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ABREVIATIONS UTILISEES

AJM,P. Adénosine monophosphate

A.D.P. Adénosine diphosphate
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Bz : Benzoyl

Chlorure de Dansyl Chlorure de 1 diméthylaminonaphtaléne-5-sulfinique
°C degré celsius

C.M. carboxyméthyl

De Densité optique

D.E.A.E. Diéthylaminoéthyl

DNA Acide désoxyribonucléique

D.F.P, Di-isopropylfluorophosphate
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min minute
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Quand la lettre D n'est pas spécifiée, les peptides sont composés
N ]

d'acides aminés de configuration L,
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INTRODUCTTION




Peu de travaux ont été consacrés & 1'4tude des dipeptidases, en
comparaison de ceux qui ont été consacrés, au cours de ces derniéres
années, aux enzymes protéolytiques, L'explication en est sans doute la
complexité du milieu cellulaire, la grande instabilité de ces enzymes
et la Aifficulté de les distinguer, lors de leur purification, d'autres
peptidases gui agissent sur les mémes composés,

Dans les cellules animales ol les enzymes de ce type sont
abondantes, gertaines, parmi les plus stables, ont été purifiées; en
particulier, quelques dipeptidases trés spécifiques ont pu &tre extraites
des reins des animaux supérieurs et ont été isclées. De méme, HAYMAN et
coll, (92), & partir de la fraction soluble des cellules tumorales de
souris, ont extrait, purifié et étudié une métalloenzyme qui hydrolyse
de nombreux dipeptides.

Cependant, des recherches dans cette direction sont nécessaires
en raison de l'importance supposée de ces dipeptidases dans les cellules
animales, Leur étude, limitée jusqu'ici aux cellules animales, mérite
di8tre étendue aux bactéries dont cette structure enzymatique est
pratiquement inconnue.

A ce propos, bien que plusieurs travaux alent clairement démontré
ltexistence de dipeptidases intracellulaires - notamment dans le cytoplasme

d'Escherichia coli (168, 224) - il faut constater qu'aucune dipeptidase

de ce type n'a été ni purifiée, ni caractérisée, Seuls, BEHAL et coll.

en 1967 (13) et HALEY en 1968 (81) ont, les premiers, partiellement purifié



une dipeptidase de la fraction membranaire de lNeisseria catharralis

pour le premier, d'Escherichia coli pour le second, HALEY a obtenu

ainsi une enzyme particuliérement spécifique, puisqu'il s'agit d'une
B-aspartyl-dipeptidase. Toutefois, ces préparations n'ont qu'une
activité relativement faible, et sans rapport avec celle décelée
dans la fraction cytoplasmique de nombreuses bactéries,

Notre étude a porté sur l'analyse des dipeptidases des Myco-
bactéries, Nous avons été amené & étudier cette activité enzymatique
particuliére, en poursuivant les travaux de TACQUET et coll., 1964 (230)
qui ont étudié ces propriétés peptidasiques dans un but taxinomique,
Sélectionnnant quelques activités intéressantes pour cette classification,
nous avons constaté, dans la fraction intracellulaire des Mycobactéries

(notamment de Mycobacterium phlei, 1967, 178), l'existence d'une activité

dipeptidasique relativement élevée, Nous avons alors entrepris llextraction,
1'isolement et la purification des dipeptidases qui seraient & l'origine

de cette activité (activité & laquelle semblaient participer plusieurs
peptidases, comme l'indiquaient les comportements distinctifs des

diverses especes mycobactériennes).

Enfin, ces travaux nous ont conduit & isoler, purifier et
caractériser plusieurs peptidases dont les propriétés hydrolytiques sont
analogues : d'une part, plusieurs aminopeptidases intracellulaires,
d'autre part et surtout, une dipeptidase & large spécificité, dont
1'étude des propriétés chimiques et enzymatiques fait 1l'objet principal

de ce travail,



Avant d'exposer nos travaux personnels, nous analyseront

l'état actuel des comnaissances nécessaires A cette étude,

Nous envisagerons successivement

(A) quelques notions préliminaires concernant la caractérisation

des enzymes étudiées;
(B) les propriétés enzymatiques et le rB8le des peptidases dans

la cellule:
- dans une premiére partie, aprés une rapide description de

1'équipement protéolytique du Mycobacterium phlei, nous exposerons

les propriétés essentielles des différentes exopeptidases;

- dans une seconde partie, nous envisagerons les propriétés

des métallopeptidases;
- dans une troisiéme partie, nous étudierons le rdle des

peptidases "in vivo", dans la cellule bactérienne,



'CHAPITRE T

NOTIONS PRELIMINAIRES ET ANALYSE DES TRAVAUX ANTERIEURS




A —~ NOTIONS PRELIMINAIRES

Dans les publicétions, une cértaine confusion apparalt quant
a la nomenclature des enzymes étudiées. De plus, beaucoup de travaux
exposant les prépriétés des peptidases bactériennes prégeﬁtent des
résultats incertains (soit en réison du peu de pureté des extraits
étudiés; soit en raison du choix inadéquat de substrats d'identification,
et‘par le fait que plusieurs enzymes de.la m@me famille peuvent coexister
dans la cellule bactérienne). Aussi devrons-nous par la suite nous
référer aux définitions données par les comnissions internationales
d'enzymologie, et comparer nos résultats avec les propriétés des
enzymes les mieux conaues,

I1 nous faut donc définir les enzymes dont il sera question,
rappeler leurs critéres dfidentificatinn,préciser les propriétés des
enzymes hautement purifiées.

Les termes d'endopeptidase'ou de peptidylpeptide hydrolase et
d'exopeptidase, désignent respectivement les enzymes qui rompent les
liaisons peptidasiqﬁes A 1'intérieur des chafnes peptidiques pour les

premiéres, et aux extrémités du substrat pour les secondes.

Parmi les exopeptidases, les carboxypeptidases ou peptidylamino-

‘acide - hydrolases (Ec., 3. 4. 2.) exigent un groupement w~carboxylique

Py

libre adjacent & la liaison peptidique C-terminale, et les aminopeptidases
ou o—aminoacyl peptide nydeolases (Ec. 3. 4. 1.) exigent un groupe

c-aminé libre qui se situe en position MN-terminale,



Les termes de dipeptidase ou dipeptide hydrolase (Ec. 3. 4; 3.)
désignent les enzymes qui exigent & la fois,un groupe g-aminé libre
et un groupe w~carboxylique libre,

Le terme dipeptidase pourrait laisser sous entendre que
seules les enzymes de ce type dégradent les dipeptides ; or, il n'en
est rien, Ainsi, la plupart des aminopeptidases peuvent hydrolyser
les dipeptides aussi bien que les tripeptides ou les oligopeptides,

Du point de vue expérimental, pour définir l'activité dipepti-
dasique, il faut mettre en évidence lfexigence de l'enzyme par rapport aux
groupes polaires libres avec des dipeptides synthétiques convenablement
substitués, Un exemple du manque d'information quant a la spécificité
d'action d'une enzyme nous est donné par les travaux de CAPOBIANCO et
coll,, 1967 (36). Ceux-ci ont hautement purifié (6,000 Ffois) une enzyme,
uniquement sur la base de son action envers trois dipeptides (le Gly-Leu,
le Leu-Gly, et le Gly-Gly). Or, ces dipeptides peuvent 8tre scindés
aussi bien par une aminopeptidase que par une dipeptidase,

Ainsi les difficultés rencontrées au cours de la purification
des dipeptidases sont dlies, en partie, & la multiplicité du mode d'action
des enzymes de la méme famille, Il est souvent nécessaire d'analyser
la dégradation de plusieurs substrats et, conjointement, d'établir
quel est le rapport entre les divers types d'activités,

Il existe cependant des dipeptidases dont la spécificité d'action
est limitée a un petit nombre de substrats, Pourtant, il est toujours
nécessaire dtanalyser avec soin le contenu des prépcorations,

Ainsi, 1l'iminodipeptidase ou L.prolylaminoacide hydrol.cze

(Bec. 3. 4. 3. 6, — 8) dégrade spécifiquement les prolyldipeptides,
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Or, quand une préparation cellulaire hydrolyse un dipeptide du type
prolyl~X, son action peut &tre attribuée & une iminodipeptidase, mais
non a elle seule, Ainsi BJARE et coll., 1970 (20) ont montré que
1'hydrolyse des prolyldipeptides par la fraction intracellulaire soluble

d!'Arthrobacter, est le fait d'une prolyl-iminopeptidase (Ec. 3. 4.1, 4.)

et également d'une aminopeptidase (Ec. 3. 4. 1.) dont la spécificité
dtaction est beaucoup plus large.

Ainsi la complexité du milieu éellulaire ajoutée a la
miltiplicité d'action des peptidases,; rend difficile la purification
de ces derniéres, 1'étude aussi de leurs propriétés enzymatiques, mais

plus encore 1l'étude de leurs propriétés "inm vivo',
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B - PROPRIETES EHZYMATIQUES DES EXOQPEPTIDASES, ROLE DES PEPTIDASES
DANS LA CELLULE

Premiére partie

I - EQUIPEMENT PROTEOLYTIQUE DE MYCORACTZRIUM PHLEI

De nombreuses protéases sont produites, par diverses espéces
bactériennes, dans le milieu de culture de ces bactéries, Il en est

ainsi des subtillisines (132) et d'autres protéases alcalines des

Bacillaceae (115), et de méme pour les protéinases produites par les

Streptocoques (i26), les collagénases produites par diverses

espéces (205), ainsi que pour les Clostripaines (148) et pour de

nombreuses autres protéases neutres, acides ou alcalines produites

par les bactéries, en particulier par certains Streptomycdtes (MATSUBARA

et FEDER, 1971, 149 , 141). En revanche, il faut rappeler que les
Mycobactéries ont des propriétés endopeptidasiques relativement limitées,

En régle générale, la plupart des auteurs observent que les
Mycobactéries ne dégradent ni l'albumine de blanc dloeuf dénaturée par
la chaleur, ni la caséine, ni la gélatine, Cependant, deux collagénases
ont été décelées par TAKAHASHI en 1967 (231) , dans une culture de

quatre semaines d'une souche de Mycobacterium tuberculosis, L'extrait

cellulaire brut de cette bactérie hydrolyse également la caséine., Ces
cbservations n'ont pas é&té confirmées par dfautres travaux,

RYCHTER et HUNDERFUND en 1967 (195) ont mis en évidence une
activité de type endopeptidasique qui dégrade, & pH neutre, un substrat
synthétique (classique pour la trypsine) le Bz-Arginyl-p.nitroanilide,
Cette endopeptidase est exocellulaire : éllﬁ est produitedans le milieu

de culture de Mycobacterium phlei aprés quinze jours de culture en

A

agitation a 37°C sur milieu de DUBOS liquide, donc & la fin de la phase
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stationnaire de croissance pour les bactéries de cette espéce, Dans nos

conditions expérimentales, aucune préparation de Mycobacterium phlei

- cellules, extraits cellulaires ou milieu de culture - n'a montré une
activité analogue,. envers la Bz-Arginyl-paranitroanilide, ou divers
substrats des endopeptidases.

