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Imidodipeptidase : Prolidase Ec.  3. 4. 3. 7.  

Lactate deshydrog6nasc Ec. 1. 1. 1. 27 

Leucine aminopep t idase  Ec, 3. 4. 1. 1. 

Lipase Ec.  3. 1. 1. 3. 

Pepsine Ec. 3. 4. 4. 1. 

Peroxydase Ec. 1. 11. 1. 7. 

Phosp hat  ase a lca l ine  Ec. 3. 1. 3. 1. 

Proline Irainopeptidase Ec. 3. 4. 1. 4, 

Trypsine Ec. 3. 4. 4. 4. 





Peu de travaux ont  é t é  consacrés à l 'é tude des dipeptidases, en 

comparaison de ceux qui ont  é t é  consacrés, au cours de c e s  dernières 

années, aux enzymes protéolytiques. L'explication en e s t  sans doute l a  

complexité du milieu c e l l u l a i r e ,  l a  grcaride i n s t a b i l i t é  de ces  enzymes 

e t  l a  d i f f i cu l t c  de l e s  d is t inguer ,  l o r s  de l eur  pur i f i ca t ion ,  d 'autres  

peptidases qu i  agissent  sur l e s  mêmes composés. 

Dans l e s  c e l l u l e s  animales où ].es enzymes de ce type sont 

abondantes, cer ta ines ,  parmi l e s  p lus  s tab les ,  ont 6 té  pur i f i ées ;  en 

par t icul ier ,quelques  dipeptidases t r è s  spécifiques ont pu e t r e  e x t r a i t e s  

des r e i n s  des anirnaux supérieurs e t  ont  été  i so lées ,  De meme, Ilil'fl'WJ e t  

c o l l .  (92), à p a r t i r  de l a  f r ac t i on  soluble des c e l l u l e s  CwrioraLeç de 

sour is ,  ont  e x t r a i t ,  p u r i f i é  e t  é tudié  une ~éta1loeiizyr:re qui hydrolyse 

de nombreux dipeptides. 

Cepend,mt, des recherches dans c e t t e  directioii  sont n6cessaires 

en ra ison de lsirnportance supposée de ces  dipeptidases dans ].es c e l l u l e s  

animales. Leur étude, lirni tée  jusqu' ici  aux c e l l u l e s  a ~ i i ~ i a l e s ,  m6ri t e  

d P ê t r e  étendue aux bac té r ies  dont c e t t e  s t ructure  enzymatique e s t  

pratiquement inconnue. 

A ce propos, bien que plus ieurs  travaux a ien t  c l a i r e m n t  démontré 

1 'existence de dipeptidase s  i n t r a c e l l u l a i r e s  - notamment dans 1.e cy topl.asme 

d'Eçcherichia c o l i  (168, 224) - il f a u t  coiistater qu'aucune dipeptidasc 

de ce type n 'a é t é  n i  pur i f i ée ,  n i  caractér isée .  Seuls, BEWAL e t  co l l .  

en 1367 (13)  e t  IIALEY en 1368 (81)  ont, l e s  premiers, partiellerrient p i ; r i f i 6  



une dipep t idase de l a  f-ac tiori membranalre de 1;elsseria ca t l i a r ra l i s  -- - 
pour l e  premier, dtCscherirhia c o l i  - pour l e  second, BALEY L: obtenu. 

a in s i  une enzyme part iculièrement spécifique, pu i squ l i l  s ' a g i t  d'une 

P-aspartyl-dipcptidaçe. Toutefois, ces  préparations n'ont qu'une 

a c t i v i t é  relativement f a i b l e ,  e t  s m s  rapport avec c e l l e  décelée 

dans l a  f r ac t i on  cytoplasmique de nombreuses bactéries.  

Notre étude a  por té  sur l 'analyse des dipeptidases des Plyco- 

bactér ies .  Nous avons é t é  amené é tudier  c e t t e  a c t i v i t é  enzymatique 

pa r t i cu l i è r e ,  en poisrsuivant l e s  travaux de Tb-CQUET e t  co l l . ,  1364 (230) 

qui ont étudié ces  propr ié tbs  peptidasiques dans un but tainornique. 

Sélectionnnant quelques a c t i v i t é s  intéress,mtes pour c e t t e  c l a s s i f i c a t i on ,  

nous avons constaté,  dans l a  Eractiori i n t r a c e l l u l a i r e  des EfycobactCries 

(EO tament de 1.iycobacteriiarn phle i ,  1967, 1 7 8 ) ~  l ' exis tence d'une a c t i v i t é  

dipeptidasique relativement élevée. Mous avons a lo r s  e n t r e p r i . ~  l ' ex t r ac t i on ,  

l ' isolement e t  l a  puriÇication des dipeptidases qui se ra ien t  à l 'or ' igine 

de ce  t t e  a c t i v i t é  ( a c t i v i t é  à laquel le  semblaient p m  t i c ipc r  p lus ieurs  

peptidases,  cor;me l ' ind iqua ien t  l e s  comportements d i s t i n c t i f s  des 

diverses  espèces mycobac tériennes) . 
Enfin, ces  travaux nous ont conduit à i s o l e r ,  pu r i f i e r  e t  

c a r ac t é r i s e r  p lus ieurs  peptidaçes dont l e s  propr ié tés  hydroly t iques sont  

analogues : d'une pa r t ,  p lus ieurs  aminopeptidases i n t r ace l l u l a i r e s ,  

d t au t r e  p a r t  e t  sur tout ,  une dipeptidase à l a rge  spéc i f ic i t é ,  dont 

l ' é tude  des propr ié tés  chimiques e t  enzymatiques f a i t  l ' o b j e t  p r inc ipa l  

de ce  t r ava i l ,  



hvmt  cile:cpoçer. nos travaixi personnels, nouç walyseront  

l ' é t a t  ac tuel  des connaissances nécessaires 3. c e t t e  étude. 

Nous envisagerons successivei>:ent : 

(A)  q u e l q ~ ~ e s  notions pr6liminaires concernant l a  ca rac té r i sa t ion  

des enzynres étudiées; 

( B )  l e s  propr ié tés  enzymatiques e t  l e  r a l e  des peptidases d a s  

l a  ce l lu le :  

- - dans une première pa r t i e ,  après une rapide description de 

l'équipement protéolytique du l i yc~bac t e r i~c i  ph&, nous exposerons 

l e s  proprié t é s  e s s e n t i e l l e s  des d i f fé ren tes  cxopeptidases; 

- d ~ 3 s  une sec:onde pcrrtie, nouç envisagerons l e s  propr ié tés  

des rnétallopcptidases; 

- dans m e  troisièrfie p a r s ,  nous étudierons 3.e r a l e  des 

pep t idases "in vivo", dans l a  c e l l u l e  bactérienne. 



NOTIOKS PR~LLEIîJAIRES ET PJ'J“'iLYS2 DUC; TRAVAUX --- kP:TZRTCURS 



Dans l e s  pub l i ca t ions ,  une c e r t a i n e  corif i~sion appara f t  quant 

à la nomencl-ature des  enzymes é tudiées .  Dc p lus ,  beauc?up de travaxx 

exposant l e s  p r o p r i é t 6 s  des pept idaseç  bact6rie:uies p résen ten t  des 

r é s u l t a t s  i n c e r t a i n s  ( s o i t  e n  r a i son  du peu dc pure té  des e x t r a i t s  

é tud iés ;  s o i t  en  r a i s o n  du choix inadéquat de s u b s t r a t s  d ' i . den t i f i ca t ion ,  

e t  pa r  l e  f a i t  que p l u s i e u r s  enzymes cle l a  m?nie f a n i l l e  peuvent c o e x i s t e r  

d a i s  la c e l l u l e  bac tér ienne)  . Au..çsi devrons-nous par  l a  s u i t e  nous 

r é f é r e r  aux d é f i n i t i o n s  données pas les comnissionç i n t e r n a t i o n a l e s  

dlenzymologie, e t  comp'arer nos r é s u l t a t s  avec I e s  p ropr i é t6s  des 

enzymes l e s  mieux connues. 

11 nous f a u t  donc d é f i n i r  l e s  enzymes d o s t  il s e r a  quest ion,  

r a p p e l e r  leurs c r i t è r e s  dl  ident i f ' i ca t iml ,  p r é c i s e r  les p ropr i é  t é s  des 

enzynes hautement p u r i f i é e s .  

Les t e r n e s  d'endopep t idase  ou de pep t idylpep t i d e  hyclrolase e t  

dlexopep t idase  , désignent  respec  t ivcnen t  l e s  enzynes qui ro?~peri t  ].es 

l i a i s o n s  pept idas iques  à l ' i n t é r i e u r  des c h a h e s  p e p t i d i q a c ~ ;  pour l e s  

premiSres, c t  aux extrémit i is  du siabstrat po3.r l e s  secondc?~, 

Parmi les exopei~t idaseç ,  l e  r, c a ~ > h o i : y p e p t i d a c ; ~ ~  - --- ---- ou pep t i d y l x n i m -  

acide hjrdrolases (EC, 3. 4. 2,)  exiyeilt  irn grcmpes:elit a-carboxylique 

l i b r e  adjacent  A l a  l i a i  son pei) t ldique C-tcrniiiale , e t  l e s  anjjriop?~t~&ai-c~ 

ou a-aminoacyl pept ide  h:~&olascç (EC. 3. 4. 3 * )  e x i s e n t  L3.n groupe 

cc-.;miné l i b r e  qu i  s e  s i t ~ e  en  pos i t io i i  PT-terminale. 



Les terines de dipepticlase oia dipeptide hy~üolasc  (EC.  3. A. 3.) ..-- 

désignent l e s  znzynes qui exigent A La fo i s , i~n  groupe a - m a i n  l i b r e  

e t  UV groupe a-carboxylique l i b r e .  

Le terme dipep t idaçe pourra i t  l a i s s e r  sous entendre que 

seules l e s  enzymes de ce type dégradent l e s  dipeptides ; or ,  il n3en  

e s t  r i en .  Ainsi, l a  plupart  des aminopep tic?ases peuvent ilydrolyscr 

l e s  ùipeptides auss i  bien que l e s  t r ipept ides  ou l e s  oligopeptides. 

Du point de vue expérimental, pour dé f in i r  19ac t i v i tC  dipepti-  

dasique, il fau t  n e t t r e  en évidence lPexigence de 1 9enzyme par rapport  aux 

groupes pola i res  l i b r e s  avec des dipep t i de s  synthétiques convenablem?nt 

subst i tués .  Un exepple du manque d'inforniation quant à 1.a çpbcif i c i  ti. 

dpzc t ion  d'une enzyme nous e s t  donné par l e s  travaux de CAPOBLANCO e t  

c o l l , ,  1967 (36). Ceux-ci ont  halltement pu r i f i é  (6.000 f o i s )  une enzyme, 

uniquement sur l a  base de son action envers t r o i s  dipeptides ( l e  Gly-Leu, 

l e  Leu-Gly, e t  le ~ l ~ - ~ l y ) .  G r ,  ces  dipeptides peuvent ê t r e  scindés 

aussi  bien par une minopeptidaçe que par i ~ n c  dipeptidase. 

Ainsi l e s  d i f f i c u l t é s  rencontrées au cours de l a  puri-f ication 

des dipeptidases sont  dÛ.es, en par t i e ,  l a  Jmultiplici té du mode d 'action 

des enzymes de l a  cielne famille.  I l  e s t  souvent nécessaire d'analyser 

l a  dsgradation de plus ieurs  subs t ra t s  e t ,  conjointement, d ' é t ab l i r  

quel e s t  l e  rapport en t re  l e s  divers types d ' ac t iv i t és .  

Il  ex i s t e  cependant des di.peptj dases dont l a  spéc i f i c i t é  d 'action 

e s t  l imi tée  A un p e t i t  nombre de subst ra ts .  Pourtant, il e s t  toujours 

nécessaire dtanalyser avec soin l e  contenx des pr&,cvations. 

Ainsi, l 1  ininodipep t idase ou L ,prolylminoacide hydrol,-- 

(EC. 3. 4. 3. - 8) &grade spbcifiqucment l e s  prolyldipeptides. 



O r ,  quand une préparation c e l l u l a i r e  hydrolyse un di2eptide dix type 

prolyl-X, son action peut ê t r e  a t t r ibuée  à w e  iminodipep t idase ,  mais 

non à e l l e  seule. Ainsi BJbiRE e t  co l l . ,  1970 ( 2 0 )  ont montré que 

1 hydrolyse des prolyldipep t i de s  pxr l a  f r ac t i on  i n t r a c e l l u l a i r e  soluble 

dlArthrobacter, e s t  l e  f a i t  d'une prolyl-iminopeptidase (EC. 3. 4.1. 4.) 

e t  également d'une aminopeptidase (EC. 3. 4. 1.) dont l a  s p é c i f i c i t é  

d 'action e s t  beaucoup plus  large.  

Ainsi l a  complexité du milieu c e l l u l a i r e  ajoutée à l a  

mu l t i p l i c i t é  d 'action des peptidases, rend d i f f i c i l e  l a  pur i f i ca t ion  

de ces dernières,  1 'étude aussi  de l eu r s  propr ié tés  enzymatlq~~eç,  mais 

plus encore l 'é tude de l e u r s  propr ié tés  " in  vivo". 



L1 - PROPRIETES R:iZYlQITIQUEÇ DES EXOPEPTLDPLSEÇ, ROLE DZS PEPTIDIisE s - ---- - -- -- ---- 
DiiliS L.'l VELLVLE 

Premihre pa r t i e  : - - 

1 - EQUIPEIENT PnOTEOLYTIQUE DF: FiCOBACTCR JUM PIILE 1 -- 

De nombreuses protéases  sont  prod~i i  t e s ,  par  d iverses  espèces 

bactériennes, dans l e  mil ieu de cu l tu re  de ces  bac té r ies ,  Il en e s t  

a i n s i  des s u b t i l l i s i n e s  (13.2) e t  d ' au t res  protéases a l c a l i ne s  des -- 

Bacillaceae - ( 1  15), e t  de même pour l e s  protéinases p rod l~ i t e s  par l e s  

Streptocoques ( 1 2 6 ) ~  l e s  collagénases prod~t i  t e s  par diverses -- .- 

espèces (205), a i n s i  que pour l e s  Clostripaênes (148) e t  pour de -- - 

nombreu.ses au t res  protéases neutres ,  acides .ou a l ca l i ne s  produites 

par l e s  bactér ies ,  en p a r t i c u l i e r  par c e r t a i n s  -- Çtrep tornx~cè t es  (&~~ZTSI:I?ARA 

e t  FEDER, 1971, 149 , 141). En revanche, il f a u t  rappeler  que l e s  

Mycobactéries ont  des 'propr ié tés  endopeptidasiques relativement l imi tées .  

En r èg l e  générale, l a  plupart  des auteurs observent que l e s  

Mycobactéries ne dégradent n i  1 ' albumine de blanc d'oeuf d6natur1ée par 

l a  chaleur ,  n i  l a  caséine,  n i  l a  gé la t ine ,  Cependant, deux collag6nases 

ont é t é  décelées par TAKAHASHI en 1967 (231) , dans une cu l  tue de 

quatre semaines d'une souche de Plycobacterium tuberculosis .  --- - L'ex t ra i t  

c e l l u l a i r e  brut  de c e t t e  bac té r ie  hydrolyse également l a  caséine. Ces 

observations n 'ont  pas é t é  confirmées par d 'aut res  travaiax. 

RYCIITER e t  HUDERFUND en 1967 ( 195) ont m i s  en évidence une 

a c t i v i t é  de type endopeptidasique qui degrade, à pH neutre,  u n  subs t ra t  

synthétiqae (c lass ique  pour l a  t rypsine)  l e  Bz-Arginyl-p.nitromilide. 

Cette endopep t idase  e s t  exoce l lu la i re  : e l l e  e s t  produite dans l e  miliet: 

de cu l t u r e  de Iljrcohacterium phle i  après quinze jours  de cu l tu re  en -- 
ag i t a t i on  2, 37OC sur  nilieir de DUBOS l iquide ,  donc à l a  f i n  de l a  phase 



stat ionnai-re de c ro i s smce  pour l e s  bac té r ies  de c e t t e  espèce. D a s  nos 

conclitions expitrimentales, aucune preparation dc I.lycobacteri~iri phlei  - 
- c e l l u l e s ,  e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s  ou. milieu de cu l tu re  - n ' a  montré une 

a c t i v i t é  analogue, envers l a  B z - A r g i n y l - p a a î i t r o a l i d e ,  ou divers 

subs t r a t s  des endopeptidases. 

Par contre ,  l a  présence de dipeptidcse s in t race l lu - la i res  e s t  

coniiue depuis longten~ps pour l e s  I ~ ~ c o b a c t f r i e s  : ROULES e t  ZELLER 

décr ivaient  une a c t i v i t é  de ce type en 1945 (133) e t  p réc i sa ien t  l ' a c t i v i t é  

des d iverses  espCces de IQcobactéries, dont F:;rcohacterium ph1 e i  1948 ( 194). 

BLOCII e t  c o l l . ,  1946 ( 2 2 )  observaient dejà ,  d m s  l e s  broyats 

c e l l u l a i r e s  dc Zycobactcriurn tuberculosis ,  uii pouvoir hydrolytique 

beaucoup plus  iniportant pour l e s  dipeptides que pour l e s  t r ipcpt idcs .  

EnEin,HALPERN c t  c o l l .  en 1357 (87) incttaient en évidence da i s  l e s  

broyats c e l l u l a i r e s  de p lus ieurs  cspèccs de I.:ycobact0rics - e t  cn 

p a r t i c u l i e r  dc i~!ycobacteriurn phlei  - une dipcptidase c a p a b l ~  de dégrader 

l a  Gly-Asn. 

Une a c ~ i v i  t é  I1Lcucine minopep t idasique" a é t é  décr i t e  par 

BEL en 1960 (10) pour dc nombrcuses ;i\rcobactérieç scstoc!iroino~èncs ; 

mais c e t  auteur u t i l i s a i t  un seul subs t ra t  : l a  lei~cine-P-~iap21Cylmide 

(nous verrons p a  l a  s u i t e  que ce composé peut e t r e  hydrolysé par pl-u-sieurs 

enzymes d i f fé ren tes  de l a  leucine mi!iopeptidase IfSc. 3. 4. 1. 1 . I f ) .  

La même remcarque s 'applique au?: travaux de I.1III"YIC, 1965-1967 

(150, 151, 152). Celui-ci a  déc r i t  des a c t i v i t é s  peptidasiqu.es iinpor t an tes  

e t  d iverses ,  pour plusieurs espèces de 14ycobact-éries , niais en u t i l i s a r ~ t  

su-rtout des subs t ra t s  chrornog6nes synthétiques, qui  peuvent Gtre liyckolysés 

d l a  f o i s  par des acinopcptidascs e t  l e s  xaphtylarr,idaçcs (ou arylzù~iidases) . 



II - PROPRIZTES DES CBOPEPTIDASES 

Rappelons l e s  p ropr i é  t é s  des exopep t i d a s e s  animales ou 

bac t é r i enne  s l e s  mieux é tudibe s e t  décrivons brièvement l e s  exigences 

des s p é c i f i c i t é s  de c e s  enzymes. 

1) Les carboxypeptidases 

Bien que l e s  carboxypep t i d a s e s  so ien t  largement répmdues  

daiis l a  na ture ,  c e  sont  s u r t o u t  l e s  carboxypeptidases A e t  B, i s o l é e s  

du pancréas des n m $ ~ i f è r e s ,  qui on t  &te  p u r i f i é e s  el. é t u d i é e s  ciî d & t a i l  

(158, 30,  68); s ans  doute parce ~LIYL est poççtlbk 8 k.~ ext ra i re  en srande 

quan t i t é  (de l f o r d r e  du du p m c r é a s  de boeuf en partic:ulj.er. 

En 1366, F E U X  e t  c o l l .  (63) o n t  p u r i f i é  une caboxypep t idase  

de l a  l evure  de br&sscr ie .  I?ais à no t re  connaissance, aucun t r a v a i l  de 

p ~ w i f i c a t i o n  e t  d16tude approfondie n ' a  & t é  r é a l i s é  pour l e s  ccboxy-  

pept idases  des b c c t c r i e s ,  en del?ors des travaux dc GCLDILQJ e t  Li%Y, 

1367 ( 7 ~ )  concernant m e  carboxypeptidase ayant une s p é c i f i c i t é  t r è s  

p m t i c u l i é r e  : l a  cwboxypep t idase  G. Cepencla~it, c e r t a i n s  c l~c icheur  s 

ont ,  au cours  de l a  p u r i f i c a t i o n  ù' a u t r c s  p ro té inases  d'origine 

bactér ienne ,  déce le ,  e t  même ont  c a r a c t é r i s é  de f q o n  r igoureuçc,  des 

enzymes ayant une s p 6 c i f i c i t é  carboxypeptidasique ( t rzvaax de I:O!IIiIiI-D.A, 

1967, 1 4 9 ) ~  

Les carbosypeptidascs h y & n ~ l y ~ e i i t  l e s  ac ides  a-aniilés de 

conf igura t io i i  L ,  ayant une fonct ion  carboxy1iqu.e l i b r e .  Four l e s  

cctrboxypeptidases A e t  B d 'o r iy ine  m i n u l e ,  s i  1 t x i d c  ai;iinCi i:-ternina; 



e s t  l a  prol ine  ou llhyc??oxyproline, l t u c t i v i t c '  e s t  nu l le ;  e t ,  s i  1 acide 

amid cpi JP précède c ç t  1' acide glutzni que oi1 l a  prolri.ne, l a  r éac t i o i~  e s t  

pratiquement nulle.  

El le  ag i t  de façon pré fé ren t ie l l e  sur l e s  dipeptides subst i txes  

qui  contien-xent un acide &-amine aromatique C-terminal - Z.Cly-Phe ; 

Z.Gly-Tyr ; 7.Gly-Trp - ; e l l e  e s t  inact ive  2 l ' égard  des Z.Gly-hg ; 

Z.Gly-Lys e t  Z.Cly-Pro. Le pI1 optirnal e s t  7 ,5 .  

Au contra i re  de l a  précédeiite, e l l e  hydrolyse l e s  peptides Gont 

l e  rés idu C-terminal e s t  l a  lys ine ,  l l a rg in ine  ou l P o r n i t h i n e ,  Lc pH 

optimal e s t  7 , 8 .  

Les ccirbosypeptidases A e t  D ont un poids moléculaire de 34.000 

( 3 0 ,  G O ) ,  c l l e s  coiitierxlciit un atome--grme dc zinc par rnoléculc; e t  

l e  zinc a un rô l e  c a t a l y t i q ~ e  au cen t re  a c t i f  de l'enzyme ( 9 0 ,  68). 

c) Les cmboxypeptidases hydrolysant l e s  dérives contenant l a  Froline ----------___----------------------------.------------------------ 

DEI111 e t  NORDIJIG (34) rapportent qu 'une carboxypeptidase 

lyçosomale, ayant un pH d'action acide, ava i t  é t é  decelée d m s  l e  r e i n  de 

porc par FRUTûi? c t  EERGELJJEI en 1333. Cette ~a~boxypep t idaçe  l i bè r e  l e s  



r f  sid-JS I'rolinr C - t c r ~ i l n a ~ ~ x  ; e l l e  n k  p2.s k t &  ~ u r i f i é c ,  U n c  ca~boxy-  

peptidase 1' a 6tC p u r i f i é e  e t  étxdike p z  DZIIi; e t  II@SD!!LG en 1970 (551, 

c ' e s t  u-ne cmboxypcptidase qui  h ~ i ~ o l y s c  l e s  r e s i d u s  ac ides  m i n é s  

--- 4 C-terminaux adj ;\cent ç 2,:. r é s i d u  Proiy l  (R-pro-Y) ; e l l e  e s t  f orter;.en t  

ac t ivée  par l e  lin2', son pH optinini e s t  7,7. 

d) La carbo>.:ypeptidz.se dc l a  levure  (SC. 3. 4. 2. 3.- 6) ---------.----------------------- 

El le  a stirtov.t é t é  étti!liée par  F3i,IX e t  c o l l . ,  1965 ( 6 3 )  e t  

iILIYP.SiiI e t  c o l l . ,  1970 (91). Les obse rvn t io~ i s  de c e s  deux équipes de 

cliercheurs montrent que l a  s p é c i f i c i t é  de c e t t e  enzyme e s t  beaicoup 

p lus  l a r g e  que c e l l e  des carboxypeptidaseç a.ilj.nales. 

Zl le  l i b è r e ,  A p a r t i r  de 1 9 e x t r % n i t C  C-terminale, l a  p lupa r t  

des ac ides  aminés y c o n p r i s : l a  p ro l ine ,  l e  gl.ycocolle e t  l e s  ac ides  

ar.zinés b;isiques e t  dicarboxyliques,  qui  soit Tés i s t an t r ,  A 1' act ion  de 

l 'une  ou de l f a u t r e  des  carboxypeptidaçes A ou B du pancréas. 1,e pII 

optimum e s t  6 , O  e t  c ' e s t  une métalloenzyme r6ac t ivée  par l e  2n2+ ou 

2+ 
p;?r l e  Co , 

La - cxrboxypepti.dase de Streptomyces f r a d i a e  (lécelée d m s  l e  -- --f 

milieu de c u l t u r e  de l a  b a c t é r i e ,  e t  corac tCr isée  par ~:ORIHL?RA en 

1967 ( 1 4 9 ) ~  a <;PAS d o ~ t e  des p r o p r i é t é s  m a l o p e s .  EUc liydrolyse en 

p r i o r i t é  l e  Z.Gly-Leu ; e l l e  e s t  inhibée par l 'O.ph6naiithroline e t  

2+ 
fortement r éac t ivée  p m  1-e Co , 

La carboxypeptidase --- G a é t é  p u r i f i é e  p s r  GOLDI.UUT e t  c o l l .  (76) ,  

A p a r t i r  de l l e s t r a i . t :  c e l l u l a i r e  obtenu p a r  rup tu re  A l a  "french p r e s s t t ,  

des b a c t é r i e s  dlur,e souche de Pseudononss. 



Cette enzyme hydrolyse spécifiquement l e  rés idu acide glutanique 

C-terminal de nombreux peptides. C'est également une métallo-enzyme qui 

e s t  ac t ivée  obligatoirement par 16 zinc. 

Les Xyoobactéries présentent  une a c t i v i t é  carboxypeptidaçique 

cornparable à c e l l e  de l a  carboxypeptidase A. Le Z.Gly-Phe, Z. Gly-Trp, l e  

Z,Cly-Tyr sont hydrolysés (230, 178, 179). Cette a c t i v i t é  e s t  inhibée 

par l e s  chélateu.rs de metaux (E.D.T.A., O.phénanthroline) ; e i l c  e s t  

optimale A pH neutre. Ces bactér ies  ne &esentent aucune a c t i v i t é  

comparable à c e l l e s  de l a  carboxypeptidase B, de l a  carboxypeptidase G, 

ou de l a  carboxypeptidase de l a  levure de brasser ie .  Les peptides 

synthétiques su iv in t s  : Z, Gly-Arg, L. Gly-Lys, 2 .  Gly-Gly, Z. Giy-Pro, 

Z.Glu-Phe, ne sont jamais Iiydrolysés (230, 179). Nous verrons que l a  

f rac t ion  présen ta i t  une a c t i v i t é  carboxypeptidasique e s t  écar tée  aux 

premiers s tades  de l a  pur.ification de l a  dipeptidase. Le tableau. I 

r6sirme l e s  propr ié tés  des ~ ~ b o x y p e p t i d a ç e s .  

2) Les aninopep t idases  

Nous rappellerons briévement l e s  propr ié tés  e s sen t i e l l e s  des 

minopeptidases qui ont é t é  pur i f iées .  

a) La leuscine aminopeptidase (EC. 3. 4. 1. 1.) 
-------------*---------- 

Cette enzyme cata lyse  plus  rapidement l 'hydrolyse des dipeptides 

ayant l a  leucine en posi t ion ??-terninale, SI.IITH e t  B E R G l W  en 1944 ( 5 6 )  



Carboxypep t i d a s e  A 
Pmcréas  bovin 

Carboxypcp t idase  B Pàncréas porcin Pl1 : 34.330 
7-.- 

Uc* 3. 4. 2. 2 .  

SaccharomIrce s 

cerev i  si ae Ec, 3. 4. 2. 3. Y : A.A. neut re ,  basique, 

Pseudornonas 

Carboxypeptidasî ou Peptidy1minoacid.e hydrolase Ec. 3. 4. 2.  - 
Y : Acide miné a y a r ~ t  l a  fonct ion COOH l i b r e  
..,- 9 : Acide m i n é  adjacent  au r é s i d u  C-terminal 



ont  montré que l a  leucinamide é t a i t  également hyùrolysée, e t ,  bien 

que c e t t e  enzyme puisse  hydrolyser  de nombreux s u b s t r a t s  ne contenant 

pas de r é s i d u  Leucyl (S~~IITI-i e t  H I L L ,  1960, 278), l e  nom de leucine  

arninopeptidase a cependant éxé re tenu pour indiquer  que les  composés 

de l a  l euc ine  sont  parmi les p lus  rapidement hydrolysés par  c e t t e  

enzyme. La leucine  aminopeptidase du r c i n  de porc a é t é  p u r i f i é e  1.700 f o i s  

par SPACKNIUT, SPiITI-I e t  c o l l . ,  1955 (221), e t  d 'a i~ t rec ;  prkpara t ions  

homogènes ont  é t é  obtenues, qui  on t  f a i t  l ' o b j e t  dqé tudes  approfondies : 

HIIQBLIIOCH e t  PETEiISOWy 1968 (96) DEFTOS e t  c o l l . ,  1369 (53). 

D'autres enzymes ayant  l e s  c a r a c t è r e s  de çp6cj . f ici té  de l a  

leucine  aminopeptidase de SPACXE,uW e t  SMITIi sont  p résen tes  dans de 

nombreux t i s s u s  anirnil~~x e t  végétaux, e t  chez l e s  microorg~niçmes.  

Quelques-unes de c e s  enzymes on t  é t é  hauterrent puri . f iées p xr DZLANGE 

e t  SIETH en 1971 (56). Nous nous bornerons à résunner l e s  pyoprié t é s  

de l a  l euc ine  aminopeptidase du r e i n  de porc qui nous s e r t  de ré£érence. 

L'enzyme préparée par  SPACKPIAl$ e t  SMITH, 1955 (221), a un 

poids mol6culaire est imé à 300.000 ; l a  même valeur  a é t é  mesurée par  

HImEi,EIOCII. en  1968 (96),  par  f i l t r a t i o n  su r  ge l  de Sephadex G.200; 

e t  14EEIUS e t  e o l l . ,  1970 (143) on t  est imé l e  poids molézulaire  de l'enzyme 

4- na t ive  A 255.000 - 5.000,e t c e l u i  de l a  pro té ine  d i s soc iée  (par l e  

P-mercaptoéthanol à 0 , 5  p, 100 e t  l a  guanidine 5 M) à 63.500. FILIUS en 

1970 (143) démontre que c e t t e  enzyme e s t  compos4e d'un seu l  type de 

sous-unité ; cc  qui  e s t  en accord avec l e s  travaux de SCHVABE en 1969 

(201) su r  l e s  1eucmPminopep t i d a s e s  du t i s s u  conjonc t i f .  



Pendant longtemps, on a cru que l a  leucine aminopeptidase 

6 t a i t  une métallopep t idase  qui contenait  du MagnCsium ou du Manganèse 

dsuis l e  s i t e  a c t i f  (SPIITH e t  H I L L ,  218). El1 e f f e t ,  e l l e  e s t  fortement 

act ivée  par ces  ions métalliques (>ln2+, ~ g ~ ' ) .  III>@ELIIOCH e t  co l l . ,  1969 

(95) ont  préparé une enzyme en év i tan t  toute contaminafion par l a  zinc 

ou l e s  autres '  ions rrétalliques ; i ls  ont démontré que l'enzyme nat ive  

con t ien t  non du Manganèse ou du Magnésium, mais du zinc .: 1 atome gramme 

de zinc par sous-unité enzymatique ( 4  à 5 atomes grammes pour un poids 

moléculaire égal à 300.000). Cependant, l e  zinc peut ê t r e  déplacé 

facilement par d1 au t res  ions  métalliques; e t  l a  leucine aminopep t idase  

contenant du Manganèse ou du lhgnésium e s t  beaucoup plus  act ive  que 

l a  zinc-leucine aminopeptidase : IIII-IMELHOCH (95) ,  BRYCE e t  RABIN, 1964 (28), 

Toutes l e s  Chides ont montré que l e s  ions  métalliques s t a b i l i s e n t  

l a  leucine aminopeptidase, e t  que l ' i o n  m6tallique l e  p lus  eff icace  à 

ce  point de vue e s t  l e  Magnésium. 

La s t ructure  du s i t e  a c t i f  de l'enzyme e s t  encore t r è s  mal 

connue : l e s  informations concernant l e s  groupes impliqués dans l e  

processus cata lyt ique,  e t  l e s  s i t e s  d'attachement du subst ra t ,  sont 

encore t r è s  succintes. Le r a l e  de ce r ta ins  groupes au s i t e  a c t i f  de 

1 enzyme, du résidu cysté ine  en pa r t i cu l i e r ,  e s t  encore discuté,  Cependant, 

l a  p lupar t  des travaux aoncernant l e s  leucine minopep t idases  df or igines  

diverses,  Permettent de d i r e  qu 'e l les  ne sont pas des thiol-enzyme. 

Il e s t  maintenant é t a b l i  qu'un résidu tryptophane joue un 

r ô l e  important dans l 'attachement du subst ra t  2 l'enzyme : DELANGE e t  

SMITH, 1971 (56). La leucine aminopeptidase du r e i n  de porc e s t  s t ab l e  

en t r e  l e s  pH 6 à 10 ; l ' a c t i v i t é  ~ s t  maximale à pH 9 ,o  - 9,5. 



Il f a u t  remarquer que l e s  enzymes I so lées  d t  au t res  t i s s u s  - 

l a  leucine aminopeptidase du muscle de porc, pâr exemple - présentent  

?.me s p é c i f i c i t é  légèrement di f férente  de c e l l e  de l'enzyme <e SPACKI.IEuY 

e t  SMITH (221), a i n s i  l e s  taux r e l a t i f s  de d é ~ r a d a t i o n  des d ivers  subs t ra t s  

sont d i f fé ren t s .  Pour l'enzyme du muscle de porc, l a  leucinamide e s t  

hydrolysée moins v i t e  que l e  Leu-Gly e t  l e  Leu-Gly-Gly : JOSEPH e t  

SANDERS ( 1 05) . 

b) Les leucine aminopeptidases dl origine bactL, A-ienne ................................................. 

Plusieurs  auteurs ont  déc r i t  des exopeptidases bactériennes ayant 

$es  propr ié tés  ca rac té r i s t iques  de l a  leucine aminopcptidase (Ec. 3, 4. 1, 1 .) 

Deux préparations ont é t é  e x t r a i t e s  e t  hautement p in i f i é e s  : 

par VOGT, 1970 (248) de la f r ac t i on  i n t r a c e l l u l a i r e  soluble dt  Escherichia - 
c o l i  K12 ( c e t t e  enzyme e s t  désignée habituellement so~rs  l e  nom - 
d'aminopeptidase I dtEscherichia c o l i ) ,  e t  par MATHESON e t  co l l . ,  1971 

(137, 57) de l a  fractiori  ribosomale drEscherichia c o l i  B. Ces deux , -- 
peptidases présentent de nombreux carac tè res  com.ns  avec ceux de l a  

leucine aminopeptidase du r e in  de porc, Ainsi l e u r  poids moléculaire 

e s t  élevé : 323.000 (248) e t  350.000 à 400.000 (57). dans l e s  deux 

cas,  l'enzyme nat ive  e s t  formée de sous-unités dont i e  poids molécuiaire 

e s t  vois in  de 60.000 (248, 57). Les deux enzymes d'origine bactérienne 

sont inhibées par l e s  chéla teurs  des métaux, e t  activées par l e  $fg2' e t  

l e  Mn2+ ; l eu r  s t a b i l i t é  e s t  augment& en présence de iQ2', e t  l eur  pii 

opti~rrum e s t  compris en t re  8,O e t  10. 



Quel.ques aspi-cts & 11~ spec l f i c i t é  sont oomxns avec ceux de 

la leucice aminopepti dase : l e s  composés de l a  leucine sont parni  l e s  

plus rap id~ment  Ilyrtrolysés. Mais une conparaison précise en t r e  l e s  

caractèx~es de spéc i f i c i t é  pour divers subs t ra t s  e s t  d i f f i c i l e  ; en 

e f f e t ,  VOGT (218), a in s i  que l,L4THESON (57 ,  135), ont  étudié sur tout  

l a  dégradation cles cofl.posé ç ay'an t  l a  L . ?vk? thionine en posi t ion  N- terminale ; 

e t  ces  peptides sont t r è s  rarement u t i l i s é s  pour l ' é tude dia mode d 'action 

des peptidases, Lorsque nous envisagerons l e  r ô l e  biologique des 

peptidases, nous préciserons q ~ i e l l e s  sont  ces  propr ié tés  pa r t i cu l i è r e s  

des enzymes bactériennes. &fais indiquons dès 1' abord c~ue VOGT (248) a  

6 tudié conjoinie~ient  l t  a c t i v i t é  hyd ro ly t i q~~c  de l a  leucine minopeptidasc 

du r e i n  de porc e t  c e l l e  de l 'a i inopept idase  1 dtEschcrichia c o l i  B. - 
Les p r ~ p r i h t é s  sont semblables (Tableau XVVII) t20. 

Les invest igat ions  de pl.uçieurç chercheurs ont montr3é que l e s  

f i l t r a t s  de c u l m e  de plus ieurs  champignons microscopiques con.tieniient 

des leucine aminopeptidases (55) : i s o l é e s  p;r JOLLES e t  coll.. , 1363 (103) 

e t  par iJIiDi4AEliet co l l . ,  1969 (118) pour l e s  Aspergillils or izae ,  e t  Pm 

d' au t res  auteurs,  psrticulierement GüCIIS: e t  co l l . ,  1362 ( 1 6 2 ) ~  tfORTI-iAR~ 

e t  co l l . ,  1967 ( l r tg ) ,  pour des cilltureç de di.-?esses esp6ces de 

Strep tomyceç. Toutes ces  enzymes ont l a  par t j -cular i  t é  ds ê t r e  thermostables 

à 7G°C, rJne autre  leucine aminopeptidase thcririostable a é t é  pu r i f i é e  e t  

étudiée par PRESCOTT e t  UILKES. (182, 183) ; e l l e  e s t  ex t r a i t e  du- milieu 

de cul ture  d'Aeromonas. Comme l'enzyme du r e in  de porc, c e t t e  enzyme 

cont ient  du zinc. 

D'autres enzymes de ce type ont  é t é  décelées dans l a  f r ac t i on  

i n t r ace l l u l a i r e  sdluble de nombreuses bac t e r i e s .  C i  tons les travaux de 





L 1  aminopeptidase du r e i n  de porc a é t é  étv.diée de f acon 

exhaustive sur tout  par PFLEZDERER e t  c o l l .  (173) e t  p a r  WASCIi'E.YJSH e t  

c o l l  . (250, 251). El le  hydrolyse l e s  rés idus  iJ-tcl*riiinaux des peptides. 

Seuls l e s  composés des acides a-aminés de configuration L sont hydrolysés. 

L'alanine en posi  tioii N-termincale e s t  l ibé rée  de f acon pré fé ren t ie l l e .  

Les peptides ayant un groupe a-iminé l i b r e  (p ro ly l ,  sarcosyl) sont 

hydrolysés mais lentement ; par contre,  1' minopep t idase n î  a g i t  sur 

aucun des dérivés dans lesquels  l e  résidu. proline e s t  en posi t ion 

pénultième à l a  posi t ion N-terminale, D@ façon générale, l e s  é c a r t s  en t re  

l e s  taux d'hydrolyse des divers subs t ra t s  sont f a ib l e s ,  a l o r s  que, pour 

l a  leucine agninopeptidase, c e t  é ca r t  peut ê t r e  un ml t i p l e  de 1000 

(DELANGE e t  SEITH, 1971, 56). 

Cette enzyme a un poids moléculaire élevé 280.000 ; e l l e  e s t  

formée de 10 sous-unités qui comprennent dcux types de chaPncs peptidiques 

réunies  par des ponts d isulfure  ( l e  poids inolécul a i r e  des çous-uni t é s  

e s t  28 .O00 e t  30.000 ; 173). LPenzyme e s t  un complexe métal-cnzyrne, mais 

l e s  auteurs obtlenrent  des r é s u l t a t s  v a i a b l e s ,  meme contradic toi res ,  quant 

à l ' a c t i va t i on  produite par addition des ions métalliques. En général,  

l e  cobal t  à f a i b l e  concentration act ive  l a  préparation (PFLEIDERER, 17 3). 

L 'effe t  e s t  p lus  constant  après trai tement par l e s  agents cilélateurs ; 

après inh ib i t ion  par llO.phénantlhrol.ine ( 0 , l  mi{), il y a réac t iva t ion  

par l e  cobal t ,  mais non par l e  cadmium, l e  zinc ou l e  magnésium. 

Il n'y a pas d l inh ib i t ion  de c e t t e  enzyme p a r  lliodoacétamide 

ou l e  Oromoacétamide. Par usage de l ' i ode  rad ioac t i f  13-' L > TIJASCHIdUTH 

(219) montre que l a  monoiodination de 10 rés idus  tyrosine p a  molécule 

d'enzyme, entra îne  lt inact ivat ion t o t a l e  (56). Les rés idus  h i s t i d ine  



j oue ra ien t  6r~aleinent tln r a l e  important dans l e  s i t e  a c t i f  : 1 9 a c t i o n  du 

Diazoil5um -1-H-te t razoie  (qui  r é a g i t  sapidement avec l a  chaîne imidazole 

des r é s i d u s  h i s t i d i n e  ) proGuit une d é c r o i s ç ~ n c c  de l t a c t i v i t C  peptidasique;  

e t  l ' i n h i b i t i o n  t o t a l e  correspond Ç r é s i d u s  h i s t id i i i e  (173). Les 

co:lriaissances concernant l e  si t e  a c t i f  dc l'enzyme sont  l i m i  tiies à. c e s  

informations. 

d) Les aminopep t i d a s e s  bac t é r i e m e s  ................................ 

Bien cil-le des aminopeptidases i n t r a c c l l ~ i l a i r e s  s o i e n t  t r è s  

largement répmdues  parmi l e s  espèces bac tér iennes ,  à n o t r e  connaissance, 

s e u l e s  quelques minopep t i d a s e s  thermostables o n t  é t é  p u r i f  i é c s  e t  

é t u d i é e s  de façon &pprofondie. 

'a) L' minopep - t i d a s e  AF1 de Eac i l lus  ç t e~~o tk lc r inoph i luç  - a su r tou t  

et6 ét i tdiée p a r  I?O?TCARI e t  ZUBER, 1967-1970 (189, 790, 2 ~ 8 ) -  

Diverses v a r i é t é s  de -- Bac i l lus  ste;^rotherrnopl~ilus contiennent ,  

se lon  l e u r  température op tirnale de cro issance ,  t r o i s  types  d g  amino- 

peptidases.  Ces enzynes on t  des c a r a c t è r e s  de çpécif i c i  té e t  de thermo- 

s t a b i l i t é  l é g è r e ~ w n t  d i f f é r e n t s .  Hais c o m i  d9  a u t r e  s pep t i d a s e s  de ce type 

( d é c r i t e s  p a r  IBTHESON e t  c o l l . ,  1967, 135, chez Bac i l lus  ~ te~uiother inophi luç ,  

e t  p a r  I,IINAMIURA, 1969, 146 chez Bac i l lus  sub t i l i s )  l e s  aminopep t i d a s e s  

i s c l é e s  par RONCARI e t  ZUBER (189, 268) ont des p r o p r i é t é s  c a t a l y t i q u e s  

peu. spéc i f iques  : e l l e s  l i b & r e n t  1 ° a c i d e  a -miné  N-terminal de conf ig-wationE 

de d i v e r s  pept ides ,  Les d ipep t ides  contenarit l a  leucine ,  l a  va l ine  e t  



acides aminés aroinatiqu.es, sont hydrolysés plus  rapidement. La proline 

e s t  l ibhrée  lentement quand e l l e  e s t  en posit ion N-terminale ; mais s i  

l e  deuxi@me résidu d'acide aminé e s t  l a  proline,  l e  rés idu N-termin& 

n ' e s t  pas hydrolysé. Seule 1 'aminopep ticbase AP1 de Bacil lus stexothermo- 

phi lus  a 6th hautement pu r i f i é e  (189, 190). Cette enzyme r e s t e  actachée 

à l a  membrane des c e l l u l e s  bactériennes l o r s  de l a  lyse des bac i l l es  

par l e  ljr~ozyi,ie ( 1  89) ; seule l a  désintégration sonique l i b è r e  l'enzyme, 

D'un poids moléculaire élevé sous s a  forme nat ive  (335.000 

à 400.000) lt;.Jninopeptidaçe AP e s t  dissoci6e en sous-unités identiques 
1 

(poids  moléculaire 36.500/.40.000) en présence d'urée 81.5 e t  d f  E.D. T.A, 

0,01 4 pH 5 , 6 .  Cette enzyme e s t  inactivée i r réverçiblernentpar  l e  

docécyl su l fa te  de soude à 0,3 p. 100 (p/v), alors qu 'e l le  e s t  

insensible  à 1 inac t iva t ion  par l "urée. 

C'est un complexe enzyme-métal. Les ions cobal t  son? fortement 

l i é s  à lseiizyme A pI-I a l ca l i n  ; à pH 6,0, il y a formation d 'me  apocr?z)i~.e 

par s i ~ i p l e  dialyse avec ltE,D.T.II. 0,01 lf, Les ions  cobal t  e t  m<jt:ganèse 

act ivent  l'enzyme non t r a i  tke par l e s  agents chelateurs;  e t  l e  coba;t 

r éac t ive  fortement l'apoenzyme. 

