c h 2 — C,
2 | > N H  + 2 (HO-jS -  CH2 -  C -  R)  + 2HBr ( 4 )

CH  C
2

0
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NH 0

II
( 5 )■» 2 ( H 0 3 S - C H 2 - C - R )  + 2NH3

I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  i n s t e a d  o f  t h e  l o s s  o f  10 e l e c t r o n s ,  

t h e r e  a r e  n o w  1 4  e l e c t r o n s  l o s t .  T h u s  t h e  e q u i v a l e n t  w e i g h t  

o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e  i s  e q u a l  t o  t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t  d i v i d e d  b y  1 4  i n s t e a d  o f  b y  1 0 .  T h i s  s c h e m e  a c c o u n t s  

f o r  t h e  + 4 0  p e r  c e n t  e r r o r  i n  t h e  t i t r i r a e t r i c  d e t e r m i n a t i o n s .  

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  I I .

m e c h a n i s m ,  t h e  p r e s e n c e  o f  a m m o n i a  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  

N e s s l e r ' s  r e a g e n t  ( 6 7 ) .  The r e a g e n t  w e n t  f r o m  c l e a r  t o  

c l o u d y  w h e n  o ( - m e t h y 1 - D L - C y s t i n e  w a s  m i x e d  w i t h  a n  e x c e s s  o f  

NBS a n d  t h e  r e l e a s e d  a m m o n i a  a e r a t e d  o v e r  i n t o  a t u b e  o f  

N e s s l e r ' s  r e a g e n t .  When NBS w a s  t r e a t e d  a l o n e  i n  t h e  s ame  

m a n n e r ,  t h e  N e s s l e r ' s  r e a g e n t  d i d  n o t  t u r n  c l o u d y  t o  a n y  

e x t e n t  i n d i c a t i n g  n o  s i g n i f i c a n t  r e l e a s e  o f  a m m o n i a .  A 

f u r t h e r  p i e c e  o f  s u p p o r t i n g  e v i d e n c e  w a s  t h e  s u c c e s s f u l  

d e t e c t i o n  o f  a m e t h y 1 - k e t o n e . A c c o r d i n g  t o  t h e  p r o p o s e d  

m e c h a n i s m ,  w h e n  o i - m e t h y l - D L - c y s t i n e  i s  t i t r a t e d  w i t h  NBS,  

a me t h y 1 - k e t o n e  s h o u l d  be  o b t a i n e d .  T h i s  wa s  f o u n d  t o  be t h e  

c a s e  a s  t h e  i o d o f o r m  t e s t  ( 6 8 )  w a s  p o s i t i v e  y i e l d i n g  y e l l o w  

c r y s t a l s  w i t h  a d i s t i n c t  o d o u r  o f  i o d o f o r m .

S u b s t r a t e  B e h a v i o u r  o f  t h e  A l p h a - S u b s t i t u t e d  Cy s  t  i  n e  s i n  t h e  
C y s t i n e  RecTuTctase S y s t e m

F r o m F i g u r e  2 a n d  T a b l e  IV i t  i s  s e e n  t h a t  a l l  o f

t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  a c t  a s  s u b s t r a t e s  f o r  c y s t i n e

- 3r e d u c t a s e .  The  K v a l u e s  r a n g e  f r o m  0 . 9 0 1  x  10  M t om °

To f u r t h e r  s u b s t a n t i a t e  t h e  p r o p o s e d  r e a c t i o n
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3 . 5 3 7  x 1 0 ” ^M w h i l e  t h e  Vmax v a l u e s  f r o m  0 . 6 7 8  t o  0 . 8 3 2  îM 

p e r  m i n u t e .  The  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a l p h a - h y d r o g e n  

a t o m  o f  c y s t i n e  i s  n o t  n e c e s s a r y  f o r  b i n d i n g  o f  t h e  s u b s t r a t e  

t o  t h e  e n z y m e  a n d  t h a t  i t  d o e s  n o t  p l a y  a r o l e  i n  t h e  e n z y m a t i c  