Par contre, la présence de dipeptidases intracellulaires est
connue depuis long£emps pour les }Wcobaétéries ¢ ROULET et ZELLER
décrivaient une activité de ce type en 1945 (193) et précisaient l'activité

des diverses espéces de Mycobactéries, dont Mycobacterium phlei, 1948 (194).

BLOCH et coll,, 1946 (22) observaient déja, dans les broyats

cellulaires de Mycobacterium tuberculosis, un pouvoir hydrolytique

beaucoup plus important pour les dipeptides que pour les tripeptides,
Enfin,HALPERN et coll. en 1957 (87) mettaient en évidence dans les
broyats cellulaires de plusieurs espéces de Mycobactéries - et en

particulier de Mycobacterium phlei -~ une dipeptidase capable de dégrader

la Gly-Asn,

Une activité "Leucine aminopeptidasique' a été décrite par
BEL en 1968 (18)‘pour de nombreuses Mycobactéries scotochromogénes ;
mais cet auteur utilisait un seul substrat : la leucine-P-naphtylamide
(nous verrons par la suite que ce composé peut &tre hydrolysé par plusieurs
enzymes différentes de la leucine aminopeptidase "Ec. 3. 4. 1. 1.“).

La méme remarque s'applique aux travaux de MIFPTIC, 1965-1967
(150, 151, 152). Celui-ci a décrit des activités peptidasiques importantes
et diverses, pour plusicurs espéces de Hycobactéries ; mais en utilisant
surtout des substrats chromogénes synthétiques, qui peuvent €tre hydrolysés

& la fois par des aminopeptidascs et les naphtylamidases (ou arylamidases).
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IT - PROPRIETES DES EXOPEPTIDASES

Rappelons les propriétés des exopeptidases animales ou
bactériennes les micux étudiées et décrivons briévement les exigences

des spécificités de ces enzymes,

1) Les carboxypeptidases

Bien que les carboxypeptidases soient largement répandues

dens la nature, ce sont surtout les carboxypeptidases A et B, isolées
du pancréas des mammiféres, qui ont été puriﬁiées et étudiées en détail
(158, 90, 68); sans doute parce qu'il est possible & ks extraire en grande
quantité (de l'ordre du gramme) du pancréas de boeuf en particulier.

En 1966, FELIX et coll. (63) ont purifié une carboxypeptidase

de la levure de brasserie. Mais & notre connaissance, aucun travail de

Dy

purification et d'étude approfondie n'a été réalisé pour les carboxy-
peptidases des bactéries, en dehors des travaux de GOLDMAN et LEVY,
1967 (76) concernant une carboxypeptidase ayant une spécificité trés
particuliére : la carboxypeptidase G. Cependant, certains cﬁercneurs
ont, au cours de la purification d'autres protéinases d'origine
bactérienne, décelé, et méme ont caractérisé de fagon rigourcuse, des
enzymes ayant une spécificité carboxypeptidasique (travaux de MORIHARA,
1967, 149).

Les carboxypeptidases hydrolysent les acides w-aminés de

configuration L, ayant une fonction carboxylique libre., Pour les

. carboxypeptidases A et B d'origine animale, si l'acide aminé C-terminal
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est la proline ou l'hydroxyproline, l'activité est nulle; et,si l'acide
amiré qui ke précéde est l'acide glutamique ou la proline, la réaction est

pratiquement nulle,

Elle agit de facon préférentielle sur les dipeptides substitués
qui contiennent un acide x—aminé aromatique C-terminal - Z,Gly-Phe ;
7.Gly-Tyr ; Z.Gly-Trp -jelle est inactive & 1l'égard des Z.Gly-Arg ;

Z.Gly-Lys et Z.Gly-Pro, Le pH optimal est 7,5.

b) La carboxypeptidase B (Ec. 3. 4. 2. 2. — 8)

Au contraire de la précédenfe, elle hydrolyse les peptides dont
le résidu C-terminal est la lysine, l'arginine ou l'ornithine, Le pH
optimal est 7,8,

Les carboxypeptidases A et B ont un poids moléculaire de 34,000
(90, 68). Elles contiennent un atome-gramme de zinc par molécule; et

le zinc a un réle catalytique au centre actif de l'enzyme (90, 68).

DEHM et NORDWIG (54) rapportent qu 'une carboxypeptidase
lysosomale, ayant un pH d'action acide, avait été décelée dans le rein de

porc par FRUTON et BERGMANN en 1939, Cette carboxypeptidase libére les
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résidus Proliae C-terminaux ; elle n'a pas été purifiée, Une carboxy-
peptidase P a €té purifiéde et étudide par DIIM et NORDVIG en 1970 (55),
clest une carboxypeptidase qui hydrolyse les résidus acides aminés

C~terminaux adjacents au résidu Prolyl (R-Pr iY) ; elle est fortement

.. 2 .
activée par le rm.*, son pH optimum est 7,7.

d) La carboxypeptidase de la levure (Ec, 3. 4. 2. 3.— 8)

Elle a surtout été étudiée par Fsz,zx'et'céil;;1966 (63) et
HAYASHI et coll,, 1970 (91). Les observations de ces deux équipes de
chercheurs montrent que la spécificité de cette enzyme est beaucoup
plus large que celle des carboxypeptidases animales,

Elle libére, a partir de llextrémité C-terminale, la plupart
des acides aminés y compris:la proline, le glycocolle et les acides
aminés basiques et dicarboxyliques, qui sont résistants a l'action de
1'une ou de lt'autre des carboxypeptidases A ou B du paucréas. Le pH
optirum est 6,0 et c'est une métalloenzyme réactivée par le Zn2+ ou
par le C02+.

La carboxypeptidase de Streptomyces fradiae, décelée dans le

milieu de culture de la bactérie, et caractérisée par MORIHARA en

1967 (149), a sans doute des propriétés analogues., Ele hydrolyse en

priorité le Z.Gly-Leu ; elle est inhibée par 1'0.phénanthroline et
2+

fortement réactivée par le Co .

La carboxypeptidase G a été purifiée par GOLDHMAN et coll. (76),

a partir de l'extrait cellulaire obtenu par rupture a la "french press',

des bactéries d'une souche de Pseudomonas.
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Cette enzyme hydrolyse spécifiquement le résidu acide glutamique
C-terminal de nombreux peptides, C'est également une métallo-enzyme qui
est activée obligatoirement par le zinc,

Les Myoobactéries présentent une activité carboxypeptidasique

comparable & celle de la carboxypeptidase A. lLe Z.Gly-Phe, Z.Gly-Trp, le
2.Cly-Tyr sont hydrolysés (230, 178, 179). Cette activité est inhibée
par les chélateurs de métaux (E.D.T.A., O.phénanthroline) ; elle est
optimale & pH neutre, Ces bactéries ne pfésentent aucune activité
comparable a celles de la cafboxypeptidase B, de la carboxypeptidase G,
ou de la carboxypeptidase de la 1evure‘de brasserie, Les peptides
synthétiques suivants : 2,Gly-Arg, Z.Gly-Lys, Z2.Gly-Gly, Z.Gly-Pro,
Z.Glu~Phe, ne sont jamais hydrolysés (230, 179). Nous verrons que la
fraction présentant une activité carboxypeptidasique est écartée aux
premiers stades de la purification de la dipeptidase, Le tableaun I

résume les propriétés des carboxypeptidases,

2) Les aminopeptidases

Nous rappellerons briévement les propriétés essentielles des

aminopeptidases qui ont été purifiées,

a) La_leucine aminopeptidase (Ec. 3. 4. 1. 1.)

Cette enzyme catalyse plus rapidement 1l'hydrolyse des dipeptides

ayant la leucine en position N-terminale, SMITH et BERGMAN en 1944 (56)



. .. .. Liaison hydrolysé Métal . .
Nom + g Aot by P - B4 SEH 2 5
Noms : gystématigque, trivial Origine ~ Substrat spéeifique activateur pH Remarques Ref
<+ ‘
. Z.Gly-Phe n métalloenzyme
~ 3 + . . —— }. 24 158
Carboxypeptidase 4 Pancréas bovin BEY Z.Cly-Tyr e+ Fe“N\ 7,5 | 1 202+ 20
Ec. 2. 4. 2. 1. Y : A.A. aromatiques 0o+ ete. PM : 24.300 ’
o 3 B Pancré . gty Bz.Gly-Lys Zn2+ 5 P : 34.300 o4 cs
X & QA2 a X X —— . I
Carboxypeptidase ancreas porcin Bz ,Gly-Arg (C02+ ca?) 8,0 Métalloenzyme 1Zn
o 4 ; ) - ] .
EC. 3. 4. 2. 2. Pancréas bovin Y : Lys, Arg, Orn PM : 34.000 258
‘ ‘ i Z.Gly-Leu 0= 63
Yeast~Carboxypeptidase Saccharomyces -—-—B 4+ Y 24 6,0
o Z.Gly-Phe Co 91
Ec. 3. 4. 2. 3. cerevisiae ¥ : A.A. neutre, basique,
acide
\ . i N 2+
Carboxypeptidase Streptomyces . --B Y Z.Gly-Leu Co 149
fradiae
., ] 2+ -
Carboxypeptidase G Pseudomonas ~-B Glu Z.Gly-Glu n 6,0 76
. 2+ . =
Carboxypeptidase P Rein de porc - ~Pro L Y Z.Pro-Ala =T 747 PM 1 240,000 55
Carboxypeptidase Rein de porc --B 2 Pro Z.Leu-Pro acide 55
lyvsozZomale
TABLEAU HN°e T
Carboxypeptidase ou Peptidylaﬁinoacide hydrolase BEc. 3. 4. 2.