En présence du. cobal t  l'enzyme e s t  thermostable 15 heures A - '  
80°C. Ltapoeiizyme e s t  t r è s  ins table .  Le pH optimal e s t  9 ,2  à 9,4 (pour 

l e  ~ ly -L~LI -Tyr ) .  La température op tirnale dr hydrolyse dir Leu-Gly e s t  

90°C (10 min). Le KJX pour l e  Leu-GLy e t  l a  Lexcke-pars:îj t r o m i l i d e  e s t  

respectivement de 35 mil e t  8 rnM 5 6S0C. Cependant, l e s  dipeptides et 

t r ipeptidc\s son",ydrolysés beaucmp plus  rapidement que l a  leiicinaiide 

e t  l a  1 eucine-p-ni troari i l ide (hydrolyse ci= Cly-Leu-Tyr 900 uni t é s  p a  n in ,  

Leu-Gly 400 uni t é s  p a r  min, leucine-parani i r omi l i de  G ,  6 un i t é s  p a r  min,l90), 



(3) Aminopeptidases p a r  t i e l l e m n t  - E r i f  i é e s  

Il e s t  in+éreçsant de renmquer que ce r ta ines  miiiiopep t idases  

i so l ée s  de --.- i3acillus s u b t i l i s  par l~II?3AI?IURA en 1969 (146), qui n'ont 

malheureu-sement pas é t é  hau.tement pur i f i ées ,  ont  l a  propr ié té  de l i b e r e r  

l e s  r é s i & ~ s  N-terminaux de peptides ayant un acide amine de configuration D 

en posi t ion pénultième, e t  de plus,  l i bè r en t  également ce r ta ins  acid.es 

aminés >!-terminaux de colif igura  t ion D ( D- eu, D- la) 

Au cours de l a  pur i f i ca t ion  d 'autres peptidases,  de nombreuses 

aminopeptidases ont  é t é  decelées chez l e s  bactér ies ;  mais n'ont pas é t é  

pu r i f i é e s  ou ne l ' o n t  é t é  que part iel lement (145). 

- Certaines de ces enzymes sont activées pcr l e  cobal t  e t  l e  ------- 

manganèse e t  sont t h e r ~ o s t a h 1 . e ~  à des températures mains &levées 
---.-- 

cependant que pour ltaminopeptidaçe P I  ( 4 0 0 ~  à G ~ ~ C ) .  Il en e s t  

a i n s i  p0u.r l ' aminopeptidase in t racel . lu la i rc  d1 ~ s - h c r i c h i s  coli. ,  POLTClN 

e t  col l . ,  1959 (24) TSAI e t  liTIiESO??, 19G5 (238) ; e t  ltairinopeptidase 

i n t r a c e l l u l a i r e  de - Bacil lus stearothcrmoplzilus - pur i i i é e  p z r  IlhTHESGpJ 

e t  co l l . ,  1967 (135)* 

- D'autres sont act ivées  --- par l e  manganèse c t  l e  magnés i . ,  

el l e s  ne sont pas thermostables : ce sont en pa r t i cu l i e r  l e s  amino- - 

peptidaseç de Çerratia indjca ,  --- - XYUEI? e t  co l l . ,  1360 (197) ; de --- Klebçie l la  

aerogenes, i3AKER e t  co l l . ,  1969 (6 )  ; dfl?rthi-obacter, BJARU e î co l l . ,  

1970 (20). 

Le  tableau II résume l e s  pr incipales  propr ié tés  des leucine 

,mLnopep~idase s e t  mi.nopep t idases .  





Cette enzyme, q,ui l i b è r e  uniquement l e s  r S s i à ~ i s  L.proly1 

I ? - t e r m i n ~ ~ ~ x  des s x b s t r a t s  peptidiqucs,  a é Le i s o l é e  de 1-a f r a c t i o n  

i n t r a c e l l i l l a i r e  solublf.  d'm mutant d7 Ezcherichia c o l i  K I 2  par  Ç A R I D  ------ 

e t  c o l l . ,  1959-1362 (200, 199). E l l e  a é t é  dEccléc chez d ' au t re s  

espèces bactér iennes ,  cri p a r t i c u l i e r  pour --- Dac i lluç brevis ,  SiUI1) e t  

c o l l .  (200), e t  pour fizthrobacter,  3JiVZE e t  c o l l . ,  1970 (20)  e t  

XYDEN e t  c o l l e ,  1971 (196). 

Le rnanga~èse e s t  indispensable à 1' a c t i v i t é  de l a  p r o l i n e  -- -- 
iminopeptidase : l e  magnésium ne peut pas  l u i  ê t r e  s t ibst i tué.  Les 

nétaux lou rds  s o n t  inhibi. t e u r s ,  en p a r t i c u l i e r  .le C a  Z r  CO*+, 2A2+, 

cu2'* Le psramrrcuribenzoate e t  lTiodoiicétmiiide sont  6galcr;cnt 

i n h i b i t e u r s .  Le pl1 optimrn e s t  7,8 à 9,S (139). 

Les r é z i d u s  i i - t e r r n i i i a ~ ~ ~  de l ' hydruxyproline ne sont  pas  

hy&olysé s p zr c e  t te eiizyxe . 

f )  L ' a~i~inopep ------ --- t i a a s e  P (DELAI\JGE etSl~IITII,  197 1, 56) 

YARON e t  FlLDTP3 en. 1968 (262) o n t  ha~~terrtcnt p u r i f i é  une 

enzyme de l a  f r a c t i o n  in t r ace l l . u lù i r e  d' Ysclzerichla c o l i  B qui l i b è r e  

l e s  ac ides  a-aminés ou i n i n e s  N-terminaux, de conf igura t ion  L2 adjacents  

zux r é s i d u s  D o l i n e  (x-pro ou X-~ro -R) ,  Le raclical hy&oxyproliïie ne peut  

p a s  e t r e  m b s t i t u é  au r é s i d u  prol ine .  

L'aninopeptidasc P a un poids sil.oléculai:rs de 230.000, c ' e s t  une 

erizynle qvli e s t  a c t i v e e  p a r  l e  14angw~èçe. E l l e  e s t  inhibée p a r  ].es ci6taux 



l ou rds  e t  pur L 'E .D.T ,A.  T,e pii opt irml e s t  8 , C .  Cette enzyme ressemble 

é t r o i  rement à lz. 2%-rryoly-1.-aninopep t id2çe  ciu r e i n  de porc p u r i f  i 4c  p m  

DEIIII e t  NORDIJTG, 1970 (54) avec cc t t e  d i  fférencc que c e  t t e  de rn iè re  

enzynic hydrolyse lentement l e s  r é s i d u s  terminaux adjacents  à 

l ' l iydroxyproline, 

g) L'mi.notripeptidc,se ou minoacyl-dipepride hydrolaçe (3.4,l. 3. - 8)  ..................................................... 
Des prépa ra t ions  pures de c e t t e  enzyne ont  é t é  obtenues à p a r t i s  

de nombreux t i s s u s  animaux (DELANGE e t  Ç1.iIII'H, 197 1 ,  56). E l l e  hydrolyse 

spécifiquement 1 acide Id .%-anin$, N-terminal, d'un t r ipep  t idc  aycifit l e s  

fonct ions  cmirlée l i b r c  e t  carboxyllquc t e r m i n d c  l i b r e  . Les subst-rats  

l e s  p lus  c a r a c t 6 r i s t i q u e s  sont  l e  t r i g l y c o c o l l e ,  e t  19nlanyl-glycyl-  

glycocolle .  Les aminotr ipeptidases d%r i igne  animale sont  inhibées  

par l e  cd2' e t  i n s e n s i b l e s  à l t ac t io : i  de ltE.D.T.A. e t  de l a  cystiiine. 

Aucune a~ . ino t s ipep t idaçe  n ' a  é t é  i.solec n i  purif iCa p a r t i s  

des p répa ra t ions  bactér iennes.  Qrelques cherchei:rs s igna len t  cependmt  

dcs enzymes dont l ' a c t i v i t é  est  analogue ; en p a r t i c u l i e r  SUSSI.h3?.J e t  

GIl ,^\ lhRG, i 97C (224) décr ivent  ime f r a c t i o n  i n t r z c e l l u l a i r e  dlEsci ier ichia 

c o l i  KI2  qui  hydrolyse spicif iquement l e s  t r i p e p t i d e s  de l a  ly s ine .  

h) Les P-naphtylazidases ..................... 
Pour des  r a i sons  de commodi t4, commandées principa1el;:ent p m  

l e s  techniques hlstochirniques v isanc  à l o c a l i s e r  l a  leucine  aminopep~idase 

dzns l e s  tissas des animaux supér ieurs ,  des s t ibç t ra ts  synxhéticpes 



chro~iogènes o n t  é t 6  pr i lpw6s ( 155). Liri i?y(J.rogèrie de l ixyii.de d 'un acide 

m i n é  (leucinaniidc par excl.xpie) e s t  re~i;pl.acé p a r  LX sadic; l l  /3-naphtyl_, 

ap rè s  l i b é r a t i o n  eiizymaticlue , c e  d e r n i e r  peu2 ê t r e  décelé  p7s 

f luorescence  ou cou.plé avec un c o l o r a n t  azofque, 

En f a i t ,  de nombreux arguments o n t  prouvé que lqhydr 'o lyse  de 

c e s  conposés, de l a  S.Leucy1-P-napht~l~mide cn p a ~ t i c u l i e r ,  n ' e s t  pas  

rigoureusemcnt a s s imi l ab le  à c e l l e  des  m i d e s  ( l e ~ ~ c i n ~ m i d e )  ou. d ' a u t r e s  

composés hydrolysés  p r é f é r e n t i e l l e n e a t  par  l e s  ûninopeptidases.  

UNIT13 e t  HILL (218) ont  montré q m  l e  s u b s ~ r a t  chromogène 

n t t 5 é t i t  hydrolysé qu.e t r 2 s  lentement pa r  l a  leucinaminopeptidase v r a i e ,  

puri£iGe. Ce f a i t  a é té  confirmé p a r  PATTERSOlJ e t  c o l l . ,  1963 ( 1 ~ 3 ) .  

De cc s travaux e t  de cc3= de b e a ~ ~ c o u p  d9 a i~ . t res  che rche~ i r ç  d6cr ivant  

l e s  p r o p r i é t é s  de c e s  enzymes, il peut  Ctre conclu  que l ' u c  t i v i  t é ,ou  

lcs a c t i v i t é s  dosées p a r  l e s  s u b s t r a t s  c!zromogènes,ne s o n t  pas  i d e n t i -  

f i a b l e s  A c e l l e s  de l a  lriucinaniino?e;>tidaçc oti des  ar:~iriopc~: t i d a s e s ;  e t ,  

corne l ' o n t  proposé SMITH e t  RUTRl'iBURG e n  1963 (219) ,  il v a l a i t  mieux 

l e u r  a t t r i b u e r  l e  nom d' arnirloacyl-naphtylamlde zmidohydrolase, ou p l u s  

simplement de p-ncphty1 s.midase. Quelques au t eu r s  on t  c h o i s i  pour l e u r  

p a r t  l e  nom d y  - 9  x y l a m i d a s e  BEHAL e t  c o l l ,  (12) .  P l u s i e u r s  groupes de 

chercheurs  on t  montré qtle l e s  c e l l u l e s  animales,  végé ta l e s  e t  

bac t é r i ennes  con tena ien t  cles P-naphtyla~zidases ,  e t  o n t  t e n t é  de p u r i f i e r  

c t  c a r a c t é r i s e r  c e s  enzymes. Ce son t  ~ d s t o u t  l e s  travaux de BEEiiiL e t  

c o l l .  (14, 15, 10, 9,  16, 17, 11, 12, 13, 125), BRECHER e t  c o l l ,  (26, 226), 

BZSARQUES ( 19),  COL e t  c o l l .  (44, 45),  ELLIS ( C O ) ,  H03SU e t  c o l l .  (9'/,246), 

HOPSU-HAVU e t  c o l l .  (98, 39, ,100), PAII'EI,SOM e t  c o l l .  (163, 764, 165), 

TJEDER e t  c o l l .  ( 2 3 3 ,  2 3 $ ) ,  e n f i n  ceux de SZE::CZUK e t  c o l l .  (228, 229). 

Beaucoup dt6tudel;  h i s to log iques  on t  égaLelnent £si.  l ' o b j e t  de pub l i ca t ions ,  



nlaiç nous ne ~ c ~ t i o n n o r l s  que l e s  trmaLis se  r a p p o r t m t  2 l ' é tude  de la 

purif icat ioui ,  ile l a  cwac t 8 r i s a t i o n  et cles p ropr i f  t é s  c a t a l y t i q u e s  rie 

c e s  enzyxes. 

En riépit du nonSre irriportcrnt d.e c e s  t ravaux,  il e s t  d i f f i c i l e  

de degager l e s  p ropr i é tbs  e s s e n t i e l  les comrmlnes aux n a p h t y l ~ ~ i d a s e s  e t  

de l e s  c l a s s e r  de façon simple, c a r  l e s  d i f f é r e n t e s  é tudes  démontrent 

c la i rement  1 'hé c6royécéité des enzymes qui hydrolysent  l e s  s u b s t r a t s  

ci?i-ornogènes su ivan t s  : minoacyl-P-naphtylmidcs, dipep tidyl-P-naphtyi- 

m i d e s ,  tripeptidyl-naphtylamides. 

De nonbreues  enzymes peu spéci f igueç  0n.t é t 6  c a r a c t é r i s é e s ,  - -- - - --- ------- - 
E i i e s  hydrolysent s u r t o u t  l e s  dé r ivés  comprenant un acide amicé neut re .  

E l l e s  peu.vcnt ê t r e  d 'or ig ine  animalu : BEHAL e t  co la .  (15, 9, 16, 17) ; 

BRECHER e t  c o l l .  ( 2 6 ) ;  IL4RKS e t  c o l l ,  ( 1  33). Z l l e s  ex i s t e l i t  également 

chez l e s  b a c t e r i e s  : BEEAL e t  COU, (1  1, 12, 13) ; HNTSON e t  c o l l ,  (85).  

D'autr~cs au. cor i t ra i rc  on t  im mode d 8 a ï t i o n  l i a i  té : 

- aux composés aysnt  un résiclu N-terminal ac ide  ( ~ . : ~ ~ . ~ l u . t ~ r n ~ 1 ,  -- -- - 

a.~ , ,  aspc;l*tyl) 

Pour ce  qui e s t  des enzymç d a o r i g i n e  animale, e l l e s  ont  é té  

é t u d i é e s  sous l a  dénomination d t  minopcpt idase  ii (DELAJJGE e t  SFIISH, 56) . 
E l l e s  ont  é t é  p u r i f i é e s  e t  cmactér i . s6es  pm GLENNER en 1962 (74),  

HOPSU e t  c o l l . ,  1366 (97),  BEHIV, e t  STORY, 1969 (17) 9 (2632 264)* 

Une enzyne bûc t é r i enne ,  1 ' Jirylamidasc II de ~ e i s s e r i a  c a t a r r h a l i s  - 
é tud iée  par  COX e t  c o l l e  en 1969 (44, 45), semlble avoi r  l e s  &mes 

p r o p r i é t é s  spéci f iques  e t  l e s  rtiênes c a r a c t è r e s  biochinic!~x.?s  ableau au III) 

que 1 ' aminopep t idase  A ,  



- aux composés a y ~ ~ ~ i t -  un ac ide  Cwtiri& ba-siy,uc de coafigurat ioi!  1, --- --- -- 
e n  p o s i t i o n  IJ-te~-xin6l.c ( ~ ~ ~ ~ ~ ~ k i r ~ i i l ~ l - )  ---..- 

P l u s i e u r s  enzymes d ' o r ig ine  araiaale o n t  é t é  é t u d i é e s  par  CLLIS 

e t  c o l l , ,  1967 ( G O ) ,  HGPSU-HAViJ e t  c o l l . ,  1964 ( ~ 8 ) ~  IIOFSU e t  col1 , , 1967 

( 9 7 ) ,  IVRKS e t  c o l l . ,  1968 (133).  Ces pep t idases  sont  regroupées s o ~ t s  

l e  nom d ' i b i n o p a d a s e  .--- B ( D S L ~ ~ J G E  e t  S!ZIï!I, 1371, 5 6 ) .  

L 1  Arylanidase C de Smcina l u t c a ,  é t u d i é e  pxr BEHAL e t  CDLETEZ, -.- ---- 

1971 ( I O ) ,  peut  ê t r e  i d e n t i f i é e  d c e s  enzynies  ableau au III), 

- aux c o a p o s é  cnxprcnxrlt l e  r a d i c a l  ProlyJ. e n  p o s l t i o n  ------- ----.- -- 

avait N-terminale .- (cl  y ~ y b - ~ r o l i n e - . P - n a ~ h t j r ~ m i d ~ - )  .- 

Ce sont  l e s  t ravaux r é a l i s é s  par  IIOPSU-HIJU e t  c o l l . ,  196'7 (?GO), 

1968 (99) pour C e s  c e l l u l e s  aninciles. Pour l e s  bac'c&rics,  ce; entyii,eç 

son t  p e u t - e t r e  i den t r cpcç  à l ' . f~ î inopcpt i  -- - dasc -- Y) précédemiel:t & c ~ i t t l ,  

- e n f i n  une enz:rl:ie bar t é r i . e~me  a .x  p rop r i é  t é s  t r è s  p a r  ri.cu.l:i.è.?e s --- --- --.--<-- ---.- 

a  é té  é t u d i é e ,  c ' e s t  une P ~ ~ r o l i d ~ : i - ~ 1 - p e p t i ~ r ? s c  -.- -- ( ~ E U ~ Z S : G E  e t  S"il:"l'!;, 

19719 56) 

Cette  enzyme peut  ê t r e  c l a s s é e  p,lrt:zi l e s  exopept iùasns  hycixoLyscirrt 

l e  r é s i d u  " i ; - te rmi~al"  ; mais e l l e  e s t  l n  s eu le  qu i  l i b è r e  l e s  r6sidi:s 

ayant  perdu l e u r  gr~upeinent  ex-aminé ou a-ixiiné l i b r e .  

Elle a é t é  pu r i f iGe  de 1 ' e x t r a i  -c c e l l u l a i r e  de Pçev.d~monas 

f luorescens  p'ar DOOLITHE en  1368 (581, pv.is par  SZE:JCZULK e t  co17, ci? -- -- 

1969 (228) dqune sov.che dc Bac i l l u s  sv.bt j1 . i~.  E l l e  a  & t é  p a r  1 a ~ ~ . i r e  -- ----- 

c,xractéristi.e par  l e s  ~ S i r e s  a~l.:f:u~s (227) d m s  l e s  t i s s u s  a n i n i i t ~ ~  e t  



L8enzyrtic de P-_co;.r,onas libi:se l ' a c i d e  Py-rolidine cxboxyliciuc - 

(ou ~ ~ r c ~ ~ u t ? . x i ~ u e )  des w b s t r a t s  d ive r s  e t  d e  c e r  t a i n s  ELbrinope?tides, 

a l o r s  que l'enzyme de Eacj.l:us s~ih t i1 i . s  s ' a t t aque  miquese i l t  aux ----- 

s u b s t r a t s  çyn t:h,'-;tiques : ( ~ . ~ ~ o l i d c i i ~ l - P - n ~ ~ h t ~ l c ? m i d e ) .  Ce son tdec ;  

enzymes à groupcmeilt t l i io l  (DEL~VTGC e t  SMITH, 56), e t  l'enzyme de 

R x i l l u s  s u b t i l i s  e s t  p l u s  a c t i v e  en présence dT.D.T.A. e t  de 

mercap tçé tharzol . 
Cet te  eiizynit a & t é  d&c?l&e chez l e s  Entcrobac t é r i e s  e t  cilez - --- 

4- - 
de nombreux gerzcs  de b a c t é r i e s  Gram OU Gfan , !,RJI,CZYK, 1970 ( 153) : 

Q a c i l l u s  Çtre? tococcus Staahylococcus, MLcroçoccus, Sarcina, 1:esseria 
--.-.-j ---- 2 -. 

e t Pseudornonaç . 
Les coi-nposés chrornogènes ont  é t é  u.Li1iséç. pour l a  c l a s s i f i c z t i o n  

. . 
de nombreuses h a c t 6 r i e s  : BUSSIZRE e t  c o l l . ,  1967 ( 3 0 ) ,  3,iGEX, 19G7 ( 2 ,  , , 

IiJFTIC, 1966-1967 ( 150, 151, 152), VESTLEY e t  c o l l a ,  1367 (25f1), :7&CZYK, 

4- 
1970 (15.3). Xais peu d9enSyrnei '&n t  é t é  purif iCeç.  Les b a c t é r i e s  Gram 

sont  en général  dépourmes de leucyl-P-naphylsmidase ( 1 1) ( s a ~ ~ f  ---- S m c i n a  

I b i t e e a  qui  c o n t i e n t  un groupe d'enzymes de ce type, IO) ,  a l o r s  qtie l e s  --- 
- 

b a c t e r i e s  Ci"rLm sont  t r è s  a c t i v e s  à c e  po in t  de vue : E7III)U et: F'C)I,DS, 

19G7 ( 1  3 ) ,  BEKiZL et COX, 1368 ( 1  1 ) .  Pour l e s  enzymes b a c t é r i e ~ a e s ,  il 

semble q u ' i l  y a i t  p l u s i e u r s  types c k  naph>yI.a.rinidascs, Pour c e r t a i n e s ,  

l e  r a d i c a l  "ary l"  (ilaphtyl ou au t re )  a peu d ' inf luence  dans la formation 

du coniplexe enzyme-substrat ( I l )  ; pour d 7 a ~ ~ t r t c s  au c o n t r a i r e ,  l a  

na ture  du résidu. l t a r p  e s t  pr imordiale ,  a i n s i  l e s  dé r ives  de llaci.de 

pmai i i t roan i l ide  sont  hyckolysés beaucoup p l u s  l en tenen t  que l e s  

dé r ivés  de l a  (3-naplitylmine. Alors que beaucoup d P  enzynies di  o r ig ine  

animale sont  a c t i v e s  en  présence d ' - a  c a t i o n  b lvn len t  (9, 16, 17, ?O), 



l a  i?lup.lr t des enï.yiiics bac t t'lri c m e s  préscnteilt u.ne a1)senze clq x-i i ivation 

p a  l e s  ions  m 6 t a l l i q ~ ~ e s  - nutanin-,ent par l e  i'h e t  1- lig - cë qui l e s  

d i s t i rque  nettement des leuzi~?c_ minopi-p tidctses ( se .  3. 4. 1, 1 ,) . 
COX e t  BEEIAL, 1963 (45) oilt observé que pour be,\ucoup dr~ napiitylnmidases 

bact&r\iennes, l e  ca2' r é a c ~ i v c  l'enzyme. Pour l a  p lüpar t ,  il n'y 2 pas 

ac t ivat ion d i r ec t e  par l e s  ions  métal l iques,  mais réac t iva t ion  aprSç 

une dénaturat ion des enzyrnes o l t en i~es  p a r  une act ion prol-ongk des 

complexants des métaux (234, -10). L'ion métallique ne p a r t i c i p e r a i t  

pas directement à l ' a c t i on  ca ta ly t ique  au s i t e  a c t i f ,  mais jou.erait 

un r a l e  d m s  l a  stéréochimie de l'enzyme. 

Poilr c e r  ta ines  a ry l  dri,idases tac t & r i c m e s ,  mcun de 2 ions 

mé t a l l i ques  u t i l l s é s n e  réact ive  l a  p s é p ~ r a t i o n  ( 11, 12) .  L e  pII d f ac  Lion 

des naphtylm.idascs e s t  vois in  de l a  neutrctiit6 : FI< 6,O A 7 ,6 ,  

Une propr ié té  in t6ressonte  de ce r ta ines  cl'entre e l l r s  ( 1 3 ) ~  a i n s i  

que de ce r t a i ne s  naphtylmidases d 'origine arli.malc ( 133, 15, 6 0 ~ 9 )  e s t  

I. ' i i ihibition comp&titive de l ' acc t iv i t é  enzymatique pa r  l a  pvronycine. 

Enfin, quelques unes sont des enzymes 2 groupemen1 thiol  : 1' a~ylcmidase  1 

de Neisçeria c a t ~ i r r h a l i s  par exenple (10). Le tablezu 111 r6sume l e s  

p ropr ié tés  dcç naphVylamiddscs bac té r ien~les  qui ont  é t é  yu r i f i  écs. 

L o r s  de nos travaux, l a  contaminatio?z é?vcr.it,uelle des 

p r é p ~ n a t i o n s  p a -  ces enzymes a é t é  envisaçée; nous avons donc: u t i l i s é  

quelques subs t r a t s  types e t  mesuré l l a c t i v i t é  peptidasique en préseilce 

de purornycine 10 m1I. 





3 )  Lcs d ipcpt idnses  --- 

Pour 1 'ensemble des t r i i va l -~~  consacrC3~ Li 1 tétude des  pep t i dases ,  

l e s  t e n t a t i v e s  de p x r i f i c a t i o n  des dipeptiàar;eç or,t 6tC peu nor.brctiscs 

e t  l e s  e s s a i s  souvent l imi tcç  A une p u r i f i c a t i o n  p a r t i e l l e .  F":r a i l l e u r s ,  

l a  s p é c i f i c i t é  de ces enzymes n t  a p a s  tosijoci-ss é t é  clziremeii t  ciémontr6e. 

9 

a) Dipept idases  à s p e c i f i c i t é  r e s t r e i n t e  
-------------1------1_1--------.1.--.1- 

DAVIS e t  SIIITII e n  1 9 5 3  (49) o n t  i s o l é  du r e i n  de porc deux 

enzymes, dont l a  s p é c i f i c i t é  d ipept idas ique  a é t é  c l a i r m e n t  e t a b l i e  

à p a r t i r  de s u b s t r a t s  sqruith@tiq~.es ( acyl -d ipept ides  e t  d ipept ides-  

amiades) , c e  son t  l "irninodipep tidizse e t  I ' i.midodipnpt S.dac;c. 

a) L7iminodipept idase ou p ro l inase  (EC,  3. 4. 3. 6 , )  - - - - - - - - - - m . . . - - - -  

Cet te  enzyme e s t  t r è s  l a b i l e  ; c l l e  a é t é  p u r i f i é e  e t  6h:diée 

s u r t o u t  par  SIIITII e t  c o l l .  (49, 277). E l l e  e s t  &galement présente  chez 

l e s  b a c t é r i e s .  SAYID e t  c o l l . ,  1959 (139), l ' o n t  mi.s en  évidcncc clans 

l a  f r a c t i o n  cy-ioplasrniquc dSEçche r i ch i a  - c o l i  -- , e t  i l s  o n t  4 tud ié  

conpmativement  Ics p rop r i e  t é s  de l'enzyme bac terierine e t  de c e l l e  

du r e i n  dc porc,  1962 (200). L v  iminodipept idasc hydrolyse l e s  d ipcp t ides  

qui  posscdent l e  groupe imino l i b r e  de l a  p r o l i n e  ou de lqhydnoxyprol ine.  

Le  pH opt imal  e s t  8,O (49, 200) su d e l 5  du pH 9 ,0 ,  ' l 'enzyme es t  tr5s 

i n s t a b l e .  E l l e  es: ac t ivée  p a r  l e  .IIzngar16se (49, 2 0 0 ) ~  



p) L'imi.dodipeptidase ou Prol iduse (EC. 3, 4. 3. 7 . )  - - - - - - a - - - . - - - - - - - -  

La prol-idase a été puriEi+e 1.200 Cois (50) par DAVIS e t  c o l t .  

en 1357. Cet t c  enzyme hydrolyse spécir"iquernent l e s  l i à i s o n s  pcpi-idiqu.es 

du type -Co-N< pour l e s  d ipept ides  ayant l e s  groupercm t r ;  L,a-arriiné 

l i b r e  e t  L,E-uxbo:fylique l i b r e ,  Les d ipep t ides  d a i s  lcc:qucls l ' a z o t e  

de l a  p ro l ine  ou de lghydroxyprol inc  e s t  cngag4e dans Ici l i a i s o n  

peptidique sont  hydrolysés; mais Ic noyau pyro l id ine  n ' e s t  pas e s ? - n t i c i ,  

c a r  l a  Gly-Zay e s t  Egalernênt hySrolys4e : DAVIS e t  Si.!I'L'II ( 5 0 ) ~  La 

p ro l idasc  des t i s s u s  aiisauiux exige spécifiquement l e  ihP+ pour son 

a c t i v i t b ,  e t  l ' a c t i v a t i o n  e s t  fonc t ioa  du temps dy  incubatiarl  de l'enzyme 

avec 1.e métdl : SI\IITII, 7948 (21  3). Cette ê i l u p e  e s t  inhibec par  l e s  

comp7exax1ts de métau:c, 11s r é a c t i f s  des groupes thiol, e t  l e s  nîs taux 

%ivan t s  : Fe, Co, Ni., CL?, Zn, Cd, Iig, Ag, Pb, La présclzce pr3éal2ble 

du Hn2+ annule l ' c f  f e t  de 1' iodoaeé tarnicie e t  du ~ c h l o r c m c r c u ~ i b r . n z o a t e  

(SMITH, 1355, 217). Le pIi optlmrn e s t  8,0. 

La p ropr i é t é  dipeptidasique dc c s t t e  enzyme e s t  maintencmt 

suspectée : DELfQJGE e t  SHITH, 1971 (56). En e f f e t ,  p l u s i e u r s  au"curs 

ont  démontré, 3. l a  s u i t e  de IJïI,I, e t  SC1Ii;IDS, 1362 (941, que c e t t e  cnzymz, 

hautement p u r i f i f e  l i b & r e  l e a t e m n t  Ics r é s i d u s  N-terminaux des ol igo-  

pep t ides  d m s  l e s q u c l s  la proliizc' e s t  l e  secoiid rbsidu.  Cepend,v.t, c e t t e  

a c t i v i t é  p o u r r a i t  ê t r e  dûe à l a  contarnination par  1' aminopzpti dase P. 

I i iversemnt ,  c e r t a i n s  a ~ ~ t e u ~ s  pensent que l a  prescnce ;i'~~~.zze a c t i v i t é  

comparabl_e à c e l l e  d'une a ~ i n o p e p  cidase P d,mç l e  ?-eiri des x n i ~ a u x  

peut  ê t r e  d6e A l a  p ro l idase  : Y,?RO?J e t  c o l l , ,  1968 ( 2 6 2 ) .  

Une s c t i v i  t é  de type Irrtidodipep ticiasique a 6 t é  c m a c t é r i s é e  

dans l 'en t r a i t  i -nti-xcl  l u l a i r e  d P  - fktlroSactcr (BJRRE e t  I!OF?'SEfI, 1970, 20), 



conjointement 21 une ac t i .v i t6  axinopept idasique s i m i l a i r e  à c e l l e  de 

<+ l q m i n o p e p t i d a ç e  P. L'enzyme bac tér iemie  e s t  r c a c t i v é e  p'ar l e  Co , 

y) C e n o s i n a s e  : h inoacy l -L  Hi s t id ine  hydrolsse - - - . . . . - - - - - - - . . .  
Ec* 3.-4: '3e-3Y)-(Efiii*G~~, 8) 

Une enzyme q u i  h-ydrolyse p r é î 6 r e n t i c l i e n e ~ t  l e s  d ipep t ides  

d m s  l e s q u e l s  1 8 a z o t e  de l ' h i s t i d i n e  e s t  engagé dans l a  l i a i s o n  

pept id ique ,  a  é t é  d é c r i t e  par  SI.ITTE: (217, S I G ) ,  Le blocage du carboxyle 

l i b r e  du d ipep t ide  hydrolysé,  r a l e n t i t  seuiement l a c t i v i t é  de c e t t e  

enzyme. Le c a r a c t è r e  d ipep t idas ique  de c e t t e  enzyme n g a  donc pas é t é  

acmontré de fac,on c e r t a i n e  (DEL~UTGE e t  SKLTII, 1971, 56). l l l e  e s t  t r è s  

i n s t a b l e  en  absence d ~ i  s u b s t r a t ,  inh ibée  pm l e s  complexants des 

métaux, e r  a c t i v é e  par  l e  th2+ e t  l e  g 2  ; l e s  a u t r e s  ir.étz1lx sont  

sms e f f e t  ou légèrement i n h i b i t e u r s .  I l  f a u t  remarquer que l e  z inc  

e s t  l e  mctal de 1 'enzyme n a t i v e  (RGSEITBERG, 1960, 1 3 2 ) ~  Cependant, 

l tenzyme e s t  beaucoi1.p p l u s  s t a b l e  en présence dc b!n2C, o  e s  dcux i o n s  

m2+ e t  zn2+ que i o r s q u 3 e i ï e  c o n t i e i ~ t  u n i c ~ ~ t e ~ c i i t  du z inc  ( 8 6 ) .  

6 ) 1,a P-aspar ty ld ipept idase  d t 3 s c h e r i c h i a  c o l i  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

E l l e  a é t é  i s o l é e  e n  1958 par  iIrQ,EY (3;)  e t  pinrifiiie 110 f o i s  

à p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  cytoplasmique so luble  d 'Eschericl i ia  c o l i .  C e t t e  --- 

enzyme n ' e s t  pas  a c t i v é e  par  l e s  i ons  n é t a l l i q u e s ,  Son poids  molécrnlaire 

e s t  de 120.000, e t  e l l e  a  ur,e a c t i v i t é  opCinale A pli 7 ,5 ,  Soiz actior,  

e s t  s t r lc te rncxt  ! i m i  t é c  ai:>c$-asptrtyl d îpzp t ideç ,  La na tu re  du resicha 

ay~mtl l e  groupement CO011 l i b r e ,  e s t  nioins importahte  ; cependar:i, lo r ' squg i l  
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s t c g i t  du glycoc03~le ou de lqhistidinc, il n 'y  a pùs d'hydrolyse, 

b) Peptidasrç à spéc i f i c i t é  l a r s e  

Nous dCcrirsns rapidement l e s  enzymes dont l ' i d e n t i f i c a t i o n  

e t  l e  c;lract:?:x7e dipeptidasiqinc e s t  encore lciypo thctique. 

- La Cysteinyl--glycine d i ~ c p t i d a s e  - 

Purif iSe 2.000 f o i s  par SEFPLNZII, 1957 ( 2 0 5 ) ,  apr6s avoir 

é t é  decclée en 1950 p a r  GLSON e t  coll,(qejj) da:s l e  rein de porc, c e t t e  

erzynle I~y~irolyse  l e  Cys-Cly, Ic G!y-Cys, Le Leu--Gly, l e  Gly-Cly. El le  

e s t  ~ c t i v a b l e  par l e  1 ,  l e  R2', l e  co2+ : OLJON (161) .  La spCci.Eicité 

dipeptidasiquz de c e t t e  enzyme n '  a pas é t é  ~igoureusernent é t ab l i e  

(DELAPJGE e t  SI-ITH, 5 6 )  . 

- La Glycyl-tyrosinase 
-----* 

Les &mes remarques sont valables pour c e t t e  dernjCre, pu r i f i é e  

p a r  1,OUGHIN e t  c o l l .  en 1964 (123) à p a r t i r  de l a  glande thyroïde de 

boeuf. Le mode d 'act imi de c e t t e  enzyme e s t  pet1 spécifique : c l l e  e s t  

exempte d'endopep t idase  e t  de leucine aiinspep titinse, na i s  Ic. pouvoir 

hydrolytique l i m i t é  aux dipeptides ayant l e s  lonctionsx-aminée e t  

a-ccuîbosÿlique l i b r e s  n ' a  pas éré d6nontré. 

- J,a Glycy l - l e t i cF?~ed ipe~ idase  --- --- 

C'est 1m.e pcptidase des t i s s u s  arimzw.x, Rien que cc terme, 

adopté d m s  l e s  ouvrages çpecial i  ses, lai.sse sxpposer m e  a c t i v i t é  



r c ç  t r e ï n t c  au s:ibc; t r a t  C1-1 ycyL-Leuc-j rie ( SI~ITII, 1353, 2 18 c t pASSzP,ÇOp$J s t  

c o l l . ,  1965, '1 c.) , il n'y a par, e u  dc p v r i f  icat3.m ~ 1 . 1  t é r i e u r c  de c e t t e  

crizymc, ni cle confirfiiation des travaLcc de SNL'TII ( 5 6 ,  215). 

UZIX?  e t  c o l i .  en 1950 (241) dEcrivent Lille a c t i v i t C  walogue 

dcllis l e  C ~ ~ T : C L ? U  d c ~  ~nminifères, mzis dont l e  pouvoir i iydrolytique n ' e s t  

pas l i m i t é  A l a  s c i s s i o n  c h  Gly-Leu, ,Les travaux de PATTRRSOIJ (164) 

mettent  en évidence deux enzyme; a y a ~ i t  une a c t i v i t &  Glycyl-Leirciize 

d ipept idas ique ,  dont ltu.ie e s t  inhi?-:Ce par  l e  zinc.  Mais ccç enzymes 

n ' & t a n t  que tr&s somrnairer;l.ent p u ~ i f i é e s ,  les c-irc;uments en faveur  de 

l e u r  a c t i v a t i o n  diÇÇCrcn-tielle, s o i ?  p a  l e  zinc,  !;oit p a r  le Mmgsrièse, 

ne son t  pas  corivaincants, 

- L1A1ar,yl-nlyciiîe C*l%ev t idase  -- 
Cet te  a c t i v i t é  e s t  t r è s  largement répandile dans l e s  t i s s u s  

a i rna~ax,  piu't iculiSrement dCms 'la m!queuse i n t e s t i n d e  où e l l e  compte 

parmi l e s  a c t i v i t é s  de type d ipep t id~ , s iqu2  l e s  p l u s  ahondantez, TCJUS 

l e s  ouvrages (764, 210) cons ta t en t  que ce  t t e  enzyrr.e e s t  rernxqtiab1e:nent 

i n s t a b l e  e t  que, c~ cons6quence, c l l e  n) E: pu 2 î-re pu r i  f i é e ,  Le-; 

observat ions  de PASTERSON e t  c o l l , ,  1965 (164) ont  cependjlnt indiqué 

q u ' e l l e  e s t  chsa9g6e é l e c t r o i i é ~ a t i v e ~ e n t , c t  que s3n poids molécu.iaire 

e s t  corinpris e n t r e  55,000 e t  85.000. 

d 'or ig ine  b;-c::&riem~e a  6 t6  6 t u d i t c  p z ~  EEHAL ? t  c o l l ,  en '1967 ( 1  ?), --- 

El le  hydrclycc! l n  pl.upcri.t dcs d lpep t idcs  compos5es de deux ;.cides 

a -miné  s ricl* t r e s .  Le résiciu E-terninid a moins d P  inportance.  1,' al lanyi- 

g lycocol le  e s t  hydrolysé de façoli 7r 'Eférent ie l lc .  Cet te  enzyme ~ i ' a  



ma12etiseusene?it p ~ i s  é té  t o  t,:leine:lt pur,ii"i/.c, c t  e1l.e e s t  ericorp acti~.rc? 

3 l ' égard  du t r ipep t ide  RI,-Cly-Gly ( a l o r s  que son act ion envers l e  

Leu-Gly-Gly e s t  n ~ ~ l l e ) .  

Celle-ci e s t  une enzyrne de l a  Fraction ;nembrmaire de 

Neisser i a  catCwrhnl is  d'où e l l e  e s t  e x t r a i t e  pz des intégrat j  on 

sonique. El le  e s t  t r 2 s  l a b i l e .  C'est  un coniplexe n s t a l - enzy~e  q~1.i 

2+ e s t  fo r tenen t  inhibé p a r  l e s  agents cl?S.lateu.rs e t  ac t ivé  par l e  Co 

e t  l e  3h2+ ( 5  mi,:). Les ioiis FIanganèse e t  ilagnésiun sont indispensables 

aii maintien de l a  s t ab i l i t i t  de l'enzyme. 

HAYWN e t  PE,Tl'ERÇO:6, 197 1  (92) ont i s o l é  e t  p h r i f i é  une 

dipcptidase animale peu spacif ique doiit iious rclat-erons l e s  propr ié tés  

de Façon dé t a i l l é e ;  e t  qui hydrolyse p r é f é r en t i e l l emn t  lhl rmyl- 

glycocolle.  N e  peut-on i d e n t i f i e r  c e t t e  dipep t idasc  A i' alcrqy?-glycine 

dipep t idaçe  ? 

- La Glycyl-qlycine dipeptidaçe ( ~ c .  3. 4. 3* 1. - 8) 
__I--_~_Y_ 

Cette dipeptidase n ' a  j a ~ i a i s  4 t é  hautenent pu r i f i é e ,  Ccpcndznt, 

e l l e  a  6 th  décelée pm de t r è s  nombreux auteurs : dms  l e s  t i s s u s  ~ ~ l i l n , ,  

l e s  ti s sus  vegétal~x, l a  levure,  l e s  champignons microscopiques e t  chez 

l e s  b ~ c t é r i e s  (JOIIITSOW e t  BERGER, 1939, 106). NQLIS ne c i  teroris que 

l e s  ouvrages l e s  p lus  importants : ÇKITI I  e t  co l l . ,  1948 (21.1, 2161, 

TGGASAliA e t  c o l l . ,  1957-1958 (236, 2 3 ~ ) ~  iJIL,COX e t  co l l . ,  1363 (256) .  

Cette dipeptidase n'hydrolyse pas  iqAla--Gly n i  l e  Cly-Ala. 

La spéc i f i c i r 6  dipeptidasiqtie de c e t r e  enzyme a é t é  bien e tdb l i e  par 

:!ILC9X, 1963 (256). Elle hydrolyserai t sp ic i f iq~ement  l e  dipeptide 

Gly-Gly, mais i-1 f a u t  remarquer que l e  pouvoir kiyclrolytiq~re spéc i f iq l~e  



de cette enzym ,i  6té ailr;!j~ ?ar d e  i?o::ibrc~ix c.iierr!leurl;, ÿirii.uuem.~rit siAr 

! e seul c r i t è r e  dc son x t i v n t  ion  çp6ci f i  que p a  Le c o b a l t .  

Si.IIT!I, 1948 (216) a é t ~ x a i é  l e  ri'jlf: :Il2 cobalt : l a  sp6ciPici t .é  

r e s t r e i n t e  d? La g1-ycyl-glycine dipepii-dsçc s 8 c x p l i q u e r n i t  p&r Iia.Çf'*nitS 

du c o b a l t  (zu pII optimal de l'enzyme) b c ~ u c o ~ ~ . ~  plus ç r s d e  pour l e  

çlycyl-glycoco27~e que pour l e s  astres clpept lGes u t i l i s é s .  Ainsi, l e  

ç a ~ c o ç y l - g l y c o c o l l e ,  czpab?c de Eor~nc?r d m s  l c  rn2r~eç c o n d i t i o n s  un 

co~ï?plexe avec le c o b a l t ,  e s t  également hydx-ol.yçé. La gl y c : ~ ~ ~ - g l y c i n e  

Gipept idase e s t  inh ibée  p,;r 12s mCttiax l o u r d s  ( ~ n ,  ?5: Cd,  Ag, 1 1 ~ ) .  

Le !h e t  l e  FIg s o n t  sans e f f e t .  Elle c s t  égaler.ent inh ibée  par l e s  

r é a c t i f s  des rr,é"i.~x lourds  e t  par  l e s  r é a c t i f s  des  Groupes ' ihiol  ; 

~or;ils,q:./,iiz, 1957 ( ~ 3 5 ) ~  1358 ( 2 3 7 ) .  Le p z  optiman c1:1 c e t t e  enzy1r.e e s t  7 ? 5 .  

La leucine 1 ' i ç o l c ~ i c i n e  sont  des iiliiibiteeurç eornp&ti t i f  5 ( - I I L C ~ X  e t  

cx) Dipep t i d a s e  ayai:: xne sp&c:j .Fi.ci t é  v o n  sigov.reuçe * - - . - - - - - - - . - - - -  - - . , - - , . - .  - - - - a - . -  

poi.1.r l e s  içcmère:; o p t i q u e s  (9 ou LJ 

Ces d ipcp t idases  i ~ y d ~ o L y s c n t  l e s  L.dipept ides  e t  les dipcpt lCks 

ayait: uu; acide cip.in6 C-teel'nj-3al de conPip~ri3t ioi ;  B, Plusi .euts  d i c e ~ t i c i a s c ~  - A  . 

p l u s  r e p r 6 s e n t a t i v e  de ces d ipep t idases  aya i t  v.11 rtiode d . 9 a 2 ~ i o i l  étendu, 

a 6té  i s o l é e   LI c o r t e x  de r e i n  de pofc -ru3 VAII-'IIELL et ~ 0 2 1 ,  ( 3 2 ,  34, 56). 



I ., - D i ~ c p t i d a : : ~  i0rric?.Lc i:2ol.6it e t  ni!rifi&e p , u  (;:!:LI'i'ET,I, e t  ro l l .  
"l^ll-------------"--- - .--- i ---- --- ---.- ..---.,--..-=LI.-. 

1>1bG-I97'i ( 32 ,  34, 88) 

Cet te  eazync es t  ac:t~.vz envers  de nombrcux lipcpticlc~;.  Pour 

que l 'hydrolyse  a i t  l i e c ,  il i'aut que l ' ac idc  2x1~116 JI-terminal du 

substrcit  s o i t  (le coiif igurarion X,, t a l d i ç  que 1 'acide aviné C- c:_.rrni.nal 

pc?ut e t r c  de conficjinration D ou L. L e  d ipept ide  l e  p iuç  rapilcic:xcnt 

Ségrdde e s t  1 l a l a n y l - g l y c o c o l l ~ ~  (32) ; i r i :  2lycyl--52 jo-~ocolle est parmi 

l e s  d ipep t ides  l c s  ,lus r?pirjn::,ent sciLndks ( 8 ~ ) .  XY:G: c t  CA:,)liX,l, 1969, 

(107) onr démontri5 que lke,lryrne c a t i v e  c s t  un ciicGre (poids  aiol4zulaire 

37.009 à s): ,oGo),  formé de sous-uniti 's  dont l e  po id s  r n o l & c ~ ~ l a i r e  e s t  

47.200 (32 ,  137). E& c o n t i e n t  un a t o r e  de z inc  p & r  aolécule  ( d e  poids 

no16citLaire 4 7 . 2 ~ 0 ) .  Cependant , c e t  t e  cnzynie yiP c ç  C pas  a c t i v e  sp6c5.f i- 

2-4 ?+ 
qucment p a r  l e  z inc ,  mais ~?~ iss i  par l e  II9 et- ! c  Co , l e  :)I-! opkifiun 

vcirle de 7 A 9,0 selon l e s  s x b s t r a t s .  Cct tc  cnzyme e s t  i n s c ~ s i b l e  d 

l î i i l h i ù i  t i o n  par  l e  p .hydroxyn~ercuribe~~zoate,  1 'cc--iocioacé taniide e t  l e  

>?-&tl.iylrnaleirni6 : t~~avaLsX de CAibPBE;LL e t c o l l . ,  l?G5 ( 34) , ii&?PEB e t  

cnî,pnzrdrJ, I 97 1 (e8)  . 
L'O,p- t iCn. ,x~t l r~ l i~e  déplace l e  zinc dc 1 ù  molCcule prct6ici~ie;  

e t  1 q a c t i v i t é  c s t  r eç t az r&c  p a r  d i a lysc  a v ~ c  uil txipon c o n t c n m t  du 

zinc.  CAiliPFEELL e t  c o l l .  en 1370 ( 32),  ov i t  observt  que l a  r!l.pcp t idase 

e s t  i ~ h i b é e  pm Le phosphate inorgrnique, l e s  n~tu l i 'o t idcç  (A!'?, A D I ,  AF?) 

e t  l e s  ioxs  monovalents. 