r e d u c t i o n  o f  c y s t i n e  t o  c y s t e i n e .  On t h e  b a s i s  o f  t h e  Km v a l u e s  

o b t a i n e d ,  a n  o r d e r  o f  a f f i n i t i e s  o f  t h e  s u b s t r a t e s  f o r  t h e  e n z y m e  

c a n  be  w r i t t e n  a s :  L - c y s t i n e  > D L ~ C y s t . i n e  > c * « - m e t h y l  >

o ^ - n - p r o p y l  > c < - p h e n y l  > ok - i  s o p r  op  y 1 - D L - c y  s t  i n e  . On t h e  

b a s i s  o f  t h e  i n i t i a l  v e l o c i t i e s  a n d  t h e  f i r s t  o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s
_3

o b t a i n e d  i n  T a b l e  V f o r  a  1 x  10  M c o n c e n t r a t i o n  o f  s u b s t r a t e ,  

t h e  f o l l o w i n g  o r d e r  o f  e a s e  o f  r e d u c t i o n  by  t h e  e n z y m e  c a n  be  

w r i t t e n :  L - c y s t i n e  > o t - m e t h y l  >  D L - c y s t i n a  > c t - n - p r o p y l  >

o < - n - b u t y l  >  o t - p h e n y l  >  o C - e t h y l >  ~ i s o p r o p y 1 - D L - c y s t i n e . No

c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  e a s e  o f  r e d u c t i o n  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  

e n z y m a t i c a l l y  a s  c o m p a r e d  t o  p o l a r o g r a p h i c a l l y  i s  s e e n  by  

c o m p a r i n g  t h e  h a l f - w a v e  p o t e n t i a l s  a n d  t h e  i n i t i a l  v e l o c i t i e s  

o r  t h e  a p p a r e n t  f i r s t  o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s  f o r  t h e s e  c o m p o u n d s  

i l l u s t r a t e d  i n  T a b l e  V .  I t  m i g h t  t h e r e f o r e  be  p o s t u l a t e d  t h a t  

t h e  e n z y m e  i s  s p e c i f i c  f o r  t h e  d i s u l f i d e  b o n d  a n d  n o n - s p e c i f i c  

f o r ,  t h e  r e s t  o f  t h e  m o l e c u l e .  B l a c k  £_t_ a_l_. ( 6 6 )  h a v e  r e p o r t e d

a n o n s p e c i f i c  e n z y m e  i n  y e a s t  w h i c h  w i l l  r e d u c e  d i s u l f i d e s  t o  

t h i o l s .  T h i s  e n z y m e  w a s  f o u n d  t o  r e d u c e  h y d r o x y e t h y l  d i s u l f i d e ,

L -  o r  D - c y s t i n e ,  h o m o c y s t i n e ,  D L - L i p o i c  a c i d ,  o x i d i z e d  g l u t a 

t h i o n e ,  o x y t o c i n ,  a n d  t h e  t h r e e  d i s u l f i d e  b o n d s  o f  i n s u l i n .

I t  s e e m s  m o r e  l i k e l y  t h a t  u p o n  p u r i f i c a t i o n  t h e  r e d u c t i o n  o f  

t h e s e  c o m p o u n d s  c o u l d  be  a t t r i b u t e d  t o  a  s e r i e s  o f  d i f f e r e n t ,  

s p e c i f i c  e n z y m e s .  T h e  f a c t  t h a t  c y s t i n e  r e d u c t a s e  h a s  n e v e r

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



4 9

b e e n  p u r i f i e d  a n d  o n l y  c r u d e  h o m o g e n a t e s  o f  y e a s t ,  p e a  s e e d s ,  

w h e a t  f l o u r ,  o r  b a c t e r i a  h a v e  b e e n  u s e d  i n  p r e v i o u s  s t u d i e s  

( 1 5 - 2 0 )  t h r o w s  s o me  s u s p i c i o n  o n  t h e  v a l i d i t y  o f  t h e  e x i s t e n c e  

o f  a s p e c i f i c  c y s t i n e  r e d u c t a s e .