¥ : Acide aminé ayant la fonction COCH libre

B : Acide aminé adjacent au résidu C-terminal

L
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ont montré que la leucinamide était également hydrolysée, et, bien

que cette enzyme puisse hydrolyser de nombreux substrats ne contenant

pas de résidu Leucyl (SMITH et HILL, 1960, 218), le nom de leucine
aminopeptidase a cependant été retenu pour indiquer que les composés

de la leucine sont parmi les plus rapidement hydrolysés par cette

enzyme, La leucine aminopeptidase du rein de porc a été purifiée 1,700 fois
par SPACKMAN, SMITH et coll., 1955 (221), et d'autres préparations
homogénes ont été obtenues, qui ont fait l'objet d'études approfondies :
HIMMELHOCH et PETERSON, 1968 (96) DEFTOS et coll., 1969 (53).

D'autres enzymes ayant les caractéres de spécificité de la
leucine aminopeptidase de SPACKMAN et SMITH sont présentes dans de
nombreux tissus animaux et végétaux, et chez les microorgecnismes,
Quelques-unes de ces enzymes ont été hautement purifiées par DELANGE
et SMITH en 1971 (56). Nous nous bornerons 3 résumer les propriétés
de la leucine amincpeptidase du rein de porc qui nous sert de référence.

L'enzyme préparée par SPACKMAN et SMITH, 1955 (221), a un
poids moléculaire estimé a 300.000 ; la méme valeur a été mesurée par
HIMMELHOCH en 1968 (96), par filtration sur gel de Sephadex G,Z200;
et MELIUS et coll,, 1970 (143) ont estimé le poids moléculaire de l'enzyme
native a 255.000 pa 5.000,et celui de la protéine dissociée (par le
B-mercaptoéthanol & 0,5 p. 100 et la guanidine 6 M) & 63.500, MELIUS en
1970 (143) démontre que cette enzyme est composée d'un seul type de
sous-unité ; ce qui est en accord avec les travaux de SCHWABE en 1969

(201) sur les leucineaminopeptidases du tissu conjonctif,



19

Pendant longtemps, on a cru que la leucine aminopeptidase
était une métallopeptidase qui contenait du HMagnésium ou du Mangangse
dans le site actif (SMITH et HILL, 218). En effet, elle est fortement
activée par ces ions métalliques (Mh2+, M92+). HIMMELHOCH et coll,, 1969
(95) ont préparé une enzyme en évitant toute contamination par la zinc
ou les autres ions métalliques ; ils ont démontré que 1l'enzyme native
contient non du Manganése ou du Magnésium, mais du zinc @ 1 atome gramme
de zinc par sous-unité enzymatique (4 & 5 atomes grammes pour un poids
moléculaire égal & 300.000). Cependant, le zinc peut étre déplacé
facilement par d'autres ions métalliques, et la leucine aminopeptidase
contenant du Manganése ou du Magnésium est beaucoup plus active que
la zinc-leucine aminopeptidase : HIMMELHOCH (95), BRYCE et RABIN, 1964 (28).

Toutes les études ont.montré que les ions métalliques stabilisent
la leucine aminopeptidase, et que l'ion métallique le plus efficace a
ce point de vue est le Magnésium,

La structure du site actif de l'enzyme est encore trég mal»
connue : les informations concernant les groupes impliqués dans le
processus catalytique, et les sites d'attachement du substrat, sont
encore trés succinrés.le r8le de certains groupes au site actif de
lt'enzyme, du résidu cystéine en particulier, est encore discuté. Cependant,
la plupart des travaux concernant les leucine aminopeptidases d'origines_
diverses, DPermettent de dire- - qu'elles ne sont pas des thiol-enzyme,

I1 est maintenant établi qu'un résidu tryptophane joue un

rdle important dans 1l'attachement du substrat a l'enzyme : DELANGE et

SMITH, 1971 (56). La leucine aminopeptidase du rein de porc est stable

entre les pH 6 & 10 ; 1l'activité mst maximale & pH 9,0 - 9,5.
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Il faut remarquer que les enzymes isolées d'autres tissus -
la leucine aminopeptidase du muscle de porc, par exemple - présentent
une spécificité légérement différente de celle de l'enzyme de SPACKMAN
et SMITH (221), ainsi les taux relatifs de dégradation des divers substrats
sont différents, Pour l'enzyme du muscle de porc, la leucinamide est
hydrolysée moins vite que le Leu-Gly et le Leu-Gly-Gly : JOSEPH et

SANDERS (105).

b) Les leucine aminopeptidases d'origine bactérienne

Plusieurs auteurs ont décrit des exopeptidases bactériennes ayant
les propriétés caractéristiques de la leucine aminopeptidase (Ec. 3. 4. 1. 1.)
Deux préparations ont été extraites et hautement purifiées :
par VOGT, 1970 (248) de la fraction intracellulaire soluble d'Escherichia

coli K12 (cette enzyme est désignée habituellement sous le nom

d'aminopeptidase I d'Escherichia coli), et par MATHESON et coll., 1971

(137, 57) de la fraction ribosomale d'Escherichia coli B. Ces deux
peptidases présentent de nombréuX'caractéres communs avec ceux de la
leucine aminopeptidase du rein de porc. Ainsi leur poids moléculaire

est élevé : 323,000 (248) et 350.000 & 400.000 (57). dans les deux

cas, l'enzyme native est formée de sous-unités dont le poids moléculaire
est voisin de 60.000 (248, 57). Les deux enzymes d'origine bactérienne
sont inhibées par les chélateurs des métaux, et activées par le Mg2+ et
le Mn2+ ; leur stabilité est augmentée en présence de Mg2+, et leur pH

-~

optimum est compris entre 8,0 et 10.
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scificité sont communs avec ceux de

[
{1
]

e
s

Quelques aspects de |
la leucine aminopeptidase : les composés de la leucine sont parmi les
plus rapidement hydrolysés, Mais une comparaison précise entre les
caractéres de spécificité pour divers substrats est difficile ; en
effet, VOaT (248), ainsi que MATHESON (57, 136), ont étudié surtout
la dégradation des composés ayant la L,M:thionine en position N-terminale;
et ces peptides sont trés rarement utilisés pour 1'étude du mode dlaction
des peptidases, Lorsque nous envisagerons le r8le biologique des
peptidases, nous préciserons quelles sont ces propriétés particuliédres
des enzymes bactériennes, Mais indiquons dés 1l'abord que VOGT (248) a
étudié conjointement l'activité hydrolytique de la leucine aminopeptidase

du rein de porc et celle de l'aminopeptidase I d'Escherichia coli B,

Les propriétés sont semblables (Tableau XVII)p420.

Les investigations de plusieurs chercheurs ont montré que les
filtrats de culture de plusieurs champignons microscopiques contiennent
des leucine aminopeptidases (56) : isolées par JOLLES et coll,, 1969 (103)

et par LHEMAWNet coll,, 1969 (118) pour les Aspergillus orizae, et par

d' autres auteurs, particuliérement OUCHI et coll., 1962 (162), MORIHARA
et coll., 1967 (149), pour des cultures de diverses espéces de

Streptomyces, Toutes ces enzymes ont la particularité d'€tre thermostables

a 76°C, Une autre leucine aminopeptidase thermostable a été purifiée et
étudiée par PRESCOTT et WILXES. (182, 183) ; elle est extraite du milieu
de culture d'Aeromonas., Comme l'enzyme du rein de porc, cette enzyme
contient du zinc,

D'autres enzymes de ce type ont été décelées dans la Fraction

intracellulaire soluble de nombreuses bactéries, Citons les travaux de



BEHAL et FOLDS, 1967 (13) pour Nasseria catarrbalis et Sarcina lutea

en 1971 (10), de FRITSEHEet HANSON =n 1969 (71) pour diverses espaéces
de Bacillus. (84),

La plupart des enzymes d'origine bactérienne présentent, au
point de vue spécificité, des caractéres voisins de ceux de la leucine
aminopeptidase du muscle de porc purifiée par JOSEPH et SANDERS (105) :
ainsi, les dipeptides et tripeptides ayant la leucine en position
N~-terminale, sont hydrolysés plus vite que la leucinamide.

Les informations concernant ces enzymes sont généralement
restreintes, car la plupart ont été partiellement purifiées ou
caractérisées, En général, leur poids moléculaire est élevé, supérieur
& 200,000 ; elles sont inhibées par les chélateurs des métaux et
réactivées par le }m2+ et le }@2+. La présence de telles enzymes dans
d'autres espéces bactériennes (254) n'a pas été confirmée par des
études détaillées, Enfin, nous ne mentionnerons pas dans ce travail
les nombreuses études décrivant,sur le seul critére de la dégradation
de la leucine PB-naphtylamide, une activité de type leucine aminopeptidase ;
en effet, il existe dans la cellule bactérienne des naphtylamidases qui
hydrolysent de tels substrats,et dont-il est bien établi maintenant
qu'elles sont différentes de la leucine aminopeptidase (TJEDER et coll,

1967, 234 ; BEHAL et CARTER, 1971, 10).

c) L!aminopeptidase (Ec, 3.4.1.2.) ou aminoacyloligopeptide
hydrolase

Cette enzyme est aussi appelée aminopeptidase M, par DELANGE

et SMITH (56).



L'aminopeptidase du rein de porc a été étudiée de facon
exhaustive surtout par PFLEIDERER et coll. (173) et par WASCHMUTH et
coll, (250, 251). Elle hydrolyse les résidus N-terminaux des peptides,
Seuls les composés des acides x—aminés de configuration L sont hydrolysés,
L'alanine en position N-terminale est libérée de facon préférentielle,

Les peptides ayant un groupe o-iminé libre (prolyl, sarcosyl) sont
hydrolysés mais lentement ; par contre, l'aminopeptidase n'agit sur

aucun des dérivés dans lesquels le résidu proline est en position
pénultiéme & la position N—termiﬁale. De facon générale, les écarts entre
les taux d'hydrolyse des divers substrats sont faibles, alors que, pour
la leucine aminopeptidase, cet écart peut &tre un multiple de 1000
(DELANGE et SMITH, 1971, 56).