Cette a t r c  azyme  SLI co r t ex  ?a r e in  de porc ( p u r i f i ~ c  p x  

!?OE)ILNSG?J e t  col.L,, 19G3$ 1 ~ 2 )  présence la peticlj',:~-Lté ,-j'hy&oJ.yser 



L a  sp"ci.l'ic:ii-~:.d? ce t t e  exizyne e s t  I,.T$.; l a r g e  : 1). ~:!.~,.pmt &es 

peptides u t i l i s é s  pcii.ii: lt&"Lude de sori mode d 'action (du type IJI .~-X)  

Cette enzyme e s t  une l ipoproté ine  clcide dorit l e  poiclç ~1016~~11.a-i-re 

e s t  cornpris en t re  75.OCO ê r  OO.OOC, Elle es-c b c a ~ c o u p  plus  x t i v e  à 

tempbrature élevée : por,lr l e  Gly-D-fila.- à 50°C, 220,000 ro tai.iol:s p x  

min, e t  à 37OC, 600 io-caLioriç p m  min. Pourti~~i-c, c ' e s t  u.nc cnzyr.c 

therxoçensible, e l l e  e s t  rapidement inact ivée  2 40°C, 

Bien qu%lle s o i t  une m&railo-enzyr;'.~, le raie des ions metal- 

, . 1iqi.xes n v  a pas  &te  clairen!c:lt élucidé. I, 'aialyse de l a  prûirelne niont-re 

que c e t t e  enzyme ne cont icnt  pas de cobal t ,  mais u;?iqucn!o:.it du zinc e t  

du magnésium. po i~r tan t ,  e l l e  e s t  ac tivée p a r  l e  cobal t  à f z ~ b l c  cocccrr- 

rablement selon l a  nature du subs t ra t  (135). L e  pH optim~~rn e s t  conpr i s  

en t re  7 , O  e t  S,O. 

Les caractères  de spéc i f i c i t é  de c e t t e  enzyxe sont proches de 

c e u x  de l a  d i p e p t i d a s c  pur i f i ée  2 ; ~  R0BIi.TÇO-i e t  c o l l ,  ( I O < : ) ,  C9es t  

également une ~,4tallo-ei.izymc: dont l e  poids moléculaire e s t  bcaucoup plus  

élevé (poids noléculaire l e  I enzÿnii nat ive  = 300,000). 1, ' ac tivi.c& 

e s t  optixd.e A pI4 7 , O .  



<) I?ipept:I.:l,>.>.;cr, do:.i,:)tis riPune .spc':ci.ficit& _itri.cte pciiy - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - - -  
l e s  d6ri.s~i~c; de con2iguz~at lon  L 
- - - , - - - - - - , . . . - . . . - - - -  

I ' luçicur s t j i ;>ept idases  ~ r i t  inn riiode d9 a c t i o n  l i n i t é  c t r tc tenient  

. , 
2.?dx subçtr;itc, conrposc':~ p a r  des a ~ l r ! ~ ~ 3 s  amxc  c de conl"igitrat5-on L, 

C e t t e  dipcpt5.dac;e de ia l evu rc  de brasserie &cchclrorr,yces -- 
. . 

cercv? SI ae -. -- a  des  p r o p r i é t é s  d i f f é r e n t e s  de c e l l e s  des d i p e p t i d a ç e s  r é n a l e s  : 

e l l e  hydrolyse inniqiie;;ient l e s  d i p e p t i d e s  dent  les deux a c i d e s  amines 

son t  de c a i ~ f i g u i a t i o r i  L. Les g lycy l -d ipep t i2cs  s o n t  hydroiyç6s p l u s  

rapidc:~eu?t que l e s  alarrayldipep ti d e s  c o r r e  :~o!~d,z.its 

C e t t e  cilzyiric c s t  inh ibée  p a ~  I c s  ~ e ' d c t i f s  t k i ;  groupenciîts 

t h i o l .  C i e s t  m e  metallo--c~~zyme doi;t l e  rr,4 ta1 e s t  fîri:cr,?el~t 3.ié à l a  

protéi l ie ;  nais  l a  na tu re  du m6tal n'a p a s  C t C  p rCc içéc ,  car I apcenzyne 

e s t  t r o p  rnodifiée e t  ne 2ei.lt &:re r 6 x t i . v C e  pz l e s  ioiis x é t a l l - i q ~ ~ c s .  

La p r é p a r a t i o n  dipep ticlasique obtenue p a ~  C04DO:Jl'jIXK 11 est: ccriai.izeneait 

pas  horogtne.  C e  cliercheur a  &uni  de nombreux mgume.lts cn îav-eur 

de l'existence dqune  c o n t a i i n a t i o n  par  une d ipep t idase  qui m r a i t  

une a f f  i n i t é  p l u s  pnrt icul . . ièrc  p o u r  l e  gl-ycyi-glycocolle,  Rais 

t o u t e s  1 ~ s  t e n t a t i v e s  en t r ep l - i s e s  potir* çCprl7'~r ces deux types  d: ,?c t i v i t 6 ~  

d ipep t idas iqu r  s ont échoué. 

- 1,a d i p e p t i d a s e  j.~oI.&e des cellules - t u~ io ra ie s  di;c s o u r i s  u x  
----& 

Cet t e  enzyriie I ~ d r o I y s e  les  La%-cli.pcpl:~.<Ii:s ~y,i i? t: un gro>,xpcment 

m i n é  e t  uil groixpcmrii: cz~boxyl ic l i ie  l l l . ~ r ~ c ç ,  Les c: ipcp t i d e s  a.ym i: uiî 



r é ~ i  cPLl 1,'-teri.li:i,l d e  p c  t i ' ~  l a i l l e  et wn rési  il^: C--t.cymin;ll noi, 701 diye, 

sont  rapicicrnent hydrolysés. i,e p l~o ly l -c j ly~oco l l e  c:  IL c;lycj.l-cj:ycccolle 

sont  hydrolysé r;, :nais non l e  71 ycyl-prol inc . 
C'es t  -aie ~iiic-r;i.6ialloenzynie dont le s o l d s  izol4culaire e s t  

4- de f25.000 - 5.000. E l l e  e s t  i i lh ib je  p= l e s  r é a c t i f  2 Ces. grcu?ert,e,zts t i i io l ,  

Four c c  c t e  enzyne, IiA1-R~I~2;i E. t c o l l .  (92)  col;zi.e pour 1 Y cnzyve 

de l n  le twre  dc b ia szc r i e ,  CORD0îi:JlSR (43) ,  l e s  aGreurs. ~ n d i q u c i i t  

une divargence des réaccinr-is c a t a l y t i q u e s  ci l tégCard dir Ala-Gly e t  du 

G14;-Gly ,  en présence de d ive r s  i o n s  r ié ta l l iques ,  e t  cn  par t ic ix l ic r  

du c o b a l t .  I ls  ont  donc supposé q u ' i l  cx isce  une a c t i v i t é  de type 

ylycyl-gl ycinase dans l e u r  p r 6 p c ~ a t i o n  ; mais t cus  l e s  e s s a i s  en t r c p r i s  

pour ç 6 p a c r  deiz:c enzymes, ont  échoué, L r s  deux dipeptiidascr, <rie l ' o n  

ne peut  séparer ,  anra ient  do~ic clcs ck&r.rc;eç tlcctrcip11orG t iqucs  e t  dcç 

poids no lécu la i r e s  t r è s  vo i s ins .  

Aucune dipep t i d a s e  d 'or in ine  bac té r ienne  douée d 'u;?r: sp6c iâ i c i  té 

l m g c  n ' a  & t é  p u r i f i é e .  La seule  t e n t a t i v e  de p u r i î i c a t i o n  a 3x5 c e l l e  

de B!;HrZZ, e t  c o l l , ,  1967 ( 13) ,  qui on t  obicnu u.ne d lpc?i idarc  ~ C ~ O L I I ~ S ~ L ~ C  

d i  ac rivi. te leucine aminopep t idas iquc;  n a i s  non d' a c t i v i t i i  anino- 

peptidaçique,  puisqu 'e l le  ;iyctrolyse eccore 1 lX1a--Gly-Cly. Combe t ou tes  

l e s  pepi-idases de ce type, e l l e  e s t  trc's. l a b i l e ,  sirrtout en absence 

2t.\ 
des ions  ~ 6 . t t a l l i i p e s  (1h2' e t  ?lg , . 

SUSSILGJ et GILVAKG en 1970 (224) ont  cialreniznt  d4:.!or-ikrC que 

l e s  ex t r a i t s  cc.!.iulaires d1!:r,c2ic~-ichia -. col j contenaient  une di-pep t idase  --- 
(EC.  3. 4. 3*) qui hydrolyse l e  d ipept idc  lysyl - lys ine ,  L a  na tu re  de 



ceL ce dipcp t idas r?  n 'a  p a s  été prCci s6e. R nombreux autres tr\avxL1x 

non cites d4crivcxt des activités d<.pcpti 'dasiques, 1,iai.c sans e tab l i r  

cet te spécifi  c i  t é  de f aqon r igoureuse.  

Les y r o p r i 4 t é s  e s ç e n t l e ï l c ç  des d i p e p t j - d a w s  p u r i î i é c s  sox t  

expoçfcs dcms le tableau I V .  





7,?D t- - 1 1 ,.,O,- "., n e  c 1) ~ ~ , ~ ~ 2 - ~ L 2 ~ ~ a ~ ~ ~ 2 ~ ~ ~ ~ ~ û i ~ p ~ - ~ : ~ ~ ~ ~ t ~ ~ - ~ ~ ~ ~ y ? ~ ~ ~  

Selori. Vi7kTdJ2ZE, 1954 (21%) , on peur cîasçer les ei?zy;::cs 

izécessiti~!~t un cofacteur x&talliqiie s e lon  l a  ~ Q X ' C C  de la Ilai.r,cri 

du 11';;: ta]. avec Ia pro tc:i l.i;c enzyn;,atiqir.e. 

a) Les n6ta l loenzyms ---- ------ 

1 , ~  f+.- *.c- 1~~~ 1 a ulle l i a i  sort :à:~iI-fi.s~~m.~~nt Corte avec l e s  pi.o";éi?:,-~; 

. , potlr leur  r e s t e r  z,rsor:re pend2;il.t t ou t  Ie proccsc;i,i,ç, 5' i solc.n!eult et 

<le purificatior?, et poiar @tre prSstlr,z: d,~?s :ie r;!at4rl.c.l f':--.' .Lii:i~ p ~ w i î i . 4 ,  

De tels métaux ne sont pas rl.épiacés par l e s  ? - ~ r ~ * - . ' ~ - : ~ ~  . . ,,c:.,-, uszzels 

de d ia lyse ,  e t  l 'c i?~yfi~e h;?ute:;l,?rlt pupifiGe peut êt re  i .sol62 avec sa 

pleize activité, 

. . .Il en e s t  a in s i  pour  la cmbo:~:;yp=.pti.d~.sc~ A paiciir\,2t;qu? qui 

peut., être i.r;ol&e 2vec son m & + a l ,  1.e zinc (242, 243, 244), Ci? même 

pour l a  dipeptidar-e réilale de C;\!SBL:LL, qui. n ' e s t  pas inhibi ie  p a  

didyçe contre des  ageïlt:; nor, cli6:!.ateurs. Cc t te  dcrni&re  erizyine 

contient egalemeili: 1 atome de zinc p u  ~.ol.i..ç~il.e (CA?-FSELL, 1967, 32). 

La liaison du ~ i 2 t ; i l  .;~cc l a  py~)tCLiï~ CS: p l ? ~ ~  Çzible, l'ion 

né t a l l i q u c  est l i b S r é  !:acilenexlt pcvz dialys>. Ibis 3.a p.rSsi7rice clcs i . o ~ ç  



126 ta i l iqs ie  3 e s t  n é c e s s a i r e  au f'onctioiincx~ent de l $enzyme, car i l s  

doivent  êtxrc aciditionn6s après Le proc:i+sstiç d ' i  so l enen t  po??r s.cçtùv racr 

l ' a c t i v i  ti. ci1zynatiqu.e. Chez ces corr.plcxrs metal-enzyc~e, l a  fonc t ion  

du métal e s t  cncore mal connue ; inais c e r t a i n e s  pcp t idases  dcr!:~uldent 

un tcxips d f  i i icabatioil  2vcc 2c  étal pour  le~ii- p l e i n e  a c t i v i t é ,  ce qui  

montre c l a i ?  criicn'c que l e  phénom&nc d' ar-civatioii d o i t  ccrnprciidre l a  

format ion  dCu:i coiz;p?cxe méial-pro'ckiiie. Uii exemple de corr,picre 

metal--enzyn:e e s t  c e l u i  forrné p z r  la leuciiie-ùminopeptidaçc GA rein rie 

porc  (56) . Lfenzyme i ia t ive  co l î t i en t  @LA z i ~ c  ( 1  a-tome grariirne prfl SOUS- 

u n i t é ,  45).  Petnr tai t ,  c e  nietal. peu t  e t r e  fec:ilc~;ent déplccé par  sLmple 

di  al-yse. Il est rem~!lacé a i sénen t  p a r  l e  I l ~ c ~ g ~ u r c ~ . i t  au l e  tiacjnér,i.t11:i, 

Quelql~e s dipep t i6ar .c  s s o n t  des conplexe ç rr,& tal-eaa]irii~:s * 17 

en est ainsi de lrlnino6ipeptldase ( S C .  3. 4. 3. 6.) (44) de l r lmbds-  

d ipep t idase  (EC. 3. 4. 3. 7.) Ç!,ILTIi, 7448 (213, 50), de 1.a. C a r n o s i i ~ s ~ e  

(EC. 3. 4. 3. 3.) ROS2NBJRG (19%). 

Les :né talloc~izyri~c_r e t  I c t s  cornp1o:es 136 tal-énzymcs se ciiç- 

ti-nguent du~ic  pw- l e u r  cons t an te  df a f î i . n i t 6  pour l e s  ?: 0i3s rn6 ta1 13q~t.n~ ; 

cel le-ci .  étaill: bra~cou-p  p l u s  grande pil7~l.r Ics premières ,  Eîaiç cios 

f orrnrs inter i r5diaire .s  s o n t  p o s s i b l e s ;  e t  ce  t t c  c l a s s i f  i c n t i o t  c o ~ ~ r r s p o ~ l d  

21 dcs dorinées exp6r inent :a l .e~  rnes~.rsbles. Poirr l e s  m6tall.oci1;zl;1~~~, l a  

mesuLe des  conç t~ '~Ytes  de ç t u S i l i t 6  de la ï i  a i son  métal-prot&j.ne a été 

r é a l i s é e  pa-r dcç tecliiliqi:.es d '6q:~i l ibu.c  dz dia1jlr;c. Ces cmcitan.ces 

-- 
sonl: de 3,2 x 10 l o i . ~  p w r  l a  Zz-Cmtoxyp,ycptidase A ~ X I  ppwc~-éas boviii,. 

-10 COLUIYdJ et VI;I,LYE, 1361 (42) e t  de i x IO I 'Ipour I n  Zn-p?oc.phatar.c 

a l c a l i n e  dtRec:ilerichiü c o l i  (242), 

8 ,  Pour 13. ccuboxypcp t id ; . ,~  f! e t  yol;r l e s  ~n&talLocilzyri;es eiî gei i i ra i .  



l e s  rappor ts  tal--pPo téine,  mst-al-activiti;, a c t i v i t e  

at teigneii t  des valei_:rs lirniie(;  LI. co:xrs de ln pur i3icat ion des enrynes; 

e t ,  qumd ce l l e - c i  est: complète, l e  rapport: m&.tal.-procCinc, en at~rn9.- 

gra*.L'ie 6è n e t a ï  par nolt'c2le de pro?:Ginc, a . t t c in t  un no;gbre e n t i e r ,  

2t tc . i t ;~. t :  .?i la f o i s  1.2 spéci.Pi.citC de l"açrociation et: irnp'j..lum,e ilne 

rclat:ioii st6réochiometrique, Cox>~-tSlativemcuit, l e s  ions nétalliclucs non 

nécessaires 3. lYnc;sociat ion sont d&plac6s ; i l s  di.mimerit e t  a t te ignent  

der; valeur-; négligec,bles d m s  1.e matériel  f i n z l ,  De te l , lcs  mesu-res 

sont  ~ 6 ; l l i s a b l e s  B coriclition de prendre de rioliibr.euses préczutions 

i,oLlr év i t e r  toute coi,tamination p a r  des mg t a l x  èx trini;?ques (VALI,EE, 

1355 e.t THIEXS, 1957 (242). Par ai l- leurs,  ces observations ~ é c e s s i  t en t  

des i;rna?rîités a"r;latri.-fei::.ent impor.i:an.Leç de proùui ts  pv.riflc:r; (VALLEE e t  

VAZKER, 244). Pcur C e t t e  r a i s o ~ ,  l e s  en2yn;c.s l e s  p l . u s  6tilcii.&~e. oïl-t é t é  

l e s  enzynzcs animal.ci;; e t  en part icul . icr  l e s  cmbosypeptidilsi3c; it r t 8 ,  

qui peuv?i:t nainteri,arit @ t r e  p r 6 p a r é e ç  pa r  -jr,~il.T!e, 

La mesure des constantes de s t ab i i i t i .  en t r e  divers fisi-cnix e t  

l9  apoeizzyrie, ont  5th é t ab l i ez  pc1.1~ 2.e.ç proc,?ri,oxyr,ep ti.dsses et les 

cmboxypeptidases s a  COLEWL? e t  VALLEE, 1361 (42). 

Les mé t ,al lopeptidases formées ,iYj?c: 1.es rnétxdx de 3.a p&rioàe 

r r  n (zn2'", cd2'> i:g2t) ne perdent p a s  l eu r  r.étal par dia lyse  2 pti rieutic. 

L a  valei~a. des cor'çtzates de s t a b i l i t é  indique cpze 18tSquj.iihre e s t  

atte1in.t pour des concentrat ions extr&xiient haçses dt j .ons metalLic?:.~es 

l i b r e s .  

2-s 26 
Les 1i.ai.sctz.s fo:rm&cs 2a.r les mGt,xrx de t r m s i t i o n  ( l h  , Co 

::i2') wcc l t  ~ p ~ ~ n % i ? , ~ r ? ~  y sont  bezucoup plu; f a i b l e  si e t  ces nIiaiix aont 

dbplacés p a  çiaple  ùialyse A pI! neutre.  ,471cc c e s  K ~ ~ ~ L I X ,  l l ;?c_tivi té 

enzymatique e s t  malniei1t1.e seulement ex priisci,ce dVuz excès de rr,f?tal. 



assure l '&qui.l ibrc- avec les i o n s  ii!+Atalïiq~~cc; Ù L ~  rnllieu ex.ilci>nca 

2 T. 2; .2+ 
Donc, si ?es $21 , i:o , N1 - crn.bo:~; ipc~~tid,~ses  c x i s t e ~ t  d m s  

l a  n a t u r c ,  leur d a t c c t i o n  est: ent ravcc  p m  l e s  c c n d i t i o n s  expbr i zen ta l eç ,  

puisriize des  ~liz:^:igci;iciî t s  r e l  a-:ivement f a i b l e s  clu ptI, pcildcînt 1.z proccssins 

d t  i.r,olerniin t ,  causent  l a  d i s s o c i a t i o n  e t  provoqueEt l a  for~; lar ion d"e 

apoenzy.rriê qu i  1-e pc-ut ê t r ?  decclbe. E m s  ce  c a s  p,.rti.culicr., 1; s c u l c  --- 

enzyrm n a t i v e  iscjLee e s t  l a  %ri-c,.~.boxypeptictif.:~e. ;,lais des  c~d6.es  ûnt 
-*A-- 

montré q u ' i l  e::içte des  proca'rboxype.~tj.claçcs n a t i v e s  con tena i t  ilrl Fe 2+ 

2 + 
e t  du B i  qui  son t  d i s s o c i é e s  pendant 3.c processu5 d ' i s o l e ~ e r l t  

(PIRAS e t  VALLRZ, 1967, 244) . 
En S a i t ,  de n o ~ ~ b r e u ç e s  enzyc!eç sollt i c ; o l ~ e s , c o ~ l i x é ~ s  a'.,:ec LUI 

i on  mé tal:!.ique spécif iqu.e, qu i  r e f  1ète:-soi- t  l ' a l f i n i  té pmticL;lieremenl:.culi$rernent 

haute  des liaj.soi?s du çi t i -  a c t i f  pour c e t  ioi? in6 ta13 i .que;-sait  

l q  abondur,ce re lat ive 2e c c  métal darrs le nil . ieu ex t r insèque ,  

Waucoiap de l i a i s o n s  biolor$ques ne ps6çentcn t pas  uïic haute  

s p é c i f i c i t é  ou une z f f i n i t é  exc lus ive  p o u r  un i o n  méta l l ique  donné, 

En pire t i .cul i e r  , dc numbteux cor2plexes i;:ttal,--enzynies sozlir .?,c ~ i v B ç  par 

une s é r i e  d r i o n s  me-tal l iques,  e t  il e s t  donc t r è s  d i f f i c i l e  c?e détermiriea. 

quel  e s t  ie métal biolcgj.q~iescent ac t i i '  c ju i  e s t  chimiyu.exent associé m e c  

ce systèmi? dans son é t a t  n z t i f ,  

L' ide i l t i f  i c a t i o n  des comnplexeç me-tal-enzyr?.~! repose sur l a  dé- 

monstrat ion de i ? a c t i v a t i o n  par  l e s  i o n s  mé ta l l i ques ,  lP inhibl t ion  par 

l e s  complexants des  métaux, .et l a  réac t i .va t ion  pas  Ics i o n s  iiiStailiques. 



2)  ~ ô l c  f~n,cti3;1ilcl. c t r,trur~ t:,~y<~!. :'CS ion r; i::.ii t:ail k q t i s  s 
.--x-ix-----.---..-i --1---- -_ __A1-_ 

d,e rn6ta.i~ d m s  l e s  m6taliocrizyiiieç.s peut p x 3 t i c i p = r  ;iux .fonctiorir. 

c a t a l y t i q u e s ,  m i i s  i'igalemzn t s t ab i l i c i c r  l a  sl?uctlire wcondai i-e ,  

t e r t i a i r e  ou ~l- idternaj  r e  de l a  pro-c6inc erlzyxatique. Ces di.vers r ô l e s  

o n t  6"c ddttlnontr6s pour pl.ti;ieurs e i l ~ y ~ i i ~ s .  

- Le r2 le  CILI rnC;tal. pc-lit &t:re v . r , i ; u e m  201iclionnel. A3.nsj. l a  

. . cz~.:.?ùxypept-.d~~:~: .rl'cçt pas depc3.yiilerisén,, nu;'; ;n,?ctiv& P a' 

Gliminat ion  LI z inc ,  Cepcildant, il e s t  poss ib l e  que l a  rnoàir"icaticn 

structxrale s o i t  l i m i t é e  2, une p e t l  te régloil  c!c la mol.éculc, qu i  ne 

-- ptdt 3.i être dc':celée p a r  l.es methodes utili:;éi..s par  TiY'ZURil'TH, 15160 (153) .  

Une t e l l e  ; r l tCra t ion  e s t  en vis agi:^, cal' La ç t ~ S i ! . i t &  ils !.'~~po?nzy,i~c 

e s t  p l u s  f ;~i .bIe  en co r ipü~a i son  de c e l l e  de l.'eiizyn:e nat:iv-c. 

- Souvinrit le r ô l e  du m6t 2.1 c s t  51 l a  fois ç tiluc txral. et- f ' g ~ i ~ t i o i i ~ c l  

T i  en  e s t  a i n s i  pour l a  Icir-cine ar;l.ir;c)peptid;ise ( G C .  3. 4. -1. 1 .) , Les 

2+ 1 ' I  + i o n s  mmt-~lli.qi.ies, l e  Tlg (LraIdracx de Si.IITI?, 1955, 220)  ci; I c  Zn 

trclvai~x dc-? i-iLFCELIiOCii, 1969, 3 5 ) ,  jouent  tz.r r31e de s . tab iLi r :a l t  e t  de 

ca t a lyçc~ i . r ,  C ' F ~  s t ég;:3.e!;ie-i.é l e  rai:; SLI zinc; p ~ i i r  I n  pî'o'i6ase ncu icrc 

!c.DLicj.?l.r,s thn-r;n!oprottzc'! y.:?icus ( 2 p t )  ë;,i co1ia.l. t  pou^ de noinbrcilrcs ------.-----------.--.-..- 

pcp +idase s thernoç.t&le s cornne 1 ' ij;iir,opep licictcie i$I &: bac il il.^^ ~ 1 : C a r c -  

.tlip:crnopililus. f tv.dise p:a .s'<()NCI'..RI: e t  ZUCEI? (190) ; e:î:'in ~XL! i~Iaigzni--çe 
--.->-----.- 9 

pour 1 "!ni.l?oc:iipep tidaçe ( 49) , 1 ln!S.do!,iipep tidaçe ( 59) e *i la C ? + T ~ ~ O S ~ ~ ~ C > P  

(132). 

~ 2 s  ioils p l l i s  ~ 0 i l ~ t i i 2 t  c:oncerl-ié~ d i : a ~  l e  r$L2 s t ab i l i çu t ! zu r  

2 -). 
son t  l e  Ca2', le 1 3 ~ ~ '  et l e  Zn (?f+;t) + 

Le p1v.ç çouvefit un ~;i:ul rr&tal r ez ip i i t :  c e s  diverjcs i ' o f l ~ t i ~ l ? ~ ,  

piuçii.i ,~rs: m6 1 - a ~ ~  p e u ~ ~ e n t  i n  tej ;venis, i i ins i ,  I a  p r o  t6ase nCi~.ti?if de 



&::j.l?.iis c ; :~bt i l is  corltLenî Lk.1 zi-nc, 1eqv.el r:çîn&cccc2ire 1.2 fo:~:iori 

catal.:y-t.Lqi.le, r;:ais cr1l.e i'st r s ' i~0 i . l i sé t  p a ~ '  l e  caizi.cn r c l !  a ~ i t ' 3 l - y ~ ~  SC) 

produ i~ :  rapiderr,cnt cn sbse rcc  dc ce  ce-Lal (244). 

11 e s t  d i f f i c i l e  de d & f i f l i r  xll:,~~rjuft& que3.s sont: les 

di f f & ~ - r ç  r ô l e s  dcc; i a l s  t217j.clues, c a  ceu:c-ci p;tiT;crib 5 t r e  

j.nte.-c!>penda~t:c;, Pltis:ieuss n:ofjte~ dtzc-ti.s:: on t  kt& envisagés  ('I,!I,I#L;'z 

et  r;,?nvp-r ,,IL:..L~, l97O,  244) . 
- L.-, , m;ita7 y ~ x t i c i p e  A. I a a t  ttiihe~~icnt: du s u b s t r a t ;  

- il par  Licipe 21 l a  f o i s  axx deux f o : l c t i . ~ i ? s - { ~ l )  ; 

- il peut appor te r  de:; chal[;.er31ents de coiifornati,on qui préc;e-,tciit des 

avmtc?,ge.s, s o i t  f ûnc.ti.nnncl s, s o i t  c;tri,~cti,~ral:i, s o i  t les &tux eccenibles; 

.- il pei,lt réagir+ avec 125 cl;aTne-; la t ( :ynlcs  des ;1~nino;:cides cie La pro,L$i-rrie, 

ci Ourie façon t e l l e ,  que l e  compiexe ior'x!S p<?s ses 2 i;zisoris de ccai-diaiatioc 

puisse ccquc r i r  une fonction c a t a l y t i q u e ;  

- ei~Pj.fi, l e  n:etal interviericirai t dzis l e  processus :le 1 ? hyd.rolyi;e dri 

l a  '1 l a i  son pt?.~ticlique, c i i  provocl;l;'rlt ui?e ~ e d i ç t r i S i i t i o n  dcs  ch;~,-cies 

s u r  12  xoli2cuic de s i i b s t r a t ;  Uc sorte que l a  ii;:isori peptic!iq:.ic, 

de~;er.i:e p i u s  l a b i l e ,  n&cc?sÿi t e r a i t  une 4:ilcrgie d 3 < ~ c  tivatiohi p l u s  

faible pour 3 3hydrolyse ( X A U T : J ~  13G0, 184 ; VA1,LTE e t  col . l , ,  2 / ; 5 ) ,  

p(-;ur be,?licoi.~p 6~ n i & t a ! , l c e i i z ; i : ~ ~ s t  l a  pr4rcrc8.. ,: ...,,., i. t$ absûlxe d'zin 

i o a  rr.i.ta.lliquc wour 1 "ativi. te catal.yticluc a e t 6  d é z i ~ n  crbe; 1I"ion 

p&i:ailique: peut $ t r &  déplclr6 p d r  l e s  &gents c;lli'l~~teurs OU pz!? 11n 

ci.:a-r;gcmcnt de pli, et 1' a p o e n z ) ; ; ~ ~  o b t e n ~ e  e s t  i n a c t i v e  ; ceper,di:ri, 

:a plej.:ie activj-i.é peut: ê t r e  r < ~ s t ~ u ~ & 2  par  .;radditicxi de nt,&tal, 

].Ictiç p ;~- . 'Po is  l e  d~5plaref;:~ilt  du métal provc;qiiic urie rncdi.s"i.cation 

dc l;i strL!c-tureo :;uf fi-;%? ç? pour  e n t r a f n z r   LU;^ a l - téra t i i ; ;~  i r ré .vcrs ib lc .  

D ~ I ? . Ç  CI c a s ,  1~ ~ ~ r i > i ~ i a c e j r , c i ~ t  $2 l ' ici1 ~&ta1: \ . iqU? 73r un tiLitr.2 peu,?: 



appor te r  quelq3dcs i nd i ca t j  011s sur le LOI.?- ca ta lyr i  q ~ ; e  du n&-L;i1. 

Ili.~isj HIiI!~Si,EiVCI: ( ( 3 5 )  a dCnoiltre l e  r6lc du ?,inc pour la lili?cir,e a!.;ino- 

2-i- 
pept idase  en. d6p1aqalit c c l ; ~ i - c i  p a r  l e  C d  . JJa leucifi- ;i;.n:inopeptidac;e 

e s t  a l o r s  inact i -v&e,  mais iî3ii ~ i B ~ > i i t l . l ~ & ~ ,  e t  l e  d6plncexei1t f.nve-se 

du cd2' p a r  l e  z inc  provoque une réact i .vnt ioi i  p ro ; io~t io i ine l lc  2 l a  

2+ .c~i . rcentrat ioui  eiz Zx 

3 )  f:aturr 3 5 s  sites c?qaitzche~ie:lîi: 671~ ~,&tsl A la ?roréi:ic --~-*. -- - ----- 
Les coi-inzii-,ç;x~ce ç en ce dorïlainë sont e:lcose l i s : i l i~c  s , 

L1iden t i . f i ca t ion  des s i t e s  ù ' a t t a rheccn t  cïC1. métii? avec l a  p ro t é inc  

e s t  fondée pr+ilz¢:ipaloiien.t sur lfétuc%r de l i i n t e i ; i c t i o i .  eritrte l e s  

metailx et les gx.oupcrnents réactioilnc3.ç des  acides aminés, clas pcp.tlcies 

et àe leurs d é ~ i v é ç ,  

.r J, f ~-~iliie .; +-, de t e l s  modèl-es a mon-tré que les groupes irfip1i.c;u.é~ 

da?(; la coordi.ilrition des ~2 tz~ l .x  avec les ~rol-éii-ics peuver,?: &trie l e s  

suivuntr;  : l e  ç-cupe ~ - c ~ ~ ' u o > : ; ~ - l i  qm ternrinal., les a r i d e s  icl1'5oxyli<;ues 

( a c i d e s  a ç p f ~ * L i q i . ~ ~  e t  glu. t~micIue) ,  l e  groupe epsi.l.or! aain6 de l a  

l y s i i ~ e ,  ltirriid,?zole de 1 ' h i s t i d i n e ,  le groupe t i l iol  de 1). c y s t é i i ~ e ,  

lll:ydroxjrle plr6noliqv.e d e  l a  tyrosj.11~ e t  le g7o:iipe a-ami?lé t e r z i t i ~ l ~  

Dzns l e s  cc>ntiif i o n s  les pl.us f ;ivornI>lf?c;, l a  iiatlnc dos 

~ro:. ;pes lrtionneili-c;'l l:i.béré:; par  l e  dSpl;:zcniei!.t di;. ni& ta1 yeiz t t re  

d6;;iont~t:e Fcir des  rr iodif icat ioi?~ bieii d~firxi.ci, ;ui nioyeui des r é a c t i f s  

9 ,  l?~,,!,i t u e l ç  sp;licii"iql:es Gc- s grnujem:rntc; t i a j ? ~ .  des aci.dcs C?~TL!?.~- s, 

. - .  , 
I,a cy~' , :&ir ,~:  e:: 3.cj. t ' / ~ ~ ~ i i ? ?  C:Z~ i't6 :Le ~;:LcÇ so~j .v~r , t  114.‘Jiq~;'"<: L I  i_ -. 

da15 la liaison &LI mftai nvcc 1.a prcj irai j~e c.,v, !;:jute a r t i f  & lrenzyi;".e. 



Les r6s.ici.À.; f i ist idyl sofit t r è s  ~.oi,ivel-1 t susi;cct.t?s, en co,?i.p;iliaiso3 axiec 

des  mod?l.:ç catalytiques p l u s  s i r iples ,  mais i l s  ont  (2 t 6  r,meineiit 

ideiit-if i G c ,  (VALLEC, ?,?-$) , Cette  iriccrti tudc? e s t  dctc en p a r t i e  au 

manque de r é a c t i f  chinirlue snéc i f ique ,  ~ o C i f J . a i t  uniquenerit c e  

gz-oupcr:icnt réi1ct:ionnel ( i ~ ~ ~ , ~ . , ~ ~  e t  RIOR5?Z,i, 243). 

La nature des résicitis irnp1iqui.s au s i t e  ~ t i f  e s t  prat iquement  

iiîcoi?nue pour La pl .upar t  des  exopept idases ,  Le groupti: ti-iiol u été 

ç1nr;pecté pour p?.usic:?rs o:cpcpt idases  s La krticine arniiiopeptidase 

d t~sc : ?e i . i ch i a  c o l i  E3 (DICK e t  ?Lfi~TEI3S0N, 1970, 57) ,  ].a Pz701idasc: 
p-- - 

(EC. 3.  4. 3. 7 . )  SIIITH, 1955 ( 2 1 7 ) ~  l a  I'roliiic iminopeptidase 

d?Eçche:.i c lh i  a c o l i  KI2 ( SRRID e t  c o l l . ,  200). ---- 

)!ais s e u l  le s i t e  a c t i f  de la c ~ r b o x ~ y p e p t i d a s e  A a été 

b i en  i:tudié : l e  z i cc ,  dans le s i t e  çatalyt i .que de c c t t e  enzyme, e s t  

coordonné h un r é s i d u  g iu t any l  e t  delu>: r é s i d u s  histicly-1 ( C-rci-7zux de 

HARTSUCX, 1958 c t  de DZADSIIA'J e t  c o l l . ,  1369, 90 ) .  Le s i t e  a c t i f  de 

l a  Leuci.rie miinopep t i d a ç e  e s t  ei?c:ore t r è s  1x11 connu. Plusiewaç a,i t f u r s  

(SMITH e t  SPACKI9ITT, 220 ) BRYCZ e t  RAEI:J, 28) on t  réal is6 des étu.des 

q u i  semblent ir:di.ql~.er que l m&ta l l i quc  e s t  coordouin<: 5 lj.n c~rol.ipe 

inidazole non charge ou 2 un groupe cz-anin4 non chtxgé. 

Dc? c c ç  ~ ~ X ~ L L ' X ~  corne de  ceux coczcrnant  1 a carboxypq~ t idace  A, 

il s e  dégzcje que le r a l e ,  dans 'La f o n c t i o n  cat , i lyt ique,  des  grozpes 

réac t icnxle l s  de la p io tk ine  enzymatique (non liés au rnCtnl au niveau 

du s i t e  a c t i f ) ,  e s t  ~ P X L I C O L I ~  p l u s  important qx'on ne l e  p e n s a i t  t o u t  - 

d'abord; e t  Ir r ô l e  s e s  i o n s  rn6tal l iques e s t  peut  ê t r e  p1u.s 1-iinité 

(DELP~;GE e t  ST!JTH, 7 97 1, 56) . 



. , 4) I.c?f.l.ue:lce il<? ?-a i i a tu rc  dti m:(-ta1 SLIL :!a ~ p < : ~ i  C i  i:il-(.: -- 

Be a~~coinp cl'er?zyme s ne pr'; s e n t ~ : ~  i p 2s u ~ i c  c x i  i;cuici: sp6cii'iqtie 

pour uii setl l  ri& t a l .  ï,cs i o n s  Zn, Co, ~ i i ,  Ta, cd, Hy c t  r'b prociuiserit 

clc s cmboxypcptid;ir;èc; c*ctives (242) . liai J 1 2  i la ture  du m:': t a 1  peut  

nodiFier  proîonilEncnt 2.a spéc i f i¢ j . t é  pour d i f f é r e n t s  s t i b ~ c r a t s .  

ST.!ITII en  1948 (216)  e : ; p l i q ~ ~ a i t  l a  spéciF.ici.tri. p : ~ r t i c ~ ? 7 i + r e  

de l a  Glycyl-Glycine d ipcp t idase ,  qu i  e s t  ac:ivc:e p s ~ '  Ir- c o b a l t ,  p,ir 

1' af f i . c i t 6  p a r  t i c u l i è r e  :le c e  m< t a l  pour l e  G lycy i -Gl~ccco l l e  a t ~  pH 

opt imal  de l'enzyme. 

P l u s i e u r s  observa t i onç  o n t  ~r,ontr& que l ' m p l i  tude de l a  

r é a c t i o n  c a t a l y t i q u e  dépend à l a  f o i s  de Ia na tu re  du mGtal au s i t e  

24- 2i 2-c a c t i f  e t  de !.a na tu re  .lu s u b s t r a t .  iiiiisi l e s  Eh , Co , ?!i2' e t  Zii 

2+ %+ 
c t  e s t & r a s i q u e s ,  a l o r s  que l e s  Cd , ilg a t  Pb2.' - ciirDoxypeptldases 

s o n t  doiiées uniquerr:el?t d 9  activi. ire e s t 6 r a ç i q ~ e ;  e t  l e s  cx-bo:rypiyt< ci;?ses 

2+ 
c O n t e n a e  du ou du f ]gZi ont  une a c t r v i t 6  est&ra';i.que p i u s  i le7i6e 

que c e l l e  de l'enzyxe n a t i v e  c o n t e n a - t  d ! ~  Z11 (VI-?LLYE e t  co13., , 2~12)~ 
C e t t e  ac-tlon dcs ioiis n16tailj.qu.eç ne se  1irni:te pas  à l a  réacti.v;.,li,on 

de l t  apoenzyrc . Lf incubat ion  de l a  Zn-carbo::ypep tid'ise A avec l e  

co2' ?rovoqiie une: a t  de l ac t i v i  t é  pcp t i dze ique  ( q u i  ~ s t  

doi:bl$ri) a l o r s  quc l1 z z t i v i  rii est6rasiqv.e r e s  te  inck~xgSe.  (FOLK e t  

de l a  phospi1atasc alcal . ine d%~21.~~.r .~~cin_ia  c o i i ,  qu i  perd son act i .vi  t& 

phosp'r-otrm sférarll:e, nais gard- çnn -iT' t i - ~ i  tt? liydrolytilquc ( 4 6 ,  185) . 



Ainsi l a  subs t i tu t ion  diun métal par un zut re  peut  induise des 

changements notables dans l a  s p é c i f i c i t é  d1 ac t ion des métalloenzymes. 

L 'ac t ivat ion d i f f é r e n t i e l l e  p a r  un ion métal l ique e s t  donc 

un c r i t è r e  i n s u f f i s a n t  pour é t a b l i r  l ' ex is tence  d'une peptidase 

spécif ique,  e t  comme l ' on t  soulignés SMITH, 1960 (218) e t  DELAPJGE 

e t  SMITH, 197 1 (56), l ' ex is tence  d'une dipeptidase spécif ique t e l l e  

que 1 a Glycyl-Glycine dipep t idase  r e s t e r a  urie hypotiièse de t r a v a i l  

t a n t  que l'enzyme n'aura pas é t é  pur i f iée .  



1)  Fonction - des peptidaçes 

a) Rôle n u t r i t i f  ---- ---------- 

cc) U+tXlisatioi-i des peptides comme source d'acides aminés . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

On n ' a  pu confirmer que ce r t a in s  peptides spécifiques 

( Strep togénine) intervenaient  dans l a  r timulation de l a  croissance de 

ce r t a ine s  bactés ies  ( travaux de TiOLLEY, 259, pour Lactobi:i:illuç case i  --- 

e t  c e r t a ine s  espèces de (;trep toco4uues). - Plusieurs  équipes de chercheurs 

dkmontrent que c e t  e f f e t  s t i m l a t e u r  de l a  crczissance e s t  en r e l a t i on  

d i r ec t e  avec l thydrolyçe des peptides qui provoque un apport suppié- 

rnentaire en acides m i n é s  (KIHARA e t  SIJELL, 1360, 111). 

Ce r ô l e  des peptidases e s t  démontré p2x de noinbreux travatrx 

(39,  11 2, 116, 119, 166, 169, 171) e t  non seulenient par l e  f a i t  que 

l e s  peptides accélèrent  l a  croissance des bac té r ies  en milieu minimal, 

mais auss i  par l e  f a i t  que l a  croissance des bactér ies  exigeantes en 

c e r t a i n s  acides aminés, peut ê t r e  assurée uniquement par d e s  peptides 

qui contiennent c e s  acides aminés indispensables. Une preuve d i rec te  

de c e t t e  fonction a é té  é t a b l i e  par KESSEL e t  LUBIN ( 1  I O ) ,  u?? mutant 

d' Escherichia c o l i  auxotrophe pour l e  g1:~cocolle e t  ayant perdu son 

pouvoir hydrolytique à l ' égard du Glycyl-glycocolle, e s t  incapable 

de c r o î t r e  sur un milieu contenant ce dipeptide, bien q u ' i l  possède 

l a  capaci té  de l e  t ranspor ter  e t  de l e  concentrer à l ' i n t é r i e u r  de 

l a  c e l l u l e .  



p )  _ - ~ c a l i s a t i o ~ z  i n t r ace l l u l a i r e  des peptidases 

Beaucoup de bac té r ies  u t i l i s e n t  l e s  dipep t i d e s  cowne source 

d 'acides aminés, c e t t e  u t i l i s a t i o n  peut se  f a i r e  par deux mécanisms : 

l 0  - Les peptides sont hydrolysés à l ' ex t é r i eu r  de l a  nembrane 

cytoplasmique e t  l e s  acides aminés l i b é r é s  seront  t ranspor tés  A 

l l i n t & r i e u r  de l a  c e l l u l e  pour ê t r e  u t i l i s é s .  Nais, s ' i l  ex i s t e  des 

peptidases ex t r ace l l u l a i r e s ,  par exemple l1 aminopep ti.daçe dlAerornonas -- 

pro teo ly t i ca  (LICHFIELD e t  PRESCOTT, 1370, 124) e t  1 ' Pminopeptidase 

des Streptomyces (IJIORIHARA, 149 e t  OUCHI,  162), l a  p lupar t  des 

aminopeptidases e t  l e s  dipeptidases qui ont été ca rac té r i sées  ou 

pu.rif i é e s  sont i n t r ace l l u l a i r e s .  

2O - c ' e s t  donc un deuxième processus qui i n t e rv i en t  : l e s  

pept ides  seront  t rmspo r t éç  A l ' i n t é r i e u r  de l a  c e l l u l e ,  e t  e n s i t e  

hydrolysés. 

La l oca l i s a t i on  i n t r a c e l l u l a i r e  des exopeptidaseç e s t  montrée 

pour diverses bac té r ies  par l e s  t r a v a w  de EACKER e t  c o l l .  ( G ) ,  BOLTON 

e t  BRITTEN (24), FRITSCHE e t  HAFISON (71),  IIALEY ( a l ) ,  LEVY e t  c o l l e  

(120, 121), HATHESON e t  COU. (124, 138, 140, 154, 2381, FIC CORQUODALE 

(142), SARID e t  c o l l ,  (200), SINF!ONDS e t  c o l l .  (208, 209, 210, 21 1, 217), 

ROULET e t  ZELLER ( 193), enf in  SWECZULK (228), SEIDEL (204). 

La p lus  grande p a r t i e  de l ' a c t i v i t é  peptidasique e s t  l oca l i s ée  

dans l a  f r ac t i on  cytoplasmique soluble. 

Une peptidase ribosomale dtEsche-richia c o l i  a é t é  étudiée par 

MATHESON e t  c o l l .  (1 35, 136, 137, 138, 140, 154). Cette peptidase 

para? t identique à c e l l e  décr i  t e  par f-c CORQUOD,UE ( 142) . Pour 1 'ensemble 



des pept idases  dVEscherichla c o l i ,  tous l e s  travau:,: de PVL~~IIESOM e t  r o l l .  