L - A m i n o  A c i d  O x i d a s e

The  r e s u l t s  s h o w n  i n  T a b l e  VI  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  

p r e v i o u s  i n v e s t i g a t i o n s  w i t h  a 1 p h a - s u b s t i t u t e d  a m i n o  a c i d s  a s  

s u b s t r a t e s  f o r  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e  ( 6 , 7 ) .  The c o m p o u n d s  a r e  

i n e r t  t o  o x i d a t i v e  d e a m i n a t i o n  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  a 1 p h a - h y d r o g e n  

a t o m  i s  e s s e n t i a l  e i t h e r  i n  b i n d i n g  o f  t h e  s u b s t r a t e  t o  t h e  

e n z y m e  o r  i n  t h e  e n z y m a t i c  r e a c t i o n  m e c h a n i s m  i n v o l v e d .  The  

f a c t  t h a t  n o  i n h i b i t i o n  o f  t h e  e n z y m e  w a s  f o u n d  w h e n  L - c y s t i n e  

w a s  t h e  s u b s t r a t e  a n d  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  a d d e d  a s  

i n h i b i t o r s ,  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  a 1 p h a - h y d r o g e n  a t o m  o f  c y s t i n e  

i s  n e c e s s a r y  f o r  b i n d i n g  o f  t h e  s u b s t r a t e  t o  t h e  a c t i v e  s i t e  

o f  t h e  e n z y m e .  T h e s e  r e s u l t s  t e n d  t o  a g r e e  w i t h  t h o s e  o f  

U m b r e i t  ( 3 )  f o r  D - a m i n o  a c i d  o x i d a s e .  A l p h a - m e t h y l v a 1 i n e  w a s  

f o u n d  t o  s l i g h t l y  i n h i b i t  m e t h i o n i n e  a n d  v a l i n e  b u t  d i d  n o t  

i n h i b i t  t h e  o x i d a t i v e  d e a m i n a t i o n  o f  p h e n y l a l a n i n e .  A l p h a -  

me t h  y l  p h e  n y  1 a 1 a n i  n e  s l i g h t l y  i n h i b i t e d  m e t h i o n i n e  o x i d a t i o n  

w h i l e  v a l i n e  a n d  p h e n y l a l a n i n e  w e r e  n o t  i n h i b i t e d .  The  s u b s t i 

t u t i o n  o f  d e u t e r i u m  i n  p l a c e  o f  t h e  a l p h a - h y d r o g e n  o f  t y r o s i n e  

a n d  p h e n y 1 g 1 y c i n e  r e s u l t e d  i n  a n  i s o t o p i c  e f f e c t  w i t h  k H/ k D  

e q u a l  t o  1 . 4 1 ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  a l p h a - h y d r o g e n  a t o m  i s  

i m p o r t a n t  i n  t h e  r e a c t i o n  m e c h a n i s m  ( 4 9 ) .  T h i s  p i e c e  o f  e v i d e n c e ,  

a s  w e l l  a s  t h e  f a c t  t h a t  n o n e  o f  t h e  a l p h a - s u b s t i t u t e d  a m i n o  

a c i d s  t e s t e d  t o  d a t e  a c t  a s  s u b s t r a t e , s u p p o r t s  t h e  i m i n o  a c i d
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CHAPTER V 

SUMMARY

A n e w  t i t r i m e t r i c  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  

c y s t e i n e  a n d  c y s t i n e  ( 6 5 )  w a s  t e s t e d  a n d  f o u n d  s u i t a b l e  f o r  

t h e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c y s t e i n e  f r o m  c y s t i n e  i n  

t h e  e n z y m e  s y s t e m ,  c y s t i n e  r e d u c t a s e .  The  m e t h o d  w a s  s h o w n  

t o  be  a p p l i c a b l e  t o  t h e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a l p h a -  

s u b s t i t u t e d  c y s t e i n e s  a n d  c y s t i n e s  w i t h  a s m a l l  c h a n g e  i n  t h e  

c a l c u l a t i o n s .