Cette enzyme a un poids moléculaire élevé 280,000 ; elle est
formée de 10 sous-unités qui comprennent deux types de chalnes peptidiques
réunies par des ponts disulfure (le poids moléculaire des sous-unités
est 28.000 et 30.000 ; 173). Lienzyme est un complexe métal-enzyme, mais
les auteurs obtiennent des résultats variables, méme contradictoires, quant
& 1'activation produite par addition des ions métalliques, En général,
le cobalt & faible concentration active la préparation (PFLEIDERER, 173).
Lteffet est plus constant aprés traitement par les agents chélateurs ;
aprés inhibition par 1'0.phénanthroline (0,1 mM), il y a réactivation
paf le cobalt, mais non par le cadmium, le zinc ou le magnésium,

Il n'y a pas d'inhibition de cette enzyme par l'iodoacétamide
ou le bromoacétamide, Par usage de l'iode radiocactif 13 12, WASCHMUTH
(249) montre que la monoiodination de 10 résidus tyrosine par molécule

d'enzyme, entraine l'inactivation totale (56). Les résidus histidine



joueraient également un r8le important dans le site actif : 1'action du
Diazonium —1-H~tétrazole (qui réagit rapidement avec la chafne imidazole
des résidus histidine ) produit une décroissance de 1'activité peptidasique;
et 1'inhibition totale correspond & 4 résidus histidine (173). Les

connaissances concernant le site actif de l'enzyme sont limitées a ces

informations,

d) Les aminopeptidases bactérienne

Bien que des aminopeptidases intracellulaires soient trés
largement répandues parmi les espéces bactériennes,a notre connaissance,

seules quelques aminopeptidases thermostables ont été purifiées et

{Dv

tudiées de Ffacon approfondie,

'a) L'aminopeptidase AP1 de BRacillus stearothermophilus a surtout

DA

té étudiée par RONCARI et ZUBER, 1967-1970 (189, 190, 268).

{

Diverses variétés de Bacillus stearothermophilus contiennent,

selon leur température optimale de croissance, trois types d!amino-
peptidases., Ces enzymes ont des caractéres de spécificité et de thermo-

stabilité légérement différents, lMais comme d'autres peptidases de ce type

(décrites par MATHESON et coll., 1967, 135, chez Bacillus stearothermophilus,

et par MINAMIURA, 1969, 146 chez Bacillus subtilis) les aminopeptidases

isolées par RONCARI et ZUBER (189, 268) ont des propriétés catalytiques
peu spécifiques : elles libdrent l'acide w~aminé N-terminal de configurationl

de divers peptides. Les dipeptides contenant la leucine, la valine et
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acides aminés aromatiques, sont hydrolysés plus rapidement, La proline
est libérée lentement quand elle est en position N-terminale ; mais si

le deuxiéme résidu d'acide aminé est la proline, le résidu N-terminal
n'est pas hydrolysé. Seule 1l'aminopeptidase AP1 de Bacillus stearothermo-

philus a été hautement purifiée (189, 190). Cette enzyme reste attachée

a la membrane des cellules bactériennes lors de la lyse des bacilles
par le lysozyme (189) ; seule la désintégration sonique libére llenzyme,
D'un poids moléculaire élevé sous sa forme native (395,000

a 400.000) l'aminopeptidase AP, est dissociée en sous~unités identiques

1
(poids moléculaire 36.50Q/@0.000) en présence d'urée 8M et A'E.D.T.A.
0,01 M a pH 5,6. Cette enzyme est inactivée irréversiblement par le
dodécyl sulfate de soude & 0,3 p. 100 (p/%), alors qu'elle est

insensible a l'inactivation par 1'urée,

Cl'est un complexe enzyme-métal, Les ilons cobalt sent fortement
liés & l'enzyme & pH alcalin ; & pH 6,0, il y a formation d'une apoenzyne
par siniple dialyse avec 1'E.D.T.A&. 0,071 M. Les ilons cobalt et manganése
activent l'enzyme non traitée par les agents chélateursjet le cobalt
réactive fortement 1'apoenzyme,

En présence du cobalt, l'enzyme est thermostable 15 heures &
80°C. L'apoenzyme est trés instable. Le pH optimal est 9,2 & 9,4 (pour
le Gly~Leu~Tyr). La température optimale d'hydrolyse du Leu-Gly est
90°C (10 min). Le Xm pour le Leu-Gly et la Leudre-paranitrosnilide est
respectivement de 95 mM et 8 mM & 65°C. Cependant, les dipeptides et
tripeptides sont hydrolysés beaucoup'plus rapidement que la leucinamide

et la leuche-p-nitroanilide . (hydrolyse du Gly-Leu-Tyr 900 unités par min,

Leu~-Gly 400 unités par min, leucine-paranitroanilide 6,6 unités par min,‘l90)e
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ﬁ) Aminopeptidases partiellement purifiées

Il est intéressant de remarquer que certaines aminopeptidases

isolées de Bacillus subtilis par MINAMIURA en 1969 (146), qui n'ont

malheureusement pas été hautement purifiées, ont la propriété de libérer
les résidus N-terminaux de peptides ayant un acide aminé de configuration D
en position pénultiéme, et de plus, libérent également certains acides
aminés N-terminaux de configuration D (ﬁ—Leuy D-Ala).

Au cours de la purification dtautres peptidases, de nombreuses
aminopeptidases ont été décelées chez les bactéries; mais n'ont pas été

purifiées ou ne l'ont été que partiellement_(145).

- Certaines de ces enzymes sont activées par le cobalt et le

manganése et sont thermostables & des températures moins élevées

cependant que pour ltaminopeptidase PI (40°C a 60°C}. Il en est

ainsi pour 1'aminopeptidase intracellulaire d'Escherichia coli, BOLTON

et coll., 1959 (24) TSAI et MATHESON, 1965 (238) ; et l'aminopeptidase

intracellulaire de Bacillus stearothermophilus purifiée par MATHESON

et coll., 1967 (135).

- D'autres sont activées par le mangandse et le magnésium,

elles ne sont pas thermostables : ce sont en particulier les amino-

peptidases de Serratia indica, RYDEN et coll,, 1968 (197) ;1 de Xlebsiella

aerogenes, BAKER et coll., 1969 (6) ; d'Arthrobacter, BJARE et coll.,,

1970 (20).
" Le tableau II résume les principales propriétés des leucine

aminopeptidases et aminopeptidases.
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e) La proline iminopeptidase (Ec. 3., 4. 1, 4, — 8)

Cette enzyme, qui libére uniquement les résidus L,prolyl
N-terminaux des substrats peptidiques, a été isolée de la fraction

intracellulaire soluble d'un mutant d'Escherichia coli K12 par SARID

et coll., 1959-1962 (200, 199). Elle a été décelée chez d'autres

especes bactériennes, en particulier pour Bacillus brevis, SARID et

coll, (200), et pour Arthrobacter, BJARE et coll,, 1970 (20) et

RYDEN et coll., 1971 (1%).
Le mangarncse est indispensable a l'activité de la proline
iminopeptidase : le magnésium ne peut pas lui 8tre substitué, Les

24 2+
3

. e . . 2
metaux lourds sont inhibiteurs, en particulier le Ca +, Co n -,

2+ . . . . ,
Cu” , Le paramercuribenzoate et l'icdoacétamide sont également
inhibiteurs, Le pH optimum est 7,8 & 9,5 (199).

Les résidus N-terminaux de 1'hydroxyproline ne sont pas
Yy P

hydrolysés par cette enzyme,

£) L'aminopeptidase P (DELANGE et SMITH, 1971, 56)

YARON et MLYNAR en 1968 (262) ont hautement purifié une

enzyme de la fraction intracellulaire d'Escherichia coli B qui libére

les acides w—aminés ou iminés N-terminaux, de configuration L, adjacents
aux résidus Proline (X-Pro ou X-Pro-R). Le radical hydroxyproline ne peut
pas €tre substitué au résidu proline,

L'aminopeptidase P a un poids moléculaire de 230.000, clest une

enzyme qui est activée par le Manganése, Elle est inhibée par les métaux
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lourds et par L'LE.D.T.A. Le pH optimal est 8,0. Cette enzyme ressemble
étroitement a la X-Prolyl-aminopeptidase du rein de porc purifiée per
DEHM et NORDWIG, 1970 (54), avec cette différencelque cette derniére
enzyme hydrolyse lentement les résidus terminaux adjacents a

1'hydroxyproline,

Des préparations pures de cette enzyme ont été obtenues & partir
de nombreux tissus animaux (DELANGE et SMITH, 1971, 56). Elle hydrolyse
spéeifiquement 1l'acide L.x-aminé, N-terminal, d'un tripeptide ayant les
fonctions aminée libre.. et carboxylique . terminale libre -, Les substrats
les plus caractéristiques sont le triglycocolle, et l'alanyl-glycyl-
glycocolle, Les aminotripeptidases d'origine animale  sont inhibées
par le Cd2+ et insensibles a l'action de 1'E.D.T.A. et de la cystéine,

Aucune aminotripeptidase n'a été isolée ni purifiée A partir
des préparations bactériennes, Quelques chercheurs signalent cepeandant
dgs enzymes dont lfactivité est analogue ; en particulier SUSSMAN et
GILVARG, 1970 (224) décrivent ﬁne fraction intracellulaire d'Escherichia

coli X172 qui hydrolyse spécifiquement les tripeptides de la lysine,

h) Les B-naphtylamidases

Pour des raisons de commodité, commandées principalerment par
les techniques histochimiques visant & localiser la leucine aminopeptidase

dans les tissus des animaux supérieurs, des substrats synthétiques



cM@mg@msenté%:méymés(ﬁG% Un hydrogéne de l'amide d'un acide
aminé (leucinamide par exemple)‘est remplacé par un radical P-naphtyl,
aprés libération enzymatique ; ce dernier peux 8tre décelé par
fluorescence ou couplé avec un colorant azoique,

En fait, de nombreux arguments ont prouvé que l'hydrolyse de
ces composés, de la L,Leucyl-B-naphtylamide en particulier, n'est pas
rigoureusement assimilable & celle des amides (leucinamide) ou d'autres
composés hydrolysés préférentiellement par les aminopeptidases,

SMITH et HILL (218) ont montré que le substrat chromogéne
n'était hydrolysé que trds lentement par la leucinaminopeptidase vraie,
purifiée, Ce fait a été confirmé par PATTERSON et coli., 1963 (163).