(140), ShFlD e t  c o l l .  (200), SII?i.!O?YDS e t  c o l l .  (210), ÇrJSSpiAll e t  c o l l .  

(224) e t  VOGT (148) s 'accordent  pour démontrer que c e s  enzymes s c n t  

vraiment i n t r a c e l l u l a i r e s ,  cwr n i  l e s  chocs osmotiques, n i  l a  formation 

de sphéroplas tes  ne produisent  de l i b e r a t i o n  de c e s  enzymes qui s o i t  

s i g n i f i c a t i v e ,  e n  comparaison avec c e l l e  dl a u t r e s  enzymes bactér iennes  

souvent sj. tuées e n t r e  l a  membrane cytoplasmi.que e t  l a  pa ro i  (phosphatase 

a l c a l i n e ,  nucléaçe) ( t ravaux de NEU e t  c o l l e ,  1965, 157). 

Il  en e s t  a i n s i  pour l e s  peptidaçeç dë 1; piU~art des espèces  

bac tér iennes  ( q u i  on t  é t é  é t u d i é e s  : FRISTCHE e t  HAiïSON, 71 ; RYDEIJ e t  

c o l l . ,  197) exception f a i t e  pour quelques a?ninopeptidases thermostables 

des ~ a c i l l a c é e s  qu i  son t  l i b é r é e s  p a r  l a  l y s e  de l a  paroi  (ZUBER 

e t  RONCARI, 189, 190, 268). 

y )  Transport des d ipep t ides  e t  des o l igopept ides  
- - - - - - _ _ - - - - - - _ - - _ _ _ _ _ I  

Le r a l e  des  pept idases  dans l a  d iges t ion  des a l iments  azo tés  

e s t  l i m i t é ,  du f a i t  de l e u r  c a r a c t è r e  endoce l lu l a i r e ,  aux pept ides  

qui pénèt rent  dans l a  c e l l u l e .  De nombreuses é tudes  ont  é t é  consacrées 

c e s  d e r n i è r e s  années. au processus de t r anspor t  des  d ipept ides  e t  des  

o l igopept ides  chez les b a c t é r i e s  ( t ravaux de PAYiuE e t  GILVARG, 73, 166, 

167, 168, 169, 170, 171 ; SUSSMANet GILVAXG, 2 2 4 ;  PITTMAN, 177). . 

Le prélèvement du pept ide  e s t  é t a b l i  pa r  l e  f a i t  q u ' i l  a s su re  

l a  c ro issance  d tune  souche d tEscher ichia  c o l i  ex igeante  pour un ac ide  

aminé p a r t i c u l i e r  : Lysine, Arginine, Prol ine  ou Glycocolle (1 10, 167, 

168). 



Alors q u ' i l  e x i s t e  de noxbreuses perméaseç pour l e s  ac ides  

aminés (COHEN e t  c o l l e ,  39 ; KFiPGÇ, 109 ; PIPERNO, 176), l a  p lupa r t  

des o l i<?opept idcs  u t i l i s e n t  l e  meme système de t r anspor t  (PAYT~E e t  

GILVARG, 167, 168, 163, 170, 171) e t  il e x i s t e  quelques perméases pour 

l e s  dipep t ides .  Tcmdis que l e s  perméases des d ipept ides  l i m i t e n t  l e u r  

a c t i o n  A ceux-ci, l e  système de t r a n s p o r t  des o l igopept ides  t r anspor t e  

également l e s  d ipep t ides  (PAYNE e t  GILVARG, 169, 171). 

Dans t o u s  l e s  c a s ,  pour que l e  t r anspor t  a i t  l i e u ,  l a  présence 

d'un groupe a-aminé ou a-iminé e s t  e s s e n t i e l l e ,  l a  s u b s t i t u t i o n  de 

c e  groupe empêche l e  t r anspor t  (LOSICK e t  GILVARG, 128 e t  PAYNE e t  

GILVARG, 167, 169). Les systèmes de t r a n s p o r t  des  d ipept ides  e t  c e l u i  

des oligopep t i d e s  se d is t inguent  par  l a  n s c e s s i  t é  d'un groupement 

carboxyle terminai. l i b r e  pour l e s  premiers; t a n d i s  que pour l e s  

ol igopeptides:  l e  carboxyle terminal peut  ê t r e  s t ibs t i  tué ou absent  

(PAEJE e t  GILVARG, 169, 171). 

s ) D i s t i n c t i o n  e n t r e  l e  t r anspor t  des d ipep t ides  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . -  
e t  1 ' a c t i v i t é  peptidasique - - - - - - - - - - - - -  

La p o s s i b i l i t é  d'un r ô l e  éventuel  des pept idases  dans l e  

t r a n s p o r t  des d i p e p t i d e s  a é t é  envisagée, mais KESSEL e t  LUBIN (1  10) on t  

démontré c la i rement  que ces deux systèmes son t  indépendants : 

Un mutant d tEscher ichia  c o l i .  ex igeant  en g lycocol le ,  mais qui  

a perdu l a  c a p a c i t é  d' hydrolyser l e  glycyl-glycocolle ,  accumule ce 

dipept ide  sans pouvoir l ' u t i l i s e r  pour l a  c ro issance .  



Cependant, un autre m i t m t ,  dSficient  eii p e r d a s e  (permet tmt  

l e  t ranspor t  du dipeptide),  pr6sentc Lin t a u  normal d ' a c t i v i t é  

peptidasique. 

Enfin, l a  preuve de l a  différence en t re  l e  t ranspor t  des 

dipeptides e t  l ' a c t i v i t é  peptidasique e s t  fournie par de nombreuses 

observations; a ins i ,  c e r t a in s  mutants dlEscherichia c o l i  zyant perdu 

leur  système de t ranspor t  des oligopeptides,  deviennent r é s i s t a n t s  

au pouvoir nocif de ce r t a in s  oligopeptides - n a i s  il n'y a  aucun 

changement appréciable de leur  a c t i v i t é  pep tidasique ( P A Y ~ ~ E  e t  co l1  . , 
1968-1971, 166, 171 ; SUSSW? e t  co l l . ,  1969-1970, 223, 224). 

b) Rôle protecteur des peptidases i n t r a c e l l u l a i r e s  contre  ...................................................... 
l ' e f f e t  nocif de ce r t a in s  peptides 

Plusieurs  études démontrent que l e s  peptides non &gradés 

s' accumulent dans l a  c e l l u l e  e t  peuvent inhiber l a  croissance bac térienne,  

P a r  exemple , ce r t a in s  peptides de 1 a  Leucine  eu-~ly , ~ly- eu) 

augmentent considérablement l a  période de la tence précédant l a  phase 

exponentiel le de croissance chez Escherichia c o l i  ( 154) ; Les acides 

aminés qui const i tuent  ces  peptides sont sans e f f e t  sur l a  croissance; 

e t  l ' i n h i b i t i o n  es t  d 'autant  plus f o r t e  que l e s  c e l l u l e s  sont p lus  

nâgéesH+ e t  que l a  capaci té  peptidasique des c e l l u l e s  e s t  p lus  rédui te  

(154). De l a  meme façon, l e s  dipeptides suivants : Lys-Ala, Ala-Lys, 

Lys-Leu, inhibent l a  croissance bactérienne (166, 171). La t r i o r n i t i n e ,  

qui e s t  dégradée lentement par Escherichia c o l i ,  e s t  également toxique 



pour ce t t e  baccérie (171).  P a r  a i l l e u r s ,  ÇUSÇ!.V+,I.I e t  CIl,VAr?(: ( 2 2 3 )  \?nt 

montré que l a  croissance d'un rïiutant a y a L t  p w d ~  l d  c a p X i t é  dtkiyc?rolyser 

rapidement l a  t r i l y s i n e ,  e s t  inhi.bée par cc pept ide ,  qui est u t i l i s b  

habituellement pour l a  nu t r i t ion ,  sans e f f e t  inhibi teur ,  psr l a  souche 

sauvage dOEscbcrichia c o l i .  Ainsi, c e r t a in s  peptides non hydrolysés, 

peuvent inhiber l a  croissance bac térienne. Il  caut noter 21 ce propos 

que l e s  peptides ant ibiot iques  ( ~ a c i t r a c l n e ,  Pénic i l l ine ,   ramic ci di ne) 

con tiennent généralement des acides m i n é s  non usuels  ou des struc-hireç 

inhabi tuel les  (BODM~SKY, 1969, 23) qui empêchent l eur  dégradation ~ 2 . ~  

l e s  peptidascs. 

Autres rô l e s  éventuels des peptidaçes i n t r a c e l l u l a i r e s  ...................................................... 

a) Intervention des peptidases ~ L I  s tade f i n a l  de l a  _ - _ - _ _ - _ _ - - - - - - - - - - - - - - -  
synthèse des protéines - - - - - - . . . - - - - - .  

Quand l e s  protéines sont syntilétisées, ].lacide aqiné i n i t i a l  

e s t  l a  formyl-mé thionine. Il e s t  donc nécessaire qu'une déformylation 

e t  une hydrolyse ménagée a i t  l i e u  pour que l a  protéine parvienne à son 

é t a t  f i na l .  L'hydrolyse du groupe formyl e s t  catalysée par une 

déformylase hautement spécifiqu.e ( ADAI~s, 1965, 1 ; LIVIITGSTOII e t  LEDER, 

1969, 127 ; TAKEDA e t  WEBSTER, 232) . . Pour Escl?eri.chia c o l i  e t  pour 

Bacil lus s u b t i l i s ,  l a  proportion des proté ines  ayant l a  méthionine en 

posi t ion N-terminale e s t  respectivement de 45 p. 100 e t  10 p. 100 (101, 

252). La présence d' acides aminés N-terminaux autres  que l a  méthionine 

indique q u ' i l  y a une hydrolyse ménagée par une ,7ir,inopeptidaçe porrr une 



grmde p a r t i e  $.es peptidcs uiouvcllenien.t: âjrylti-lé t i s6s .  PIIJE ( 175) er i  

1363, a é tudib  l a  nanira t ion des pr~C&L:~es,  e t  il i: couiclu : 

l 0  - que l a  d6formylation prkcèdc le cliv;i.je p,x l a  pcptidase, 

2 O  - que c e t t e  d6formylation peut se  piloc?iirc pendant l ' é longat ion 

de l a  chaîne ou bien après l a  l i bé r a t i on  de l a  chaîne protéiquedu 

ribosome, 

3 O  - que l e  cl ivage peptidasique se produit  ;.,près l a  l i bé r a t i on  

des chaînes peptidasiques complètes e t  du ribosome, 

) Intervention des exopepti.dases dans l a  d6çradat.i.on . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
i n t r ~ c e l l u l a i r e  des pro t é i ne s  jusqu' au stade des acides - - - - - - _ _ - _ - - - - _ - - - - - - . - - - - - - -  
m i n é s  - - - 

Des va r i a t i ons  cycliques des a c t i v i t é s  p e p t i d a s i q ~ e s  e t  proté i -  

nasiques pour des cu l tu res  de bactér ies ,  synchronisées avec 1.a m l t i p l i -  

ca t ion  c e l l u l a i r e ,  indiquent que c e s  enzymes pourraient  exercer quelques 

fonctions e s s e n t i e l l e s  en rapport  avec l a  croissance (travaux de 

N I S H I  e t  co l l . ,  113, 159, 160 ; MURAYAIIAet IUTIiESON, 155').  activité 

de ces  enzymes e s t  maximale après l a  phase de divis ion cellv.1aire. Des 

r é s u l t a t s  semblables ont  également é t é  obtenus avec des culhl.res 

synchrones de levures  (43). 

Un "pool" de proté ines  l a b i l e s  ( 2  à 7 p. 100 des proté ines  

t o t a l e s )  e s t  dégradé pendant l a  phase exponentiel le  de croissance des 

bac té r ies  (SL'SÇFL~W e t  GILTJASG, 1971, 225). Le r ô l e  de ce s  proté ines  

e t  l a  s i çn i f i c a t i on  de l e u r  dégradation sont inconnus. Les expériences 

r é a l i s é e s  avec l e s  cu l t u r e s  synchrones de bac té r ies ,  ont montré qu'une 

p a r t i e  des proté ines  t o t a l e s  dl Eschericnia c o l i  e s t  dégradée pendant 



l a  phase de l a  division c e l l u l a i r e ,  Cette protéolyse ne se produit  

pas à un au t re  moment du cycle c e l l u l a i r e ,  Cependant, 1 ' i d e n t i t é  

en t re  l e s  pro t é ines  l a b i l e s  dégradées pendant l a  phase exponentielle 

de croissance e t  c e l l e s  qui  sont dégradécs pendant l e  cycle de l a  

d ivis ion c e l l u l a i r e ,  n ' a  pas é t é  démontré e t  c e t t e  fonction des 

peptidases n ' a  pas é t é  bien é t ab l i e  (SUSSI~AN e t  GILVARG, 1971, 225). 

2) Régulation des peptidases 

Tous l e s  travaux ont montré que l e s  bactér ies  cu l t ivées  en 

milieu minimal, en absence des peptides exogènes, présentent une 

a c t i v i t é  peptidasique auss i  complète e t  aussi  élevée que c e l l e  des 

c e l l u l e s  cu l t i vée s  en présence de peptides (209, 223, 248). La 

synthèse de ce s  enzymes ne semble pas non plus  soumise à l a  régula t ion 

répressive,  car l e s  cu l tu res  de l'enzyme avec divers  subs t ra t s  ont  

montré que l e s  c e l l u l e s  contiennent des taux é levés  de peptidases e t  

que 1 ' a c t i v i t é  peptidasique e s t  insensible  aux f luc tua t ions  endogènes 

ou exogènes des produits  du catabolisme (GILVARG, 73)- 

>fais c e s  peptidases cons t i tu t ives  ex i s t en t  peut ê t r e  sous 

une forme part iel lement l a t en t e  (travaux de SIW4ONDS e t  col l . ,  208, 209, 

210, 211, 247). En f a i t ,  l ' a c t i v i t é  peptidasique des c e l l u l e s  non 

t r a i t é e s  e s t  beaucoup plus  f a ib l e  que c e l l e  des e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s  

obtenus par rupture  des c e l l u l e s  l e s  ultra-sons) . SIMi.!ONDS observe 

que c e t t e  t lcryptyci té"  des bactér ies  e s t  beaucoup plus accentuée chez 

l e s  c e l l u l e s  âgées qui sont plus pauvres en cofacteurs métalliques e t ,  



que l ' i n h i b i t i o n  e s t  peut e t s e  due à des  t r a c e s  d ' ions métùll iques ou 

h un abaissemerit du pH; mnis, comme nous l 'avons rappelé précéaemme~t, 

c e s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  influencent  directement 1' a c t i v i t é  peptidaçique 

Ilin v i t ro" .  e t  ces observations n 'appor tent  aucun éc la i rc issement  su r  

l a  s i g n i f i c a t i o n  physiclogique du phénomène de larence.  De plus ,  il 

e s t  d i f f i c i l e  de déterminer quel le  e s t  l ' importance de c e s  d ive r ses  

condi t ions  de c u l  hire dans l 'environnement n a t u r e l  d' Escherichia c o l i  . -- 
Enfin, de nombreux f a i t s  prouvent que c e t t e  l a t ence  ne peut ê t r e  que 

p a r t i e l l e ,  puisque des peptidases son t  a c t i v e s  pendant l a  phase 

logarithmique de croissance.  P a r  exemple l 'hydrolyse d'un d ipept ide  

(o l igopep t i d e ,  d ipept ide)  fourn i s san t  un acide aminé indispensable,  

n ' e s t  pas un f a c t e u r  l i m i t a n t  de l a  croisscmce : l e  taux de croissmcri. 

pendant l a  phase exponentiel le  e s t  l e  meme en présence de pept ides  ou 

en présence de l ' a c i d e  aminé indispensable (GILVARG e t  c o l l , ,  7 3, 17 1).  

Mais s i  l e s  pept idases  sont  ac t ives ,  comment l e s  chaînes  

peptidiques nouvellement formées snn t -e l l e s  protégées de l a  dégradatj.cn 

produite  par l e s  pep t i d a s e s  zytoplasmiques ? 

Le phénomène de la tence  é t a n t  p a l t i e l ,  ne peut a s su re r  ce 

r a l e  de protec t ion ,  qui  pour ra i t  ê t r e  r é a l i s é  p a r  d ivers  processus : 

- La forinylation du groupe a-aminé terminal protège les 

pept ides  de 1 'a t taque  par  l e s  arninopep t idaseç .  Cette  protect ion a 

é t é  démontrée Ilin v i t r o "  ( 1 ,  127, 232). Ceci e s t  en accord avec 

1' observation de PINE ( 175) montrant que l a  déformylation précède 

l ' a t t a q u e  peptidasique,  

L ' e s t é r i f i c a t i o n  du groupenent C-termirial p a r  l e s  t-RNA 

protège l e s  chaînes  peptidiques de l ' a c t i o n  des enzymes nécessita!zt 



un groupement carboxyle l i b r e  pour l eur  action,  Mai. s cc t te protection 

n T e s t  peut-ê t re  pas  nécessaire,  ca r  c e r t c  extrêmité pcptidique e s t  

toujours intimement associ6e au ribosome. 

- Plusieurs peptidases paraissent  capables d 'agir  rapidement 

uniquement sur l e s  dipeptides e t  l e s  t r ipept ides ;  e t  P I N E  (175) a  

montré que l e s  protéines nouvellement formées sont modifiées après 

l eu r  l i bé r a t i on  ribosome. Celui-ci pourrai t donc protéger l e s  

peptides naissants  de l 'hydrolyse par l e s  peptidases, en permettant 

une croissance de l a  chaîne peptidique, su f f i san te  pour l a  garan t i r  

de l ' a c t i on  des enzymes l e s  plus actives.  Le danger de dégradation 

des peptides naissants  a  peut-être é t é  surestimé. 

En r e l a t i on  avec l e s  connaissarices acquises sur l a  s t ~ u c t u r ê  

des groupes in i t i aux  des proté ines  dVEçcheriçhia c o l i ,  p lus ieurs  

auteurs ont  ca rac té r i sé  des peptidases répondant aux exigences de 

s p é c i f i c i t é  requises pour l ' é l iminat ion du çroupenent méthioiiyl 

terminal e t  1 ' hydrolyse ménagée des pro té ines ,  

Ce sont l ' ~ n 0 p e p t i d a s e  1 dlEscherichia c o l i  (VOGT, 1970, 24;, 

e t  l a  peptidase ribosomale de I'if\THESOlT (57, 137). Selon VOGT ces  deux 

enzymes, dont l a  spéc i f i c i t é  d 'action e s t  assez large ,  se ra ien t  

ident iquesie t  1' association de l a  peptidase de IWTHESON avec l e s  

ribosomes ne s e r a i t  que t r ans i t o i r e ,  e t  s e r a i t  peut ê t r e  UY; a r t e fac t ,  

diX aux condit ions d 'extraction de c e t t e  enzyme (force  ionique f a ib l e ,  248). 

Mais, indépendamment de ce s  différences,  si  l e  r ô l e  de ces  peptidases 

dans l a  maturation des proté ines  e s t  possible, il n ' a  pas é t é  c l a i r e m n t  

. démontré. 



BROT,cIi',i e t  L?LSL, 1971 (27)  ont  i d e n t i f i é  une peptidase 

cytoplasmique. qui  hydrolyse sé l ec  tivement l e s  dipep t i d e s  e t  l e s  

t r i p e p t i d e s  ayant l e  groupement niéthionirie en p o s i t i o n  N-rerminale. 

Mais, à l ' encon t re  des observat ions  de PINU, l : a c t i o n  de c e t t e  

pept idase  d e v r a i t  se  s i t u e r  à un s tade  prSccce de l a  synthèse des 

pro té ines .  

On peut  dose c o l ~ c l u r e  que l a  nécess i t é  d ' ac t ion  dvune 

pept idase  pour l a  maturation des cha'ines pept id iquesa  é t é  bien 

é t a b l i e ;  mais l ' i d e n t i f i c a t i o n  de c e t t e  peptidase,  l t 6 t u d e  d e  son 

mode d 'ac t ion  spécif ique e t  l a  p o s s i b i l i t é  de son as soc ia t inn  avec 

l e  ribosome son t  encore t r è s  mal connus, 



C H A P I T R E  II 

RECHERCHES PRELII~I I i JAIXES 



1 - -- PRO'IIOCOLU --- DE I.WSU,PE DES ACTIVITES PEPLIDASIQUF~S - --- 

1) Dosage de 1' a c t i v i t é  peptidaçioue -&- p a r  une teclmique 
colorimé t r iquc d i rec te  

La mesure de l1hydr.olyse enzyn!atique des dipeptides par l e s  

méthodes colorirnétriques, nécess i te  l 'emploi de r é a c t i f s  spécifiques des 

acides aminés e t  qui soient  peu sensibles à l ' égard  des peptides e t  des 

protéines.  Cette mesure é t a i t  f a i t e  l o r s  des trava~vx préliminaires p a r  

l e  procédé de TACQUES e t  c o l l .  (230) ; il s ' a g i t  d'une technique semi- 

quant i ta t ive  (annexe technique page 183). Avant d 'effectuer l a  réac t ion  

avec l a  ninhydrine, du 2.4.àinitrofluorobenzène e s t  ajouté à l 'hydrolysat ,  

de façon A bloquer l a  réact ion donnée par l e  peptide i n i t i a l  e t  l e s  

produits  du métabolisme ce l l u l a i r e .  La colorat ion e s t  provoq~~ée a lo rs ,  

par l 'une des deux molécules d'acides aminés produi.tes au c o ~ i r s  de 

1 ' hydrolyse. 

Cepend,mt, pour évaluer 1 ' a c t i v i t é  relativement élevée des 

e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s ,  c e t t e  méthode s ' e s t  révélée insuf f i san te  e t ,  par 

l a  su i t e ,  nous avons m i s  au. point, en 1969 (180), une technique de dosage 

plus  précise e t  f i d è l e ,  permettant de suivre l'hqrdrolyse dtu.ne gamme 

étendue de dipeptides en présence de c e l l u l e s  ou de préparations enzy- 

matiques pur i f iées .  

La technique 'proposée permet de mesurer directement 1 'hydrolyse 

des dipeptides ; e l l e  repose sur l a  réact ion de l a  ninhydrine avec l e s  

acides aminés l i b é r é s ,  en présence d'acide ascorbique,et sur l a  formation 

d'un complexe du pourpre de RUHEFiAiJMet du cadmium. 



Les travaux de YF2JAlI en 1956 ( 2 ~ 1 )  e t  de EY.TilEÇOI\I e t  TATTRIE 

en 1964 (1  39) ont  p réc i sé  l e s  coildi t i o n s  expérinientales qui  permettent 

de diminuer spécifiquement l a  c o l o r a t i o n  de c e r t a i n s  d ipep t ides  par l a  

r éac t ion  A l a  ninhydrine. D1 au t r e  p a r t ,  IIEILFI.UE:, BAROLLf ER e t  VATZKE 

en  1357 ( 93) ont obtenu,en é lec t rophorèse  sur  papier ,  une co lo ra t ion  

s t a b l e  e t  spéc i f ique  des  ac ides  aminés e t  des peptides par  l a  formation 

d'un complexe du poxrpre de RUHEPrW.Net du cadmium en mi l ieu  acide. 

Nous avons associé  c e s  d ive r s  procédés. Nous avons s u i v i  les ind ica t ions  

de YATHESON e t  TRTTRIE ( 1  39) qui préconiserit  l 'emploi  du r é a c t i f  de 

YEMFI e t  COCKII'JG ( 2 ~ ~ )  en présence d'une concentrat ion f i n a l e  bien 

d é f i n i e  de tampon c i t r a t e  ou a c é t a t e .  Nous avons remplacé l e  cyanure 

de potassium dangereux à manipuler p a r  de l ' a c i d e  ascorbique, se lon  l e  

procédé de SCIiWERDTFERGER (203) ; e t  nous avons u t i l i s é  l e  tartpon acé ta t e  

de sodium A pH 4 pour f a v o r i s e r  l ' a c t i o n  du cadmium sur  l e  pourpre de 

RUHE&hJIl, l e  cadmium donnant un p r é c i p i t é  avec l e  c i t r a t e  ( l e s  d é t a i l s  

du protocole  expérimentai sont  exposés dans l e  chap i t r e  "Appendice 

Technique'). 

L'examen des r é s u l t a t s  obtenus montre que l a  s e n s i b i l i t é  du 

dosage e s t  comparable à c e l l e  des techniques c l a s s i q u e s  (Tableau v), 

mais, pour c e r t a i n s  pep t ides ,  l a  s p é c i f i c i t é  e s t  beaucoup p l u s  grande. 

En e f f e t ,  l a  dens i té  opt ique  de l a  r é a c t i o n  donnée par c e s  pep t ides  e s t  

bien p l u s  f a i b l e  que c e l l e  donnée par  l e s  ac ides  aminés. Il  devient  donc 

f a c i l e  de mesurer l 'hydrolyse  par l e s  d ipept idases ,  de s u b s t r a t s  t e l s  

que l e  Gly-Leu, Gly-Try, Gly-Pro, Gly-Phe, Gly-Ser e t  Gly-Net; a l o r s  que 

c e s  dipep t i d e s  donnent, avec l e s  tecluliques proposées antérieurement ,  un 

tttémoin" (d ipep t ide  non hydrolysé) beaucoup t rop  élevé  ableau au V ). 



TABLEAU Pi0 V 

Comparaison des r é s u l t a t s  obtenus par diverses techniques 

1 - Variante de l a  technique de PIATHESON e t  TATTRIE 

II - Procédé proposé 

(1) Densité optique de l a  solut ion de dipeptide à 4,75 p l l / m l  + 0,25 pwml 
de cllacun des deux acides aminés c o n s t i t u t i f s  du peptide. Densité 
optique lue  par rapport  au témoin peptide à 5 y~&/ml. 



A p a r t i r  d'une game de Leu-Cly ( 5  ; ~ ~ . i / m l  à 2 , 5  yi,@d) contenant 

O à 2 , 5  p~$/ml de leucine e t  de glycocolle l i b r e s ,  nous avoils ef fectué  

15 mesures successiveç pour chacune des dix concentrat icns (le l a  gme ; 

d' abord p u  notre  teckinique, e t  encuite,  par c e l l e  de YASIIESON e t  

TATITRIE  ableau au V I  ) . La repfoduct i 'ù i l i té  e s tbonne ,  l e s  é c m t s  types 

n ' é t an t  pas é levés ,e t  l a  concordance en t re  les  deux tectmiques e s t  

pa r f a i t e .  Plous avons soumis l e s  deux s é r i e s  de r é s u l t a t s  au t e s t  de 

S T V D E N T , ~ ~ ~  montre que l e s  valeurs  de I f t u  if able au V I  ) sont in fé r ieures  

à 2,145 pour une probabi l i té  de 5  p. 100 lorsque l e  nombre de mesures 

e s t  égal à 15; ce qui implique l a  concordance des deux méthodes, 

SCHWARTZ, 1960 (202). L'application à l a  mesure de l 'hydrolyse des 

dipeptides p,w ks microorganismes ou l e s  e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s ,  ne 

présente pas de d i f f i cu l t é s ,  car l a  réact ion avec l e s  protéines e s t  

f a i b l e  dans nos condit ions expérimentales. 

2) Dosage des protbines 

La concentration en protéines des solut ions  enzymatiques a  

été détermifiée par deux méthodes : 

- Pour l e s  premi6res é tapes  de l ' ex t rac t ion  : l a  teneu.r en protéines 

des bac té r ies  broyées . e t  des suspensions c e l l u l a i r e s  e s t  dé terninée par 

l a  technique de YOU?LQJS, 1968 (266) qxi e s t  une adaptation de l a  technique 

de LO!4/RY pour l e  dosage des protéines des 14ycobactéries. 

- Par l a  su i te ,  l a  concentration en protéines des f r ac t i ons  enzymatiques 

e s t  mesurée directement par l a  méthode de LOYRY ( 1 30). 



TABLEAU NOVI  

Etude s t a t i s t i q u e  des r é s u l t a t s  obteuius. 

P : Pourcentage théorique des ac ides  ami.nés l i b r e s  pour une gamme de 
Leu.-~ly exemple 5 % = 0,25 ~ ~ . k V r n l  Leu + 0,25 plfil Gly + 4,75 p~l/ml. 
Leu-Gly 

M : Moyenne de 15 mesures du taux d t  hydrolyse en pwml 

t : Test  de student  pour 15 mesures 

1 : Variante de l a  technique de A. FIATHESON e t  B. TATTRIE 

II: Procédé d é c r i t  



Dans l e s  deux techniques, une ç m e  stand-ard de séruni alb~~rnine 

bovine ( ~ c v i e t  - ilmstcrdùm) e s  i u t i l i s é e  conme r6fSsrence. Hous avons 

mesuré l e  rapport en t re  l e  poids sec des bactér ies  e t  l a  concentration 

en proté ines  dosée par l a  t e c h i q u e  de 'r'OUPVJTS (LOTJRY) . Le ~ é s u l t a t  

moyen obtenu pour 15 mesurer, e s t  de 265 mg de proté ines  pour un g r m e  

de b a c i l l e s  secs. Ces résu- l ta ts  correspondent A ceux de SAGNIEZ e t  c o l l .  

qui ont  pratiqué des mesures analogues avec des souches de - I~Tycobacterium 

tuberculosis .  

Divers auteurs ont  indiqu.4 que ces  valeurs  sont relativement 

f a i b l e s  s i  on l e s  compare A c e l l e s  mesurées par d ' au t res  techniques 

( ~ i u r e t ,  quanti té d f  azote t o t a l ,  266, 114, 198). SAGNIEZ e t  c o l l .  (198) 

expliquent c e t t e  différence par l a  f a ib l e  teneur en tyrosine des protéines 

t o t a l e s  des Mycobactéries (2  p. 100 pour 1~:ycob~cteriurn phle i ,  EDSALL (59) 

par rapport  à l a  sérum-albumine 4,94 p. 100) 

La densite optique des é lua t s  de chromatographie e s t  mesurée A 280 nm. 

3) Etude de l a  c inét ique de l 'hydrolyse des peptides 

a) P a r  l e s  préparations c e l l u l a i r e s  

Lors des e s sa i s  préliminaires,  l e s  peptides sont hydrolysés 

dans l e  tampon Tris 5 mJf de pfi 7 ,  à l a  température de 37OC, pendant 

des durées var iables  selon l e  subs t ra t  u t i l i s é .  La concentration en 

subs t ra t  e s t  de 5 mlf. La réac t ion  enzymatique e s t  a r rê tée  par addition 

d'acide acétique 0 , l  14 ( 1  vol .  pour 2 vol. d'hydrolysat) e t  par refroidis-  

sement à 4OC. Le poids sec des bactér ies  e s t  in fé r ieur  à 10 ng par m l  

de milieu réactionnel : dans ces  conditions, l a  quant i té  de peptides 



hydrolysés e s t  proportionvielle A l a  concentration en bactér ies  ( f igure  1 ) .  

La c inét ique d'hydrolyse du dipeptioe Ala-Gly pax P!ycobscteriurn - 
phlei 689 ( f igure  2) montre que l a  v i t esse  de réact ion e s t  d'abord 

constante pendant un ce r t a in  temps, puis diminue. I l  e s t  donc nécessaire 

de f a i r e  l a  mesure de l ' a c t i v i t é  peptidasique pendant un temps  limité^ 

dans l'exemple cho i s i ,  pendant une p h i o d e  infér ieure  à 2 heures. 

On exprime l ' a c t i v i t é  des bac té r ies  en p M  d'acide m i n é  l i bé r é  

par heure e t  par mg de bactér ie  en poids sec. Pour l e s  prépcarations 

c e l l u l a i r e s ,  l a  v i t e s se  de l a  réact ion var ie  considérablement selon 

l e s  peptides. La f i gu re  3 montre que, pour l a  c inét ique d'hydrolyse 

du Pro-Gly e t  du Leu-Gly, l a  v i t esse  de l a  réact ion e s t  constante 

pendant 8 heures. 

b) Cinétique dlhydrolyse des dipeptides par l e s  e x t r a i t s  ..................................................... 
c e l l u l a i r e s  e t  l e s  préparations enzymatiques pur i f i ées  ...................................................... 

Les condi t ions  de me sure des a c t i v i t é s ,  donnant une bonne 

proportionnali té en t r e  l e  taux d'hydrolyse dlune p a r t ,  l e s  temps 

dl hydrolyse et l e s  concentrations en enzymes d1 autre  pa r t ,  ont  é t é  

précisées  de façon à rendre possible l e s  mesures aux d i f f é r en t s  stades 

de l a  pur i f i ca t ion  des enzymes. 

PJous avons effectué  plus ieurs  e s s a i s  avec divers  dipeptides 

( h l a - ~ l y ,  Leu-Gly, p r o - ~ l y ) .  Nous avons rapporté sur l a  f i gu re  4 l a  

cinétique d'hydrolyse d'un dipeptide - l e  Pro-Gly - par une préparation 

enzymatique part iel lement pur i f i ée .  En ce qui concerne l 'hydrolyse des 

dipeptides Ala-Gly e t  Leu-Gly, l e s  r é s u l t a t s  sont comparables. Nous 



poids s e c  des  bac té r ies  : mg/ml 

Variat ion de la v i t e s se  d 'hydrolyse  en fonction d e  l a  concentra t ion en  bac té r ies  ---- 

Concentrat ion en s u b s t r a t  : 5 m M  (1) Leu-Gly ( 2 )  P ro-Gly  ( 3 )  Z Gly-Pila (4) Bz G1.y-NH 
2 

F i g u r e  1 



Quant i té  de peptide hy 

Temps  (heures)  

1 2 3 4 

C o ~ c e n t r a t i o n  a u  temps  O : Ala -Gly  5 t t ~ / r n l  - Myc. ph le i  689 7 ,  5 mg /ml  (pclids sec) 

CINETIQUE DIE-IYD ROLYSE D U  L-P.la-Gly pa.r MY C .  PHLEI 589 



A L e u - G l y  

g P r o - G l y  

2 4 6 8 

C o n c e n t r a t i o n  a u  T e m p s  O .  P e p t i d e  5 p ~ / r n l  - Myc.  phlei 689. 5 mg/ml ( ~ o i d s  s e c )  - 

CINETIQ'JE D'HYDROLYSE DU Leu-Gly  ET D U  P r o - G l y  

PAR MYC. P H L E I  689 - 

F i g u r e  3 



T e m p s  ( h e u r e s )  

CINETIQUE D'HYDROLYSE D U  PRO-GLY 

Concentra t ion e n  s u b s t r a t  5 m M .  Concentïat ion e n  protéi i ies  de ?a 

solut ion enzymat ique : 1 = O, @2 mg/nil, II = 0 ,  0 4  ing/rnl, 

III = 0,  0 8  m g / m l .  L 'hydro lyse  e s t  effectuée a p r è s  une pré- incubat ion 

d e  l a  solut ion enzymat ique e n  pr6sei ice  de  c h l o r u r e  d e  m a g n é s i u m  

10 m M  pendant  30 miil. à 3 7 "  C 

F i g u r e  4 - 



pouvons eii t i r e r  l e s  conclusions su ivantes  : quand l a  coilcentrXation en 

s u b s t r a t  e s t  éga le  ou supérieure à 5 mP1, l a  v i t e s s e  d'hydrolyse e s t  

propor t ionnel le  à l a  concerttration en  p ro té ines  de l a  so lu t ion  enzymatique, 

à condi t ion  de l i m i t e r  l a  concent ra t ion  en enzyme,ou l a  durée de l a  

r é a c t i o n .  La d i l u t i o n  des s o l u t i o n s  A doser e s t  donc ca lcu lée  pour que 

l ' hydro lyse  du s u b s t r a t  5 mM s o i t  i n f é r i e u r e  A 20 p. 100 pour un temps 

de r é a c t i o n  de 30 min. Aux d e r n i e r s  s t ades  de l a  p u r i f i c a t i o n  des 

enzymes, nous mesurons l a  c iné t ique  dLhydrolyse des d ipep t ides  tou tes  

l e s  minutes, pendant 10 min. Ainsi; l a  concent ra t ion  des p ro té ines  du 

mélange r éac t ionne l  v a r i e  généralement de 0,2 à 1,5 mg par  m1,pour l e s  

e x t r a i t s  c e l l u ~ a i r e s  e t  l e s  p répa ra t ions  enzymatiques par t ie l lement  

p u r i f i é e s , e t  de 0,005 mg à 0,080 mg par  m1,pour l e s  p rodu i t s  p u r i f i é s .  

Une u n i t é  enzymatique e s t  d é f i n i e  corne l a  quan t i t é  d'enzyme 

hydrolysant  1 p M  de s u b s t r a t  par  min,à 37OC,dans l e  tanpon T r i s  5 mM 

à pH 8 ; e t  l e s  a c t i v i t é s  spéc i f iques  sont  exprimées en  pli de s u b s t r a t  

hydrolysé par  min e t  par  mg de proté ine .  

II - OBTENTIOTT DU IIRTERIEL BACTERIEN 

Les é tudes  on t  é t é  r é a l i s é e s  avec une souche de Fiycobacterium 

p h l e i  689, Centre de Col lec t ion  des types microbiens de Lausanne, Nous 

avons c h o i s i  c e t t e  souche car son a c t i v i t é  peptidasique e s t  impor tante ,  

e t  s a  c u l t u r e  relat ivenient  p l u s  r ap ide  que c e l l e  des a x t r e s  ~ ~ y c o b a c t é r i e s .  

1 .  p lus ,  llycobacteri~l.m p h l e i  a  f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses é tudes  métaboliques 



e t  enzymatiques, ce qui pouvait  ê t r e  i n t é r e s s a n t  pour l a  poursui te  

u l t é r i e u r e  de n o t r e  recherche. 

1) Cul ture  avec d ive r ses  sources d 'azote 

Les travaux de p l u s i e u r s  auteurs  on t  montré que l e s  mino-  

pept idases  e t  d ipept idases  des b a c t é r i e s  .sont  des enzymes c o n s t i t u t i v e s ,  

LEACH e t  SNELL, 1960 ( 116) avec Lactobaci l lus  c a s e i  ; NEISSLER e t  

SIPIIJIONDS, 1963 (144) ; KESSEL e t  LUBIPJ, 1963 (110) e t  SUSSKQJ e t  

GILVARG, 1969 (22?$  avec des souches d tEscher ichia  c o l i .  De nombreux 

m t e u r s  confirment ces r é s u l t a t s  (247,248 , 171). 

Les e s s a i s  de HALPERN e t  CROSSOWICZ, 1957 ( 8 7 )  concernant 

l 'hydrolyse  d'un dipeptj.de - l e  Cly-Am par  Mycobacterium bovis  e t  

Nycobacterium ph le i  - indiquent  q u ' i l  p o u r r a i t  en ê t r e  de &me pour 

l e s  I4ycobac t é r i e s .  Néanmoins, nous avons é t u d i é  1 ' i n f  luence des d ive r s  

composés azotés  s u r  l a  teneur en pept idases  des p répa ra t ions  c e l l u l a i r e s  

de Mycobacteriurn p h l e i  689. 

Les b a c t é r i e s  sont  c u l t i v é e s  su r  mil ieu de YOUMATIS (Annexe 

Technique page 18 3 ) ,  milieu semi-synthétique contenant de 1 ' asparagine 

( 0 ~ 0 2  M) e t  de l a  f r a c t i o n  V d'albumine bovine ( 0 , 5  p. 100 ,~ /v ) .  l!ous 

avons remplacé c e s  deux p rodu i t s  p a r  l e  s u l f a t e  d' mionium ( 0 ~ 0 2  EI) ou 

l e  glutamate de soude, ou l ' a l a n i n e  ( 0 ~ 0 2  M), ou l 'asparagii ie  seu le  (0,02 1.:) 

ou l a  sérum albumine bovine ( O ,  5 p. 100, p/v) ou e n f i n  l a  bactopeptone 

Difco ( 0 , 5  p. 100,p/v), 

Dans une seconde expérience (Tableau VIL) nous u t i i i s o i l s ,  

s o i t  des d ipep t ides  ( 0 ~ 0 2  !4 ) ,  s o i t  l e s  ac ides  aminés c o n s t i m t i f s  des 



dipeptides,  s o i t  en£ i n  l e  sul f  n t e  d'ammonium '5 1a ment c o n c e ~ t r a t i o n  

( 0 ,02  1.1). La cu l tu re  e s t  f a i t e  en sg i t a t i on  i 3Q°C, s ix  jours. ?:ous 

mesiarons ensui te  l ' a c t i v i t é  peptidasique des bactér ies .  Dms ~ucune  des 

experiences, iious ?itobservons d'augrrientation ou de dimifiution s i gn i f i c a t i ve  

de l ' a c t i v i t é  peptidasique à l ' égard  des dipeptides  ableau au V I 1  1. 
Enfin, l e s  c e l l u l e s  cu l t ivées  sur milieu minéral contenant du su l f a t e  

d'ammonium, sont r e c u e i l l i e s  en phase logaithmique de croissance,e t  

mises en incubation avec l e s  dipeptides pendant 4 heures,& 30°C, en 

ag i ta t ion ,  avant l a  détermination de 1 ' ac t i v i t é  peptidasique. Les 

r é s u l t a t s  obtenus ( ~ a b l c a u  VIII) inaiquent q u ' i l  n'y a pas de modification 

importante de c e t  t e  a c t i v i t é .  

Nous pouvons donc conclure que l a  présence de peptone, d 'acides 

aminés ou de peptides n t  e s t  pas indispensable à l a  formation des enzymes. 

Toutefois, a f i n  d 'évi ter  toute  var ia t ion ,  nos condit ions expkriir,eiitales 

soiit identiques pour toutes l e s  expériences préliminaires : l a  soucl~e 

e s t  mise en cu l tu re  sur milieu de YOUKQIS contenant de l i a s p &  +\a g '  m e  e t  

de l a  f r ac t i on  V d'albumine bovine, en ag i ta t ion  à 30°C, pendant une semaine. 

2) Cultures en fermenteur 

Les méthodes d90btention des Mycob~.ctéries en n i l i e u  l iquide 

sont  LW rendement médiocre : 1 à 2 g de bactér ies  (poids sec) p a r  l i t r e  

de cu l tu re .  1Jous avons donc préparé des cu l tu res  en Fermenteur pour l esque l les  

l e s  rendements sont cinq f o i s  supérieurs. La méthode u t i l i s é e  e s t  c e l l e  

de ROOS, 1970 (191). Ce procédé e s t  d é c r i t  dans l'annexe tecliniqi~e page ? 89. 



;ourcé di?? 0,û2 1.; 
- 

G l  y-Leu 

Gly-Pro 

Pro-Gly 

G l  y-Trp 

Leu-Gly 

Gly-Ser 

Gly-Me t 

--- 

TABLEAU N O V I 1  
P 

Act iv i  té pep t idasique de llycobac t e r i u c  p h l e i  689 en cu l  tu re  agi  tée avec -- 
diverses  soiarces d i  azote. 

A : Act iv i té  à l ' é g a r d  du Leu-Gly l~14/h/~. 

P : Quantité de germes en rng/rnl (poids  sec) .  



Subs t ra t s  : 

Pro-Gly 

Gly-Trp 

2. Gly-Phe 

EZ . Gly-NH2 

Ac t iv i t é  peptidasique de Mycobacterium ph le i  689 après  incubat ion  dans 

une so lu t ion  de d ipept ide .  

A : Smpension bactér ienne  non t r a i t é e  ; poids  sec  = 10,G mg/ml 

B : Suspension bac.t-Ç-rienne lavée par  une so lu t ion  de Pro-Gly (50 m ~ )  
p u i s  par  l e  tampon T r i s  10 mi.! de pH 7 , 5  ; poids sec des b a c t é r i e s  = 
11,8 mg/ml 

C : Bactér ies  mises Zn incubation 4 h ,dans  une so lu t ion  de Pro-Gly 50 mM 
en tmpon  T r i s  10 ml4 de pH 7 , 5 ,  p u i s  l avées  par  l e  &me tampon avant 
l e  dosage de l ' a c t i v i t é  peptidasique ; poids  sec des b a c t é r i e s  = 
9,2  mg/a. 



Nous l imi tons  l a  cu l t u r e  à cinq jours a f i n  d 'obtenir  des b x t é r i e s  en 

phase l oga r i t hmique  de croiss,mce. Les c e l l u l e s  sont r e c u e i l l i e s  par 

centr i fugat ion e t  l ~ v é e ç .  deux f o i s  en tampon p i s  10 mbl pH 7 , 5  coritenant 

10 mtI de EgC1 af in  d'éliminer l e s  produi ts  du métabolisme cellulaire 
l 2' 

qui pourraient  modifier l ' a c t i v i t é  peptidaçique. La quant i té  des 

bactér ies  obtenues e s t  de 70 à 100 y de bac té r ies  (poids humide) pour 

un fermenteur de 15 l i t r e s .  Les analyses u l t é r i e u r e s  nous ont  montré 

que ce procédé de cu l t u r e  améliore l e s  r é s u l t a t s  obtenus l o r s  de l a  

rupture des c e l l u l e s  (Tableau I X ) ,  sans doute parce que l e s  cu l t u r e s  

bactériennes forment noins d' agrégats,e t parce que l a  t a i l l e  des 

bac i l l e s  e s t  plus homogène. 

III - EXTRACTIOrl DU NATERIEL EWZnfiTIQUE. DIS~IBUTION SUBCSLLULAIRE 
DES PEPTIDASES 

1 )  - Action des Ultra-sons - 

Quand on soumet l e s  c e l l u l e s  à l ' a c t i on  des u l t ra-sons  dans l e  

Raythéon 10 Kc, muni d'un d i spos i t i f  de refroidissement 21 q°C, il y a 

augmentation considérable de l ' a c t i v i t é  peptidasique pour l e  Pro-Gly e t  

l e  Gly-Trp. Au con t ra i re ,  l ' a c t i v i t é  des préparations c e l l u l a i r e s  A 

l 'égard du Bz-Gly-NB ' e t  du ZGly-Phe diminue e t  même s'annule ( f igure  5 ) .  2 

Le trai tement des c e l l u l e s  par l e  B r i j  58 ( 2  p. 100,~/v,en 

ag i ta t ion  21 f ro id )  ou par l e  toluène (1  p. 100,  v/v, 20 min à 2 0 0 ~ )  

favor ise  l a  dés intégrat ion sonique, Il s u f f i t  d'un trai tement de 20 min 



TASLEAU No I X  

Comparaison entre les '  procédés de cu l tu re .  