A L p h a - m e t h y 1 - ,  - e t h y l - ,  cA - n - p r o p y l - ,  < A - i  s o p r o p  y 1 -  ,

- n - b u t y l - ,  a n d  c * - p h e n y 1 - D L - c y s t i n e  w e r e  f o u n d  t o  be r e d u c e d

by  t h e  e n z y m e ,  c y s t i n e  r e d u c t a s e .  K a n d  V v a l u e s  w e r e  J j > j m max

d e t e r m i n e d  f o r  a l l  b u t  o ( - n - b u t y l -  a n d  o<. -e  t h  y 1 - D L - c y  s  t  i ne  .

No c o r r e l a t i o n s  c o u l d  be s e e n  b e t w e e n  t h e  e a s e  o f  r e d u c t i o n  o f  

t h e s e  c o m p o u n d s  by  c y s t i n e  r e d u c t a s e  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  p o -  

l a r o g r a p h i c  h a l f - w a v e  p o t e n t i a l s .

The  a b o v e  m e n t i o n e d  a l p h a - s u b s t i t u t e d  c y s t i n e s  w e r e  

i n e r t  t o  o x i d a t i v e  d e a m i n a t i o n  b y  t h e  e n z y m e  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e .  

T h e s e  c o m p o u n d s  d i d  n o t  i n h i b i t  t h e  o x i d a t i v e  d e a m i n a t i o n  o f  

L - c y s t i n e  t o  a n y  e x t e n t .  The r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a l p h a -  

h y d r o g e n  a t o m  i s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  a m i n o  a c i d  

t o  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  L - a m i n o  a c i d  o x i d a s e .
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a p p e n d i x

C o m p u t e r  P r o g r a m  f o r  t h e  D e t e r m i n a t i o n  o f  Km a n d  Vm a x *

3 4 0 0 0 3 2 0 0 7 0 1 3 6 0 0 0 3 2 0 U 7 0 2 4 9 0 2 4 0 2 5 1 1 9 6 3 6 1 1 3 0 0 1 0 2 0 0

Z Z J O B  5
Z Z F 0 R X 5

D I M E N S I O N  Y ( 5 0 ) i X ( 5 0 )
C L E A S T  S Q U A R E S  E V A L U A T I O N  OF K I N E T I C  DATA

1 READ 2 t R i N
2  FORMAT ( A 3 . 1 4 )
3  READ 4 . ( Y ( I ) . X ( I ) . I = l i N )
4  F O R M A T ( 6 ( F 6 . 3 , F 5 . 0 ) )

C L E A S T  S Q U A R E S  E V A L U A T I O N
SX = 0 .
SY = 0 .
SXY = 0 «
S X S Q  = 0•
DO 5  I = 1 . N
S X = S X + X ( I )
S Y = S Y + Y ( I )
SXY = SXY + X ( I ) * Y ( I )
S X S Q = S X S Q + X ( I ) * X (  I )

5  C O N T I N U E  
XN = N

C C A L C U L A T I O N  OF S L O P E , X I N T , YI  NT
S L O P E  = ( S X * S Y - X N  "'SXY ) /  ( S X * S X - X N * S X S Q  )
YI  NT = ( S X ” S X Y - S X S Q * S Y ) / ( S X * S X - X N * S X S U )

6 X I N T  = - Y I  N T / S L O P E  
V M A X  =1 • / YI N T  
A K M = - 1 # / X l N T
PUNCH 1 0 0 . R , VMAX. AKM 

1 0 0  FORMAT ( A 3 . 5 X .  5HVMAX = . E 1 U . 3 . 3 X .  3 H ;< M = . E 1 0  .  3  ) 
11 GO TO 1 
1 0  CALL E X I T  

END
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