De ces travaux et de ceux de beaucoup d'autres chercheurs décrivant
les propriétés de ces enzymes, il peut &tre conclu que lfactivité,ou
les activités dosées par les substrats chromogénes,ne sont pas identi-
fiables a celles de la leucinaminopeptidase ou des aminopeptidases; et,
comme l'ont proposé SMITH et RUTENBURG en 1963 (219), il valait mieux
leur attribuer le nom d'aminoacyl-naphtylamide zmidohydrclase, ou plus

simplement de PB-naphtylamidase. Quelques auteurs ont choisi pour leur

part le nom d' arylamidase, BEHAL et coll, (12). plusieurs groupes de
chercheurs ont montré que les cellules animales, végétales et

bactériennes contenaient des P-naphtylamidases, et ont tenté de purifier
et caractériser ces enzymes, Ce sont surtout les travaux de BEHAL et

coll. (14, 15, 10, 9,. 16, 17, 11, 12, 13, 125),_BRECHER et coll, (26, 226),
BESARQUES (19), COX et coll. (44, 45), ELLIS (60), HOPSU et coll, (97,246),
HOPSU-HAVU et coll, (98, 99, 100), PATTERSON et coll. (163, 164, 165),
TJEDER et coll, (233, 234), enfin ceux de SZEWCZUK et coll, (228, 229),

Beaucoup d'études histologiques ont également fait 1l'objet de publications,
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mais nous ne mentionnons que les travaux se rapportant A L'étude de la
purification, de la caractérisation et des propriétés catalytiques de
ces enzymes,

En dépit du nombre important de ces travaux, il est difficile
de dégager les propriétés essentielles commnes aux napht?lamidases et
de les classer de fagon simple, car les différentes études démontrent
clairement l'hétérogénéité des enzymes qui hydrolysent les substrats
chromogeénes suivants @ aminoacyl;ﬁ—naphtylamides, dipeptidyl-B-naphtyl-~
amides, tripeptidyl-naphtylamides,

De nombreuses enzymes peu spécifiques ont été caractérisées,

Elles hydroiysent surtout les dérivés comprenant un acide aminé neutre.
Elles peuvent &tre d'origine animale : BEHAL et coll. (15, 9, 16, 17);
BRECHER et coll. (26); MARKS et coll, (133). Elles existent également
chez les bactéries : BEHAL et coll, (11, 12, 13); HANSON et coll. (85).

D'autres au contraire ont un mode dlaction 1limité

- aux composés ayent un résidu N-terminal acide (w.L.glutamyl,

m.L.aspa‘tyl)

Pour ce qui est des enzymes d'origine animale, elles ont été

étudiées sous la dénomination d'aminopeptidase A (DELANGE et SMITH, 56).

Elles ont été purifiées et caractérisées par GLENNER en 1962 (74),

HOPSU et coll., 1966 (97), BEHAL et STORY, 1969 (17), YMAN (263, 264).

Une enzyme bactérienne, 1' Arylamidase II de Nelsseria catarrhalis

étudiée par COX et coll, en 1969 (44, 45), semble avoir les mémes
propriétés spécifiques et les m@res caractéres biochimiques (Tableau IIT)

que 1l'aminopeptidase A,
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- aux composés ayant un acide aminé basique de configuration L

en position N-terminale (Lysyl, Arginyl)

Plusieurs enzymes d'origine animale ont é&té

étudiées par ELLIS

et coll,, 1967 (60), HOPSU-HAVU et coll., 1964 (98), HOPSU et coll., 1967

(97), MARKS et coll,, 1968 (133). Ces peptidases sont regroupées scus
le nom d'Aminopeptidase
Arvliamidase C de Sarcina lut

& ces enzymes (Tableau IIT),

ANGE et SMITH, 1971, 56).

B (DE
étudiée par BEHAL et CARTER,

ca,

L‘

1971 (10), peut &tre identifiée

- aux composés comprenant le radical Prolyl en position

avant N-terminale (Glycyl-proline- pmnuphthamldp)
s par HOPSU-HAVU et coll,,

1967 (100),

Ce sont les travaux réali
1968 (99) pour des cellules animales, Pour les bactéries, ces enzymes
P précédemment décrite.

sont peut-&ire identiques a 1'Aminopeptidase P

- enfin une enzvme bactérienne aux propriétés trés particuliéres
SMITH,

(DELANGE et

ctudiée, c'est une Pyrolidonvl-peptidase
1971, 56)

Cette enzyme peut &tre classée parmi les exop

le résidu "H-terminal" ; mais elle est la seule qui libére le

ayant perdu leur groupement w-aminé ou o-iminé libre,
Elle a été purifiée de 1l'extrait cellulaire de Pseudcomonas

s par SZEWCZULX et coll, en
suite

1969 (228) d'une souche de Bacillus subtilis. Flle a été par 1

aractérisée par les mémes auteurs (227) dans les tissus animaux ot

végétaux
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Llenzyme de Pseudomonas libére l'acide Pyrolidine carboxyligue
(ou Pyroglutamique) des substrats divers et de certains fibrinopeptides,

alors que l'enzyme de Bacillus subtilis s'attaque uniquement aux

substrats synthétiques : (L.pyrolidonyl-f-naphtylamide). Ce sont des
enzymes & groupement thiol (DELANGE et SMITH, 56), et 1l'enzyme de

Bacillus subtilis est plus active en présence 4'E.D,T.A. et de

mercaptoéthanol,

Cette enzyme a été décelée chez les Enterobactéries et chez

de nombreux germes de bactéries Gram T ou Gram , MULCZYK, 1970 (153) :

Bacillus, Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus, Sarcina, Nesseria

et Pseudomonas,

Les composés chromogénes ont été utilisés pour la classification
de nombreuses bactéries : BUSSIERE et coll., 1967 (30), BﬁéER, 1967 (207,
MUFTIC, 1966-1967 (150, 151, 152), WESTLEY et ccll., 1967 (254), MULCZYK,
1970 (153). Mais peu'd'enéymeé'ént été purifiées, Les bactéries Gram +
sont en général dépourvues de leucyl-B-naphylamidase (11) (sauf Sarcina
lutea qui contient un groupe d'enzymes de ce type, 10), alors que les
bactéries Gram = sont trés actives 3 ce point de vue : BEHAL et FOLDS,
1967 (13), BEHAL et COX, 1968 (11). Pour les enzymes bactériennes, il
semble qu'il y ait plusieurs types de naphtylamidases, Pour certaines,
le radical "aryl" (naphtyl ou autre) a peu d'influence dans la formation
du complexe enzyme-substrat (11) ; pour d'autres au contraire, la
nature du résidu "aryl" est primordiale, ainsi les dérivés de 1l'acide
paranitroanilide sont hydrolysés beaucoup plus lentement que les
dérivés de la B-naphtylamine, Alors gque beaucoup d'enzymesd'origine

animale sont actives en présence d'un cation bivalent (9, 16, 17, 30),
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la plupart des enzymes bactériennes présentent une absence d'acitivation
par les ions métalliques - notamment par le Mn et 1e Mg -~ ce qui les
distingue nettement des leucine aminopeptidases (Ec. 3. 4. 1. 19)-

COX et BEHAL, 1969 (45) ont observé que pour beaucoup de naphtylamidases

2+

bactériennes, le Co  réactive 1l'enzyme, Pour la plupart, il n'y a pas

activation directe par les ions métalliques, mais réactivation aprés
une dénaturation des enzymes obtenues par une action prolongée deé
complexants des métaux (234, 10). L'ion métallique ne participerait
pas directement a l'action catalytique au site actif, mais Jouerait
un r8le dans la stéréochimie de 1l'enzyme,

Pour certaines arylamidases bactériennes, aucun des ions
métalliques utilisésne réactive la préparation (11, 12). Le pH d'action
des naphtylamidases est voiéin de la neutralité : pH 6,0 & 7,6,

Une propriété intéressante de certaines d'entre elles (13), ainsi
que de certaines naphtylamidases d'origine amimale (133, 15, 60,9) est
It'inkibition compétitive de l'activité enzymatique par la puromycine,
Enfin, quelques unes sont des enzymes & groupement thiol : 1! arylamidase I

de Neisseria catarrhalis par exemple (10). Le tableau III résume les

propriétés des naphtylamidases bactériennes qui ont été purifiées,
Lors de nos travaux, la contamination éventuelle des

préparations par ces enzymes a été envisagée; nous avons donc utilisé

quelques substrats types et mesuré 1'activité peptidasique en présence

de puromycine 10 mi,



liaison hydrolysée
Substrat spécifique

Métal

activateur

Poids moléculaire

- Cofacteur stéréo

chirmique

Escherichia coli

H.?.m+

Escherichia coli

230,000

Rein de porc

200.000

cat miﬂrmuya

150~160.000

80.0C0
82.000

Tissus animaux

Neisseria catarrhalis

17 .000

Foie de rat

rcina lutea

Ch

95.000
90.000

acillus subtilis -

! Poly-Pro
. P,
: Pro-Gly
Gly-Fro~H
UM uﬁl FYO . a0 . - T V\Mu
Gly-Pro-Ala
X1 Pro,.. Gly-Pro-Hyp
. Ala~B.Na
¥t B.Na Atampel
Leu-B.la
X acides aminés neutres
1> B.Na Glu-3-N
X = acides Asp-f-lHa
aminés acides
¥t B.Ha Arg-3.la
X = acides Lys-f.Na
aminés basiques
Pyr + B.Na
Pyr : Aees

aucun

TABLEAU N° III

ou Alpha-amino-peptide-hydrolases

Ec, 3, 4.

BeNaphtylamine
acide Pyrrolidone-carboxylique

Xt L

A : acide aminé adjacent au résidu N.

avant la fonction NH_ libre

2

Bay

Oy

Y
YNNG

[S¥]

Y

-3

NN
~ 0 O

N

t€rminal

Ge



3) Les dipeptidases

Pour 1l'ensemble des travaux consacrés & l'étude des peptidases,
les tentatives de purification des dipeptidases ont été peu nombreuses
et les essais souvent limités & une purification partielle, Par allleurs,

la spécificité de ces enzymes n'a pas toujours été clairement démontrée.

£

a) Dipeptidases & spdcificité restreinte

DAVIS et SMITH en 1953 (49) ont isolé du rein de porc deux
enzymes, dont la spécificité dipeptidasique a été clairement établie
a partir de substrats synthétiques ( acyl-dipeptides et dipeptides-

amizdes), ce sont l'iminodipeptidase et 1'imidodipeptidase,

®) L'iminodipeptidase ou prolinase (Ec., 3. 4. 3. 6.)