Flesures correspnndant à 10 g de bac té r ies  (poids humide). 

Les bac té r ies  sont rompues par broyage avec l a  zéol i the  après  trai tement 

par l e  désoxycholate de soude. 

&fode de cu l tu re  

Act ivi té  t o t a l e  

CrAlture en f i o l e  à 

toxine dans l e  milieu 

de Youmans 7 jours en 

ag i ta t ion .  

Culture en fermenteur 

en milieu de Szuton 

5 jours. 

& 

354 mg 53 ,6  u 18374 U 



pour l i b é r e r  l a  majeure pcar?-ie ~ i e  l ' a c t i v i t é  e~izymatique iiyd-rolyçant 

l e  Gly-Trp e t  l e  Pro-Sly, Par con:re, l ' a c t i v l  t6 dzs pré?,urdtions 

à l l & g m d  du i3z.Gly-iJ;f e t  cliiZ.Gly-?l?rs, sTanniile après 20 min de 
"'2 

t ra i t e rLent  aux ultra-sons ( f igure  6 ) . Ainsi, l a  rtlpture des bactér ies  

entra ine  une l i bé r a t i on  des peptidases qui hydrolysent l e s  dipeptides 

du type Ala-Gly, Ideu-Giy, Pro-Gly, Gly-Trp. 

Par contre,  l e s  enzymes qui hydrolysent l e  Bz.Cly-AH2, l e  

Z. Gly-Phe, l e  Z.Gly-Wp, sont dé t r u i t e s  ou inact ivées  l o r s q u ' ~ 1 l e s  sont 

soumise ç à ce trai tement . 
La mesure du nombre de c e l l u l e s  viables ,  en fonction du temps 

de trai tement aux ultra-sons ( f igure  5 ) , montre c1uvil y a une cor ré la t ion  

en t re  l ' a c t i v i t é  dipeptidasique des prépurations c e l l u l a i r e s  e t  l e  

nombre de c e l l u l e s  rompues. Nais l e s  rendenents obtenus par ce procédé 

de rupture sont f a ib l e s .  

2) Rupture des bac té r ies  par broyaqe avec - l a  zéol i the  

Noas avons employé par l a  s u i t e  un procédé de broyage des 

bac té r ies  avec l a  zéol i the  en poudre (Annexe technique p. 18 3 ) . Plusieurs 

auteurs,  ZIPPER e t  PE2SOl?, 1956 (267 ) e t  W I Ç ~ E I C I I :  e t  c o l l , ,  1366 (259) 

proposaient l 'emploi des aluminosil icates c r i s t a l l i n s  de synthèse, l e s  

zéol i thes ,  pour l a  rupture des levures e t  des bactér ies .  Plus récement ,  

c e t t e  méthode a é t é  u t i l i s é e  au laboratoi re  d' l m n o l o g i e  Cel lula i re  de 

l'institut Pasteur de L i l l e ,  pour l ' é tude  de l a  s t ruc ture  mtigénique de 

&!ycobacterium phlei ,  par JOSEPH e t  co l l . ,  1970 ( 104) ; l e s  résu1 t a t s  -- 
obtenus ont Sté analysés en microscopie électronique dans ce  laboratoi re .  
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T ernps (minu tes  ) 

P e p t i d e s  hydro lysés  : @ P r o - G l y ,  A G l y - T r p ,  O Z  Gly-Phe ,  
g Bz Gly-NH 

2 

Act iv i t é  de  l a  s u s p e n s i o n  bac té r i enne  e n  fonct ion  

d e  l a  d u r é e  d u  t r a i t e m e n t  a u x  u l t r a - s o n s  

F i g u r e  5 



Peptides hydrolysés : @ Pro-Gly, Gly-Trp, O z ~ l ~ - p h ~ ,  
8 132 Gly -??H 

2 

Activité peptidasique de  h4yc. p h l e i  689  t r a i t ée  pa r  l e  toluène en fonction 

d e  la d u r é e  de la désintégration sonique 

Figure  6 



Après un broyage cle 10 min avec l a  zéol i the ,  l a  masse de c e l l u l e s  rompues 

a t t e i n t  60 p. 100 du matériel  de départ .  Le broyage par l a  zéol i the  semble 

e n t a i l l e r  part iel lement l e s  parois  p lu tô t  que l e s  broyer ou l e s  fragmenter ; 

l e  contenu c e l l u l a i r e  sséchappe,et l e s  bac t é r i e s  sont r édu i t e s  à l eu r  

enveloppe vide. Quand on mesure l a  quant i té  de protéines produites par 

ce  procédé dans l a  f r ac t i on  soluble, on s 'aperçoi t  que l e s  rendement sont 

p lus  é levés  que ceux obtenlus par d 'autres  méthodes. P a r  l a  s u i t e ,  nous 

avons augmenté considérablement ce s  rendenents en t r a i t a n t  l e s  bac i l l e s  

avant l e  broyage, par  l e  désoxycholate de soude à 1 p. 100 (p/v) de 

pH 8 , 5 ,  en ag i ta t ion  magnétique 20 h à 4OC. Cette préparation a pour 

e f f e t  de disperser  l e s  bac i l l eç  e t  de f a c i l i t e r  a in s i  l ' a c t i o n  de l a  

zéoli the.  Le broyat e s t  débarrassé de l a  zéol i the  par centr i fugat ion 

à 4OC à 600xgpendant 20 min. 

Bien que l e s  dipeptidases soient  dénaturées par l a  chaleur, 

l ' é l éva t ion  de température qui accompagne l a  rupture des c e l l u l e s ,  ne 

diminue pas l eu r  a c t i v i t é  dans nos condit ions expérimentales. Au 

con t ra i re ,  quand on compare l e s  r é s u l t a t s  obtenus  a able au X ) avec 

ceux des d ivers  procédés d 'extrac t ion ,  on observe une augmentation notable 

de l ' a c t i v i t é  dipeptidasique dans l a  f r ac t i on  soluble. 

3) Act ivi té  pep t idasique Se l ' e x t r a i t  c e l l u l a i r e ,  brut  e t  
d i s t r i bu t i on  subcel lula i re  d 

Les broyats c e l l u l a i r e s  sont  soumis à deux centr i fugat ion,  l a  

première à 17.600 x g pendant 20 min, p réc ip i te  l e s  bac té r ies  i n t ac t e s  

e t  l e s  paro i s  bactériennes ; l a  seconde, à 105 .O00 x g pendant 2 heures, 



TABLEAU No X 

Procédé de rupture des 
bac t é r i e s  

Br i j ,  58-2p. 100 (p/v) 
ag i ta t ion  20 h à 4OC puis  
trai tement aux ultra-sons 

Broyage avec l a  zéol i the  
sans trai tement préalable 

Traitement par  l e  désoxy- 
cholate  de soude Ip. 100 
( ?/VI 
ag i ta t ion  20 h à Ç°C 
puis  broyage avec l a  
zéol i the  

Comparaison en t r e  divers  procédés de rupture des bac té r ies  

Traitement de 10 g de bac té r ies  (poids  humide) après 
cu l t u r e  en f i o l e  à toxine 7 jours en ag i t a t i on  

a 3 7 0 ~ .  

Quantité de 
proté ines  dans l a  

f r ac t i on  soluble 

20 mg 

21,7 mg 

146 mg 

Hydrolyse du L. Leu-Gly 

Act ivi té  spécifique 

EJ. l"i/h/mg 

693 

8,8 

27,8 

Activi té  t o t a l e  
u = ~~.l.;/h 

126,2 u 

I90,9 U 

4058 



siipare l e s  produits  solubles (Fraction S. 105) e t l e s  éléments p , ~ t i c u l a i r e s  

(Fraction F ~ ) ,  c 'est-à-dire, l e s  ribosomes, l e s  fragments de mernbrçmes 

e t  l e s  mésosomes. 

Nous avons résum6 dans l e  tableaux1 l e s  propr ié tés  des c e l l u l e s  

non t r a i t é e s ,  du broyat c e l l u l a i r e  e t  des f r ac t i ons  pa r t i cu l a i r e s  e t  

solubles. Certaines a c t i v i t é s  peptidasiques sont t r è s  f a ib l e s .  Nous avons 

donc exprimé l ' a c t i v i t é  en nN d'acide aminé l i bé r é  par h e t  par m l ,  

e t  l ' a c t i v i t é  spécifique en nM de subst ra t  hydrolysé par h e t  par mg 

de protéines.  

Si nous mesurons 1 ' a c t i v i t é  globale de chaque préparation par 

rapport  à l ' a c t i v i t é  de l a  c e l l u l e  bactérienne non t r a i t é e ,  nous pouvons 

f a i r e  l e s  observations suivantes  ableau au X I  ). 

Les proprié t é s  carbox ypep tidasique s des broyats c e l l u l a i r e s  

sont p lus  f a i b l e s  que c e l l e s  des c e l l u l e s  non t r a i t é e s  ; l a  f rac t ion  cyto- 

plasmique soluble e s t  inact ive .  Toute l ' a c t i v i t é  de ce type e s t  s i tuée  

dans l a  f r ac t i on  pa r t i cu l a i r e  ; l ' a c t i v i t é  spécifique de c e t t e  f rac t ion  

envers l e  Z.Gly-Phe e t  l e  Z.Gly-Trp e s t  relativement importante par 

rapport  à c e l l e  du broyat c e l l u l a i r e ,  mais cependant p lus  f a i b l e  que 

c e l l e  des c e l l u l e s  in tac tes .  Il en e s t  de même pour l'enzyme responsable 

de 1 'hydrolyse du Bz. Gly-NH 
2' 

. Donc l a  rupture des bac té r ies  entra îne  l a  modification de 

ce r ta ines  s t ruc tures  c e l l u l a i r e s  responsables de 1 ' a c t i v i t é  carboxypep ti- 

dasique e t  de l ' a c t i v i t é  hydrolytique envers l e  Bz Gly-NH La majeure 
2 ' 

p a r t i e  de ce s  a c t i v i t é s  e s t  s i tuée  dans l e s  f r ac t i ons  par t i cu la i res .  Ces 

observations convergent avec l e s  r é s u l t a t s  obtenus par des travaux 

préliminaires ( f igure  5 ) dans lesquels  on u t i l i s a i t  l ' a c t i on  des u l t r a -  

sons pour rompre l e s  c e l l u l e s .  



Z - G l y  - Phe 

Z - Gly - Trp 

Leu - Gly - Gly 

TABLEAU No X I  

Activi té  peptidasiqd-e des préparations celG2.aires de ~ lycob~cte r ium phlei  689 

A : Pourcentage d ' a c t i v i t é  t o t a l e  (nf4 liydrolysés par h) par rappor t  à l a  préparation c e l l u l a i r e  
non t r a i t é e  . 

A s  : Activi té  peptidasique spéciçiq-ue lu = 1 rr.i.j/h/mç. 

C : Préparation c e l l u l a i r e  non t r a i t é e .  

B : Bactéries broyées. 

Fp : Fractions pa r t i cu l a i r e s  ( cu lo t s  des centr i fugat ions  17.760 Xg e t  105.000 X g) 

S.  105 : Fraction cytoplasmique soluble (surnageant de l a  centr i fugat ion à 105 .O00 X g )  



Par c o n t r e ,  l a  rup tu re  des b a c t e r i e s  e n t r a t n e  une l i b s r a t i o n  e t  

une augmentation considérable de 1' a c t i v i t é  dipeptidasique,  c a r  c e l l e - c i  

e s t  mul t ip l iée  par  8 , 3  pour l a  Leu-Gly e t  PLV 16,7 pour l a  illa-Gly, 

L'hydrolyse du LeLeu-Gly-~ly n'augmente pas d m s  l e s  memes proport ions;  

mais l ' a c t i v i t é  spéci f ique  des  f r a c t i o n s  p a r t i c u l a i r e s  e s t  f a i b l e  en 

comparaison de c e l l e  de l a  f r a c t i o n  cytoplasmique soluble  ableau au XI). 

L'éca r t  e n t r e  les deux taux de dégradation des d ipept ides  e s t  p a r t i c u l i è -  

rement importaqt. Donc 1' a c t i v i t é  de type dipeptidasique augmente 

considérablement quand l e s  c e l l u l e s  sont  rompues ; c e t t e  a c t i v i t é  e s t  

s i t u é e  en majeure p a r t i e  dans l a  f r a c t i o n  cytoplasmique soluble.  

Enfin, après  rupture  des bac té r i e s ,  l ' é l imina t ion  des éléments 

p a r t i c u l a i r e s  p rodu i t  une ac t iva t ion .  L '  a c t i v i t é  spécif ique e s t  mul t ip l i ée  

par 4 pour l e  d ipept ide  Aia-Gly, par 5 ,5  pour l e  Leu-Gly. Cet e f f e t  

ac t iva teur  e s t  nioins n e t  pour l e  Leu-Gly-Gly. 

Les tableaux XII ,  X I I I  e t  X I V  rassemblent l e s  r é s u l t a t s  

obtenus avec : l e s  bac t é r i e s  non t r a i t é e s ,  l a  f r a c t i o n  cytoplasmique soluble  

( S  105) e t  une f r a c t i o n  p u r i f i é e  dont- i l  s e r a  quest ion ul tér ieurement.  

Dans l a  f r a c t i o n  S 105 l ' a c t i v i t é  endopeptidasique e s t  n u l l e ,  

puisque l e s  s u b s t r a t s  de l a  t rypsine e t  de l a  chymotrypsine ne sont  

pas hydrolysés ( ~ z . A r ~  O E t ,  Tos.ArgO Me, Bz .Tyr O E t ,  Ac.Tyr O ~ t )  . Il 

en e s t  de même pour l e s  s u b s t r a t s  des carboxypeptidases ( ~ . ~ l y - ~ h e ,  

Bz .Gly-Lys, Bz. Gly-Gly., Z. ~ l ~ - ~ r ~ ) .  L'étude chromatographique de l 'hydrolyse  

des t r i p e p t i d e s  montre l a  l i b é r a t i o n  p r i o r i t a i r e  des acides aminés ayant 

une fonction a lpha-aminel ibre  . Les dipep t i d e s  sont  dégradés t r è s  rapidement, 

L ' a c t i v i t é  à 1 'égard de l a  Leucinamide e t  de l a  Leucine-(3-naphtylamide 

e s t  relat ivement f a i b l e .  



Act iv i té  peptidasique spécif ique de d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s .  

Act iv i té  exprimec en pl$/h/mg. 

A : Bactéries  non t r a i t é e s .  

B : E x t r a i t  c e l l u l a i r e  soluble.  

C : Pic de l a  f i l t r a t i o n  sxr  Sephadex G100. 



Activité peptidasique spécifique des différentes 
fractions.  

Activité exprim4e en ,u?/h/mg. 

A .' Bactéries non t r a i t ées  

B : Extrai t  ce l lu la i re  soluble 

C : Pic de l a  f i l t r a t i o n  sur Sephadex G. 100 



TABLEAU No  X I V  

Apprkciation de 1 'hydrolyse en  chronatoyraphie,  

+++ : hydrolyse cornplPte de 1' ac ide  aminé N terminal  en 4 h. 37OC 

+.+ : hydrolyse complète de l ' a c i d e  m i n é  N terminal  e n  24 h. 

+ : hydrolyse complète en 48 h. 

(+) : hydrolyse incomplète en  48 h. 

A : Bac té r i e s  non t r a i t é e s .  

B : E x t r a i t  c e l l u l a i r e  so luble .  

C : P i c  de l a  f i l t r a t i o n  s u r  Sephadex G,100. 



Il f a u t  ren~wzrquer qu'i l .  i l 'y a pas  d 'hydrolyse du. ùipe1,tiGe 

Gly-Pro; que l ' hyd ro lyse  du Gly-Gly e s t  re la t ivement  f a i b l e ;  qVlfil 

e x i s t e  une a c t i v i t é  i n h ~ b i - i u e l l e  envers  l e s  d i p e p t i d e s  ayant un acide 

m i n é  de configv.ration D en  posi. t i o n  N-terminale ( ~ . L e u . - i ; l ~  e t  D . L C U - T ~ ~ ' ) ;  

e t  que l e s  d ipep t ides  dont l ' a c i d e  amine C-terminal e s t  de con£igura t ion  D 

son t  également hyckolysés lentement  (Gly-D.Leu, Gly-D, Ala, ~ l y - D , ~ s p )  . 
De t o u t e s  c e s  observaticjas,  nous pouvons penser que : 

- La f r a c t i o n  so luble  e s t  dépourvue d ' a c t i v i t é  enùopeptidasique 

( c e s  r é s u l t a t s  s e ron t  confirmés par  d ' a u t r e s  expér iences) ,  e t  dépourvue 

d ' a c t i v i t é  carboxypeptidasique.  

- L ' a c t i v i t é  de type p ro l idas ique  ( ~ m i d o d i p e p t i d a s e  : Ec  3.4.3.7.) 

hydrolysant  l e s  d ipep t ides  de type X-Pro, e s t  également absente  ; de 

même c e l l e  d'une aminopeptidase comparable à c e l l e  de l lm!inopept idase P 

d lEsche r i ch i a  - c o l i  (262). 

- L'ensemble des r é s u l t a t s  de l a  dégradat ion des  d ipep t ides  e t  

t r i p e p t i d e s  indique une importante  a c t i v i t é  aminopeptidasique ( ~ c .  ?.4,1,)  

e t  d ipep t idas ique  (~c .3 .4 .3 . ) .  

4) Démonstration de l 1  absence de 1 ' a c t i v i t é  endopep t i das ique  

P l u s i e u r s  t e s t s  u t i l i s é s  en  bac t é r io log ie  nous on t  montré que 

Eycobac teri-um p h l e i  689, en  c u l t u r e ,  n 'hydrolyse pas 1 ' albunine de blanc 

d'oeuf dénaturé pcar l a  cha leur ,  e t  ne dagrade n i  l 'hémoglobine, méthode 

de LECLERCQ (117) ,n i  l a  c a s é i n e ,  méthode de GORDON ( 7 8 ) ,  n i  l a  g g l a t i n e ,  

mril thode de FRAZIER (70 ,131 ) . 



I l  en  e s t  de même pour l a  serum albumine bovine non dénaturée.  

Avant e t  ap rè s  un c o n t a c t  prolongé avec l e s  e x t r a i t s  b a c t b r i e n s  ( l e  

broyat  c e l l u l a i r e  ou l e  surnageant  S 1 0 5 ) ~  1' analyse chromatoçraphique 

(Sephadex C. 100) d e s  pep t ides  de l a  f r a c t i o n  V dvalbumine bovine, montre 

q u ' i l  n ' y  a aucune formation dz pep t ides ,  mais seulement une l é g è r e  

modi f ica t ion  de l a  v i t e s s e  d ' é l u t i o n  des composés i n i t i a u x .  I l  n ' y  a 

donc p a s  d iges t ion  endopep t i das ique  . 
Ces obse rva t ions  on t  é t é  complétées par  l ' é t u d e  de l a  dégradat ion 

de deux pep t ides  obtenus par  a c t i o n  du bromure de cyanogène s u r  l a  

Kyoglobine de boeuf (HAIT e t  c o l 1  . , 82 ) . Il s' a g i t  du pept ide  If- terminal  

(55 r é s i d u s  d ' ac ides  aminés) e t  du pep t ide  C-terminal (22  r é s i d u s  d ' ac ide -  

aminés). Ces deux p e p t i d e s  son t  soumis à l ' a c t i o n  de l a  f r a c t i o n  S. 105 de 

Iiycobacterium p h l e i  à pH 7,O e t  à 37OC pendant 4, 6 ,  8 e t  20 heures.  La 

concen t r a t ion  en pep t ide  e s t  de 20 mg/ml; l a  concen t r a t ion  de l ' e x t r a i t  

bac t é r i en ,  de 2 mg/ml. 

Les 'If i nge r -p r in t "  des  hydro lysa t s  obtenus par  é l e c  trochromato- 

g r a p k  s u r  papier  ( f i g u r e s  7 e t  8) montrent q u ' i l  n 'y  a pas  formation 

de pept ides .  Par c o n t r e ,  de nombreux ac ides  aminés l i b r e s  s o n t  apparus 

( f i g u r e s  7 e t  8).  

L' a c t i v i t é  de l a  f r a c t i o n  cytoplasmique so lub le  S. 105 e s t  donc 

bien du type exopept idasique e t  non endopeptidasique. 

Il f a u t  également p r é c i s e r  l a  na tu re  de l'enzyme de ~;ycobacterium 

ph le i  689 hydrolysant  l a  benzoylglycinamide. L'hydrolyse de ce s u b s t r a t  

l i b è r e  de l'ammoniaque, du g lycoco l l e  e t  de l ' a c i d e  benzoPque. Nous 

avons v é r i f i é  chez tfj~cobacterium p h l e i  689 l a  présence de deux enzymes : 

l ' une  hydrolysant  l e  benzoylglycocol le  (GORDON, 1966, 77 ) ,  l l z u t r e  (ur-e 
. . 

amidase, Tc. 3.5.1.4.) ( 8 )  l a  glycinamide (BONICKE, 25).  



FIGURES 7 e t  8 - 

"F inge r  -p r in t s r ' .  E l  e c t r o -  chromatographie  s u r  pap i e r  de s  peptides de  l a  

Myoglobine de boeuf (obtenus p a r  coupure a u  b r o m u r e  de  cyanogène) - 
soumis  à l 'hydrolyse  p a r  la f r ac t i on  S. 105 de  Mycobacter ium phlei - 

F i g u r e  7 : 1 peptide C t e r m i n a l  (dépôt 200 p 1). Témoin  

II hydro lysa t  a p r è s  une incubation de O h à 37" C pH 7 
(dépôt 200 p 1) 

III hydro lysa t  a p r è s  une incubation de 20 h à 37" C pH 7 
(dépôt 200 p 1) 

F i g u r e  8 :  1 peptide N t e r m i n a l  (dépôt 200 11 1). Témoin  

II hydro lysa t  a p r è s  rine incubation d c  6 h à. 37" C pH 7 
(dépôt 200 p 1) 

III hydro lysa t  a p r è s  une incubation de 20 h à 37" C pH '7 
(dépôt 200 p 1) 



Elec t ropho rè se  

f 

Figu re  7 103 

"F inger  - Pr in t s r ' i e  
l ' hydro ïysa t  dir peptide 
C t e r m i n a l  de Myoglobine 
de  boeuf 

III 
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boeuf 

III 



La mê.rre enzyme hydrolyse-t-el le  l e  ber,zoylglycocolle e t  l a  

benzoyl-glycinamide ? Ce de rn ie r  s u b s t r a t  n ' e s t  pas u t i l i s é  habi tuellement 

par  l e s  au teu r s  qui o n t  p u r i f i é  e t  c a r a c t é r i s é  aes  acylases  bactér iennes.  

Quelques unes des a-mino-acylases sont  t r è s  spéci f iques  (LEVY e t  GOLDMAN, 

121) , mais d' a u t r e s  (par exemple l a  benzoylminoacid-amido-hydrolase de 

Pseudomonas p u r i f i a l  par KANZDA e t  c o l 1  . ,  IO^), ont  une s p é c i f i c i t é  

é t r o i t e  pour l e  groupement acy l ,  mais etendue pour l e  groupement aminé. 

Lsenzyme responsable de l a  dégradat ion de l a  benzoyl-glycinamide 

pour ra i t  ê t r e  de cc type. La l i b é r a t i o n  de l ' a c i d e  benzofque e t  de l a  

g1ycinami.de s e r a i t  immediatement s u i v i e  d'une dégradation de c e  de rn ie r  

composé. Nous n'  avons pu d i s s o c i e r  l e s  deux a c t i v i t é s ;  mais 1' hydrolyse 

du benzoyl-glycocolle é t a n t  t r è s  l e n t e  ( 2 5  n V 2 0  h) par r appor t  à c e l l e  

de l a  glycinamide (450 nb1/20 h) c e l l e - c i  d o i t  ê t r e  hydrolysée avant de 

s'accumuler en  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  pour ê t r e  décelée. 

5) Choix des s u b s t r a t s  

Pour l a  p u r i f i c a t i o n  des d ipep t idases  e t  pour l a  sépara t ion  des 

aminopeptidases, p l u s i e u r s  dipep t i d e s  on t  é t é  c h o i s i s ,  c e  sont  : 1 ' Ala-Gly, 

l e  Leu-Gly, l e  Pro-Gly e t  l e  Gly-Trp. Nous avions sé lec t ionné  tou t  

d'abord l e  Pro-Gly e t  l e  Gly-Trp, c a r  l o r s  de l ' é t u d e  des a c t i v i t é s  

pept idas iques  dans un but taxinomique, nous avions cons ta t é  selon 

l e s  espèces mycobactériennes, une a c t i v i t é  hydrolyt ique p r é f é r e n t i e l l e  

pour l ' u n  ou l ' a u t r e  des deux d ipept ides .  Nous pouvions donc supposer 

que c e s  deux p rodu i t s  é t a i e n t  hydrolysés par  deux enzymes d i s t i n c t e s ,  

Mais, comme nous l e  ver rons  au Chapitre III, envers  c e s  deux d ipept ides ,  



a in s i  qu'à l ' k r s sd  de 1'Ala-Gly e t  du Leu-Uly, l f a c t l v i t - é  majeure e s t  

l e  f a i t  d'une seule enzyme. P a r  l a  s ~ ~ i t e ,  seuls  1'Bla-Gly e t  l e  Leu-Gly 

ont é tb  re tenus  pour 13é tude  de la pur i f i ca t ion .  Cc ciernier subs t ra t  

e s t  u t i l i s é  pcmticulitirernent en compcxaison avec l ' a c t i v i t é  hydrolytique 

pour l e  1,e~-Gly-Cly, qui e s t  dégraiié préférentiel lement par l e s  

aminopep t idases .  



C H A ?  1 T R  E III 

I D E I J T I F I C A T I O l 4  DES E X O P E P S I D A S E  DE L A  FRACTION CYTOPLASMIQUE 

SOLUBLE 



IIoils avons associG iin prockdé de s6pcaration 6 l e c  t rophoré t i que  

ayant un hau t  pouvcir de r é s o l u t i o n  , l ' ~ l e c t r o p h o r ? s e  en  g e l  n i s t e  

d '  acrylamide-agarose, avec l a  c a r ~ a c t 6 i i s a t i o n  d i r e c t e  de l ' a c t i v i t é  

pcptidasiqu-e dans l e  g e l .  Cet te  méthode permet une m a l y s e  p a r a l l è l e  

d~1  contenu. pro té ique  des  p répa ra t ions  e t  cle l'équiperncrit enzyniatique. 

P a r  l a  s u i t e ,  nous u t i l i s o n s  le même procédé pour i s o l e r  des  

f r a c t i o n s  coiltenant une seu-le bande de p ro t é inesac  t i ves ,  e  t nous 

é tudions  l a  s p é c i f i c i t é  pept idas ique  de c e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s .  

1 - ~2ITHODE UTILISED - 

1)  Electrophorèse s u r  g e l  - de polyzcrylamide-agzose 

Les é l ec t rophorèses  sont  f a i t e s  en g e l  mixte de polyacrylamide- 

agarose à 7 p. 100 d'acrylamide préparé  s e lon  l e  procédé dtUBIEL (239) 

(Annexe technique page 183 ) . 
Pour l e  lavage  des  g e l s  e t  l ' é l ec t rop i io rè se ,  no-is avons p r é f é r é  

au tampon T'ris-glycocolle d9URIEL, un tampon ne contenant  pas  d 'ac ide  

aminé, c a r  ce lu i - c i  pouvai t  modif ier  éventuel lement  l e s  r h a c t i o n s  

pep t idas iques  u l t é r i e u r e s .  Nous u t i l i s o n s  l e  tampon T'ris-borate &pK 9 

contenant  1 ml1 de NgC1 (Annexe teclmique page ~ 3 ) .  
2 

Bien que l e s  opé ra t ions  s o i e n t  r é a l i s é e s  en  chambre f r o i d e  21 

4OC, une l é s è r e  é l é v a t i o n  de température s e  p r o d u i t  pendant l ' é l e c t r o -  

phorèse. L '  add i t i on  de Magnésium d a i s  l e  tampon protège c e r t a i n e s  

pep t idases  tl?ermosensibles de l ' i n a c t i v a t i o n  cice à ce dégagenient de 

cha leur .  Enfin,  une d i a l y s e  prolongée des  g e l s  d '  é lec t rophor&se  dans 



l e  tampon e s t  néces sa i r e ,  C J I ~  ROUS avons observé une l.is.ctlvation de 

c e r t a i n e s  enzymes par  l c  pe r su l f  a t e  cl@ aitlnonivrn u t i l i s k  pour i n d u i r e  l a  

polymérisat ion du g e l  clc polyacrylani.de ( ~ n a e x e  technique pdge '183). 

L' é l e c  trophorèçe e s t  p ra t iquée  ver  ?icalernent-. La migrat ion der, p r o t é i n e s  

s e  produi t  dc l a  cathode v e r s  l f a n o ù e , e t  l e  b leu  de bromophénol e s t  

u  t i l i s é  comme c o l o r s a t  t r a c e u r .  

La r é a c t i o n  de c a r a c t é r i s a t i o n  des  pep t idases  e s t  r é a l i s é e  

imrr.édiaternent ap rè s  l a  migra t ion  é lec t rophork  t ique  des co r i s t i t uan t s .  

~ a r a l l è l e n i c n t ,  nous co lo rons  l e s  p r o t é i n e s  p a r  l e  b leu  de coomassie 

(Annexe technique page 18 3 ) .  

2) C a r a c t é r i s a t i o n  des  pep t idases  dans l e s  g e l s  d7ac ry lmic i c  

LEVIS e t  HARRIS  en  1967 (122) o n t  d é c r i t  un procédé de d é t e c t i o n  

des  pep t idases  ap rè s  é l ec t rophorèse  e n  g e l  d'amidon. Nous avons adapté  

c e t t e  méthode pour l ' é l e c t r o p h o r è s e  en g e l  de polyacrylamide 

technique page 183).  Le p r inc ipe  de l a  r e a c t i o n  e s t  l e  su ivan t  : l a  

l i b é r a t i o n , p a r  l e s  d ipcp t idases ,des  a c i d e s  aminés de l a  s é r i e  L ,  e s t  

niise en  évidence par  deux r é a c t i o n s  enzymatiques couplées: 

- Une L.ami.no-acide-oxhydraçe ou mino-acide-oxydase (EC. 1.4.3.2.) 

( 7 )  du venin  de Cro ta lus  adman teus  a g i t  s u r  l e s  ac ides  aminés l i b é r é s  

par  l a  pept idase .  Il s e  p rodu i t  une désainination oxydative de l ' a c i d e  

aminé avec l i b é r a t i o n  f i n a l e  d'un ac ide  cé tonique ,  d 'eau oxygénée e t  

cl' ammoniac . 



710 

- L'eau oxygitnrlie l ibérée  e s t  cl6gradiie p2r l a  ca t s lase  de r a i f o r t  

(EC.  1.  11. 1. 7.) ( 7 ) ,  c e t t e  réaccion ~ '~çcompagne  d'une oxydation de 

l tO-dianisidine e t  il se forme une colorat ion brune au s i t e  de l a  

rcaction.  

Le choix des subst ra ts  peptidasiques c s t  l i m i t e  p a r  l a  spécif i -  

c i t é  de l a  L.  aninoacide-oxydase du 'venin de Crotalus adamanteus : ce r t a in s  

acides aminés ne sont pas ou sont peu tran3formés ; ce sont l e s  acides 

Da-aminés, l e  glycocolle, ltal,anine, l a  sér ine ,  l a  thréonine e t  l a  

valine ; par contre,  l a  leucine, l a  méthionine, l a  phénylalanine, l a  

cystéine,  l a  tyrosine e t  l e  tryp toph,me sont rapidement attaqués. Nous 

avons donc u t i l i s é  l e s  peptides suivants : Leu-Gly, Gly-Trp, Gly-lkt, 

Gly-Cys, l e  DL.Leu-Gly-Gly e t  l e  Net-Ala-Ser. L'hydrolyse de l a  leucineamide 

e t  de l a  leucyl-P-naphtylamide peut également ê t r e  décelée par c e t t e  

méthode. 

I l  f a u t  remarquer qu ' i l  se produit  une oxydation d i f fuse  de 

1 ' 0-dianisidine lorsque 1 a durée de 1 ' incubation dans l e  mélange réac t i o r -  

ne1 dépasse 4 heures. Ainsi l e s  a c t i v i t é s  peptidasiques l e s  p lus  f a i b l e s  

ne sont pas détectées.  Lorsque l a  rézc t ion  e s t  rapide (30 min 21 1 heure), 

nous procédons à une coloration u l t é r i eu re  du gel  par l e  bleu de coomassie, 

après avoir pratiqué une e n t a i l l e  au niveau de l a  réact ion peptidasique 

( f igure  3 ) .  Nous pouvons donc i d e n t i f i e r  exactement de c e t t e  façon, 

l a  protéine active.  . 



~ l e c t r o p h o r ~ ~ r a m r n e  de la f r ac t i on  S. 105  

A : Sépara t ion  pa r  migra t ion  en  ge l  cl'acrylarnide - a g a r o s e  puis 

colorat ion des  proté ines  p a r  l e  bleu de Coomass ie  

B - Réaction peptidasique : s u b s t r a t  L. Leu-Gly d u r é e  de l a  réact ion 

1 h e u r e ,  puis fixation e t  colorat ion p a r  le bleu de  Coomass ie  





1,a f igure  ? O  i l l u s t r e  l e s  r 6 ~ ~ t l t a t . s  de p l ~ 1 s i e ~ i r s  e s s a i s  

e f fec tués  avec l a  f r a c t i on  surnageante ( 105,000 x CJ) de l,:;rcob&ctcrium ------- 

phle i  639. L' aspec L de 1 ' é l e ç  t r o p h ~ r é g r a ~  obtenu < ~ p r è s  colorati.on par -- 

l e  bleu dc coomassie va r ie  l é g è r e ~ e n t  selon l e s  pr6parationç bactériennes ; 

cependant, ce r ta ines  frac. t ions sont  présentes de ?acori const,mte, bien 

qGe l a  colora t ion s o i t  var iable  en i n t enç i t f .  Nous ?Les avons numérotées 

de 1 à 23, selon l eu r  ordre de migratioli cle l a  cathode vers  l 'mode ,  

Cinq f r ac t i ons  présentent  une a c t i v i t é  peptidasique; nous l e s  avons 

numérotées de 1 à V, selon l a  r ap id i t e  de l eu r  migration é i e c t r o p h o ~ é t i ~ u e  

vers  l 'anode. L'enzyme no 1 é t a i t  c e l l e  qui n igre  l e  p lus  rapidement. 

Le tableau XV résune l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec d ivers  subst ra ts .  

L'enzyme 1 hydrolyse l e  DL,Lcu-Gly-Gly ( 1  2 2 heures) 

e t  besucoup plus lenternerit l a  leucinamide e t  l a  leucyl-P-naptityl2,mide. 

La f r ac t i on  p e p t i d a s i q ~ ~ e  II dégrade rapidement l e s  dipeptides,  

mais l a  1ev.cinamidc e t  l e s  t r ipep t ides  ne sont  jamais hydrol)fsés, 

Les enzymes III e t  I V  présentent  wie a c t i v i t é  hydrclqrtique 

relat ivement in tense  à l f é g a r d  des dipeptides,  beaucoup plus l en t e  à 

l '6gard  des t r ipep t ides .  L'hydrolyse de l a  leucinamide n'appanaît pas. 

Enfin, l'enzyme V r é a g i t  lentement avec l e  DL.Leu-Gly-Glyg 

c e t t e  enzyme e s t  t r è s  i n s t ab l e .  Seules l e s  préparations bactériennes 

fratchement i so l ée s  présentent  une a c t i v i t é  de ce  type. Les produi ts  

lyophi l i sés  sont i n a c t i f s ,  bien que l a  bande protéique no 9 à l aque l le  

c e t t e  a c t i v i t é  correspond, s o i t  généralement révélée p a r  l a  colora t ion 

avec l e  bleu de coomassie. 



Figu re  10 
lslll. 

Elec t ropho reg ramme  s u r  pel d e  polyacrylamide -aga r o s e  de  l a  f rac t ion  

cytoplasmique soluble  de Myc.  phlei  

A - Coloration des  proté ines  p a r  l e  bleu de  coomass i e  

B - Zones p résen tan t  une ac t iv i t é  peptidasique 

D - Niveau du d4pôt de la p r epa ra t i on  

Subs t ra t s  

--- 

D L .  Leu-Gly-Gly 

Le ilcinamide 

Tableau XV 
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Nous réa l i sons  une électrophorèse sur plaque d t  acrylamide- 

agarose, mais l a  réact ion peptidasique e s t  prat iquée uniquement au 

bord du gel  ( f igure  11 ). T?ous u t i l i s o n s  comme subs t r a t  l e  Leu-Gly ( A  ) 

qui e s t  dégradé rapidcmcnt (en une heure) par l e s  enzymes numérot6es : 

II, III, I V  e t  l e  DL.Leu-Gly-Gly (B)  qui e s t  hydrolysk par l e s  enzymes : 

1, III, I V  e t  V (en deux heures). Le r e s t e  du ge l  e s t  placé à 4OC pendant 

l e  processus de révéla t ion des dipeptidases.  Les d i f f é r en t e s  zones 

peptidasiques sont  a i n s i  l oca l i s ée s  exactement; l e  r e s t e  du ge l  e s t  

découpé 3. leur  niveau en l an i è r e s  de 1 mm de largeur ,  légèrement en 

deç j  des l im i t e s  de l a  colora t ion d6e A 1 '0 .d ianis ide  oxydée. Ces 

l an i è r e s  de gel  sont congelées immédiatement e t  r édu i t e s  en poudre daqs 

un mort ier  de procelaine r e f r o i d i  préalablement à - 20°C. Les protéines 

sont e x t r a i t e s  de c e t t e  poudre par é l u t i on  d m s  un volume minimum de 

tampon (6 m l ) .  Chaque f r a c t i o n  e s t  centrL%$é à 4OC ( 3 9 . 1 0 9 ~  g, 20 min) 

a f i n  d'éliminer l e  gel  dtacrylamide-agarose. L ' a c t i v i t é  peptidasique du 

surnagenant e s t  mesurée immédiatement avec une gamme var iée  de dipeptides 

e t  de t r ipep t ides .  Parallèlement, chaque f r ac t i on  e s t  analysée en 

électrophorèse sur disque dl acrylamide à 7 , 5  p. 100 d' ac ry lmide  contenant 

de l ' u r ée  6  M (Annexe technique, page 183 ) . Seules seront  retenues pour 

1 'étude de l a  spéc i f i c i t é  enzymatique, l e s  f r a c t i ons  révélant  une seule 

bande de proté ines  après co lo ra t ion  par l e  bleu de coomassie. 

Le rendement de l ' opéra t ion  e s t  t r è s  f a i b l e  : pour un dépôt de 

40 mg de proté ines  (LOIRY),  on ob t ien t  après électrophorèse e t  séparat ion 

des d i f fé ren tes  f rac t ions ,  au maximum 0,600 mg de chaque f r ac t i on  

tou te fo i s  c e t t e  qu'mtité e s t  su f f i san te  pour é t ud i e r  l a  spéc i f i c i t é .  



F I G U R E  1 1 

P r h p a r a t i o r i  d e s  ùiffc ' rentes  f r a c t i o n s  pc~u_lasiciv.rs  p a r  c'lcctrophorèscr? 

D : n i v e a u  d u  d4pôt  de la prGpnra t ior i  3 f r a c t i o n i ~ e r  

C a r a c t e r i s a t i o n  d c s  p c p t i d a s e s  s u r  l e s  p a r t i e s  d u  g e l  corrcspondar- i t  azlx g o d c ~ s  
1 . 2  et 8 : 

A (1 e t  8) l e  s u b s t r a t  u t i l i s é  e s t  le  Leii-C:y 
B ( 2 ) l e  s u b s t r a t  e s t  I c  Di,  Leu -Gly -Gly  

L e s  f r a c t i o n s  pcpt i d a s i q u e s  1 3 V s o n t  cli<c:oiip'l(:sdailç 13 p a r i i e  d u  gc,l n o n  



Figure 12  

I 

Migration électrophorétiqrie s u r  disque d'acrylamide des différentes 

fract ions peptidasiques isolées .  

gel  à 7 , 5  p. 100 d'acrylarnide-urée 6 M - S.D.S.O, 1 p. 100 



La f igure  12 montre l a  migration électrophorCtique sur disque d'acrylarni.de 

des d i f fé ren tes  f r ac t i ons  de i,lycobac terium phlei. présentant  une ac t i v i  t é  

peptidasique. Les f rcct iof is  I I I  e t  I V  ont  une mobilité i.lectrloplîorétique 

d i f fé ren te ,  bien que l e u r s  proprié t é s  soient  t r è s  voisines,  comme nous 

l e  vsrrons par l a  su i te .  

IV - ÇPECIFTCTTz DES ÇXOTUPTIDASES ISOLEES DE LA FRACTIOIJ CYTOPLASMIQUE -- 
SOLUYL-: DE ixcûsacTsxrüiir PrILEr 689 

Selon l e s  r é s u l t a t s  des premiers e s sa i s ,  1 'hydrolyse des divers  

peptides e s t  rn?surée après une incubation à 37OC à pH 7 1  5 ,  pendant 

1 h A 20 h, selon l e  subs t ra t  u t i l i s é .  Lorsque l ' a c t i v i t é  e s t  f o r t e ,  

nous mesurons l e  taux d'hydrolyse obtenu en 15 min, dans l e s  mêmes 

condit ions expérimectales. Le tableau X V I  indique 1 ' a c t i v i t é  moyenne 

des f r ac t i ons  pures obtenues par t r o i s  sbparations électrophorétiques 

successives. Afin de comparer l e s  d ivers  taux d'hydrolyse, 1 ' ac t i v i t é  

spécifique e s t  présentée en pM d'acide aminé l i b é r é  par heure e t  par mg 

de protéine ( l e s  subs t ra t s  c lass iques  de l a  trypsine e t  de l a  

chymotrypsine "Bz.firg.0 U t ,  Tos.Arg.0 1.2, Ac.Tyr.0 Ne, Bz.Tyr.0 Et" ,  a i n s i  

que l e s  subs t ra t s  des carboxypeptidases ItZ.Gly-Phe, Bz.Gly-Lys, Bz.Gly-Gly, 

Z.Gly-Trp" ne sont pas hydrolysés). 

L'enzyme n O I  a un p r o f i l  de spéc i f i c i t é  vo i s in  de c e l u i  de - 
l'aminopeptidase I d' Escherichia c o l i  . VOGT en 1970 (248) a étudié 

conjointement l ' a c t i v i t é  de l 'minopept idase  1 dfEscherichia c o l i  e t  de 

l a  leucine aminopeptidase du r e i n  de porc (EC. 3.4.1.1 .) . Si on compare 



ces  a c t i v i t é s  avec c e l l e s  de l a  f rac t ion  1 de Ilycobacteriurn pl=, nous --- 

constatons, en d f p i t  de condit ions expéri~ncntales d i f fé ren tes ,  que l e s  

taux r e l a t i f s  de degradation dcs t r i p t i d c s  e t  du Leu-Gly, sont zmalogueç 

(Tableau X V I I  ) . D' au t res  proprié t é s  sont communes : l a  pep-tidasc 1 

de - Fycobncteriün ph le i  e s t  activée p x  l e  y12' e t  l e  1.1~~'.  En absence de 

ces ions ou en présence d1E.D.T.A., l ' i nac t iva t io i i  e s t  rapide. 

Les travaux de VOGT (248) e t  de 1.NTHESON e t  c o l l .  ( 1  35) sont 

d i s c r e t s  quant A l ' a c t i v i t é  de 1' aminoprptidase dJEscherichia c o l i  à 

l ' égard de l a  leucinamide. O r  c e t t e  a c t i v i t é  e s t  &levée pour l a  leucine- 

aminopeptidase du r e i n  de porc, étudiée par SMITII e t  SP.4CK1,IUI (220). 

Par  contre ,  ce r ta ines  leucine-arninopep t idases  (par exemple c e l l e  qui 

e s t  i r o l é e  du muscle de porc, DELANGE e t  SNITH en 1971 , 5 6 )  liydrolysent 

plus rapidement que l a  leucinamide, l e s  dipeptides e t  l e s  t r ipep t ides  

ayant l a  leucine en posi t ion N-terminale. 

Remarquons par a i l l e u r s ,  que l a  mesure de l'lzydrolyse du 

Leu-Gly présente peut ê t r e  une erreur  par excès. En e f f e t ,  des t r ace s  

de l a  f rac t ion  II peuvent pe r s i s t e r  dans l a  f r ac t i on  1, bien que c e t t e  

dernière paraisse pure en électrophorCse sur disque d'acry1ami.de. O r  

l'enzyme no I I  e s t  t r è s  act ive  à l ' égard du Leu-Gly (500 f o i s  plus que 

l a   fraction^), En f a i t ,  si  l ' on  t i e n t  compte des r é s u l t a t s  obtenus par 

l a  révéla t ion d i r ec t e  de l ' a c t i v i t é  en gel  d' acrylamide-agarose ( f i gu re  IO), 

il semble que l ' a c t i v i t é  de l a  f r ac t i on  1 s o i t  plus intense à l ' égard 

de l a  leucinamide qu'à l ' égard du Leu-Gly, D'autres indicat5ons 

confirment l e s  proprié t é s  leucine-aminopeptidasique de c e t  t e  enzyme. 

Les peptides ayant un D-aminoacide en posi t ion N-terminale 

( D . L ~ U - G ~ ~  e t  D.L~U-Tyr)  ne sont pas hydrolysés ; de même l e s  peptides 



A c t i v i t é  pep t idas ique  des  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  séparées  par  é lec t rop l?orése  

en g e l  d '  acrylamide agarose.  A c t i v i t é  pep t i da s ique  exprimée 

en p$I/h/mg 



1.ic t - rlla - Ser 

Leu - Gly - ~ l y  

Phc - Gly - Gly 

fUa - Cly - ~ l y  

Tampon Tr i s  10 mI: K C ~  50 mM Iris 1ornPI 
Condi tionç 

Substrat 1 mM Substrat 5 mM 
expérimentales 

Etude comparative de 1 ac t i v i  t@ spécif ique 6e diverses prépmat ions  

enzymatiques. 