Cette enzyme est trés labile ; elle a été purifiée et étudiée
surtout par SMITH et coll, (49, 217). Elle est également présente chez
les bactéries, SARID et coll., 1959 (199), ltont mis en évidence dans

la fraction cytoplasmique d'Escherichia coli ,et ils ont étudié

comparativement leg propriétés de llenzyme bactérienne et de celle

du rein de porc, 196é (200). L'iminodipeptidase hydrolyse les dipeptides
qui possédent le groupe imino libre de la proline ou de l'hydroxyproline.
Le pH optimal est 8,0 (49, 200) au deld du pH 9,0, 1l'enzyme est trés

instable, Elle est activée par le Maongandse (49, 200).
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B) L'imidodipeptidase ou Prolidase (Ec. 3. 4. 3. 7.) -

La prolidase a été purifiée 1,200 fois (50) par DAVIS et coll.
en 1957, Cette enzyme hydrolyse spécifiquement les liaisons peptidiques
du type ~Co-N< pour les dipeptides ayant les groupements L,x-aminé
libre et L.x~aarboxylique libre, Les dipeptides dans lesquels 1l'azote
de la proline ou de lfhydroxyproline est engagée dans la liaison
peptidique sont hydrolysés; mais le noyvau pyrolidine n'est pas essentiel,
car la Qly-Sar est également hydrolysée : DAVIS et SMITH (50). La
prolidase des tissus animaux exige spécifiquement le ﬁn2+ pour son
activité, et l'activation est fonction du temps d'incubation de l'enzyme
avec le métal : SMITH, 1948 (213). Cette enzyme est inhibée par les
complexants de métaux, les réactifs des groupes thiol,et les métaux
suivants : Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Ag, Pb. La présence préalable
du Mh2+ annule l'effet de 1l'iodoacétamide et du p.chloromercuribenzoate
(sMITH, 1955, 217). Le pH optimum est 8,0.

La propriété dipeptidasique de cette enzyme est maintenant
suspectée : DELANGE et SMITH, 1971 (56). fn effet, plusieurs auteurs
ont démontré, & la suite de HILL et SCHMIDT, 1962 (94), que cette enzyme
hautement purifiée libére lentement les résidus N-terminaux des oligo-
peptides dans lesquels la proline est le second résidu, Cependant, cette
activité pourrait &tre dle & la contamination par 1'aminopeptidase P.
Inversement, certains auteurs pensent que la présence d'une activité
comparable & celle d'une aminopeptidase P dans le reln des animaux
peut &trve dle a la prolidase : YARON et coll,, 1968 (262).

Une activité de type Imidodipeptidasique a été caractérisée

dans l'extrait intracellulaire d'Arthrobacter (BJARE et HOFTSEN, 1970, 20),




A

conjointement a une activité aminopeptidasique similaire & celle de -

. . . . . +
1'aminopeptidase P, L'enzyme bactérienre est réactivée par le Co +5

y) La Carnosinase : Aminoacyl-L Histidine hydrolase

(Bct 3.747 3.730) (Batay, 8- -~~~ "7 -~

Une enzyme qul hydrolyse préférentiellement les dipeptides
dans lesquels l'azote de l'histidine est engagé dans la liaison
peptidique, a été décrite par SMITH (217, 218). Le blocage du carboxyle
libre du dipeptide hydrolysé, ralentit seulément l'activité de cette
enzyme, Le caractére dipeptidasique de cette enzyme n'a donc pas été
démontré de fagon certaine (DELANGE et SMITH, 1971, 56). Elle est trés
instable en absence du substrat, inhibée par les complexants des

2+ 2+ .
et le Mg ; les autres métaux sont

métaux, et activée par le Ma
sans effet ou légérement inhibiteurs, Ii faut remarquer que le zinc

est le métal de l'enzyme native (ROSENBERG, 1960, 192), Cependant,
l'enzyme est beaucoup plus stable en présence da Mh2+, ou dos deux ions

. 24+

24 . . .
Mn et Zn que lorsqulelle contient uniquement du zinc (86).

6) La B-aspartyldipeptidase d'Escherichia coli

Elle a été isolée en 1968 par HALEY (81) et purifiée 110 fois

a partir de la fraction cytoplasmique soluble d!'Escherichia coli, Cette

enzyme n'est pas activée par les ions métalliques., Son poids moléculaire
est de 120,000, et elle a une activité optimale & pH 7,5. Son action

est strictement limitée auxP-aspartyldipeptides, La nature du résidu

ayant le groupement COOH libre, est moins importante ; cependant, lorsqu’il



s'agit du glycocolle ou de lthistidine, il n'y a pas d'hydrolyse,

b) Peptidases & spécificité large

Nous décrirons rapidement les enzymes dont lt'identification

et le caractére dipeptidasique est encore hypothétique,

~ La Cysteinyl-glycine dipeptidase

Purifiée 2,000 fois par SEMENZA, 1957 (206), aprés avoir

été décelée en 1950 par OLSON et coll,(161) dans le rein de porc, cette

enzyme hydrolyse le Cys-Gly, le Gly-Cys, le Leu-Gly, le Gly-Gly., Elle

i)Y

est activable par le Mn2+, le Fe2+, le Co2+ : OLSON (161). La spécificit

dipeptidasique de cette enzyme n'a pas été rigoureusement établie

(DELANGE et SMITH, 56).

- La Glycyl-tyrosinase

Les mEmes remarques sont valables pour cette derniére, purifiée
par LOUGHIN et coll, en 1964 (129) A partir de la glandethyroide de
boeuf, Le mode d'action de cgtte enzyme est peu spécifique : elle est
exempte d'endopeptidase et de leucine aminopeptidase, mais le pouvoir
hydrolytique limité éux dipeptides ayant les fonctionsa-aminée et

x~carboxylique libres n'a pas €té démontré,

- La Glycyl-leucinedipeptidase

C'est une peptidass des tissus animaux. Bien que ce terme,

adepté dans les ouvrages spécialisés, laisse supposer une activité
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restreinte au substrat Glycyl-Leucine (SNITH, 1960, 218 ot PATTERSON et
coll,, 1965, 164), il n'y a pas eu de purification ultérieure ée cette
eazyme, ni de confirmation des travaux de SMITH (56, 215).

UZMAN et coll, en 1960 {241) décrivent une activité analogue
dans le cerveau des mammiféres, mais dont le pouvoir hydrolytique n'est
pas limité & la scission du Gly-Leu:.les travaux de PATTERSON (164)
mettent en évidence deux enzymes ayant une activité Glycyl-Leucine
dipeptidasique, doat l'une est inhibée par le zinc. Mais ces enzymes
n'étant que trés sommairement purifides, les arguménts en Faveur de
leur activation différentielle, soit par le zinc, soit par le Mangandse,

ne sont pas convaincants.

- L'Alanyl-glycine dipeptidase

Cette activité est trés largement répandue dans les tissus
animaux, particuliérement dans la muqueuse intestinale ol elle compte
parmi les activités de type dipeptidasique les plus ahondantes, Tous
les ouvrages (164, 218) constatent que cette enzyme est remarqﬁablement
instable et que, en conséquence, elle n'a pu £tre purifiée, Les
observations de PATTERSON et coll., 1965 (164) ont cependant indiqué
qu'elle est chargée électronégativement,et que son poids moléculaire
est compris entre 65,000 et 85,000,

Une Alanyl—glycine«dipeptidase ou (Alanine~Amino hydrolase)

. . £ 2.2 oz > 2 - . - A
d'origine bactérienne a été étudiée par BEHAL et coll, en 1967 (13),

Elle hydrclyse la plupart des dipeptides composées de deux acides
w-aminés neutres, Le résidu N-terminal a moins d'importaance, L'alanyl-

glycocolle est hydrolysé de facon préférentielle, Cette enzyme n'a
: P
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nalheureusement pas été totalement purifiée, et elle est encore active
a l'égard du tripeptide Ala-Gly-Gly (alors que son action envers le
Leu-Gly-Gly est nulle),

Celle~ci est une enzyme de la fraction membranaire de

Neisseria catarrhalis d'olt elle est extraite par désintégration

sonique, Elle est tfés labile, C'est un complexe métal-enzyme qui
est fortement inhibé par les agents chélateurs et activé par le Coz+
et le Mn2+ (5 mif). Les ions Mangandse et Magnésium sont indispensables
an maintien de la stabilité de l'enzyme,

HAYMAN et PATTERSON, 1971 (92) ont isolé et purifié une
dipeptidase animale peu spécifique dont nous rélaterons les propriétés
de Fagon détaillée; et qui hydrolyse préférentiellement 1'alanyl-

glycocolle, Ne peut-on identifier cette dipeptidase & 1'alanyl-glycine

dipeptidase ?

- La Glycyl-glycine dipeptidase (Ec. 3. 4. 3. 1. — 8)

Cette dipeptidase n'a jamais été hautement purifiée, Cependant,
elle a été décelée par de trés nombreux auteurs : dans les tissus animaii
les tissus végétaux, la levure, les champignons microscopiques et chez
les bactéries (JOHNSON et BERGER, 1939, 106). Nous ne citerons que
les ouvrages les plus importants : SMITH et coll., 1948 (214, 216),
TOGASAWA et coll,, 1957-1958 (236, 237), WILCOX et coll,, 1963 (286).

Cette dipeptidase'n’hydrolyse pas 1'Ala-Gly ni le Gly—Aia;

La spécificité dipeptidasique de cette enzyme a été bien établie par
WILCOX, 1963 (256). Elle hydrolyserait spécifiquement le dipeptide

Gly-Gly, mais il faut remarquer que le pouvoir hydrolytique spécifique
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de cette enzyme a été admis par de nombreux chercheurs, uniguement sup

le seul critére de son activation spécifique par le cobalt,

}J
ot
0]

SMITH, 1948 (216) a étudié le rSle du cobalt : la spécifici
regstreinte de la glycyl-glycine dipeptidase s’expliquerait par L'affinité
du cobalt (au pH optimal de l'enzyme) beaucoup plus grande pour le
glycyl-giycocolle que pour les autres dipeptides utilisés, Ainsi, le
sarcosyl-glycocolle, capable de former dans les mémes conditions un

complexe avec le cobalt, est également hydrolysé, La glycyl-glycine

v

dipeptidase est inhibée par les métaux lourds (zZn, Pb, Cd, Ay, Hg).

Le Mn et le Mg sont sans effet, Elle cst également inhibée par les
réactifs des métaux lourds et par les réactifs des groupes thiol 3
TOGASAWA, 1957 (236), 1958 (237). Le pH optimum de cette enzyme est 7,5,

La leucine et 1l'iscleucine sont des inhibiteurs compétitifs {WILCOX et

FRIED, 1963, 256).

c) Dipeptidases a spécificité large hautement purifiées

«) Dipeptidase avant une spéci

fic
pour los isoméres ootiqu (J

*1té non rigoureuse

ou'L)

Ces dipeptidases hydrolysent les L,dipeptides et les dipeptides

P

ayant un acide aminé C-~terminal de configuration D, Plusieurs dipeptidases
ont été isolées du rein des animaux supérieurs. La mieux étudiée et la

plus représentative de ces dipeptidases ayant un mode d'action étendu,

a été isolée du cortex de rein de porc par CANMNPBELL et coll, (32, 344 56).
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purifiée par CANPEELL et coll,

Cette enzyme est active envers de nombreux dipeptides, Pour
que 1'hydrolyse ait lieu,; il Ffaut que l'acide aminé N-terminal du
substrat soit de configuration L, tandis que 1l'acide aminé C-terminal
peut tre de configuration D ou L. Le dipeptide le plus rapidement
dégradé est l'alanyl-glycocolle (32) 3 le glycyl-glycocolle est parmi
les dipeptides les plus rapidement scindés (88). RENE et CAVMPBELL, 1969,
(187) ont démontré que 1l'enzyme native est un dimére (poids moldculaire
87.000 & 93,000), formé de sous-unités dont le poids moléculaire est
47.200 (32, 187). Ele contiént un atome de zinc par molécule (de poids

L 03
pécifi-~

0

moléculaire 47.200). Cependant, cette enzyme n'est pas active
quement par le zinc, mais zussi par le }@2% et le C02+. ie pH optimum
varie de 7 a 9,0 selon les substrats. Cette enzyme est insensible
l'inhibition par le p.hydroxymercuribenzoate, 1’mnlodoacetaMLdP et le
N-éthylmaleimide : travaux de CAMPBELL et coll.,, 1966.(34), HARPER et
CAMPBELL, 1971 (88).

L'0,phénanthroline déplace le zinc de la molécule protéique,
et 1¥'activité est restaurée par dialyse avec un tampon contenant du
zinc. CAMPBELL et coll, en 1970 (32), ont observé que la dipeptidase

est irhibée par le phosphate inorganique, les nucléotides (A1P, ADP, AMP)

et les ions monovalents,

ep du cortex de porc purifiée par ROBINSON et coll,

C”‘ Qz

2
I
J

5

Cette autre enzyme du cortex du rein de porc {purififée par

pri
3 (18

U‘x“{J

ROBINSON et coll,, 1963, 188) présente la particularité dihydrolyser



rapidement le Gly-D.Ala.
La spécificité de cette enzyme est tros large ¢ la plupart des

n (du type Gly-X)

O

peptides utilisés pour 1'étude de son mode dlacti

sont hydrolysés , 1l'acide aminé C-terminal étant de configuration L ou D.
Cette enzyme est une lipoprotéine acide dont le poids moléculaire

est compris entre 75.000 et 80.00C, Elle est beaucoup plus active A une

levée : pour le Gly-D-Ala._a& 50°C, 220.000 rotations par

[l

température
min, et & 37°C, 600 rotations par min, Pourtant, c'est une enzyme
thermosensible, elle est rapidement inactivée & 40°C,

Bien qu'elle soit une métallo-enzyme, le rdle des ions métal-
liques n'a pas &té clairement élucidé, L'analyse de la protéine montre
que cette enzyme ne contient pas de cobalt, mais uniquement du zinc et
du magnésium, Pourtant, elle est activée par le cobalt & faible concen-
tration, et l'effet du cobalt sur l'activité enzymatique varie considé-
rablement selon la nature du substrat (188). Le pH optimum est compris

entre 7,0 et §,0.

~ Dipeptidase du rein humain isolée et purifiée par FELICETTI
et HASON, 1970 (62)

Les caractéres de spécificité de cette enzyme sont proches de
ceux de la dipeptidase purifiée par ROBINSON et coll, (188). Clest
également une métallo-enzyme dont le poids moléculaire est beaucoup pius
élevé (poids moléculaire de l'enzyme native = 300.000)., L'activité

est optimale a pH 7,0.
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Plusieurs dipeptidases ont un mode d'action 1imité strictement

aux substrats composés par des acides aminés de configuration L,

- La dlpeﬁ idase de la levure, Travaux de CORDONNTER, 1956 (43)

Cette dipeptidase de la levure de brasserie Saccharomyces

z

cerevisiae a des propriétés différentes de celles des dipeptidases rénales :
elle hydrolyse uniquement les dipeptides dont les deux acides aminés
sont de configuration L., Les glycyl-dipeptides sont hydrolysés plus
rapidement que les alanyldipeptides correspondants,

Cette enzyme est inhibée par les réactifs des groupements
thiol, Cfest une métallo-enzyme dont le métal est fortement 1ié a la
protéine; mais la nature du métal n'a pas &ét¢ précisée, car 1l'apoenzyme
est trop modifiée et ne peut 8tre réactivée par les ions métalliques.
La préparation dipeptidasique obtenue par CORDONNIER n'est certainement
pas homogéne, Ce chercheur a réuni de nombreux arguments ean faveur
de 1l'existence d'une coatamination par une dipeptidase qui aurait
une affinité plus particuliére pour le glycyl-glycocolle, Mais
toutes les tentatives entreprises pour sépaver ces deux types diactivités

dipeptidasiques ont échoué,

- La dipeptidase isolée deg cellules tumorales de sSouris par
UAVMAN et PATIERSON, 1971 (92)

Cette enzyme hydrolyse les L.x~dipeptides ayant un groupement
Yy pep V] g P

aminé et un groupement carboxylique libres, Les dipeptides ayant un



résidu N~terminal de petite taille et un résidu C-terminal non polaire,

sont rapidement hydrolysés, Le prolyl-glycocolle et le glycyl-glycocolle

sont hydrolysés, mais non le glycyl-proline,

42}

Clest une zinc-métalloenzyme dont le poids moléculaire est

2

de 85.000 p 5.000. Elle est inhibée par les réactifs des groupements thiol,
Pour cette enzyme, HAYMAN et coll. (92), comme pour llenzyme

de la levure de brasserie, CORDONNIER (43), les auteurs indiquent

une divergence des réactions catalytiques & 1'égard du Ala-Gly et du

Gly-Gly, en présence de divers ions métalliques, et en particulier

du cobalt, Ils ont donc supposé qu'il existe une activité de type

tous les essals entrepris

]

glycyl-glycinase dans leur préparation ; mai
pour séparer deux enzymes, ont échoué, Les deux dipeptidases que lion
ne peut séparer, auralent donc des charges électrophorétiques et des
poids moléculaires trés voisins,

Aucune dipeptidase dlorigine bactérienne douée dfune spécificité

[
by

large n'a été purifiée, La seule tentative de purification a &té celle

a
7

de BEHAL et coll., 1967 (13), qui ont obtenu une dipeptidase dépourvue
Vactivité leucine aminopeptidasique’ mais non activité amino~

dtac té leu e an >ptidasique; d'act té a

peptidasique, puisqulelle hydrolyse encore 17Ala~Gly-Gly. Comme toutes

les peptidases de ce type, elle est treés labile, surtout en absence

. , . 2+ 24
des iouns metalllques((Mh et Mg ).

SUSSMAN et GILVARG en 1970 (224) oat clairement démontré que

les extraits cellulaires d'Escherichia coli contenaient une dipeptidase

(Ec. 3. 4. 3,) qul hydrolyse le dipeptide lysyl-lysine, La nature de



précisée, De nombreux autres travaux

[N

t

o

cette dipeptidase n'a pas
non cités décrivent des activités dipeptidasiques, mais sans établir
cette spécificité de fagon rigoureuse,

Les propriétés essentielles des dipeptidases purifides sont

exposées dans le tableau IV,
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. . T v € .
Deuxieme vartie :  PROPRIZTES DES METALLO-PEPTY ASES

N r ™ - /v - -
Selon VALLEE, 1964 \242), on peut classer les enzymes
nécessitant un cofacteur métallique selon la force de la liaison

du métal avec la protéine eanzymatique,

Le métal a une liaison suffisamment forte avec les protéin
pour leur rester associd pendant tout le procassus d'isolement et
de purification, et pour &tre présent dans le matériel final purifis,

2

De tels métaux ne sont pas déplacés par les procédés usuels

5_x.

de dialyse, et l'enzyme hautement purifiée peut 8tre isolds avec sa
pleine activité,

Il en est ainsi pour la carboxypeptidase A pancréatique gui
peut Btre isolée avec son métal, le zinc (242, 243, 244), de méme
pour la dipeptidase rénale de CAMPBELL, qui n'est pas inhibée par

dialyse contre des agents non chélateurs. Cette dernidre enzyme

.

contient également 1 atome de zinc par molécule (CAVPBELL, 1967, 32),

b) es complexes métal-enzymes

La liaison du métal avec la protéine est plus Ffaible, 1l'ion

’

métallique est libéré facilement par dialyse. Mals la présence des ior

15
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métalliques est nécessaire au fonctionnement de llenzyme, car ils
doivent 8tre additionnés aprés le processus d'isolement pour restavye
1tactivité enzymatique. Chez ces complexes métal-enzyme, la fonction
du métal est encore mal connue ; mais certaines peptidases demandent
un temps diincubation avec le métal pour leur pleine activité, ce qui
montre clairement que le phénoméne dlactivation doit comprendre la
formation dfun complexe métal-protéine. Un exemple de complexe
métal-enzyme est celul formé par la 1eﬁcine~aminopeptidase du rein de
porc (56). L'enzyme native contient du zinc (1 atome gramme par Sous-
unité, 95), Pourtant, ce métal peut 8tre facilement déplacé par simpl
dialyse. Il cst remplacé aisément par le Manganése ou le Magnésium,

-

Quelques dipeptidascs sont des complexes métal-enzymes, Ik

=

en est ainsi de 1l'Iminodipeptidase (Ec. 3. 4. 3. 6.) (49) de 1'Imido~
dipeptidase (Ec. 3. 4. 3. 7.) SHITH, 1948 (213, 50}, de la.  Carnosi:
(Bc. 3. 4. 3. 3.) ROSEWBERG (192).