( 1 )  Activité é t ab l i e  par VOGT 1970 (248).  Activité r e l a t i v e  calculée 
en pourcentage par rapport  au taux d'hydrolyse du ténoin lkt-PJa-Ser 

Am 1 : Aminopeptidase 1 dtEscherichia c o l i  B. 

L.A.P. : Leucine minopeptidase du r e i n  de porc. 

1 : Fraction peptidasique no 1 de E;Iycobacteriurn phle i  689. 



a y a t  u:le fonctioii a-imiiiée l i b r e  (pro-X) , ne sont pas dégrc:CGs (ou trop 

faiblerr.ci?t pour que c e t t e  Ilydrolyse pu.isse S t r e  àétclctée$. 

La spécii ' ici té  de l a  f r a c t i on  pcpt ldas iqi~e 1 de I,-/cob;lct-crium 

phle i  n ' e s t  pas enti:lirement d5firiie p m  12s e s s a  s r e l a t 6 ç  dans ce -- 

t r a v a i l  * Néan?Foirls, nous obsesvons une a c t i v i t é  spécif ique proche de 

c e l l e  de l',minopcptidase 1 d1Z:;cherichia c o l i ,  a c t i v i t é  appmci~tée  à c e l l e  

de certaine s l e u c i n e  aminopep t idase  s des t i s s u s  a-tiniaux, mais non 

identique A c e l l e  de l a  leucine arninopeptidase étudiée par S!.iITH e t  

SPtZCIT~WJ ( 220) . 
L'enzyme II e s t  une dipeptidase que nous avons i.çol@e e t  

pur i f i ée .  Nous étudierons ses  propr ié tés  en d é t a i l  cid chap i t re  V. 

Les enzymes III e t  I V  présentent  c e r t a i ne s  p ropr ié tés  c o m n e s  

avec c e l l e s  de ltarninopeptidase du r e i n  de porc (CC.  3.4.1.2,) (8), 

DELANGE e t  SMITH, 1971 (56) .  

- Les t r ipep  t ides  ou dipep t ides  ayant 1' alanine en posi t ion ?:--aminée 

terminale, sont hydrolysés p lus  rapi2ement que l e s  p?ptideç contenant 

l a  leucine .  

- L'hydrolyse de2 acides aminés z.romati.ques e t  c e l l e  des groupes 

a-iminés l i b r e s  ( p r o - ~ 1 ~ )  e s t  relativement rapide (par  rappor t  à 

1' a c t i v i t é  de l a  l e i ~ c ~ m i n o p e p t i d a s e )  

- Enfin, I l é c a r t  en t re  l e s  d ivers  taux dlhydrolyse des acides &-aminés 

terminaux e s t  relativement r édv i t  ( toujours  par rapport  aux grancles 

divergences obse~vées  pour l a  leucirie m i ~ o p e p  t idase  en t r e  l e s  taux 

d?  hydrolyse de ce r t a i n s  t ides )  . 
Par tous ce s  as-pects, l e s  f r a c t i ons  III e t  I V  montrent une 

s p é c i f i c i t é  voisine de c e l l e  de l'aminopeptidase M du r e i n  de porc 



puri f i6c  par '.JASC!lt?J1rIi e t  c ~ l l . ,  1366 (250, 251)~ mais e l l e s  s t c n  

dist inguent cependa:ll: par ce r ta ines  propriii tés: - l e s  acides a-amines 

r k  conf iyuration D cil posit ion iJ-:erniiiiale sont hydrolyds (c. ~ e u - ~ l ~ ) ,  - 

l a  l e u c i ~ m i d e  e s t  t rEs  faiblement hydrolysée. Les dipeptidei, sont 

h y d r ~ l y s é s  plus rapidccent que l e s  t r ipept ides .  Ce dernier  c'unactère 

e s t  comun à de nombreuses aminopeptidases bactériennes (doilt ce r ta ines  

ont é t é  parciellement pur i f i ées  par FATHESOI? e t  co l l . ,  135'/ (135) par 

BROIl,?;T e t  c o l l . ,  1971 (27 ) e t  à l'arninopcptidaçe A.P.I. de Bacil lus 

steal~otherrnophilus ( qtii a  é t é  hautement pur i f i ée  p a r  2iJBER e t  ROIlChRI,  - 

2G8,183,190.Cette derniPre enzym p ré scn tmt  aussi  une a c t i v i t é  f a i b l e  

à l s éga rd  de l a  leucinamide). Des enzymes zct ives  à l ' égard des acides 

cl-aminés de configuration D en p ~ s i t i o n  l!-tcrminde, ont  é t é  décelées 

dans l a  f rac t ion  i n t r ace l l u l a i r e  de ce r ta ines  bactér ies  (en pa r t i cu l i e r  

par IENAMIURA e t  c o ï ï .  en 1369 (147) pour Bacil lus s u b t i l i s )  , aucune - 

peptidase de ce type n 'a é t é  pur i f i ée .  

L a  f igare 12 montre l a  rfiigratioa iilcc trophorii t i q m  dzs 

enzymes III e t  I V  sur disque d ' ac ry lmide  contenmt du S,D.Ç. e t  de 

l 'urée  6 M-méthode dc SHAPIRO e t  FIAIZEL (207). La mobilité diff i lrente 

de ce s  proté ines  indique que ces enzymes sont d i s t i nc t e s  e t  ne sont pas 

des formes polymères de l a  même enzyme, cornie on au ra i t  pu l e  supposer. 

Enzyme V, c e t t e  enzyme a une spécif i c i  t é  aminopep t ldasique,  

mais t r è s  pa r t i cu l i è r e ,  d i f fé ren te  de c e l l e  de l a  leucine minopeptidase 

(EC. 3.4.1.1 .) puisque l a  leucinamide n ' e s t  pas (ou t r è s  peu) hydrolysée. 

Les rés idus  DG-aminés terminaux ne sont pas l i bé r é s ,  non plus  que l e s  

rés idus  cc-iminés e t  l a  tyrosine,  

La dégradation des peptides contenant l a  leucine e s t  f o r t e ,  mais 



l 'iiydrolyse du iUa-Cly-GLy e s t  fa ib le  ou nxl le .  Par ces  c ~ x a c t è r e s ,  

e l l e  se distingue ;i l a  f o i s  de l a  leucir_earninopeptiddçc, dc ltc:mino- 

peptidase (EC. 3.4.1.2.) e t  des ,minopeptidaçes bactériennes 
' 

précédemment décr i tes .  



C E I A P I T R E  IV 

EXTRACTION ET PURIFICATIOIT DU PIATERIEL DIPEPTIDASIQUE 



1,'inflv.ence 41-1 pII e t  des ions c!Gtalli.ques sur l a  s t a b i l i t é  de 

l a  dipeptidase de ?!ycob~ctcrium phlei  se ra  exposée plus  en d e t a i l  au --- 

chapitre V. Cependmt, pr&cisons que l a  dipcptidase e s t  t r è s  ins tab le  

2+ cn absence d ' ions ~ é t a l l i q u e s  I$ ou p h 2 + .  :+rès un séjour de 2.1 h à 

diÇf&entes cernpératures il r e s t e  : en absence de lg2: :i - 20°C ,1 p. 100 

s e u l e ~ e n t  Ce l k c t i v i t f  i n i t i a l e  à l ' égard cl;i Leu-Gly ; à 4OC ,10 p. 100 de 

l f a c t i v i t & , e t  50 p  . 103 de l ' a c t i v i t é  lorsque l a  préparation enzymatique non 

pur i f iée  e s t  congel6c 2 - 20°C. Après un séjour de 24 h en présence de 10 mM 

de N ~ ~ ~ ,  l ' a c t i v i t é  a t t e i n t  44 p .  100 de l ' s c t i v i t é  i n i t i a l e  à /i°C, e t  

85 p .  100 à l a  température de - 20°C. Au delà de 8 jours de congélation A 

- 20°C, l ' a c t i v i t é  rés idue l le  e s t  t r è s  fa ib le .  

Le procédé de conservation l e  p lus  avantageux e s t  l a  lyophi- 

l i s a t i o n  après congélation rapide de l a  préparation enzymatique. Cependant, 

il y  a  une diminution de l ' a c t i v i t é  d'environ 30 à 66 p. 100 après 

chaque étape de l a  pur i f icat ion.  

Toutes l e s  manipulations sont donc f a i t e s  2. 4OC, e t  pendant 

toute l a  durée de l a  préparation, l'enzyme e s t  protégée de l ' i nac t i va t i on  

par adjonction de E$gC1 10 mM (concentration f i na l e ) .  La méthode 
2  

de pur i f i ca t ion  e s t  résumée dans l e  tableau X V I I I .  

l è re  étape : Précipi ta t ion -- pa r  l c  su l f a t e  de -- Streptomyci~e 

Après centr i fugat ion du broyat bactérien à 17.600 x g pendant 

20 min, puis  à 105.000 x g pendant 120 min. - a f in  d'éliminer l e s  débr i s  

c e l l u l a i r e s  e t  l e s  éléments f igurés  - l e s  acides nucléiques contenus dans 

l a  f r ac t i on  su.rnageante sont précipi  t é s  par l e  su l fa te  de Streptomycine 



Dactériec; rompue avcc l a  z é o l i t h e  

Cent r i fuga t ion  17,760 x c3(20 min) 

I 
Centr i fuga t ion  lO5.OOO x g( 120 miri) 

I 

t 
Centr i fUgat ion 17.760 xc~(20 min) 

I 

Surnageant 
1 

Culot  ( a c i d e s  nuc lé iques)  
I Dia lyse  (20 h) en tampon T r i s  10 mM pH 7,5 

HgC12 10 rn1-1 
I 

I 
Lyophi l i sa t ion  : 

I 1 

1 2-i?dsorp'tio~2 s u r  hydroxylapa t i te  
I 

I 
1 

E l u a t s  en  tampon phosphate de K 1 
E l u a t s  e n  tampon phosphate de N a  

300 mM pH 7,2 - FQC12 10 mI4 1 ml1 pH 6 , 8  

I E l u a t s  en  tampon phosphate de Na 
20 ml4 pH 7,2 

3-Préc ip i t a t i on  au s u l f a t e  d ' m o n i u m  e n t r e  
3C c t  70 ;A dc s a t u r a t i o n  

Dessalage su r  ç e l  de Çephadex G.25 

I 
Lyoph i l i s a t ion  : 

I L2 

+ F i l t r a t i o n  su r  g e l  de Sephadex G.lOO 

Pic  de peptid'es ( lephadex G. 100) P i c s  de phospfiatases 
I 
I 

Lyoph i l i s a t ion  : 
I 
t 

Concentrat ion - dessa lage  s u r  g e l  de Sephadex G.25 
I 
I 

Lyophi l i sa t ion  : 
I 4 

1:éthode de p u r i f i c a t i o n  . 



selon IP procédC de FEXCÏI!SON i-i t COU. ( ~ 4 ) .  ide su l fa te  de S trep ton~yci ne 

A lG p.  100 (?/v) en snlut?  03 c ? q ~ e ~ t ~ e ,  e s t  additionné lentexent A 

l l ? x t r a l t  ce l lu la ju-e  ( 1  v/100 v) sous a@xtior magnétique A 4OC. 

Lc précipitit  c s t  éliniirié par ce-itrifugn.';ioiz 5 17,760 x g 20 min 

c t  l e  surriageaizt e s t  d ia lysé  20 heures A 4CS, sous ag i ta t ion  

magnétique, en tampon P i s  10 nM de pH 7 , 5  contenant du $!gCI 10 mil, 2 

puis  lyophi l i sé .  Le sulf  a te  de Streptonycine p réc ip i t e  l e s  acides 

nucléiques, RNA e t  ÿ;$A (40, 47), La concentrat ion en proté ines  varie 

t r è s  peu au cours de ce processus de pur i f i ca t ion   ableau au a1 ) p l 4 3  ; 

cepend,mt, l ' a c t i v i t é  spécifique é t a n t  mul t ip l iée  par 1,5, il y a 

él imination d'un inh ib i t eur  de l ' a c t i v i t é  dipeptidasique. 

2ème étape : Adsorption s u  i~yc?ro::ylapatite 

La prépm a tior, enzymatique e s t  adsorbbe sus gel  d'  hydroxyl- 

apa t i  t e  préparé selon l e  procédé de JEITKIIJS e t  ROBINSOPJ ( 102). 

Après étude préalable des condit ions d'adsorption c t  d té l i l t ion  

des a c t i v i t é s  dipepticiasiques en fonction des é!.uants c t  d ~ i  pK, 3.e 

procédé suivant a é t b  m i s  au point  : 

La préparation enzymatique (100 m l )  contenant 100 à 200 mg de 

proté ines  (LOLRY) e s t  mélangée lentement sous ag i t a t ion  magnétique, à 

un volume égal  de ge l  dthydroxylapati te  21 4 p. 100 (poids  sec/v) en 

tampon phosphate de sodium 1 mN de pH 6 , 8 .  Après 15 min de décantation, 

l e  surnageGant e s t  éliminé par cen t r i fuga t ion  20 min A 39.100 x g à 4OC. 

Le gel  e s t  a l o r s  lavé deus f o i s  : par l e  tampon phosphate de sodium 1 mM 

de pH G , 8  (100 m l ) ,  ensui te  par l e  tampon phosphate de sodium 20 mM de 



PI-1 7 ,2  (100 ml). Les proté ines  act ives  sont reteriues sur lla.dsorb;mt; 

l e s  e s sa i s  préliminaires nous ont montré qu 'e l l es  scnt  é luées  par 

une concentration molkculaire superieure A 100 mM. Les peptidases sont 

donc e x t r a i t e s  du gel  d'hydroxylapati t e  par t r o i s  é lut ions  dans un 

volume minimum (25 ml.) de tampon phosphate de potassium 300 ml1 à pII 7 ,2 ,  

su iv ies  de centrifugations à 39.100 x g  20 min, à 4OC. Les surnageants 

sont rassembl6s e t  p réc ip i tés  immédiatement par l e  su l fa te  d s  ammonium. 

L '  adsorption sur hydroxylapatite permet d'éliminer de nombreuses 

impuretés (polysacchrarides en pa r t i cu l i e r )  e t  une f rac t ion  non peptidasique 

comprenant 69 p. 100 des protéines de l a  préparation i n i t i a l e  ( tableau X X I  

page 143). 

35ne étape : Fractionnement par p réc ip i ta t ion  au su l f a t e  d9m,onium 

Une étude préalable des condit ions expérimentales, a  précisé 

qile l e  p réc ip i té  formé avec l e  su l fa te  d' mon ium en t re  45 e t  52 p. 100 

de sa turat ion,  à pH 7 , O  e t  4OC, cont ient  l e s  protéines ac t ives  à l ' égard 

des dipeptides çuivznts : Ala-Gly, Pro-Gly, Gly-Trp e t  Leu-Cly. Une 

d6cantation trop longue inact ive  fortement l e s  dipeptidase S. Le temps 

de p réc ip i ta t ion  e s t  donc l imi té  à 1 heure 30 min, à 4OC. 

Ua premier p réc ip i té  obtenu à 30 p. 190 de sa turat ion en 

su l f a t e  d'ammonium e s t  éliminé par centr i fugat ion (39.100 x g, 30 min). 

Le surnageant e s t  a j i s t é  à 70 p. 100 de sa turat ion par l e  su l f a t e  

d'ammonium sol ide ,  en ag i ta t ion  l en t e  à rloC, après une décantation d'une 

heure ; l e  deuxième préc ip i té  formé e s t  r e c u e i l l i  par c e n t r i h g a t i o n  

( 39.100 x  g, 30 min) pour une pur i f i ca t ion  u l té r ieure .  Lqéliniination 

du su l fa te  d' ammonium rés iduel  par dialyse,  inact ive  l a  préparation 



enzymatique. La f r ac t i on  isolée  e s t  donc dessalée immediatcment par 

f i l t r a t i o n  sur gel  de Sephadex G,25.  Le p réc ip i té  obtenu e s t  dissoue 

dans 15 m l  d'eau d i s t i l l é e  e t  déposé au sommet d'une colome de 

Sephadex G.25 ( 3  cm x 50 cm) équi l ibrée  en tampon Tris  1 mM de pH 8,O 

contenant 1 mEI de PlgC1 , puis éluée par l e  même tampon (déb i t  1,2 ml/min). 
2 

Les protéines enzymatiques sont exclues du gel  immédiatement après l e  

volume mort de l a  colonne, tandis que - l e  volume d161ution du su l f a t e  

d'ammonium e s t  de 100 à 140 m l .  La f r ac t i on  peptidasique e s t  inmédiatement 

congelée e t  lyophil isée.  

4ème étape : Fi l t r a t i on  sur gel  de Sephadex 

Avant de décr i re  l a  méthode chois ie ,  nous rappellerons 

brièVurerr:er?-t l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec divers procédés de frac tiorinement : 

a) Chromatographie sur DEAE-cellulose, DEAE-sephadex e t  CE-sephadex ................................................................ 

On constate que l a  DE;%-cellulose e t  l a  DE#-sephadex ont l a  

propriété de f i x e r  énergiquement l e s  protéines dipeptidasiqueç dont 

l ' é l u t i on  e s t  r é a l i s ée  pour des concentrations de NaCl ou de KC1 

supérieures à 1 14. Cette concentration ioniqi~e importante provoque 

une inh ib i t ion  de l ' a c t i v i t é  peptidasique,et une dialyse e s t  nécessaire 

pour res taure r  1' ac t i v i t é .  Des e s s a i s  de chronatoyraphie sur colonne de 

DEAE-cellulose (2  cm x 60 cm) préalablement équi l ibrée  avec l e  tm,pon 

Tris 20 mM de pH 7,5,  NgCl2 1 rnM, puis  éluée par un gradient  continu 

de NaCl de O à 2 M (300 m1/300 m l ,  débi t  0,8 ml/rnir i)  ont  revé lé  

un rendement infructueux : 16 p. 100 seulemnt  de l ' a c t i v i t é  sont 



déplacés avec une concentration de NaCl 1 , 3  M. 

Avec l a  chromatographie sur  DEPE-Sepliadex A .  25 (colonne de 

2 cm x G O  cm dans l e s  mêmes condi t ions) ,  il f a u t  éga l ema t  une concen- 

t r a t i o n  élevée de ijaCl ( 1 , 2  1.1) pour dCplacer l a  f rac t ion  ac t i ve j e t  l e s  

rendernants sont meilleurs: 88 p. 100 de 1 t i v i t e  t o t a l e .  Cepend'ant, 

l ' a c t i v i t é  optimale à l ' éga rd  des d ivers  subs t r a t s  sr l oca l i s e  dans 

l a  même f rac t ion ;  il n'y a  doric pas de séparation en t re  p lus ieurs  

types d ' a c t i v i t é s  peptidaslques. 

Les p ~ o t é i n e s  enzymatiques ne sont pas retenues sur  CE:-Sephadex, 

mais l e  pouvoir de réso lu t ion  n ' e s t  pas meilleur. La chromatographie 

sur CN-Sephadex C. 50 (colonne 2 cm x 0 0  cm), avec é lu t i on  par l e  tampon 

Tr i s  20 mM de pH 7 , 5  )lgC1 1  inM ( déb i t  l,G ml/min), mais sans gradient  
2  

de NaCl, donne des r é s u l t a t s  analogues : toutes  l e s  a c t i v i t é s  dipepti- 

dasiqiles e t  t r ipept idas iques  sont s i t uée s  dans l a  même f rac t ion .  

b) Electrophorèse en f i l m  l iqu ide  .............................. 

LtElectrophor&se en f i lm l iquide  e s t  r é a l i s é e  sur  un appareil  

Elphor-Vap 1 selon 1 a technique dr 1-WXiG (83)(l?nriexe technique paye 18 3 ) . Les 

e x t r a i t s  enzymatiques (250 mg) sont d ia lysés  contre  l e  tmpon d1élect ro-  

phorèse (tampon Tr i s  80 mM - ~ c i d e  c i t r i q u e  8 mM de pH 8 , 6 ) .  La tension 

dt61ectrophorèse e s t  de 1.700 v o l t s  e t  l ' i n t e n s i t é  de 100 mA. A l a  

s o r t i e  de l a  c e l l u l e  dt61ectrophorèse, l e  f i lm Liquide e ç t  f rac t ionné 

dans 48 compartiments dont l e  contenu e s t  co l l e c t é  dans 48 tubes. Sur 

chacune de ces  48 f rac t ions ,  on dé tcrmine 1 'absorption en u l t ra -v io le t  



Figure 13 

E le  ctrophorèse l ibre  préparative en f i lm liquide 



à 280 mn, e t  l a  teneur en protéines par l a  réact ion dc L0:II:Y ( f iSurc  13). 

L 'ac t iv i t é  peptidasique A liégLmd des dipeptides e s t  l oca l i s f c  dans un 

seul  p ic  ( f r ac t i ons  15 e t  16 ) qui présente une g r a d e  absorbai?ce à 280 nm, 

Les f r ac t i ons  13 e t  14 sont l e s  plus act ives  à l ' égard  de 

l a  leucinamide. Ce f a i t  indique l 'hé tércgénéi té  de l a  f r ac t i on  peptida- 

sique, bien que l e s  deux types de proté ines  act ives  (aminopeptidases e t  

dipeptidases) ne soient  pas séparées par ce  procédk. 11 n'y a  aucune 

ébauche de séparation en t re  l e s  a c t i v i t é s  dipeptidaçiques. Ainsi, l e  

rapport  en t re  l e s  a c t i v i t é s  spécifiques à l ' égard des quatre dipeptides 

demeure sensiblement constant. De plus,  bien que l 'é lect rophorése  s o i t  

pratiquée à 5OC, l ' a c t i v i t é  spécifique à l ' égard  de l a  Leu-Gly dimime, 

a lo r s  q u ' i l  y a  une pur i f icat ion,  puisque 50 p. 100 des proté ines  non 

peptidasiques sont éliminés. Cette inac t iva t ion  e s t  peut Etre  due à 

l 'absence de bIgC1 pendant l a  manipulation  ableau au XIX) . 
2 

c )  F i l t r a t i o n  sur gel  de Sephadex G. 100 .................................... 

Les r é s u l t a t s  obtenus par f i l t r a t i o n  sur gel  de Sephadex G.50, 

G.75, G.lOO, G.150 e t  C.200, a in s i  que sur Biogel P.30 e t  P.60 

(colonne de 2 cm x 60 cn: en tampon Tris 10 mM de pH 7 ,5  contenant 

10 mM de KgCl ) sont s imila i res .  Il  y a  isolement d'un seul p ic  ayant 
2 

une a c t i v i t é  hydrolytique à l ' égard des quatre dipeptides suivaritç : 

Leu-Gly, Ala-Gly, mo-Gly e t  Gly-Trp;et à l ' égard du Leu-Gly-Gly 

e t  de l a  leucinamide. Les rendements sont excel lents ,  mais on n 'obt ient  

aucune séparu*ation en t re  l e s  d i f fé ren tes  a c t i v i t é s  peptidasiques. 

Nous réa l i sons  cependant une pur i f i ca t ion  par f i l t r a t i o n  sur 

gel  de Sephadex G.lOO ( f igure  15), ca r  nous avons observé une contami- 



nation de l a  Eractiori pep t idasique par une activl- trC. pkiosphatasique : 

a c t i v i t é  relativemcrit élevée, a n a l o p e  à c e l i e  dc l a  phospkiatase 

a lca l ine  (EC.  3.  1.3.1 .) . L a  f i l t r a t i o n  sur  gel  de Sephadex 5.100 permet 

d'éliminer une pa r t i e  de c e t t e  a c t i v i t é .  

Les e x t r a i t s  enzymatiques ( 8 0  mg de sont  déposés 

sur une colonne cie gel  de 4 cm x 75 cm en tcm20n Tris 10 ml!, MgC12 

10 mM de pH 8 (déb i t  0,8 ml/min). L ' ac t iv i t é  peptidasique e s t  loca l i sée  

dans un seul  p ic  (B,  volume d ' é lu t ion  80 à 120 m l )  s i t u é  e n t r e  deux 

p ics  de phosphatases, A e t  C,  qui présentent  une grande absorbante 

à 280 nm ( f igure  14). Ces deux p i c s  de phosphatase correspondent 

peut-être à des conformations diverses  de c e t t e  enzyme, dimère e t  

polymère (travaux de FISIIWV e t  co l l . ,  65 ; S1fîPSOI.L' e t  c o l l . ,  1968,212). 

Le produit  de l a  f i l t r a t i o n  sur ge l  de Sephadex e s t  congelé 

e t  lyophi l i sé .  Plus ieurs  l yoph i l i s a t s  sont  rassemblés, concentrés , e t  

l ' excès  de Tr i s  e t  de s e l s  minéraux e s t  éliminé par 'dsssa laçe  sur  

gel  de Sephadex G.25 ( f igure  15) selon l e  procédé déja  déc r i t .  

Si nous analysons l a  pr6paration enzymatique à ce stade de 

l a  pur i f i ca t ion ,  nous remarquons que 1' a c t i v i t é  spécif ique à l ' égard  

des dipeptides a  augmenté de façon considérable ('Tableaux X I I  , XII1 , 

X I V  ) , mais 1 ' a c t i v i t é  à l ' égard  des t r ipep t ides  e t  de l a  leucinariide 

e s t  encore importante. L'hydrolyse de plus ieurs  ol igopeptides e t  

polypeptides par c e t t e  f rac t ion  SG.100 e s t  résumée dans l e  tableau ,XX. 

Les acides aminés N-terminaux des oligo-peptides e t  des 

polypeptides sont l i b é r é s  par une enzyme douée d ' a c t i v i t é  aminopepti- 

dasique. 

Ltanaiyse par électrophorèse en ge l  dlacrylamide-agarose 

( f i gu re  16) des composants de l a  f r a c t i o n  SG. 100 ( p ro t é ine s  e t  pept idases) ,  



L . L e u - G I y  -49- 

Activi té  phosphatas i q u e  

+ FNP nM/h/ml 

X 280nm 

Filt.ratioi1 s u r  g e l  de Çcp!;adex i; 100 



Tris - Acide citriqv.e 
80mM p H 8 , 6  10 mkI p i3 8 l s I g ~ 1 ~  1 0mP: 

L. Leu-Gly ~ u r  i f  icat ion inactivation 

2endenielit global pour 
l t  ac t iv i t é  peptidasique 

TABLTAU !T0X1X 

Comparaison entre l e s  méthodes de fractionnement 



Substrat  : Leu-Gly 

t 20 4 0 60 80 100 

BD "(mi)  

F i g u r e  15  

Dessalage s u r  gel de Sephadcx G 25  

BE : pic de  Bleu  dextran 2000  
A : pic de peptidase 
B : se l s  rniri4rairx ( T r i s )  
V : volume d'4Iutlon 



ï l e  f ~ r g  1 Leu - phe 

ï h r  - Glu - Ala - Glu - Hse 

T1-s # Gly i B i s  - Pro - Glu - ~ h r  - Leu 

t Gly B i s  - h o  - Glu - T h  - Leu - Glu - LYS - phe 

LYS Thr - Glu - Ala - Glu - Hse ( lac tone)  

LYS T h r  - Glu - Ala - Glu - Hse 

Lys B i s  - Leu - Lys - T h r  - Glu - fia - G ~ U  - H ç e  

?ne $ Asp i. Lys - Phe - LYS 

G ~ Y  + Leu i Ser ASP.-  G ~ U  - ~ ï y  - ~p - Gin - N a  - V a l  - Leu - A 

TABLEAU Pio x x 

Hydrolyse des o l igopept ides  e t  des polypeptides par l a  f r a c t i o n  S. G 100 (0,372 rng/nl) 

A : dens i t é  optique XlOO obtenue après l a  r é v é l a t i o n  à l a  ninhydrine des ac ides  aminés l i b é r é s  
longueur d'onde 5CO nm (180),après une hydrolyse de 20 heures. 

B : apprécia t ion de 17hydrolyse  par chronatoçraphie sur papier  e t - r é v é l a t i o n  par l e  r é a c t i f  de HEILYLQDJ (93) 

++ : hydrolyse t o t a l e  du rés idu  Ti-terminal en 20 heures, +:hydrolyse incomplète en 20 h, (i): hydrolyse f a i b l e .  

Aucun de c e s  pept ides  n ' e s t  hydrolysé par l a  dipeptidase pure (0,060 mg/&) 
. --. 

9 
YI,>/ 



Figure 1 6  
111 

Electrophorégramme s u r  gel  de polyacrylamide-agarose de la  f ract ion S. G 100 

A : coloration des protéines par  l e  b leu de coomassje 

B : zones présentant une activité peptidasique 

D : niveau di1 dépôt de la préparation 



non t r e  q u ' i l  s u b s i s t e  encore c1e:ix pept idases  ; une ,minopeptidase ( 1) 

e t  une d ipept idasc  (II)  a i n s i  que s i x  f r a c t i o i ? ~  protCiques importantes 

( f i g u r e  17). Nous ne décelons p lus  au-cune a c t i v i t é  correspondant aux 

pept idases  III, I V  e t  V. 

Afin de séparer  l e s  deux pept idases  dont l e s  charges é l c c t r o -  

phorét iques e t  l e s  poids moléculaires  sont  t r è s  vo i s ins ,  il e s t  donc 

nécessa i r e  d ' u t i l i s e r  un procédé de sépa ra t ion  possédant un grznd 

pouvoir de r é so lu t ion .  Lfé lec t rophorèse  prépara t ive  en f i l m  l i q u i d e  

ayant donné une ébauche de sépara t ion ,  nous avons recherché d ' a u t r e s  

procédés de s é p x a t i o n  é lec t rophoré t iques .  

5ème é tape  

L'eazyme e s t  i s o l é e  par migration é lec t rophoré t ique  en  g e l s  

cyl indriques de polyacrylamide. 

L 'électrophorèse e s t  pra t iquée  en  colonne de Pyrex ( 2  cm x 21 cm) 

contenant  l e  g e l  de migrat ion à 7 ,5  p. 100 (p/v) d'acrylamide ( s u r  

une hauteur de 12 c m )  e t  l e  g e l  d'espacement (2  c m )  à 2,5 p. 100 (p/v) 

d'acrylamide. La composition des g e l s  e s t  p réc i sée  dans l 'annexe technique. 

Pour é v i t e r  l a  dénatura t inn  de l a  d ipept idase ,  nous ajoutons du EgCl 
2 

( 3  m ~ )  dans l e  tampon des ge l s .  

La p a r t i e  i n f é r i e u r e  des colonnes c o n t i e n t  du g e l  à 15 p. 100 

(p/v) d'acrylarnide, p lus  r i g i d e ,  qui  colmate l ' o r i f  i c e  de l a  colonne e t  

empêche l e  gl issement  des g e l s  de migrat ion dans l e  r é s e r v o i r  de tampon. 

L 'échant i l lon  c s t  déposé sous forme de mélange dense (2 ,5  m l )  contenant  



30 mg de pro téiries, 25 p. 100 de glycerol  (VI;) c t  des t r a ce s  de 

bleu de bromopk~énol. L~élect rophcrèçe  e s t  r é a l i s ée  er, tampon p i s  A 

20 p. 1000 (?,IV) - acide borique 2 p. 1000 (p,/v) de pH 3.  La tension 

d'électrophorèse e s t  de 320 A 370 v o l t s  e t  l ' i n te r i s i t é  e s t  maintenue 

constante à 10 ml? par gel  pendant 3 heures à 4OC. 

L ' a c t i v i t é  pepti.dasique à l'ég'vd du Leu-Gly e s t  dccelée 

directement après dfmoulage des ge l s ,  sur  une lariF?re de 2 mm de sect ion,  

dCcoirpEe sur toute l a  longueur du ge l  ; e l l e  e s t  révélée par l e  r é a c t i f  

de LEVIS e t  IIARRTS. La colora t ion e s t  t r é s  rapide,  e l l e  appara2t au 

bout de 5 A 10 min à 37°C. Par c e t t e  méthode, l a  dipeptidase e s t  

loca l i sée  exactement e t ,  au niveau correspondwnt, l e  gel  e s t  sectionné 

en disques de 2 m n  d'épaisseur. Chaqu-e f r a c t i on  e s t  congelée rapidement, 

puis  broyée dans un mortier de porcelaine,  L'enzyme e s t  e x t r a i t e  du 

gel  par é l u t i on  dans l e  tampon Tris 1 mN, t@C12 1 1x14, pH 8. Après 

él imination du ge l  par centr i fugat ion à 39.100 x g 20 min à 4OC, chaque 

f r ac t i nn  e s t  analysée en électrophorèse sur  disque dtacrylamide. Seules 

sont retenues e t  lyophi l i sées  l e s  f r a c t i o n s  p résen tmt ,  à l a  f o i s  une 

seule bande de protCines e t  une a c t i v i t é  dipeptidasique élevée. 

Nous isolons  de c e t t e  façon uuie f r a c t i on  pure sur  disque 

dtzcrylamide ( f i cp r e  18). Cette f r a c t i on  présente également un seul  

arc de p réc ip i t a t ion  en immunoprécipitation ( f igure  19). 

Pendant c e t t e  manipulation, nous ne décelons aucune f r ac t i on  

act ive  correspondant à 1' aminopeptidase 1. En e f f e t ,  c e t t e  enzyme e s t  

inact ivée  par l e  pe rsu l fa te  d' ammonium. Des e s s a i s  d 'él imination de 

ce conposé avant l e  dépôt de l a  préparation enzymatique par une 

électrophorèse de 30 min, se sont révé lés  ineff icaces .  



La f igure  17 représente l a  migratiorî Slectrophorétique sur 

gel  d'acrylmidc-aç&ose des préparations enzymatiques aux diverses 

é tapes  de l a  pur i f i ca t ion  ; l a  concentration en protéines de l a  f r ac t i on  

pure (D) e s t  t rop f a i b l e  pour ê t r e  révélée par l e  bleu de coomassie. 

Nais il y a une réact ion peptidasique ( subs t ra t    eu-~ly) au niveau 

de l a  migration (indiqué par une f lèche)  ; nous ne décelons plus 

aucune a c t i v i t é  correspondant à 1' aminopep t idase 1, 

II - COEFFICIENT DC - PURIFICATION 

L ' i n s t ab i l i t é  de l a  préparation enzymatique rend d i f £ i c i l e  

l ' évaluat ion du coef f ic ien t  de pur i f i ca t ion .  Si 1 'on t i e n t  compte des 

résu: t a t s  p a r t i e l s  (   able au XXI ) , obtenus par une mesure immédiate 

de l ' a c t i v i t é  à chaque étape de l a  pur i f i ca t ion ,  l e  degré de pur i f i ca t ion  

f i n a l  e s t  supérieur à 1 .O1 1. Le rendement en protéines e s t  de O,  580 mg 

pour 1.000 g de proté ines  (LoVRY) ou 36,5 mg dvenzyrr,e pour 1.000 g 

de bactér ies  (poids  humide). 

III - CRITERES DE PURETE 

Pour évaluer l a  pureté des préparations,  noQs avons effectué  

des électrophorèses sur gel  d t  acrylamide à 7 , 5  p. 100 selon l e  procédé 

de DAVIS (48). Les ge l s  sont additionnés de dooecyl-sulfate de sodium 

0,26 p. 100 (p/v) e t  d'urée, G M selon l a  technique de SIIAFIRO e t  c o l l .  

(207). Les protéines sont révélées par l c  bleu de cooinassie. IJous 



observons une i-eule bailde de proteines (f igure 18). li'ous avons égalernent 

caractérisé l ' a c t i v i t é  peptidasiquc selon l e  procédé de 1,ET;lIS e t  IiiL?RIS, 

modifié pour 1 'électrophorèse en ge l  d' acrylmide.  Sur gel  dl acrylamicie 

ou silr plaque d'acrylamide agarose, nous décelons une seule zone, ac t ive  - 
uni uement envers l e s  dipeptides, La leucinamide e t  l e s  t r ipep t ides  ne _ ( 1 . - - _ ~  

sont pas hydrolysés. 1:ous analysons également l a  préparation par i m o -  

p réc ip i ta t ion ,  effectuée avec wi iinmuri-sérum de lap in  anti-pro té ines  de 

l a  f r ac t i on  SG. 100. Nous obtenons un seul  arc de p réc ip i ta t ion  avec 

plus ieurs  préparations successives ( f  i p r e s  1 ,  2, 3),  1 'enzyme e s t  

donc imnologiquement pure. 

Une autre  observation confirme l a  pureté de c e t t e  préparation. 

Ltaalyse des acides aminés terminaux par l a  technique de Daxsylation de 

IlARTLEY (89) montre un seul  rés idu N-terminal : l a  leucine. 



Etapes de la purification 

Surriage -an t ( s 105) 
1 . Précipitation à la Streptomycine 

Lyophilisation 1 

2 . $-dsorp tion sur Hyùroxylupati te 
3 . Précipitation au Sulfate d'mnoniurn ( 7 0  %) 

Lyophilisation 2 

4 . Filtration sur Sephadex G.lOO 
Lyopniliçation 4 . 

5 . Elec trophorèse préparative en polyacrylamide 
Lyophilisation 5 

TABLEAU No x x  1 

Bilan de la purification pour 1 .O00 g de bactéries (400 mg poids sec) 

u = p~~+./rn~ 



Figure 1 7  
I_ 

ETAPES DE LA PURIFICATIObT 

( E l e ~ t r o ~ h o r è s e  e n  gel dlacrylamide-agarose)  

A = Fract ion (S. 105) 

B = Fract ion éluée ap rès  adsorption s u r  Hydroxylapatite 

C = Fract ion S .  G 100 

D = Fract ion pure  (il y a une réaction dipeptidasique. au  
niveau de la flèche, mais  la  concentration en protéine 
e s t  t rop  faible pour ê t r e  colorée p a r  l e  bleu de coomassie).  





FIGURE 18 - 
Electrophorèse s u r  gel d 'acrylamide 

sys tème de tampon de DAVIS ( 48 )  gels de 7 c m  de 
l ' u r é e  6 M e t  du S. D. S. O, 1 p. 100 selon SI-SAPIRO 

A Fract ion S. 1 0 5  a p r è s  précipjtation par  la  s t r ep t  

B Fract ion S. G 100 

C dipeptidase pure 

D dipeptidase pure - migration s u r  gel d 'acrylamic 
contenant du S. D.  S. O, 1 p. 100 (longuerir 1 5  cn 
de l 'enzyme 

longueur con 

(207 

omycine 

le -1, 5 p. 100 
n) a p r è s  déna 

ant  



FIGURE 19 

Réaction d'immuno précipitation 

Réaction de précipitation ent re  l ' immun-sérum ant i  

f ract ion S. G 100 - godet central  e t  : 

- deux concentrations différentes de la f ract ion S. G 100 

0, 300 mg et O-, 700 mg/ml) godets 1 et  2 

- a ins i  que t rois  préparations de  la  dipeptidase pure 

(0,160 ; 0, 172 ; 0,200 mg/ml) godets 3.4. 5 



C H A P I T R E  V 

PROPRIETES DE LA DIPEPTIDASE DE PWCOBACTERIUM PFLEI 



1 - DETERMINATION DU POIDS -- bIOLECULAIRE 

1) - gte rmina t ion  du poids moléculaire par f i l t r a t i o n  
sur gel  de Sephadex G.150 

p.- 

Une estimation du poids moléculaire de l a  dipeptidase e s t  

obtenue p a r ' l e  procédS dlnhJDREWS (4) par f i l t r a t i o n  de l a  f rac t ion  pure 

(0,200 mg) sur gel  de Scphadex G. 150, par com?araison des migrations de 

plus ieurs  proté ines  dont l e  poids mo léc~~ la i r e  e s t  connu ( l e s  d é t a i l s  

expérimentaux sont p réc i sés  dans 1 annexe technique, page 18 3 ) . Nous 

u t i l i s o n s  des témoins dont l e s  poids moléculaires sont l e s  suivants : 

- La Y-globuline bovine, 160.000 ( 156); l a  sérum-al b u  mine bovine, 

68.000 (156) ; l'ovalbumine, 43.000 ( 4 )  ; l a  peroxydase de r a i f o r t ,  

42.000 ( 7  ) ; l a  l i pa se  porcine du pancréas, 30.000 ( 8  ) ;  l e  cytochrome C, 

11.700 (52 ).  

La var ia t ion  du volume d té lu t ion  en fonction du log 10 des 

poids moléculaires e s t  représentée sur l a  f igure  20. S i  l t o n  suppose 

que l a  dipeptidase e s t  une protéine g l o h l a i r e ,  l e  poids moléculaire 

estimé par c e t t e  méthode e s t  88.000 (t 8.000). 

2) Détermination du poids moléculaire par électrophorèse 
sur gel  de - polyacrylanide - 

Le poids moléculaire de l'enzyme e s t  déterminé par électrophorèse 

en gel  de polyacrylamide en présence de dodecyl su l f a t e  de sodium, apr6s 

une dénaturation e t  une réduction de l a  protf  ine  obtenue selon l e  procédé 

de \JEBER e t  OSBOKN (253).  
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Ltéchan t i l lon  e s t  d issout  dans du dodecyl-sulfate de sodium 

A 1 p. 100 (p/v) avec 1 p. TOU (p/v) de mercaptoétha?ol, puis  chauffé 

2 min à 100°C a v a i t  d ' ê t r e  déposé sur l e s  g e l s  de polyaïrylrni.de, A 

5 p. 100 e t  à 7,5  p. 100 dtacrylamide, contenant du tampon phosphate 

0,1 M de pl1 7,O avec 0,1 p. 100 de dodecyl s u l f a t e  de sodium. 

Ltétalonage de l a  migration e s t  r é a l i s é  avec d i f f é r e n t s  

marqueurs dont l e s  poids moléculaires sont  l e s  suivants  : 

- La sérum-albumine bovine 68.000 (1 56) ; l a  chaine lourde de 

y-globuline humaine, 50.000 (1 5 ~ )  ; l'ovalbumine, 43.000 (253) ; l a  

l a c  t a t e  deshydrogénase humaine, 36.000 (pour chaque sous-unité, 38) ; 

l a  pepsine, 34.000 (72 ) ; l a  t rypsine,  23.000 (56) e t  l a  myoglobine de 

coeur de boeuf, 17.000 (82).  

La f igure  21 représente l a  v a r i a t i o n  des d is tances  dc migratiofi 

électrophorét ique (en  mm ) par rapport  au log  de 10 du poids moléculaire 

de s témoins marqueur S. 

Cette f i s u r e  représente  l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec l e s  g e l s  

de polyacrylamide à 7 ,5  p. 100 de monomère ; l e s  r é s u l t a t s  sont  

analogues avec l e s  g e l s  à 5 p. 100 d t  acrylamide. Le poids moléculaire 

de l a  dipeptidase,  rnesurb par c e t t e  méthode, e s t  de 45.000 2 5.000. 

Si nous comparons c e  r é s u l t a t  A c e l u i  obtenu avec l e  procédé 

de f i l t r a t i o n  sur g e l  de Sephadex G.150, il semble que l a  dipeptidase 

s o i t  associée sous forme de dimère dans son é t a t  n a t i f .  



Poids mo lécu l a i r e  

d i s  t ance  de  migra t ion  ( m m )  

F igu re  21 
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Détermina t ion  du poids maléci i la i re  d e  la d ipept idase  p a r  é lec t rophorSse  

e n  gel  de polyacrylamide - S. D .  S. à 7, 5 p. 100  d 'acrylarnide  - 

E : Dipept idase  

13 S A : S6r um albumine boviiie 

H. C .  : Chaine lourde  de  gamtna globuline humaine 

Ov : Ovalbumiiie 

L D H : Lacticodehydrogénase 

P : Peps ine  

T : Tryps ine  

Mb : Myogi;lobiiie 



II - Composition en  acides - aminés 

100 e t  200 nM de protéines sont soumis A l 'hydrolyse acide, 

dans un tube s ce l l e  sous vide, A 105OC, pendznt 24 h e t  72 1.1, en 

présence de deux gout tes  de phénol en solut ion aqueuse A 5 p. 100 (v/v) 

(ceci  a f in  de préserver l e s  rés idus  tyrosine de l a  dégradation). 

L'analyse des acides aminés e s t  ef fectuée dans un analyseur 

automatique (JEOLCO type 5 AH). On r é a l i s e  deux ara lyses  pour l e s  

hydrolysats de 24 h e t  de 72 h. La détermination du contenu en 

tryptophane e s t  obtenue par l e  procédé de SPIES e t  CIIAbDERS (21) 

(Annexe teclznique page 18 3 ) . 
Le tableau XXII présente l a  cornposition en acides 'aminés des 

hydrolysaks de 24  h e t  de 72 h. Le nombre de rSsidus,  pour chaque 

acide aminé, e s t  ca lculé  pour un poids moléculaire de 45.020. Aucune 

différence s ign i f ica t ive  n ' e s t  observée en t r e  l e s  hydrolysats de 

24 h e t  de 7 2  h. 

Nous observons un taux élevé d'acide glutamique e t  aspart ique 

(tableau X X I I ) ,  également d'alanine e t  de leucine. Le nombre de 

rés idus  h i s t id ine  e t  tryptophane e s t  f a i b l e  e t  il f a u t  remarquer 

un taux t r è s  bas de rés idus  soufrés : 3 de cysté ine  (ou demi-cystine ) 

e t  5 de méthionine. 

Pour l a  p lupar t  des dipeptidases bactériennes ou animales, 

l a  composition en acides m i n é s  e s t  encore inconnue. La seule analyse 

ayant f a i t  l ' o b j e t  d'une publication e s t ,  à notre  connaissance, c e l l e  

de RENE e t  CAPIPBELL (187) pour l a  dipeptidase du r e i n  de porc ( l a  

composition de c e t t e  enzyme e s t  indiquée dans l e  tableau XXII ). 



(*) l e  contenu en tryptophane e s t  mesdré par l a  méthode de SPIES e t  
CHPJBERS (21 ) . + 

TABLEAU lJO XxII 

Composition en acides  aminés de l a  dipeptidase de PIycobacterium phlei ,  

comparaison avec c e l l e  de l a  dipeptidase de CANPBELL. 

Le nombre de rés idus  p a r  molécule de prot@ine e s t  ca lculé  sur l a  base 
du poids moléculaire minimum: 45.000 



L '  analogie en t re  l a  cornposi tion de l a  dipeptidase rénale  

e t  c e l l e  de l a  dipeptidase de Hycobacterium phlei  e s t  e t r o i t e  pour -- -- 

l e s  acides aminés acides ( A S ~ ,  ~ l u )  e t  l e s  acides aminés basiques 

( L ~ S , K ~ ~ )  de même que pour l e  tryptophane e t  l ' h i s t i d ine ,  mais l a  

dipeptidase animale e s t  beaucoup p lus  r i che  en cystéine (17 résidus) e t  

en méthionine (7  rés idus) .  

La pauvreté en acides aminés soufrés e s t  une propr ié té  

commune à plusieurs  enzymes d 'origine bactérienne (1 83), mais c ' e s t  

également un aspect p a t i c u l i e r  des proté ines  des Ffycobactéries. 

ASÇZLINEAU e t  col].. ( 5 )  indiquent l a  f a i b l e  proportion des rés idus  

cystéine (2,2 p. 100) e t  méthionine (1,6 p. 100) par rapport  au nombre 

t o t a l  des rés idus  acides minés  pour lqenscnble  des proté ines  de 

lycobacterium phle i .  - 

La détermination des groupes N--ternina-dx e s t  é t a b l i e  par l a  

technique de Dazzsylation de GRAY e t  HARTLEY (79), à l a  f o i s  par chroma- 

tographie en c o l ~ c h e  mince sur f e u i l l e  de polyamide e t  par chromatcgraphie 

en couche  mince de Si l icagel  (technique de GROS e t  LABOUESSE, 80) .  Un 

seul e t  unique groupe U-terminal, l a  leucine,  e s t  m i s  en évidence par 

ces deux procédés. 

ûn met en évidence un seul  groupement th io l  p a r  l a  méthode 

de SAVILLE (235). 11 y a  donc un seu l  pont disu1,Fure dans l a  proféine. 

III - Spéc i f ic i t é  

L'enzyme pur i f i ée  (11) est  une dipeptidase (EC. 3.4.3.) ca r  

e l l e  hydrolyse uniquement l e s  dipep t i d e s  ayant l e s  fonctions a-minée e t  



a-carboxylique l i b r e s .  

Les protéiiles, l e s  polypeptides ( r épe r to r i é s  dans l e  

tableau YX ). , l e s  0ligopeptides ne sont pas dégradés . Ili l e s  

t r i pep t i de s  t e s t é s  ( r épe r to r i é s  dans l e  t a b l e ~ u  XJ!~Il) ne sont 

hydrolysés, n i  l e s  amides des aminoacides p leucine-Parmi t roani l idel  

n i  l e s  dipeptides synthétiques ayant un rad ica l  COOH ou NH substi tué.  
2 

La dipeptidase de Iviycobacterium phlei  poss6dc un mode d 'action 

part iculièrement large,  puisqule l le  hydrolyse même l e s  dipeptides contenant 

un acide D-a-aminé ou D-a-carboxylique, 

Le t a b l é a  XüI expose l e s  d i f f é r en t s  taux ci1 hydrolyse des 

dipeptides p a r  rapport à l a  v i t e s se  dl hydrolyse obtenue avec l e  

dipeptide Ala-Gly. 

I l  f au t  remarquer que l a  plupart  des subs t ra t s  de ce r ta ines  

dipep t idases ,  au t re fo i s  considérées corne spécifiques,  sont hydrolysées. 

Il en e s t  a i n s i  pour l e  Gly-Leu, l e  Gly-Tyr e t  1'Ala-Cly. Le Pro-Cly 

e s t  également hydrolysé. Par  contre,  il e s t  in téressant  de remarquer 

que l e  Gly-Pro (Irnido-dipeptidase) e t  l e  Gly-Gly (Glycyl-Glycine- 

dipeptidase) e t  l e  P-Ala-His (carnosinase) ne sont pas hydrolysés. 

I V  - Etude des constantes de MICHAELIS-PIEfTTEN : - Km 

Pour l a  détermination des constantes de MICHAELIS-PENTEN, 

l'enzyme e s t  préincubée 30 min à 37OC dans l e  tampon Tr i s  10 mM de 

pH 8,O contenmt 10 mM de MgCl Après c e t t e  préincubation, l e s  v i t esses  
2 ' 

i n i t i a l e s  d'hydrolyse sont déterminées, en mesurant l a  cinétique d'hydrolyse 

des dipeptides toutes l e s  30 secondes, pendant 1 à 10 min. La réact ion 



D.Leu-L.Tyr 

DL. Leu-Gly-Gly 

Leu-Gly-L. Tyr 

I4e t-Ala-Ser 

S p é c i f i c i t é  de l a  d ipept idase  . 
L e s  v a l e u r s  sont  exprimées en pourcentage pa r  r appor t  au taux dq hydrolyse 

de l 'Na-Gly .  

Concentration du s u b s t r a t  dans l e  mélange r é a c t i o n n e l  : 5 mM, concent ra t ion  
en enzyme:0,060 à 0,300 mg/ml, r é a c t i o n  à 37OC, pH 8 , 0  en présence 

de 14gC12 5 mbl . 



enzymatique e s ?  r éa l i s ée  en tar;apn Tr i s  5 mM de pH 8 , 0  contenant 5 ml4 de 

E!gSl2 A 37OC, avec d i f f6 ren tes  c o n c e n t r a t i ~ n s  de subst ra t  ( 1  n14 à 20 m ~ ) .  

La concentration en protéine e s t  de O,  045 à 0,OG5 m c i / m l  (I,O~JXY) - (0,300 mg/ 

m l  pour l a  mesure du Km avec l e  D,L~U-~ly) . 

Ilous avons mesuré l e  Km à l0  aide du diagramme de LIIIC!iEIEAVER e t  

BURK (51) ( f i gu re  22). 

Pour chaque subst ra t ,  aprés avoir é t a b l i  ce d i a g r m e ,  nous 

calculons l e  Xm selon l a  formule suivcmte : 

ion = [SI Vmax - v 
v 

" [SI" e s t  l a  concentrat ion du subst ra t  (m~i) , "Vm&ctt : vi tesse  maximum 

mesurée exprimée en pl?I/min/mg, " v ~ ~  e s t  l a  v i t esse  d ' i n i t i a l e  d'hydrolyse 

correspondant à chaque concentration du subs t ra t ,  Les d i f  f é r en t e s  valeurs  

obtenues (tableaux XXIV e t  X Q J  ) sont l e s  suivantes : 

Km = 1,25 mM pour l e  L.Leu-Gly, 3 , l  mM pour l e  L.Ala-Gly, G,03 m~. l '~our  l e  

Gly-L.Leu e t  21 mM pour l e  D.Leu-Gly 

L ' a f f i n i t é  de l a  dipeptidase e s t  donc plus grande lorsqulun 

rés idu hydrophobe  e eu ou   la) e s t  en  posi t ion N-terminale et c e t t e  

a f f i n i t é  e s t  beaucoup moins grande pour l e s  rés idus  de l a  s é r i e  D. 

v - Influence du pII . 

a) S t a b i l i t é  de l a  préparation enzymatique en fonction du pH ......................................................... 

Pour l a  f r ac t i on  S G.100, l a  s t a b i l i t é  de l a  préparation 

enzymatique a é t é  é tudiée  en t re  l e s  pH 4,O e t  12 : 

- en tampon acéta te  de soude 50 mM, E1gCl2 10 mEI ( p ~  4,O à 5 , 5 )  

- en tampon Tris succinate 50 mM MgCl 10 mM ( p ~  5 à 7,0) ,  2 

- en tampon Tris maléate 50 mM HgCl 10 nN ( p ~  6 à I O ) ,  2 

- en tampon véronal sodé 50 ml4 MgC12 10 mN ( p ~ ~  7 à 12). 





14oyenne = 3,12 

Valeurs mesurées l/vmax = 0,215 ; Vmax = 4,65 F ~ $ h ~ / m g  ; 

Détermination de l a  constante de MICHAELIS-MENTEN : Km 



-- 

1-foyenne = 5,9  3 

Valeurs mesurées l/~max = 0,65 ; V ~ & K  = 1 , 5 3  pbi/fkn/lilg ; 

'Km = 6,OG nM 

Moyenne = 20,95 

Km = 21,O mM 

TABLEAU Ti0 x x v C?\ 
l, S . , [ # !  Détermination de l a  constante de MIC.FlAELIS-MENTEN : Km 
t - A -  
; 



La préparation enzymatique e s t  incubée 4 h A l a  température de 

20°C avec l e s  d i f f é r en t s  tampons. Puis l a  réact ion enzymatique e s t  

mesurée à pl1 7 , 0  A 37OC, en présence de I b C 1  5  ml<. L'ac t iv i t é  r e l a t i ve  
2' 

e s t  mesurée en pourcentage de l ' a c t i v i t é  optimale obtenue aprCs une 

incubation à pH 7 , O  ( f igure  23).  L'enzyme e s t  s t ab l e  acIx pH basiques 

essayés, ins tab le  en pH acides i n f é r i eu r s  à 6,O. 

b) Influence du pH sur l ' a c t i v i t é  peptidasique ........................................... 

L'influence du pH sur  l ' a c t i v i t é  dipeptidasique e s t  mesurée avec 

l a  f r ac t i on  pure en tampon Tris-maléate 10 ml{, contenant 1  mM de fiIsC1 
2 

en t r e  l e s  pH 5,5 e t  13,O. 

L 'ac t iv i t é  optimale se s i t u e  en t re  l e s  pH 9,5 e t  10,O. A pII 8'0 

l ' a c t i v i t é  de l a  dipeptidase a t t e i n t  respectivement 26 p .  100 e t  39 p. 100 

de l ' a c t i v i t é  optimale, pour l e  L,Ala-Gly e t  l e  L.Leu-Gly ( f igure  24). 

i 

V I  - Influence de l a  température 

a)  S t a b i l i t é  de l a  préparation enzymatique en fonction de l a  température ..................................................................... 

Nous avons mesuré l a  var ia t ion  de l ' a c t i v i t é  dipeptidasique après 

une incubation de durée var iable  ( O  à 2 h) à di f fé ren tes  températures, en 

présence ou en absence de FlgCl ou de 1?nC1 5 mM e t  10 mPI. 
2 2' 

Puis l a  réact ion enzymatique e s t  pratiquée à 37OC, en présence 

de Ng2+ 5 mM, ou 1h2+ 5 mll e t  nous calculons l e  pourcentage d ' a c t i v i t é  

par rapport  à l ' a c t i v i t é  i n i t i a l e  sans incubation. 



I I 1 1 I I 1 

4 5 6 7 8 9 10 pH 11 

F i g u r e  23 
.IIILII 

Variation de l 'activité dipeptidasiq\ie ap rès  une incubation de 4 h à diffcrents pY ; 

Scmphra ture  2 0 "  C -- 
puis m'?sure de l 'act is~j t t :  dans les conditions habitilelles 



F i g u r e  2 4  - 
C o u r b e  d 'act ivi té  e n  fonctioil  du pT1 

A l a - G l y  gj activité o p t i m a l e  : 40,  6 u. Lei i -Gly 22,O u 

T a m p o n  Tris m a l é a t e  1 0  m M  MgCl 2 1 rrihl 



Les r t s u l  t a t s  obtenus pour 1 'nydrolyçe du Leu-Gly soiït r.eportés 

sur l a  figxr3e 25 ; i l s  soni:;nalogues pour l e  i2la-Gly. Nous pouvons en 

t i r e r  l e s  conclusions sdivantes : 

a) L'ion li2+ joue un r ô l e  importaxt dans l a  s t a b i l i t é  de l'enzyme ; en 

e f f e t ,  il protège l e s  préparations de l a  dégradation observée à 37OC e t  

A 45OC en absence d ' ions  métalliques. 

Bans incubation préalable avec l e  magnésium, l'enzyme e s t  t r è s  

ins tab le ,  50 p. 100 de l ' a c t i v i t é  e s t  perdue après 15 min d'incubation 

à 37OC. Le mmganèse protège également l'enzyme de l a  dégradation, mais 

à un degré moindre. 

b) La préparation contenant du Ng2+ e s t  s t ab le  jusqulà 45OC; au delà,  

1 ' a c t i v i t é  décroît  rapidement. 

c )  I l  e s t  nécessaire d'incuber l'enzyme 30 min à 37OC à pfI 8,O avec 

l e  f.lgC1 pour obtenir  l ' a c t i v i t é  maximale. plusieurS e s s a i s  nous ont 
2 

montré que pour assurer  l a  s t a b i l i t é  de l a  dipeptidase pure, une concen- 

t r a t i on  en KgCl de 1 ml+! e s t  suff isante .  
2 

b) Influence de l a  température sur 1 ' a c t i v i t é  pep t idasique ...................................................... 

Une préincubation en tampon P i s  10 m)I, pII 8,O contenant 1 mM 

de 1<gClp e s t  pra t iquée à 37OC pendant 30 min avant l a  mesure de l t a c t i v i t 6  

peptidasique A d i f f é r en t e s  températurcs ( f igure  2 ~ ) .  D a n s  ces  conditions, 

l ' a c t i v i t é  maximale se s i t u e  à 52,5"C pour tous l e s  dipeptides u t i l i s é s ,  

Ala-Gly , Leu-Gly, Pro-Gly . 
En e f f e t ,  l a  cinétique d'hydrolyse e s t  l i n é a i r e  pendmt des 

temps relativement cour t s  3 1 à 5 min 2 50°C e t  52,5OC, après quoi 
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t e m p é r a t u r e  

F i g u r e  2 6  

Var ia t ion  de l ' ac t iv i t é  d e  l a  p r é p a r a t i o n  e n  fonction de  l a  t e m p é r a t u r e  

s u b s t r a t  : Ala-Gly  @ , Leu-Gly g 

concen t ra t ion  e n  s  u b s t r a t  5 m M .  Concentra t ion  e n  proté ine  0,  150 m g / m l  ; 
pré incubat ion  30 minu tes  à 37" C e n  T a m p o n  t r i s  10 m M  - Mgcl  2 m M  
puis  r n e s u r e  d e  l ' ac t iv i t é  pept idas ique  aux d i f fé ren tes  t e m p é r a t u r e s  



l'enzyme e s t  inactivée.  '4 37OC, l J a c t i l ~ i . t é  peptidasiclixe à 1 t é g a > d  du 

Leu-Gly e t  de ll,J.la-Gly, a t t é i n t  seulenent l a  no i t i 6  de l ' a c t i v i t é  

maximale, mais l a  s t a b i l i t é  de l'enzyme e s t  bea~~coup plus  grande A 37OC. 

LEblIS e t  HUI.TPIIP,EY 623) ont montré que, pour l e s  enzymes ins tab les ,  l e s  

condit ions l e s  plus favorables de mesure de 1' ac t i v i t 6 ,  sont r6a l içées  

en chois issant ,  pour l e  processus dlincubation, une température in fé r ieure  

à c e l l e  où l ' a c t i v i t é  2st maximale. 

Ainsi, toutes  l e s  mesures de l ' a c t i v i t é  enzyrnatique ont-el les 

é t é  r éa l i s ée s  à 37OC. 

VII -Influence des inh ib i  eeurs - 

L' action des divers  ac t iva teurs  inh ib i teurs  e s t  résumée dans 

l e  tableau XXTC, 

La préparation enzymatique e s t  l a i s s ée  en contact  avec l ' i nh ib i t eu r  

à l a  concentration indiquée pendant 30 min à 37OC e t  A pH 8,O avant 

l ' add i t i on  du subst ra t .  

L 'act iv i té  peptidasique e s t  exprimée en pourcentage d ' inhibi t ion 

par rappor t  à un échant i l lon témoin. 

Les agents ché la teurs  : O.phénanthroline, E.D.T.A. e t  cystéine 

(10 m ~ )  inhibent l ' a c t i v i t é  peptidasique. L'action de 1'E.D.T.A. e t  de 

llO.phénanthroline e s t  part iculièrement fo r t e .  On peut donc penser que des 

ions métalliques sont nécessaires à l a  cata lyse  enzymatique. 

La préincubation de 1 'e~zyme avec :es r é a c t i f s  des groupements 

t h i o l s  : P.C.M.B., N-éthyhaléimide, acide iodoacétique, ne modifie pas 

1 ' a c t i v i t é  hydrolytique de l a  dipeptidase ; seul 1' iodoacé tcmide inhibe 

part iel lement l ' a c t i v i t é  enzymatique ( 36 p. 1 0 0 ) ~  Le groupement t h io l  



Inhibi  t eu rs  Concentration 
Inh ib i t ion  

O Phénarithroline 

2 Piercaptoé thanol 

Iodoacé t a t e  

Iodoacé tamide 

Influence des i n h i b i t e u r s  sur  1 ' a c t i v i t é  dipep t idasique 

~ é s u l t a t s  exprimés en  pourcentage d t  i n h i b i  t i o n  p a r  rappor t  au témoin non 

t r a i t é .  Concentration du subs t ra r  5 mM, concentrat ion en proté ines  

0 ,252 mg/ml. Préincubation de l'enzyme 30 min dans l e  tampon Tris 10 min. 

P H  8 à 37OC avec I c s  d i f f é r e n t s  inh ib i t eurs ,  pu i s  mesure de l a  c iné t ique  

d'hydrolyse de 2 à 10 min à 37OC. 



l i b r e  de l 'eiizj~iê ne sc:nble donc pas par t i c iper  Zt la cata lyse  au s i r e  ac t i f  

de l'enzyme. 

L e  D,p.P.  n '&tant  pas inh ib i teur  de l a  dipeptidase,  ce l le-c i  ne 

possède sans doute pas de ser ine  act ive  zu centre ca ta ly t ique  dc l'enzyme. 

V I X -  Influence .- des ions  métalliques 

En 1 ' absence d' inhibi  t ion  préalable,  1' ad6i t ion des ions 

2-k métalliques suivants : ifji2+ e t  3 un moindre degré l e  14g2+, l e  Sii , 
ca2+, zn2+, ~ t " ,  favor ise  l a  réact ion enzymatique  ableau au XT.TII). 

Df autres  ions  comme l e  ~ e ~ ' ~  l e  pb2+, l e  !lg2+, produisent au contra i re  

une inh ib i t ion  à des degrés divers.  Lthydrolyse du Ala-Cly e s t  inhibée 

pa r  l e  coba l t  e t  p lus  légèrement p a r  l e  cuivse, tandis  que ighydrolyse  du 

Leu-Gly e s t  activée par ces  deux ions métalliques. Le yh2' e t  l e  Mg 2-k 

réac t iven t  fortement l a  préparation inhibée par dialyse contre l t E . D , T . A .  

1 mW ( 1  v/100 v) sous ag i ta t ion  magnetique à 4OC pendant 2 heurcs, Cette 

réac t iva t ion  e s t  obtenue par une préincubation de JO min à 37°C dsns l e  

tampon Tris  IO mM à pH 8 en présence des ions métalliques à di f fé ren tes  

concentrat ions   ablea au :~(vI@, La réact ivat ion e s t  plus inportante en 

présence de i~langanèse (0 ,5  m ~ )  qu'en présence de I?açnésium. 

Nous avons obtenu 1 ' apoenzyme en t r a i t a n t  1 'enzyme par 

ltO.phénanthroline 7 mM en tampon Tris  1 nW pH 8 à 20°C, en ag i ta t ion  

map.étique 30 min. Ce t r a i  temcnt e s t  su iv i  dtun dessalage sur gel  de 

Çephadex G. 25, qui permet d 'él iminer 1 ' 0 ,phénanthroline . L ' apoenzyme 

a in s i  obtenue e s t  réact ivée  par l e  thZc ou l e  b~g2c (2 ,5  m l l  e t  5 nI4) en 

incubation dans l e  tampon Tris 1 mM i3 pII 8 pendant 30 min à 37OC. L'enzyme 



e s t  to  talerrent r é a c t i v é e  (~ableai.1 XIX), il n'y a pa5 de r6, ic t ivat ion 

pa r  l e  Zinc ou p a r  1.e Cobalt  d m s  l e s  nemes coi;ditions.  

L a  d i l e 2 t i d a s c  e s t  donc ac t ivke  p a r  des  i o n ç  méta l l iques ,  

for tement  inh ibce  par  l e s  co rnp lexa t s  der, mettivx e t  r é a c t i v b e  p x  l e  

Iiaiganèse e t  l e  Iiagnésiurn. 

La l i a i s o n  du metal avec l a  p ro t é ine  semble re la t ivement  f a i b l e ,  

car il s u f f i t  d'une d i a l y s e  à ) O C  e n  absence d ' i ons  niétallic,~l.es pour 

i n a c  t i v e r  1 'enzyme. 

Les ionç mti. t a l l i q u e s  a u r a i e n t  une fonc ti on double d' a c t i v a t i o n  

e t  de s t a b i l i s a t i o n ,  c o ~ m e  l ' o n t  niontré l e s  expér iences  dlii icubatioii  à. 

d i f f é r e n t e s  tcmpératurcs ,  e n  présence ou en absence de méta l ,  



TABLEAU tTO X X V ï ï  . 

Action des ions métal l iques 

La préparation enzymatique ( O ,  172 mg/ml) e s t  préincubée pendant 30 niin 

à 37OC dans du tampon .Tris 10 ml4 pH 8 en présence des ions métal l iques 

A l a  concentrat ion de 0,5 mM. Iv!esure de l a  c inét ique d'hydrolyse en 

2,  5, 8 e t  10 min 3 37OC. 



Concentration 

Réactivat ion p a r  l e s  ions  métal l iques après 

act ion de 1'EDTA 



p a ~  rapport  au ternoin non 

Concentration 

TABLEAU ?iiO x x 

X é a c t i v a t i ~ n  par l e s  i o n s  métal l iques de l'apoenzyme obtenue après  

trai tement de l'enzyme par 1 '0.phénantholine s u i v i  d'un dessalage 

sur  Sephadex G.25 



D I S C U S S I O N  

C O B C L U S I O N  



Les propr ié tés  des dipeptidases, en pa r t i cu l i e r  d 'origine 

bactérienne, sont Jusqut i c i  peu connues, c ec i  essentiel lement en ra ison 

des d i f f i c u l t é s  que présente l eur  pur i f i ca t ion  du f a i t  de l eur  i n s t a b i l i t é ,  

en ra ison du manque de subs t ra t s  spécifiques permettant de l e s  c ,aractér iser  

e t  en ra i son  de l eu r  l oca l i s a t i on  dans un milieu compiexe comportant 

p lus ieurs  types d' a c t i v i t é s  peptidasiques. 

Les e s s a i s  de ca rac té r i sa t ion  des cnzymes,clécrites conme dipepti-  

dasiques, ont  l a i s s é  apparaPtre des ambiguités qui nous conduisent à l e s  

i d e n t i f i e r  avec plus de r igueur à l ' a i de  de plus ieurs  subst ra ts .  A c e t  

e f f e t ,  nous avons m i s  au point  une techviique de dosage qui permet de 

mesurer l 'hydrolyse d'une gamme étendue de peptides, e t notamment, de 

dipeptides du type Gly-X. 

Il s ' e s t  avéré nécessaire de délimiter  que l l spep t ida se s  avaient  

un champ d'action c o m i i  à ce lu i  des dipeptidases étudiées.  Aussi f a l l a i t -  

il préciser  1 'équipement pep tidasique de I:ycobac teriuni plilei 689. - 

Nous avons é t a b l i  que lcç ac t iv i t és  dipep t idasique e t  aminopeptidasique 

sont loca l i sées  essentiel lement d&is l a  f r ac t i on  i n t r ace l l u l a i r e  soluble,  

e t  que l e s  propr ié tés  endopeptidasiques e t  carboxypeptidasiques sont 

absentes dans c e t t e  f r ac t i on  ; ces  a c t i v i t é s  é t a n t  açs~ciées~principalernent ,  

dans nos conditions expérimentales, aux f r ac t i on  par t i cu la i res .  Nous 

avons m i s  au point un procédé qui permet d ' ex t ra i re  une quanti té importante 

de matériel  i n t r a c e l l u l a i r e  tout  en garantissant  l ' i n t é g r i t é  de l a  dipzptidase. 

Nous avons démontré que 1 a f rac t ion  cy toplasmique soluble con t i e n t  

cinq exopep t idases  (une dipep t idase  e t  quatre aminopep t idases)  qui présentent  

ce r ta ines  propr ié tés  hydrolytiques covmunes à 1 'égard des dipeptides. Trois 



de ces  arxinopeptidascs (1, III e t  IV) ont des charges électrophorétiques 

e t  un poids moléculaire t r è s  vois ins  de ceux de l a  dipeptidase (II) .  

Nous avons r6uss i  à i so l e r  chaque peptidase e t  à obtenir  des 

préparations présentant une seule bande protéique en gel  de polyacrylamide ; 

cec i  en quanti té suf f i san te  pour déf in i r  l a  s p é c i f i c i t é  de ces  enzymes: 

- L'minopcptidase 1 a un p r o f i l  de s p é c i f i c i t é  proche de c e l u i  

de llaniinopeptidasc 1 d8Escherichia c o l i  (24~9, ou apparenté à ce lu i  de 

ce r ta ines  Leucine amiiiopeptidases des t i s su s  mimaux (56) . 
- Les ,minopeptidases --.. II e t  III présentent  une spéc i f i c i t é  

voisine de c e l l e  de l 'aninopeptidase (M)  (Ec. 3. 4. 1. 2.) mais possèdent 

en outre ,  p lus ieurs  caractéristiques commmnes à certainrts minopep t idases  

bactériennes (147): l e s  acides a-aminés de configuration D, cn posi t ion 

If-terminale sont hydrolysés (D .L~LI . -~ ly )  e t ,  d'une façon gonérale, l a  

dégradation des dipeptides e s t  plus rapide que c e l l e  des oligopep t ides .  

Comme l'amiriopeptidasc 11 (173), ces  deux enzymes hydrolysent l e s  groupements 

L-a-aminés e t  L-a-inBnés en posit ion ?-terminale. 

Ces deux peptidases ont des pro&i<-tCiç voisines,  mais des charges 

électrophorétiques e t  des poids moléculaires d i f fé ren t s .  

- L '  aminopep t idase  V hydrolyse uniquement l e s  acides a-aminés de 

l a  s é r i e  L en posi t ion Tt-terminale. Les prop~i6tri.s hydrolytiques de c e t t e  

enzyme sont plus r e s t r e i n t e s  que c e l l e s  des enzymes décr i t es  ci-dessus, 

e t  s e s  propr ié tés  spécifiques l a  d i f férencient  à l a  f o i s  de l a  Leucine 

miinopeptidasc (EC.  3. 4. 1. 1.) e t  de l'aminopeptidase M (EC. 3. 4.  1. 2.) .  

Cette aminopep t idase  e s t  extrêmement ins table .  

Quantitativement, dans l e s  conditions chois ies  de croissance e t  

de rupture des bac t é r i e s ,  1 ' a c t i v i t é  des aminopcptidases i n t r ace l l u l a i r e s ,  



h l ' é r ;ard der, dipeptldcs,  e s t  beaucoup plus  f a i b l e  ( j ~  f o i s )  qrie c e l l e  

de l 'un? des cczymes (dipept idasc  II) que nous avons pur i f iée .  

i,;~ pi tr if lcdtlon de l a  fiipep tidase de ?:yccbac teriun phle i  s  ' e f  fcctue .-------- 

en cinq etapes cornprcnxit : 

1  - l a  p réc ip i ta t ion  des acides nucléiques par .le su l fa te  dc Streptomycir;e, 

2 - l 'adsorption sur  gel  d'hydroxylapatite, 

3 - l a  pr6cipitat iol i  fractionnée par l e  su l f a t e  d 'monium,  

4 - 1. eélectrophorése préparative sur gel  6e pol.yacrylamide. 

Seule c e t t e  dernière étape permet de séparer l a  dipeptidase 

de 1 ' aminopeptidase 1. I~lalgré l e s  précautions p r i ses ,  il se produit 

m e  dénaturation pccrtielle, e t ,  par l a  s u i t e ,  il e s t d i f f i c i l e  de préciscl-r 

l e  taux de pur i f icat ion.  Par rapport à l ' a c t i v i t é  de l ' e x t r a i t  c e l l u l a i r e  

brut ,  l e  taux e s t  estimé égal  à 1000 ail moins. Le produit f i n a l  e s t  pur,  

puisqu ' i l  présente une seule bande de protéine en ge l  d'acrylanide, un 

seul a r c  de p réc ip i ta t ion  en imrnunodiffuçion e t  un seul  acide ar?,j.né 

N-terminal, qui e s t  l a  leucine. 

La dipeptidase nat ive  s e r a i t  un dimère dont l e  poids moléculaire 

e s t  88.030 (+ 8.000), a l o r s  que l a  protéine dissociée a  un poids moléculaire 

de 45.000 (k 5.000). Les dipeptidases du r e i n  des mimaux ont des poids 

moléculaires du même ordre de grandeur, en pa r t i cu l i e r  c e l l e  purifée par 

CAbTPRELL (34, 32) (90.000, sous un i tés  47.200). Pour l a  p lupar t  de 

ces enzymes, l a  composition en acides m i n é s  e s t  inconnue. Pour l e s  

seuls  travaux publiés : ceux de RZNS e t  CAEiPBELL (187), l a  dipeptidase 

d 'origine animale e s t  beaucoup plus r iche en demi-cystine e t  en méthionine 

que l a  dipeptidase de ---- PIycobacteriun phle i ,  na i s  e i l e  e s t  p lus  pauvre en 

alanine e t  en lys ine .  Il Exat remarquer l a  r ichesse  en acides dicarboxy- 

l iques  de ces  deux dipeptidases,  ce qui expl iquerai t  l e  pE optim.m vois in  



de 3 , 5  pour lequel  l a  p lupar t  tics groizpes c,irboxyliqixcs soct  ionis6s.  

Un ou plus ieurs  de ce s  r é s i & ~ s  pouïraient  p m t i c i p e r  au s i t e  a c t i f  de 

1 'enzyme. 

I l  ne semble pzs que l e  groupement t h io l  de l a  dipeptidase s o i t  

impliqué dans l e  processus cata lyt ique e t  q u ' i l  y a i t  un groupement 

ser ine  au centre  a c t i f  de l'enzyme. Nais l e  produit étudié é t an t  ins tab le  

e t  d i f f i c i l e  à e x t r a i r e  e t  à pur i f i e r ,  nous n'avons pu l ' ob t en i r  en 

quanti t é  suff isante  pour pouvoir entreprendre l 'é tude chimique e t  

préciser  l a  nature des groupements a c t i f  S. 

La dipeptidase de - l~iycobac -- terium phlei  e s t  une métalloenzyne, 

puisqu9el le  e s t  ac t ivée  par l e s  ions métall iques 14n2+ e t  Mg2', inhibée 

par l e s  chéla teurs  des rnétaux,et que ltapoenzyme e s t  réact ivée  peu^ l e  

2+ )ni2+ e t  i e  ~g . 
L'  e f f e  t protecteur  des ions métalliques, du tlagiiésiun cil 

pa r t i cu l i e r ,  indique l e  r ô l e  du métal daris l e  maintient de l a  conformation 

de l'enzyme. Comme l1 indique, d'une gart 1 'inactivation..de l a  dipeptidase 

par simple dialyse à q°C dans un tampon dépourvu d'ions méta l l iq~ ies  e t ,  

d 'autre pa r t ,  l a  nécess i té  de l a  présence constante de liagnésium, pour 

é v i t e r  l a  dénaturation de l'enzyme au cours de l a  pur i f icat inn,  l a  

l i a i s o n  en t re  l e  métal e t  l a  protéine e s t  relativement f a i b l e .  Cette 

l i a i son  pourra i t  ê t r e  comparée à c e l l e  des métaux avec l a  Leucine 

aminopep t idase de SI.IITH ( 5 6 ) .  Ainsi, l a  dipeptidase de - liycobac terium phlei  

se c l a s s e r a i t  parmi l e s  complexes enzyme-métal ., 

Pour l a  Leucine aminopeptidase qui hydrolyse en p r i o r i t é  l e  

Leu-Gly ( a in s i  que l a  dipeptidase de ??ycobacterium ph l e i ) ,  l e s  ions  

métalliques sont impliqués à l a  f o i s  dans l a  s t ab i l i s a t i on  de l'enzyme 

2+ ( l e  rb2+ en p a r t i c u l i e r )  et dans son ac t iva t ion  ( l e  m2+ plus  que l e  Mg ) 



travaux de SilITII e t  c o l l .  , 1355 (220). P a  l a  su i te  I I I I~~ELI!OCII  (35)  a 

nontré que pour l ' e n z y ~ e  native,  l e  zinc pourra i t  assurer ces  deux 

fonctions. Il indique aussi  que, selon l a  natxre &LI métal a jauté  à l a  

préparation enzymatique, l e  déplacement du zinc par un autre  métal, 

provoque un e f f e c t  ac t ivateur  (1fg2.+ na i s  sur tout  th2') ou un e f f e t  

2+ inhibi teur  ( cd  ). 

2+ 
La Leucine minopepticlase e s t  ac t ivée  par l e  Mn2' e t  l e  Mg , 

2+ 
inhibée par l e  cd2' e t  l e  ca2+, l e  1.fg2', l e  pb2' ; l t e d d i t i o n  Zn , de 

CO*', de ca2+, de K i 2 + ,  n i a  pas ou peu d ' e f f e t  sur c e t t e  enzyme. l e  

pt2+ n ' a  pas é t é  t e s t é  par ces  auteurs (220, 9 5 ) .  

Des études c inét iques  ont montré qu ' i l  y  a  un seul  ion  metallique 

par s i t e  a c t i f  de l'enzyme e t  SMITH e t  c o l l .  (218) proposent un mecanisme 

d'action d,ms lequel l ' i o n  métallique pa ra î t  at taché à LUI imidazole ou à 

un groupe eps i l on  miné ,  non ionisé ,  pour former un complexe de coordi- 

nation t e rna i r e  entre  l e  subst ra t  e t  l'enzyme. 

Le processus cata lyt ique s e r a i t  d i f fé ren t  pour l a  dipeptidase 

de CAMPBELL (32, 187) qui hydrolyse également des dipeptides dont l a  

s t ructure  e s t  analogue à c e l l e  de ceux dégradés par notre peptidase 

 la-Gly, ~ e u - ~ l ~ ) .  P a r  su i te  de l eu r  éttide de l 'hydrclysc de ce r t a in s  

dipeptides cata lysés  p a r  l e  cuivre ,  CAPPBELL e t  c o l l .  (35 ,33) ont  proposé 

un mécanisme d'actiori impliquant l a  d issocia t ion des protons du groupe 

a-aminé du subs t ra t  e t  l ' a c t i va t i on  d'une molécule d'eau cc~rdormée au 

zinc au s i t e  a c t i f  de l'enzyme. 

Ainsi,  l e  r ô l e  act ivateur  de ce r t a in s  métaux pour notre  peptidase 

(du pla t ine  en p a r t i c u l i e r ) ,  pourra i t  s 'expliquer par une ca ta lyse  de 

1 ' hydrolyse des dipep t ides .  La dipep t idase  rénale pur i f i ée  par CAIPBELL 

contient  du zinc dails son é t s t  n a t i f  (un atome p a r  gramne de molécule, 

PM 47.200) . 



Pour :a dipeptidase de - Pîycobdcter ium ~ h l e i  G83, 1 'npoenzyme 

obtcuiue, aps<l.s t r a i  terncnt par 1 ' G.phéaant11roline e t  él imination de 

l ' agen t  chélateur,  n ' e s t  pas r é ~ c t i v é e  par l e  z inc ,  a l o r s  qu 'e l le  sst 

pleinement réact ivée  par l e  Manganèse e t  l c  Md3n&.;ium. 

On peut donc supposer, s o i t  l a  présence au cenrre c a t a l y t i q ~ ~ e  

de l'enzyme, d'un ion métallique au t re  que l e  zinc, s o i t  l a  nécess i té  

d f u r  au t re  métal, poux r é a l i s e r  l a  s t ruc îure  fonctionnelle de l'enzyme, 

L'action des ca t ions  bivalentç,sur l a  dipeptidase pur i f iée  de 

FÎycobac terium phle i  f a i t  apparaî t re  une divergence de réact ion en t re  - -- - -9 

l thydrolyse  du Ala-Gly qui e s t  inhibée par l e  Co2+ (64 p. 100 dlinactivatioii)  

e t  c e l l e  du Leu-Gly qui e s t  activée par l e  même métal (57 p. 100 d 'act ivat ion) .  

La subs t i tu t ion  d'un métal à un autre  peut modifier l a  spéc i f i c i t é  de 

ce r t a ine s  peptidases ; a in s i ,  1 'incubation de l a  zinc-carboxypeptidase A 

avec l e  co2+ double 1' a c t i v i t é  pcptidasique, a lo r s  que 1 ' a c t i v i t é  

es téras ique r e s t e  inchangée (FOLK, 1960, 69), e t  des f a i t s  analogues 

ont Sté observés auss i  pour l e s  dipeptidases par HAY1biWi e t  c o l l .  (92) 

e t  par CORDONNIER (43) : l a  dégradation du Ma-Gly e s t  inhibée par l e  

co2' e t  c e l l e  du Gly-Gly e t  du Gly-Ser e s t  activée par l e  même r;étal. 

CAPOBI&iCO e t  c o l l .  (36) ont  observé une dua l i t é  de l a  réact ion de 

l a  peptidase du r e i n  de porc (pu r i f i é e  6.000 f o i s )  avec l e  co2+, celui -c i  

ac t ivant  l 'hydrolyse de Gly-Gly e t  inhibant c e l l e  du Gly-Leu e t  du 

ce a re r  Leu-Gly. Aucune des t en t a t i ve s  de ce s  d i f fé ren t s  chercheurs pour 4'p 

deux types d' a c t i v i t é  n t  a  r éus s i ,  e t  CAl-POBIiVICO e t  c o l l .  présentent 

des argainents en faveur de l 'exis tence d 'me  seule enzyme. Toutefois, 

l 'absence de contminat ion de l eurs  préparations enzymatiques par une 

Glycyl-Glycine dipeptidase n t  a  pas é t é  totalement démontrée. Il  e s t  donc 

in té ressan t  de montrer que l ' a c t i v i t é  de l a  dipeptidase pur i f i ée  de 



E1ycoba::tcrium p11l.ei e s t  modifiée en prhsence de cc r t a in s  ioils cornse 

l e  coba l t ,  mais que c e t t e  enzyme e s t  coujo~irs inac t ive  à l ' égard du 

glycyl-çiycocolle. 

Pour que Icç dipeptidases (UC.  3. 4. 3.) ( 5 ~ )  soient  act ives ,  

il f a u t  esseiitiellement un dipeptide aymt  21 l a  f o i s  un groupement 

a-aminé l i b r e  e t  un groupenent a-carboxylique l i b r e .  L'enzyme II  de 

ITycobacterium phlei  . .-- e s t  bien une dipeptidase, mais qui présente quelques 

ca rac t6res  par t i cu l ie r s .  Le mode d 'action de c e t t e  enzyme e s t  peu 

spécifique,  puisciue l a  p lupar t  des dipeptides sont iydrolys6s e t  en 

par t i .cul ier  l e s  dipeptides comprenait un acide a-aminé de l a  s é r i e  D 

en posi t ion C-terminale, ou bien en posit ion N-terminale . Nais 1 ' a c t i v i t é  

ca ta ly t ique  e t  l ' a f f i n i t é  de l'enzyme à l ' égard  de ces  dipeptidcç, sont 

tou te fo i s  p lus  f a i b l e s  qu.e c e l l e s  montrbes pour l e s  dipeptides de conf i- 

guration L.  A notre connaissance, aucune dipeptidase présentCrnt une 

t e l l e  a c t i v i t é  n ' a  encore é t é  pur i f i ée .  En e f f e t ,  l a  plupart  des dipeptidases 

ont  une action etroitement l imithe aux dipeptides de l a  s é r i c  L ,  e t  c e l l e s  

du r e i n  des mimaux ne sont act ives ,  à l 'égard des dipeptides contenant 

un acide D-a-aminé, que lorsque celui -c i  e s t  en posi t ion C-terminale. 

L a  dipeptidase de --- l!ycobacteriun - phlei  -- présente una a c t i v i t é  

hydrolytique peu spécifique,  e l l e  hyclrolyse l e s  dipeptides de type 

HâN-X-Y-COOH, X e t  Y sont de nature ind i f fé ren te ,  sauf pour l c  Cly-Gly, 

l e  Gly-Pro e t  l e  P-Ua-His qui ne sont pas llydrolysés. 

Notre étude a  permis de préciser  l e s  propr ié tés  d'une dipeptidase 

d 'or igine  bactérienne. Nos observations à propos de l a  p l u r a l i t é  des 

exopep t idases  i n t r a c e l l u l a i r e s  rejoignent c e l l e s  de plus ieurs  chercheurs 

(223, 220) .  SUSSFLVu' e t  GILVARG ont observé, par exemple, chez Escherichia c o l i  



quatre pep t idases  i n t r ace l l u l a i r e s ,  intervenant dans l e  cztabolisme 

d'un systCme bien dSEini : l e s  dipeptides e t  oligopeptides de l a  lys ine .  

11 r e s so r t  de ce s  travaux concernant Escherichia c o l i  qu'il. ex i s t e  au --, 
moins hu i t  peptidases d i f fé ren tes  dans l a  f rac t ion  i n t r a c e l l u l a i r e ,  

nombre qui accro î t  l a  d i f f i c u l t é  de l 'étude de l a  régula t ion de ces  

enzymes. Contrairement aux aminopep t idases ,  l a  plupm t des dipeptidases 

bactériennes é tudiées  précédemnent, prcscntaient  une act ion l i x i t é e  à 

quelques subs t ra t s .  Le pouvoir ca ta lyt ique 6 tendu de dipep t idase  de 

3%cobacterium phlei  e s t  qu.antitativement beaucoup pl.us ilnportant que 

ce lu i  des aminopep t idases  i n t r a c e l l u l a i r e s  e t  l e  r ô l e  éventuel de c e t t e  

enzyme, d m s  l e s  fonctions de n u t r i t i o n  ou de détoxication, s e r a i t  à 

considérer. 



A- METHODES D DOSAGE 

1 )  J'echnique de dos:i,se de TACliIJET e t  ~011.. ( 2 3 0 )  

Ce procédé a é t é  m i s  au point  en 1964 par  TACQUET, GTJILLiIXE e t  

LEFEBVRE (230) pour 1' étude taxinomique des Nycobactéries. La dégradation des 

dipept ides  e s t  mesurée au moyen d'une technique semi-qunntitztive dérivée de 

c e l l e  de STEIN e t  PLOGRE (222). 

a) s o ~ t g c t  g e p e  ~ e & t i d e  

0,l m l  de suspension bactérienne e s t  mélangé à 0,1 r n l  de solut ion 

de peptide dans an  tampon de potassium 0,15 BI de pH 7. Lx durée de contact e s t  

de 20 b 40 h, à 37 O C .  Le Gly-Trp e s t  employé à la concentrat ion de 0,2 p 100 

(p//v); l e s  au t r e s  dipept ides  à 0,1 p 100 (p/v). Les suspensions bactériennes 

contiennent 1 à 10 mg de bac tér ies  par  m l  (poids sec) .  

b ) ~o~age-dgs-a~i&eg g@ksS1&b&res 

La réac t ion  colorée e s t  e f fec tuée  de l a  façon suivmte: 

-On a jou te  0,1 m l  d'une solut ion à 0,75 p 100 (p/v) de 2.4.dinitrofluoroben- 

zène dans du n-butanol. Pour l e  Gly-Trp, on u t i l i s e  O,? m l  de c e t t e  solution. 

-Le tou t  e s t  placé au bain-marie boui l lan t ,  pendant 50 secondes exactement, 

puis  r e f r o i d i  à 4 O C .  

-On a jou te  a l o r s  6 m l  de n-butanol e t  1 ,5  m l  d'une solut ion de ninhydrine h 

0,2 p 100 (p/v) dans le 'n-butanoi s a tu ré  de tampon c i t r a t e  (0,2 PI de pH 5). 

Après un sé jour  de 15 m i n  au bain-marie à 70 O C ,  l e  mélange e s t  r e f r o i d i ;  la  

colorat ion e s t  lue  au spectrophotomètre à 590 nm, sous une épaisseur  de 5 am, 

dans l ' heu re  qui suit l a  réaction; 

Nous avons mesuré l a  dens i té  optique de l a  co lora t ion  donnée par l e s  

gammes témoins de dipept ides  v t  d 'ac ides  m i n é s  (vo i r  l e  paragraphe suivant) 



Zn dens i té  optique des préparations correspondant à 1 0  p 100 d'hydroiyile 

v a r i e  en t r e  0,75 e t  1,50 selon l e s  dipept ides  u t i l i s é s ;  c e l l e  des  témoins 

contenant l e s  dipeptides non-hydrolys&s s e  s i t u e  en t r e  O e t  û,06; l a  densi té  

optique des témoins-bactéries e s t  négligeable. Cette technique de dosage e s t  

semi-quant i t a t i - ~ e :  e l l e  perinct de mesurer l e  taux d'hydrolyse d'une concen- 

t r a t i o n  bien déf in ie  de dipeptide, mais ne permet pas  l ' éva lua t ion  précise  

de l ' a c t i v i t é  enzymatique n i  l a  comparaison en t re  l e s  diverse a c t i v i t é s  

puisqu 'el le  nécessi te  des concentrations moléculaires var iab les  selon l e  

subs t r a t  u t i l i s é .  Nous avons donc s6lectionné d 'au t res  procédés de dosages. 

2)  Variante de l a  technique de dosage de MgITNk3SON e t  'I'ATi'RIE 

a )  &é~ct-ifs- 

Solution mère de ninhvdrine à 5 p 100 (p/v) dans l e  méthyl 

cel losolve (alonorné t hyl é ther  de 1 ' éthylène glycol ,  ~ e r c k )  , c e t  t e  so lu t  ion 

e s t  s t a b l e  6 mois à l a  température du laboratoire .  

Solution de ninhydrine de YEMN e t  COCKING (265). Iri solut ion 

mère e s t  d i luée  au sixibme dans l e  méthyl cel losolve contenant 2 p 100 

(v/v) de KCN 0,01 M. Cette so lu t ion  d o i t  ê t r e  préparée 24 heures avnnt 

l 'usage ;  e l l e  e s t  s t ab l e  8 à 10 jours à 4 O C  lorsque l e  f lacon e s t  c lo s  

hermétiquement . 
Tampon acé ta te  de sodium 0,2 M, pH 5,O. Cette so lu t ion  e s t  

préparée extemporanément. 

b) ~ r o ~ o ~ l e - e ~ é r - & e n .  

Les échant i l lons à doser (0,l m l  à 0,3 m l )  sont d i l u é s  dans 

l ' e a u  d i s t i l l é e  pour ob ten i r  un volume f i n a l  de 1 m l  pu i s  on a jou te  O,? m l  

de tampon c i t r a t e  de sodium e t  1 , 2  m l  de r éac t i f  à l a  ninhydrine. Les tubes 

sont fermés hermétiquement, placés au bain-marie 7 min. 30 sec exactement, 



A 100 O C ,  pu is  r e f r o i d i s  5 m i n  dans l ' e a u  glacée. colorat ion e s t  aesurée 

au spectrophotomètre à l a  longue-~r  d'onde de 570 PD. Lü l e c tu re  e s t  f a i t e  

par rapport h un "blanc" contenant 1 m l  d 'eau d i s t i l l é e  e t  l e s  r é a c t i f s  

employés, sans acide aniné n i  peptide. 

3) Technique de PL:I?lCOT e t  H9N (180) 

a)  ~6gc-t-ixs- 

Solut ion mère de niahydrine. E l l e  e s t  identique à c e l l e  déc r i t e  

ci-dessus. Cette so lu t ion  e s t  di luée au sixième ail moment de l 'emploi,  dans 

l e  méthylcellosolve contenant 2 p TOO (v/v) de so lu t ion  d'acide ascorbique 

0,4 iiI dans l ' e au  d i s t i l l é e .  

Tampon acé ta te  de sodj-m. 0,2 bl  de pH 4 e t  0,025 M en âc6tate  

de Cadmium: c e t t e  so lu t ion  e s t  préparée extemporanément . 

Nous avons préparé des g m e s  étrrlons contenant des  p ~ o p o r t i o n s  

var iab les  du dipept ide e t  du mélange équimoléculaire des acides aminés 

c o n s t i t u t i f s ,  représentant l e  produit de l 'hydrolyse du dipept ide,  

Exemples: 

-témoin avant hydrolyse: Leu-Gly 5 pIl/ml, sans acides aminés; 

-5 p 100 d'hydrolyse = leucine 0,25 p / m l  + glycocolle 0,25 m l  + Leu-Gly r"/ 
4,75 ?/ml; 

-10 p 100 d'hydrolyse = leucine 0,50 p / m l  + glycocolle 0,50 pl/ml + Leu-Gly 

4,50 pN/ml ; .  . .e tc  

Les so lu t ions  étalons sont f a i t e s  dans de l ' eau  d i s t i l l é e  e t  con- 

servées au congélateur à -20 OC. 

b )  2 r ~ t ~ o S ; e  expégim_ent-al-. 

Les échant i l lons à doser, 10 p1 0,3 ml ,  sont d i l u é s  dans 

l ' e au  d i s t i l l é e  pour obtenir  un volume f i n a l  de 1 m l ,  puis on a jou te  0 ,5  m l  



de tampon ac6t;i te de sodium c acdtate  de csdiniiun, e t  1,2 m l  du r é a c t i f  à l a  

ninhydrine. Les tubes sont fermes hemetiquenent , placés au bairi-marie à 

70 O C  pendant 10 minutes exactement, pu is  r e f r o i d i s  dans de l a  glace pendant 

5 minutes. La colorat ion du milieu rdaet ionnel  e s t  rouge (sauf pour l a  pro- 

l i ne  e t  pour l e s  pept ides  ayant l a  pro l ine  en posi t ion N-terminale, qui  sont 

color6s en jaune); e l l e  e s t  mesurée au spectrophotonètrc à l a  longueur d'onde 

de 500 m. La l e c tu re  e s t  f a i t e  par  rapport à 1 '!blancv c o n t e n ~ n t  de l ' e au  

d i s t i l l é e  e t  l e s  r 6 a c t i f  s enployés. La colorat ion e s t  s t ab l e  pendant plu- 

s i eu r s  heures.  Lorsque l a  dens i té  optique e s t  t rop  grande, l a  l ec tu re  e s t  

f a i t e  immédiaterncnt après  d i lu t ion  dans l'eau d i s t i l l é e .  

La densi té  optique obtenue aprhs l a  rtiaction ninhydrine-cadmium 

e s t  proport ionnel le  aux taux d 'ac ides  aminés l i b r e s  jusqu'à 2,5 p91/m3. ce qui  

correspond & 50 p 100 d'hydrolyse pour un  dipept ide dont l a  concentration 

i n i t i a l e  e s t  5 pl4 /ml  ( tableau no  Y). 

Pour chaque subs t ra t  nous é tab l i ssons  une gamme é tc lon ,  e t  nous 

effectuons d i x  mesures pour chacune des d i x  concentrations de la  gamme, 

Ces opérat ions nous permettent d 'ob ten i r  pour chaque peptide la  courbe de l a  

densi té  optique obtenue en fonct ion de l a  concentration en ac ides  aminés 

l i b r e s ,  nous nous référons à c e t  étalonnage pour l e  t i t r a g e  de l 'hydrolyse 

du peptide. 

La réact ion e s t  effectuée de l a  manière suivante: 0,1 m l  d'une 

préparat ion enzymatique dans l e  tampon T r i s  10 &I contenant 10 mM de NgC% 

e t  de pH 8, es t  mélangé au bain-marie à 37 O C  avec O,? ml. d'une so lu t ion  

de peptide (10 mF1) dans l ' e au  d i s t i l l é e  s t é r i l e .  L1arrêt  de l 'hydrolyse aux 

d i f f é r e n t s  temps e s t  effectuée par  addi t ion  de 0,1 m l  d 'acide acét ique 0,l N 



e t  refroidissement dans l a  glace.  Ia volume e s t  a l o r s  men6 h 1 m i  par  de 

l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l e  dosage s ' e f f ec tue  dans l e s  conditions d é c r i t e s  pré- 

cédemrneri t , 

4 

Nous évaluons l a  quant i té  de P.Naphtylamide l i bé rée  par  l'hydro- 

l y se  de l a  Leu p.N:iphtylcmide (sigma) selon l e  procédé de GCIBIUIG e t  

RUTENBURG (75) après avoi r  mesuré l e s  dens i tés  optiques obtenues par  wie 

gamme t Gnoin de P. Naphv&uhi&o de (0,1 ~&l/ml à 1 ?1/ml) 

II - DOSAGE DE DIV'3:RSES ACTIVITk?S ISNZY?IrlTI~UES 

1 ) Nesure de 1 ' : t c t iv i té  phosphatasiquo (EC 3. 1. 3. 1 .) (31) 

L'hydrolyse de P.N.P.P. (400  PI) a l i e u  à 37 O C  en tampon T r i s  

10 mM, de pH 8, MgC12 10 mN, 2-mercaptoéthanol 1 mP1, e l l e  e s t  a r r ê t é e  par 

addi t ion  de tampon phosphate de p ~ t a s s i u m  40 mM, pH 8, contenant de 

L'E D T A 8 mM (3 volumes pour un volume dthydrolysat)  

La quant i té  de P.N.P. l i bé rée  e s t  mesurée au spectrophotomètre h 

410 nm. Une u n i t é  d'enzyme correspond à l ' a c t i v i t é  l i bé ran t  dans nos con- 

d i t i o n s  1 fi de P.N.P. en 1 heure. 

2) Dosage de l ' a c t i v i t é  l ipasique (EC 7. 1 .  1 .  7.) 

L ' ac t iv i t é  l ipas ique  e s t  évaluée par  l a  technique calorimétrique 

d'ANDREWi e t  c o l l  (3) en u t i l i s a n t  l e  t r i bu ty r ine  (sigma) conme subs t ra t?  

3) Dosage de l ' a c t i v i t é  perosydasisue (EC 1.  11. 1.  7.) 

L ' ac t iv i t é  des  é l u a t s  de chromtographic e s t  décelée par  l e  t e s t  

coloriuétri 'que dlANDREJCW e t  c o l l  (2)  Ce procédé e s t  semi q u a n t i t a t i f ,  mais 1 
il permet de repérer  l e  p i c  d 'é lu t ion  de l a  l ipase ,  en rapport avec l ' a c t i -  

v i t é  d'un témoin ( ~ i ~ a s e  porcine du pancréas, N.B.C. ) 



III - DE3 P!iOTF:INXS 

Technique de Y(;Wi1NS (266): on mélange, dans des tubes en pyrex, 

I m l  de sussension c e l l u l a i r e  e t  1 m l  d 'acide t r ichlorac6t ique 10 p 1 C O  

(p/v). Les tubes sont chauffés 15 minutes à 90 O C  pu is  r e f r o i d i s  20 heures 

à 4 O C ,  enf in centr i fugés à 600 x g, 20 minutes. Les protcines préc ip i tées  

sont hon!og&néisées puis  dissoutes  dans de l a  soude, O,O5  pour chaque 

t i t r a g e  on pr4lève t r o i s  échant i l lons (0,4 ml) qu i  sont dosés par  l a  tach- 

nique de LOWIiY (130), l a  s é m  albumirie bovine (:tant p r i s e  comme référence. 

La densi té  optique des é lüa t s  de chromatogr~iphie e s t  mesurée à 

280 nm s u r  un spectrophotomètre Zeiss.  

B- OBTENTION DU M!LTERIEL MCTEBIEN 

1- 1fiUY!33.ODES DE CULTURE 

La souche de ~liycobacteriun ph le i  689 e s t  entretenue su r  milieu 

so l ide  de LOWEi?STEI?l-JENSEN (77 ) ;  on ensemence à p a r t i r  de ce milieu des 

f i o l e s  d i t e s  "à toxine", contenant un l i t r e  de milieu l i q t ~ i d e ;  ces  f i o l e s  

sont placées en a g i t a t i o n  à 30 O C .  

1 )  Culture en milieu 1iaui.de de YOl.JW.NS (37) 

Nous u t i l i s o n s  un milieu semi-synthétique contenant: 

5g L .Asparagine 

Phosphate monopotassique 5e 

Sul fa te  de potassium 0, 5fZ 

C i t r a t e  de magnésium O,'% 

Ci t r a t e  de f e r  O,()% 

Glycérine b i d i s t  i l l é e  20ml 

H20 q,a.p. 9000 m l  

Le milieu e s t  a j u s t é  h pH 7,2 avec de l a  soude 1 N e t  s t é r i l i s é  



20 minuteo h 11 5 O C ;  pu is  on a joute  s t é r i l e~ncn t :  12 0 m l  de frclction V de 

s6n.m albuaine bovine à 5 p 100 (p/v) s t é r i l i s é e  par  f i l t r a t i o n  su r  bougie 

L 3. IA durGe de l a  cu l ture  en ag i t a t i on  e s t  de 7 jonrs  à 30 OC. 

2 )  Culture en fermenteur - Procdd-5 de ROOS (191) 

Pour l e s  cultumes en masse nous u t i l i s o n s  un milieu mineral simple, 

l e  milieu de SAUTON: 

Asparagine 4g 

Acide c i t r i q u e  2g 

Phosphate bipotassique 0,  5g 

Sulfa te  de magnésium 0, '53 

Ci t r a t e  de f e r  0905g 

Glycérine b i d i s t i l l é e  48ml 

H20 q.s.p. 1000 nil 

Le milieu es t  s t é r i l i s é :  1 h 30 à 120 OC. Les bac thr ies  sont 

cu l t i vées  en f i o l e  à toxine contenant 1 l i t r e  de SAUTOPJ en a g i t a t i o n  

pendant 5 à 6 jours p o w  obteni r  des bac t é r i e s  en phase ex-poncntielle de 

croissance. Cette précul ture  e s t  inoculée stérilement dans l e s  fermenteurs. 

Le pH au cours des cu l tures  e s t  maintenu constant ( p ~  7 , 2 )  par  addi t ion 

automatique de H C I  1 N ou de Ml OH 1 N. Une f a i b l e  oxyg6nation e s t  néces- 4 

s n i r e  pendant l a  phase de la tence  ( f  1 per  min); l a  v i t e s s e  d ' ag i t a t i on  du 

n i l i e u  e s t  de 2C0 tours/min; après  24 h l e  débi t  d ' a i r  e s t  augmenté (31/min), 

v i t e s s e  d ' ag i t a t i on  300 tours/min; pu is  du 2ème au Sème jour,  l e  débi t  d ' a i r  

e s t  de 5 l/min, l a  v i t e s s e  d ' ag i t a t i on  de 400 tours/min. 

Les bac tér ies  sont r e c u e i l l i e s  stérilement par  un système de 

cent r i fuga t ion  en continu du ty-pe Szent - Gyorgyi e t  Blum. La suspension 

bactérienne e s t  envoyée d m s  une centrifugeuse par sur;>ression d ' a i r  s t é r i l e .  

Les bac t é r i e s ,  après lavage à l ' e a u  d i ç t i l l e e  s t é r i l e  sont r e c u e i l l i e s  e t  



lavées en tampon Tr i s  10 mM contenant 10 mM de MgC$ e t  de pi1 7.5. 

II - RUPTD3I: DES BAC?I~:RII~:S - BROYAGE AVEC Di3 Il?, Zr:OI,ITHE 

Le broyage e s t  r é a l i s é  en chambre s t é r i l e ,  d,ms un mort ier  de 

porcelaine préalablement r e f r o i d i  avec son p i lon  à -20 O C  e t  placé dans la  

g l ace  pendant la  manipulation. Ta masse bactérienne (10 g poids humide) e s t  

mélangée, à l ' a i d e  du p i lon ,  au double de son poids en zéol i the  4 A sèche, 

a joutée  par  p e t i t e s  quant i tés  successives e t  soigneusemelit homogénéisées 

avec l e  matér ie l  c e l l u l a i r e .  Après l n  dernière  addi t ion  de Zéolithe, l 'en- 

semble e s t  malaxé l e  temps nécessaire  pour obtenir  un mélange pulvérulent,  

pu i s  de consistance visqueuse. On ajoute  a l o r s  lentement 60 m l  de tampon 

s t é r i l e  e t  f r o i d .  Le broyat e s t  centr i fugé à 600xg pendcuit 20 minutes, à 

4 O C ;  l e  cu lo t ,  const i tué par  l a  Zéolithe e t  l e s  bac thr ies  i n t a c t e s  qui 

subs is ten t ,  est éliminé. 

1- Electrophorèse prbpnrative en f i l m  liquide* 

L'appareil u t i l i s é  e s t  un appare i l  ELPIIOK-Vap cons t ru i t  par  

BENDER e t  HOBEIN  mich ch). 

Les conditions expérimentales sont l e s  suivantes: 

-concentration en protéines: 250 mg dans 15 m l  de tampon 

-débit  de l a  solut ion de protéines: 2,6 à 2 ,8  xal/heure 

-débit du tampon: 114 ml/h. 

- l e  tampon d'électrophorèse e s t  un tampon T r i s  80 mM, acide c i t r i q u e  8 mM 

de pH 8,6. 

*Nous remercions M. l e  D r ,  Moschetto qui  nous a permis de r é a l i s e r  l ' é l ec -  

trophorèse en f i lm l iqu ide  dans son labora to i re  à l 'Uni té  de l'INSERM no 16. 



-1' in j ec t ion  du tampon d'électrophorèse en t r e  l e s  plaques de verre  ( f i l m  

l iqu ide  de 0,5 m l  d1épai3seur s e  f a i t  par  s i x  t rous.  D&r3 l e s  trolls 1 e t  6 

on in j ec t e  l e  tanpon d 'é lectrode dans l e s  qualre au t r e s  l e  tmpon d'élec- 

trophorèse t r o i s  f o i s  plus di lué.  

La so lu t ion  à f rac t ionner  e s t  i n t rodu i t e  di1 c8té cathodique. La 

tension xdx bornes e s t  de 1700 v o l t s  s o i t  30 volt ,ha,at  l ' i n t e n s i t é  e s t  de 

100 DA; l a  tempjrature e s t  maintenue à 5 O C .  

II- &ctrophorèse xna l?~t ique  s ~ u .  ce1 de polyncrylernide 

Les &lectrophorèses sont prat iquées en colorines de pyrex de 

8 x 80 m selon l a  technique de DAVIS (48) l n  concentration en acrylnmide 

e s t  de 7,5 p 100 pour l e  g e l  de migration e t  2,5 p 100 pour l e  g e l  d'espa- 

cement. ( ~ a  composition des g e l s  e s t  indiquée au tableau no EX). ( ~ e  per- 

s u l f a t e  d 'ammonium e t  l e  T,E,EI.I.E.D. sont  des  produi ts  CanaLco, 1 'acrjrlamide 

e t  l e  bisücrylamide des produit v Ape l ab  . ) 
Quand c e l a  e s t  nécessaire l e s  g e l s  sont additionnés de dodécyl 

s u l f a t e  de sodium (s.D.s.) à 0,26 p 100 (p/v) e t  d 'urée 6 M selon l e  pro- 

cédé de SJUPIRO e t  c o l 1  (217). 

Le tampon d'électrophorèse e s t  l e  tampon de DAVIS (48): T r i s  

6 p 1000 (p/v), glycocolle 28,8 p 1009 (p/v) pH 8,3. La tension d '  é lectro-  

phorèse e s t  de 85 à 200 v o l t s  e t  l ' i n t e n s i t é  réglée de  façon constante à S mA 

par  colonne. La migration a l i e u  de la cathode ve r s  l'anode. 

Les colonnes sont montées s u r  l ' a p p a r e i l  à électrophorèse (%andon) 

e t  l ' é chan t i l l on  e s t  déposé (25 sous forme d'un milange h p a r t i e s  

égales  de g lycéro l  à 15 p 100 (v/v) e t  de protéines (10 à 100 Iig) contenant 

des t r a c e s  de bleu de bromophénol (0,006 p 100) (p/v), comme colorant t raceur .  

Après f i xa t ion ,  1 heure dans l ' a c i d e  t r ichloracgt ique à 12,5 p 

100 (p/v), l e s  protéines sont colorees par  l e  bleu de Caorntissie. 



Hoconère d' scrylarnide 

B i s  acrylamide (1) 

polynéri sa t ion  
Ribof 1 avine 

Substa;ices 

Dodécyl su l lase  de  sodium 

TABLEAU Ti0 x x  x 

Composition des g e l s  de  acrylamide 
,a*'- ;\ 
i :  - ,  

-,) (1) B i s  = 13 M'Pléthylène b i s  ac ry lmide  
. (2)  T.E.M.E.D. = B.N.Nt .Ki  tétrwnétk~ylène diamine 

( 3) Tris = trishydroxymé thylaminomi. t h a e  



III- Eleotrophorèse sur   el mixte d e  poliacr.:.lnmide - c ? , j i 1 a  

Nous pr6parons un g e l  mixte d'acrylnmide ngarose à 7 p 100 d'acry- 

lamide selon l e  procédé dtURIEL (239). La composition f i n a l e  des  g e l s  e s t  

l a  suivante: agarose 0,80 p 100 (p/v), rnono~ère d'acrylamide 0,7 p 100 (p/v), 

N N t  méthylène b i s  acrylamide 0,09 p 100 (p/v), N.N.Nt  . N t  t4tramétllylèthjIénf 

diamine 0,06 p 100 (v/v). Les dimensions des ge l s  sont 123 mm x 220 rm e t  

2 mm d '  dpai sseur .  Xuit réservoi rs  de 10 mm x 1 mm e t  de 1,5 mm de profondeur 

sont s i t u é s  à 50 mm du bord du g e l  correspondant à l a  cathode. Pour l e  lavage 

des ge l s  e t  l ' é lec t rophorèse  nous avons prkféré ,  au tampon dtE(IEL, un 

tampon dSpourvu de glycocolle,  nous u t i l i s o n s  l e  tampon T r i s  2 p 100 (p/v) 

acide borique 0,2 p 100 (p/v) de pH 9 contenant du MgCl 1 n24, Le tampon de 

lavage e s t  renouvellé deux f o i s  en 48 heures (4  l i t r e s  de tampon). 

Les échant i l lons ( 5  ii 10 mg/ml en protéines)  sorit mélangés 21 

p a r t i e s  égales  avec de l 'agarose (Agarose A 37. Industr ie  Biologique 

~ r a n ~ a i s e )  0 ,5 p 100 (p/v) maintenue en surfusion à 42 - 45 OC, e t  déposés 

dans l e s  r é se rvo i r s  (25 pl). Ces opérations sont effectuées t r è s  rapidement 

(30 secondes au maximum) pour é v i t e r  l a  dénaturation des enzymes. L'élec- 

trophorèse e s t  prntiqude verticalement À 4 OC, l ' i n t e n s i t é  du courant e s t  

réglée ( régula teur  de courant  hand don) à 16 mA sous une tension de 220 à 

250 v o l t s  pendant 3 heures. La migration a l i e u  de l a  cathode v e r s  l 'anode. 

I;a réac t ion  de ca rac t é r i s a t ion  des  peptidases e s t  r é a l i s é e  

immédiatement après  l a  migration électrophorétique des const i tuants .  

D- CHROMATOGRAPHIES - EUCTRO - CHRONATOGkPIIIES 

1 ) -Chromatographies su r  papier 

Les chromatographies su r  papier  sont effectuées s u r  f e u i l l e s  de 

papier dhatmm no 1 ÈI l ' a i d e  du système solvant ,  n Butanol-acide acétique- 

eau (4/1/5) ( v / d  



2)  -Electrochroa-?to~r~uhj .es  s u r  pnpler 

En première dimension ( s u r  l a  p lus  &ande dimension de l a  f e u i l l e )  

d'une f e u i l l e  de papier Whatrnan no 3, on e f î ec tue  une électrophor&se en t o i t  

à pH 3,9 en tampon pyridine-acide ac6tique-eau (60/200/9740) (Y/\-) : durée de 

l ' é lec t rophorèse  15 h; 450 vo l t s .  En deuxième dimension, on e f fec tue  une 

chromatographie descendante pendant 18 h, dans l e  solvant: n butanol-acide 

acétique-eau (4/1/5) (v/v) . 
3) -Chromatographies su r  echangeur d ' ions 

La DEAE-cellulose (~hatman)  a é t é  régenérée selon l a  technique de 

WINTERSBERGER (258). Les DEBE-Sephdex A 25, A 50 (~ha rmac ia )  sont régénérés 

selon l e  procédé d é c r i t  par URIEL e t  AVRAi'4EhS (240); l a  CH-Sephadex C 50 par 

l a  méthode préconisée par  l e  fabr icant  ( l e s  échangeurs d ' i ons  Sephadex, 

septembre 1966, 1, BECKNkT HANSSON A.B. suède). 

E - DETERPIINATION DU P O I D S  NOLECULAIRE 

1 ) F i l t r a t  ion s u r    el de Sephadex G 1 50 

Le g e l  de Sephadex e s t  préparé selon l a  technique dtAiJDPXdS (4) .  

La colonne de g e l  ( 2  cm x 11 5 cm) e s t  équi l ibrée  pendant 3 jours  à 4 O C  en 

tampon T r i s  1 0  K C 1  100 rmil de pH 8 , O  contenent t dl de MgC12. Le débi t  e s t  

de 9 m l  par  heure. Le volume des f r a c t i o n s  r e c u e i l l i e s  de 1 ,5  m l .  

L'échantil lon déposé au sommet de l a  colonne ( 2  ml) cont ient  

0,200 mg de peptidase p w e ,  e t  d i f f é r e n t s  témoins. La concentration des 

marqueurs e s t  la suivante: bleu dextran 2000 ( ~ h a m c i a ) ,  3 mg; gamma 

globuline humaine ( ~ o v i e t  Amsterdam), 40 mg; sérum albumine bovine ( ~ o v i e t  

~msterdam) 40 mg; ovalbumine, 40 mg; l i p a s e  porcine du pancréas ( ~ u t r i t i o n a l  

Biochemical corporat ion) ,  5 mg; Qtochrome de coeur de cheval (N B c) ,  4 0 mg. 



peroxydase ct--y&?ort (g-rade II ~ o e r h i n ~ ~ e r )  1 mg. Le volume d 'é l i i t ion e s t  

l e  volume émergeant mesur6 à pa rk i r  du dépBt de 1:échûntil lon. Les résu^ltuta 

obtenus prsszntc-fit l a  nioyenne de t r o i s  essa is .  L a  dens i té  o p t i q t ~  des k l u n t s  

de l a  f i l t r a t i o n  c ç t  nesur4e h 280 rîm, à 615 nm (bleu dextran) ,  e t  à 

41 6 nm (cytochrome c ) .  Pow la  g a m  globuline, l a  sérum albumine o t  l 'o- 

valbumine, l a  com,jol;ition des d i f f é r e n t s  p i c s  de prot3ine e s t  confirmée par  

électrophorèse sur gélose par rapport à des t6moins purs. L ' ac t iv i t é  l ipa-  

sique h l ' éga rd  de l a  t r i bu ty r ine  e s t  musurée par  l a  technique semi quanti- 

t a t i v e  d1AîdDR2:$S (4)  par  rapport À un témoin contenant 1 %/ml de l ipase  

pure. Il en e s t  de mgme pour l a  peroxydase. 

2 )  - Déteminat ion du poids molécuI.:iire par  électrophor3se en & 

d ' a c ~ l a m i d e  contenant du dodecyl s i i l î a te  de s o d i ~ z ~  ( 207 ) (25A 

La migration é l e c t r o p h o r é t i q ~ e  e s t  r éa l i s ée  en tubes (2  mri~ x 200  IF^) 

contenant du g e l  de polyacrylamide & 5 p 100 ou à 7,5 p 100 sur une longueur 

de 150 mm, e t  du g e l  de concentration à 2,5  p 100 dsacryiamide (20 mm). 

Les g e l s  sont  n~ontés s u r  un appare i l  d '  éLectrcphorèse (~uie&.t) l e  tampon 

d'électrophorèse e s t  l e  tm.pon phosphate de sodium 0,1 M de pR 7 , O  contenant 

1 p 100 (p/v) de dodecyl su l f a t e  de soude. 

L ' in tens i té  du courant e s t  maintenue constante à 8 niA pas tube 

(bloc régulateur   hand don) pendant 4 heures. La migration a l i e u  de l a  ca- 

thode v e r s  l 'anode. Les g e l s  sont ensui te  f i x é s  e t  colorés  par  l e  bleu de 

coomssie  . 
Les dépota d ' é c h a n t i l l ~ i l s  compr4ennent 3 pl de t raceur ;  (bleu de 

brornophénol, à 0,05 p 100, p/v) 1 gout te  de glycérol  b i d i s t i l l é ;  5 pl de 

mercaptoéthanol; 50 pl de tampon e t  50 pl de solut ion de proteine (0,2 mg 

à G , 6  mg/ml ) .  La concentration de La so lu t ion  de pept idasî  e s t  de 0,0 mg/ml 

( LOWRY). 



Les témoins mrqueurs  sont l e s  suivants:  

-(en dehors de ceux d6jh c i t é s  au précédent 

-la l a c t a t e  uesh;.drcgénase fimaine *, l a  peycxi.ne e t  la t rypsine (sig;;?a), 

l a  myoglobine de coeur de boeuf e t  l e  b l eu  de bromophénol (R A L - vasse). 

F - MISE ET$ EVIDETJCii: DES CONSTITUANTS EN GEL DtELECTIi0PI!O2E;Ui<, OU EN 

1~4îJiUNODIFI'US ION.  

-1) Ce:ract 4risn.t i on  des pept idüses . 

Nous avons adapté l e  procédé de LEJIS et, URRIS (122) pour 

l ' é lec t rophorèse  en g e l  d ' ac ry lmide  agarose ou en g e l  d'rcrylamide. Imi- 

diatement a p r i s  1' É.lectrophorèse, l e s  g e l s  sont m i s  en incubation 3'7 OC, 

dans un r é a c t i f  obtenu en mélangeant extemporanément: 25 m l  d'une so3.ution 

de peptide (20 à 40 ng), e t ,  25 m l  d'une préparcitiori comprenant 5 mg 

d ' odianis idine hydrcchloride ( ~ i p ~ ) ,  1 0 m g  de peroxydase de niiif o r t  . 
( ~ o e h r i n g e r  POD II), 20 mg de venin Cc Crotalus .wki.in:Lrita:rs ( ~ i ~ a )  e t  3 ng 

de IlnC3. Tous ces cons t i tuants  sont en solut ion dans l e  tampon phosphate de 

sodium 0,2 14 de pH ?,S.  La durée du contact  enzymatique e s t  de 5 minutes à 

quelques heures suivant l e  subs t r a t  u t i l i s é  e t  l e  degré de pureté  de l a  pra- 

parat  ion. 

Dès que l a  co lora t ion  apparai t  sur  l a  plaqce d'acrylamide agarose, 

l a  dis tance de migrat ion de l a  zone a c t i v e  e s t  mvs~rée ,  e t  un croquis e s t  

é t a b l i  siir papier  millinaétsé, de p lus  une eccoche e s t  prat iquée dans l e  g e l  

au  niveau de l a  réaction. 

*Préparée par  Monsieur l e  Dr .  HAN e t  c o l l .  Techiqua de P f l e ide re r  e t  c011.(174) 



Ceci permet de 1 o c : ~ l i s e r  exactement l e s  peptidases eil dépi t  des  

phénomhnes de d i f fus ion  e t  de l l i n s t : l b i l i t é  de l a  coloration. De plus c e t t e  

précaution permet l e  repSrüge de l a  bande protéique ac t ive  l o r s  d'une colo- 

r a t i on  u l t é r i eü re  par  l e  b leu  de Coomassie. 

-sl ) $ Ï - L I ~ ~  diffusion 

La. mise en évidence de l ' a c t i v i t é  peptidasique au niveau des 

a r e s  de p réc ip i t a t i on  en immuno d i f fus ion  n4cess i te  cer ta ines  précautions. 

En e f f e t ,  l ' b u n s é r u m  contient des  peptidases e t  il e s t  nécessaire  

de laver  soigneusement l e s  lames avant de procéder b l a  réact ion qui  

s ' e f f ec tue  à 37 O C  avec l e  r é a c t i f  déc r i t  au paragraphe précédent. 

;P,) Coloration des pro té ines  

8) ~ i ~ a ~ ~ o g  

Les plaques d'acrylamide agarose ou l e s  disques d'acrylamide sont  

f i x é s  une heure dans l ' a c i d e  t r ich loracé t ique  à 12,5 p 100 (p/v). 

Les lames d'électrophorèse s u r  gélose sont f i x é s  3 heures dans 

une so lu t ion  d 'é thanol  à 60 p 100 contenant 2 p 100 d'acide acétique con- 

centré.  

b )  @ l ~ r g t ~ - q p L e b ~ - d g  Qopsgig 

IR bleu de ~oomass i e (b r i l 1an t  blue  a. é t é  in t rodui t  comme 

colorant des  protéines par  FAZNKAS DE ST. GROTH e t  co l1  (61 ).Pour ce r t a ines  

protéines il a un pouvoir de colorat ion supérieur  ce lu i  du no i r  d1amide (239) 

Ia so lu t ion  du bleu de Coomassie O,? p 100 (p/v) e s t  f a i t e  dans 

l e  solvant dlURIEL: - Alcool méthylique 40 p 100 (v/v), acide acétique 5 p 100 

(v/v) g lycéro l  b i d i s t i l l é  2,5 p 100 (v/v). La durée de l a  colorat ion e s t  de 

16 h. Les g e l s  sont l avés  dans l e  solvür,t dlURIKL: Alcool méthylique à 

20 p 100 (v/v) contenant 5 p 100 (p/v) d 'ac ide  acét ique e t  2,5 p 100 (v/v) 

de glycérine. 



AprBa décoloration l e s  g e l s  mixtes d'acrylani.de agarose sont 

séchés en t re  deux f e u i l l e s  de cellophane. Les disques d '  acrylamide sont 

conservés dans l ' a c i d e  acétique à 7 p 100. 

c ) COLOG t L o n j : ~  2 n o i r  d ~ - g n ~ d g  

L'amidoschwarx 10 B (Nerck) e s t  dissous 6 p 100 (p/v) dans une 

so lu t ion  aqueuse de méthanol 45 p 100 (v/v) e t  d '  acide acétique 10 p 100 

(v/v). Les l a a e s  de gélose sont colorées  2 minutes ( l e s  g e l s  d 'acq lamide  

20 heures). Le rinçage e s t  effectué dans une solut ion de méthanol à 20 p 100 

(v/v) contenant 5 p 100 (v/v) d 'ac ide  acétique e t  2,5 p 100 de glycérine 

(v/v) jusqut à décoloration. 

G - LEQIUNODIFFUSION-Ti*~CIINIQUE DE PRECIPITATION EN GXL D'OUCFllERLQNY 

La micro m6tliode su r  lame e s t  pratiquée avec une gélose 

( ~ ~ a r  noble Llifco) 21 1 p 100 (p/v) dans du tampon véronrrl à pH 8,6, La 

composition du tampon véronal e s t  l a  suivante: D i é t h y h l o n y l u r é e  sodée 

C,05 M, DiéthylmalonylurBe chlorhydrique 0,01 1.1, acé ta te  de sodium 0,GS M; 

de force ionique 0,l  e t  de pH 8,6. Le tampon e s t  d i lué  ûu quart au moment de 

l 'emploi. On chtirge l e s  godets avec l ' immunsém e t  l e s  f r a c t i o n s  pendant 

t r o i s  jourw à, ra i son  d'un dépôt journal ier .  La react ion antigène-anticorps 

s e  f a i t  en chambre chaude à 30 O C  dans des  enceintes  c loses  s a tu r se s  d1hu- 

midité. 

Ensuite l e s  lames dlOuchterlony sont  mises en chambre f r o i d e  

2s 4 O C  de nouveau pendant 5 jours de façon à favor i ser  l a  p réc ip i t a t i on  

du complexe antigène-anticorps. Les lames sont ensui te  l a d e s  dans un bain 

de chlorure de sodium B 1 p 103, l e s  ba ins  é t an t  renouvelés chaque jour pen- 

dant cinq jours.  Finaler!:ent, on lave l e s  lames à l ' e a u  d i s t i l l é e .  



-Les lamm sont séchées e t  color4es. Pour st'!chcr, on emploie des 

Dcndes de papier  lih:itman no  1 d6co-upSes l a  largeur  des l a i e s  e t  h ~ ~ i i d i f i é e s  

avant d t e t r e  déposEcs 3~r l e s  l m e s .  Celles-ci sont finalement cvlorées  par  

la t ecl~nique à 1. ' a m i . d o s c h w  . 

H - TECII?U,QUES DtETb3ES CHIMIQUES DES ACIDES AMINES 

1 - ~?'ii!?ll~ATIO~k~~ACID CS &J,lL!E2S N-T$~Q~PsJ;'Ig df6LRODtd D E S  DANS'%- AMIBO- 

1 ) Dansylati- du peptide 

La so lu t ion  de peptides ( 1  à 2 n moles dans 10 pl d'eau) e s t  

placé dans un tube de ver re  spéc ia l  ( tube de Teswel-&rnrr ~ i l c o t t )  de 

5 m m $ x 2 6 m e )  

On a joute  10 p l  d'une so lu t ion  de bicarbonate de sodiurii 0 ,2 W, 

e t  20 p l  d'une so lu t ion  acetoniciue de chlorure de DansyP (sigma) h 1 m g  /:y') 
par  n i i .  IR tube e s t  fermé avec une f e u i l l e  de "parafilmt' "11" (>!arathon **\ l :  LY ---- 
h ~ l r i c a n  Can C O ~ ? ~ )  e t  l a i s s é  en contact 2 C: 6 heures Ii ~ ' o b s c u r i t é ,  e t  

è. l a  température ~ s b i a n t e .  Le tube es t  ensui te  placé dms un dess ica teur  en 

présrnce d 'ac ide  sulfuriclue e t  son conteilil e s t  évaporé à sec sous v ide  

p a r t i e l  (trompe à eau).  Après addi t ion de 50 pl d'acide chlorhydrique 6 N 

l 'hydrolyse e s t  r e a l i s é e  à 105 O C  pendant 16 heures, Pour c e t t e  opération, 

l e  tu.he e s t  placé dans La p a r t i e  supérieure d'un tube présenthnt ur, étran- 

glement e t  rempli d 'acide chlorhydrique 6 N dans sa  p a r t i e  infér ieure.  

L'liydrolysat e s t  séché dans un dess ica teur  an présence de pas- 

t i l l e s  de soude, sous vide p a r t i e l ,  pu is  r e p r i s  dans 50 pl d'un mklange 

acétoee/acide ac6ticyue (3 : 2) en w e  de l a  chromatographie. 



2)  Cl-t~-om~~to,~rapiiie en c o ~ ~ ~ ~ n c e  stlr gel. de 8 i l i ~ ~ .  

25 g de g e l  de S i l i c e  G ( ~ e r c k )  en suspension dans 50 m l  

d 'eau sont é t a l é s  en couche de 0,25 m d'épaisseur  su r  cinq pleqtics de 

ver re  20 x 20 cm juxtaposées. Iles plaques sont séchées p lus ieurs  heures 

à la tempsrature ambiante e t  1 h. à 100 O C .  L'hydrolysst e s t  déposé à 3 cm 

de chacun des  bords de l a  plaque. L a  migration daris l e  premier so lv t~nt  s e  

f a i t  perpendiculairement au sens de lt6taleinerit du gel.  

La plaque e s t  réac t ivée  d ix  minutes à 100 O C ,  pu is  e l l e  e s t  sou- 

mise à une deuxiéme migration dans un sens perpendiculaire à l a  première. 

La plaque e s t  placée dans l a  cuve, avant l a  migration, pendant 30 minutes, 

jusqu'à s a tu ra t ion  en vapeurs de solvant.  Chaque migration dure 45 à 75 

minutes environ. 

Nous u t i l i s o n s  l e s  systèmes solvants  d é c r i t s  par  GROS e t  

LABOUESSE (80) 

-En première dimension un solvant benzène/ pyridine/ acide acét ique 

(80: 20: 5; v/v/v) 

-En deuxième dimension, un solvant toluène/ monochloro-éthanol/ ammoniaque 

concentré (6/10/4; v/v/v). 

3) Chromatographie en couche mince s u r  f e u i l l e  de polyamide 

L'échantil lon e s t  déposé en double exemplaire s u r  une f e u i l l e  de 

polyamide (9  cm x 5 cm) Le deuxième dép8t comprend également l e s  témoins 

Dansyl aniino acides; l a  migration a l i e u  en première dimension dans l e  sol- 

vant acide formique à 1,5 p 100 (v/v) pu is  en seconde dimension dans l e  

solvant benzène/acide acét ique (9: 1 ; v/v) Min, à nouveau dans l a  m6me 

d i r e c t  ion dans l e  solvant acé t a t e  dl éthyle/méthanol/acide acét ique . 
(20: 1 :  1 ;  v/v). 



II - Dosn,se du tyyptophme: rn4thode de SITES e t  CIinrilBEllS (21 ) 

Cette technique e s t  basée s u r  l a  r4 .ction du tryptophme avec l e  

p.di~.dthylaminobenzaldehyde en solut ion acide pour former une colorat ion 

bleue après  oxydation par  l e  n i t r i t e  de sodium. On rnclange dans u.n f lacon 

conique bouché émeri: 30 mg de diméthylaninobenzaldé1.~yde, 9  m l  d 'acide sul- 

fur iquc 21,4 N, e t  l a  so lu t ion  du mélange d 'acides aminés dans 1 m l  de soude 

1 N. Le mélange e s t  gardé à 25 O C ,  pendant 1 heure à l ' obscur i té .  

O, 1 m l  d'une so lu t ion  de n i t r i t e  de sodium 0,04 p 100 (p/v) 

préparée extemporanément, e s t  a joutse  pour développer l u  couleur. 

Après une incubation de 30 minutes, 1d dens i t é  optique e s t  mesurée 

à 590 nm e t  600 nm par  rapport à un "blanc" ne contenant paa de diméthyla- 

minobenzaldéhyde. Une courbe é ta lon  e s t  préparée en u t i l i s a n t  des solut ions 

contenant des  quant i tés  connues de tryptophane ( 5  à 120 dans l a  soude 

1 N. 

La quant i té  de tryptophane dans l a  so lu t ion  à doser do i t  ê t r e  

i n fé r i eu re  à 120 gamma. 

III - Dosage des groupements thàols :  procdd6 de SAVILLX (235) 

Solution A: On mélange exten;poranément: 1 volume de n i t r i t e  de soude à 

0,12 p 100 (p/v) dans l ' e au  d i s t i l l e e ,  B 4 volumes d 'acide 

sulfur ique 1 Y. 

Solution B: Sulfamate d~a.uimonium à 1 p 100 dans l ' e a u  d i s t i l l é e .  

Solution C: On m6lange extemporanément: 2  volumes de sillfamilamide à 

6.9 p fOO (p/v) dans l e  H C 1  0 ,4 N avec un volume de IIgCZ2 à 

1 p 100 (p/v) dans l e  BC1 0,4 N b  

Solution D: Solution h 0,2 p 100 (w/v) de N-?-Naphtyléthylène diamine 

chlorydrique dans  l e  H C 1  0 ,4  N. 



Solution E: Le glutathion rédui t  eut en solutiorl à 0,002 p 100 (v/v) dans 

l e  H C 1  dégazé. Ltéch:tntillon, en solut ion dans l e  H C 1  0,25 N, sous un vol.ume 

t o t a l  de 0,2 m l  e s t  niGlangé & C,O'j  m l  de l a  so lu t ion  A e t  l a i s s e  5 ininutes 

à l a  température de l a  pièce. Puis on ajoute ,  en agitarit  vigoureusement au 

vortex, C,02 m l  de l a  so lu t ion  3, e t  enfin,  selon l t o d r e  suivant:  O , ?  m l  

de l a  so lu t ion  C, e t  0,15 m l  de l a  so lu t ion  D. La coiileur se  développe à 

l a  température de la pièce pendant 9 0 h 30 minutes, 

La gamme témoin e s t  f a i t e  avec l a  so lu t ion  de  g lu ta th ion  rédui t  

( E ) .  La l ec tu re  de l a  colorat ion des échant i l lons e s t  f a i t e  par  r tppor t  

aux témoins r é a c t i f s  à 550 nrn avec un spectrophotomètre HECIQ,lAT\J DK II 

etmuni d'un d i s p o s i t i f  permettant l a  l e c t u r e  en microcellules (0 ,3  ml). 

REACTIFS ET NATERIEL DIVERS 

Les subs t r a t s  synthétiques suivants  ont é t é  u t i l i s é s .  

-Le Gly-LLeu, l e  Gly-L-Pro, l e  Gly-L-Trp, l e  Gly-L-Val, l e  L-Leu-Gly, 

l e  L-Leu-Gly-Gly (~albiochem). 

-Le L.Ala-Gly, l e  L.Pro-Gly  luka ka) , l e  L. Ala-L. Leu, l e  L. hu-L.Ala ( ~ e d a )  

-Gly-Gly, Gly-L.Bis, Gly-L.Yyr, Gly-G1.y-Gly, .!da-L.His (Boffman Laroche 

par i s ) .  

-L 'ester  méthylique de l a  tosylargui ine (TOS. Arg O ~ e ) ,  

-L 'ester  éthylique de llacétyltyxarine (AC. Tyr. O Me), 

-L'ester éthylique de l a  Benzoyltyrosine (BZ. Tyr O ~t), 
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l e  Gly-D, Leu, l e  Gly-D .Ala, l e  le pro-Gly-Gly , l e  L.Met-L,Aln-L. Ser, 

l e  Gly-D . Asp, l e  L. Leu-Gly-le Tyr . ( sigma) . 



-Ia benzoyi glyciramitie ( ~ z - ~ l ~  IÏ'1 ) (K et E: ~: ;born tor ies )  ; l e  carbo - ' l 2  

bcn~oj~~e;lycyl-L.phenyl;-i3.onirie ( Z . Gly-1,. r'r.e) Pe corbober~ox~y--gi y C-5-1- 

-Le benzoyl-gli, c yl-glycine ( B Z - ( : I ~ - G ~ ~ )  l e  DTt. Lw-G ly-Cl.y, l e  L, dla-Gly-Glg, 

l e  E.ku-LaTyr, l e  L.Phe-Gly-Gly, l e  L,Tys-Giy, l e  L,Val-CLy, l e  Glg-L:,Phs, 

 u ut rit ional  Biochemica k ~ o r p o r a t  ion) 

-Le benzoÿl-glycyl-L.Ly-sine (132 Gly-L.L~S), l e  Cljr-L,Leu-L.Tys (F~t;rin Research 

~ a b o r a t  or les )  

-Le paranitrophénylphosphate (P.B.P.P. ) ni ab oratoire Koch ~ i ~ h t ) ,  

T r a i t e r r ~ t  des sac2  d e  di.al:~se. (PETE^?SON e t  CIIIAZZE 172) 

On f a i t  b o u i l l i r  l e s  sacs  de  cellophane 15 minutes avec l e  

carbonate de soude à 2 p 100, puis  après un rinçage abondant avec dc l ' e x i  

d i s t i l l é e ,  l e s  sacs  sont  trempés dans une so lu t ion  d'ED?'A 10 1134 pH ô,6 

pendant une semaine à la  températilre de l a  pièce. Puis Les sacs  sont; r incés  

abondmen t  à 1 ' eau h i d i s t i l l é e  sur  quartz,  

Produi ts  chi-tniques rlivers . 
Pour l e  broyage des bac tér ies  nous u t i l i s o n s  l a  z602ithe de tTpe 

4 A en poudre produite par  l 'union Carbide Corporatiori. 

-Le s u l f a t e  de streptomycine e s t  un produit  S.I.F.A. 

-Le su l f a t e  d'ammonium e s t  un produit p u r i f i 6  ne contenant pac d ' i q u r e t é ~ ~  

métalliques: Special  Enzyme Grade (SCK~JARZ/~~I:~~JN), 

-Le T r i s  e s t  égalenent ur~ produit pur R.P. CARJX) ERBA. 

Les s e l s  minértiax e t  Les inh ib i t eu r s  sont des  produi ts  p u r i f i é s  

Merek N.B.C., e t  S.D.R. 
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