Les métalloenzymes et les complexes métal~enzymes se dis-
tinguent donc par leur constante d'affinité pour les ions métalliques
celle~ci étant beaucoup plus grands paur les premiéres, MHals des
formes intermédiaires sont possibles; et cette classification corresp
a des donnéés expérimentales mesurables. Pour les métalloenzymes, la
mesure des constantes de stabilité de la liaison métal-protéine a été

réalisée par des techniques dféquilibre d= dialyse. Ces ceonstantes

er

l.’)
4~

X2

ond

. ~10, 3 . .
sont de 3,2 x 10 i pour la Zn-Carboxypeptidase A du pencréas bovia,

4

COLEMAN et VALLEE, 1561 (42) et de 1 x TOuy M pour la Zn-phosphatase

alcaline d'Escherichia coli (242),

Pour la carboxypeptidase A et pour les métalloenzymes en géné
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les rapports métal-protéine, métal-activité, activité enzymatique~protéine,
atteignent des valeurs limites au cours de la purification des EnZYTes;
et,quand celle~ci est compléte, le rapport métal-protéine, en atome-
gramme de métal par molécule de protéine, atteint un nombre entier,
attestant & la fois la spécificité de l'ascociation et impliquant une
relation stéréochiométrique, Corrélativement, les ions métalliques non
nécessaires & l'association sont déplacés ; ils diminuent et atteignent
des valeurs négligeables dans le matériel final, De telles mesures
sont réalisables & condition de prendre de nombreuses précautions
pour éviter toute contamination par des métaux extrinséques (VALLEE,
1955 et THIERS, 1957 (242). Par ailleurs, ces observations nécessitent
des quantités relativement importantes de produits purifiés (VALLEE et
VACKER, 244). Pour cette raison, les enzymes les plus
les enzymes animales; et en particulier les carboxypeptidases A et B,
qui peuvent maintenant &tre préparées par gramme,

La mesure des constantes de stabilité entre divers métaux et
l'apoenzyme, ont &été établies pour les procarboxypeptidases et les
carboxypeptidases par COLEMAN et VALLEE, 1961 (42),

Les métallopeptidases formées avec les métaux de la périods

2 2+ - . . N
+, Hg ~}) ne perdent pas leur métal par dialyse a pH neutre,

24
IT B (zn"", cd
La valeur des constantes de stabilité indique que 1'é&quilibre est

atteint pour des concentrations extrémement basses d'ions métalliques

libres,
. P . . 2+ 2+
Les liaisons formées par les métaux de transition (™7, Co™,
, 2+ ) . .
N1 ) avec l'apoenzyme, sont beaucoup plus faibles; et ces mtaux sont

déplacés par simple dialyse & pH neutre, Avec ces métaux, l'activité

enzymatique est maintenue seulement en vrésence dl'un excés de métal



qui assure l'équilibre avec les ions métalliques du milieu externe,
Donc, si les Ma , Co  , Ni° f_,aroo <ypeptidases existent dans
la nature, leur détection est entravée par les cenditions expérimentales,
puisque des chengements relativement faibles du pH, pendant le processus
d'isolement, causent la dissociation et provoquent la formation d'une
~

apocnzyme qui ne peut 8tre décelée, Dans ce cas particulier, la seule

enzyme native isolée est la Zn-carboxypeptidase, Mals des études ont

o
montré qu'il existe des procarboxypeptidases natives contenant du pet

et du £i2+ qui sont disscciées pendant le processus d'isolement
(PIRAS et VALLEE, 1967, 244).

En fait, de nombreuses enzymes sont isolées,complexées avec un
ion métallique spécifique, qui refldte:;_solt l'affinité particulidérement
haute des liaisons du site actif pour cet ion métallique;_soit

‘abondance relative de ce métal dans le milieu extrinsdque,

Beaucoup de liaisons biologiques ne présentent pas uune haute

spécificité ou une affinité exclusive pour un ion métallique donné,

En particulier, de nombreux complexes métal-enzymes sont activés par

une série d'ions métalliques, et il est donc trés difficile de déterminer
quel est le métal biologiquement actif qui est chimiquement associé avec
ce systéme dans son état natif.,

Lfidentification des complexes métal-enzyme repose sur la dé-

monstration de l'activation par les ions métalliques, 1'inhibition par

les complexants des métaux, et la réactivation par les ions métalliques,



1
(&%)

A SRET AP o - . , -~ i
2) R8le fonctiomel et structural des ions nétalliques

Le métal dans les métalloenzymes peut

5]

articiper aux fonctions
catalytiques, mais &galement stabiliser la structure secondaire,
tertiaire ou gquaternaire de la protéine enzymatique, Ces divers r8les

ont été démontrés pour plusieurs =nzynes.

- Le rBdle du métal peut €tre uniguement fonctionne Ainsi la
carboxypeptidase A ntest pas dépolymérisée, mais inactivée par

élimination du zinc, Cependant, il est possible que la modification
structurale soit limitée & une petite région de la molécule, qui ne
peut &tre décelée par les méthodes utilisées par NEURATH, 1960 (158).

Une telle altération est envisagée, car la stabilité de 1'apoanzyme

&

est plus faible en comparaison de celle de lfenzyme native,

~ Souvent le rdle du métal est & la fois structural et fonctionnel,
I1 en est ainsi pour la leucine aminopeptidase (Bc. 3. 4. 1. 1.)* Les
. , . L2 g, R - e vy
iong métalliques, le 1 (traveux de SMITH, 1955, 220) ou le Zn
travaux de HIMMELHOCH, 1969, 95), jouent un rdle de stabiliczant et de

catalyseur, Cfest égalenment le r8le du zinc pour la protéase ncutre

de Bacillus thernoproteolyticus (244), i cobalt pour de nombrouses

peptidases therrostables comme 1!'Aminopeptidase API de Becillus stearo-

thermophilus, étudife par RONCART et ZUBER (190) 5 enfin du Mangandse

N 9. o s o g
pour l'TW*JOQWPPPElda e (49), 1'Imidodipeptidase (50) et la Carnosinas
(192).
Les ions les plus scuvent concernés dans le r8le stabilisateur
2 Ok X
sont le ca“’, le Mg"" et le Zn™" (244),
Le plus souvent un seul métal renplit ces diverses fonctions

mais plusisurs métaux peuvent ilntervenir, Alnsi, la protéase neutre de



Bacillue subtilis contient du zinc, lequel est nécessaire & la Fonction

catalytique, mals elle est stabilisde par le calcium stltantolyse se
produit rapidement en absence de ce métal (944)
Il est difficile de définir sans ambiguitd quels sont les

.
a

différents rdles des ions métalliques, car ceux-ci peuvent 8tre

inter-dépendants. Plusieurs modes d'action ont été envisagés (VALLEE

et WACKER, 1970, 244).

- Le métal participe a llattachement dau substraty
- i1 participe & la fois aux deux fonction .(41);

1 .

- il peut apporter des changements de conformation qui présentent

-+
2
¢
[0

avantages, soit foncticnnels, solt structuraux, soit les deux ensembles

~ il peut réagir avec les chailnes latérales des aminoacides de la protiéine,

dlune fagon telle, que le complexe formé par sSes
pulsse acquérir wne fonction catalytique;
le métal interviendrait dans le processus de l'hydrolyse de
la liaison peptidique, en provequant une redistribution des charges
sur la molécule de substraty de sorte que la liaison peptidique,
devenue plus labile, nécessiterait une énergie dactivation plus
faible pour 1'hydrolyse (RABIN, 1960, 184 ; VALLEE et coll., 245),
Pour beaucoup de métalloenzymes, la nécessité absolue d'un
ion métallique pour llactiviité catalytique a
métallique peut €tre déplacéd par les agents chélateurs ou par un
changement de pl, et l'apoenzyme obtenue est inactive ; cependant,
la pleine activité peut 8tre restaurée par addition de métal,
HMais parfois le déplacement du métal proveque une modification
de la structure, suffisante pour entralner une altération irréversible,

»

Dans c2 cas, le remplacement de 1l'ion métallique par un autre peut

bt
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tal,

jal
9
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7
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apporter quelques indications sur le r8le catalytique

A Y

Ainsi HIMMELHOCH (95) a démontré le r8le du zinc pour la leucine amino-

. , 24
peptidase en déplacant celul-ci par le Cd ™ .

La leucine aminopeptidase
est alors inactivée, mais non dénaturée, et le déplacement inverse
H s } I
<t . . . . . N
du Cd~ par le zinc provogue une réactivation proportionnelle a la

. , 2+
concentration en 7Zn .

3) Nature des sites d'attachement du métal & la protéine

Les connalssances en ce domaine sont encore limitées,
L'identification des sites d'attachement du métal avec la protéine
est fondée principalement sur 1'étude de l'interaction entre les
métaux et les groupements réactionnels des acides aminés, des peptides
et de leurs dérivés,

Lfétude de tels moddles a montré que les groupes impliqués
dans la coordination des métaux avec les protéines peuvent &tre les
suivants : le groupe w-carboxylique terminal, les acides carboxylique
(acides aspartique et glutamique), le groupe epsilon aminé de la
lysine, l'imidazole de lthistidine, le groupe thiol de la cystéineg,
1thydroxyle phénolique de la tyrosine et le groupe w-aminé terminal.

Dans les conditions les plus favorables, la nature des
groupes "domneurs" libérés par le déplacement du métal peut Gire

démontrée par des modifications bien définies, au moyen des réactifs

habituels spécifiques des groupements réactionnels des acides aminés

3

La cystéine et la tyrosine ont é&té le plus souvent impliquées

Cu
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i
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ion du métal avec la protéine au site actif de 1'enzyme,



Les résidus histidyl sont trés souvent suspectés, en comparaison avec
des meddles catalytiqués plus simples, mais ils ont été rarement
identifiés (VALLEE, 244). Cette incertitude est dle en partie au
manque de réactif chimique spécifigue, modifiant uniquement ce

groupement réactionnel (VALLEE et RIORDAN, 243).

La nature deg résidus impliqués au site actif est pratic

o

inconnue pour la plupart des exopeptidases. Le groupe thiol a été
sugpecté pour plusieurs exopeptidases : la Leucine aminopeptidase

d'Escherichia coli B (DICK et MATHESON, 1970, 57), la Prolidase

(Ec. 3, 4. 3. 7.) SMITH, 1955 (217), la Proline iminopeptidase

d'Escherichia coli X12 (SARID et coll., 200).

P

Mais seul le site actif de la carboxypeptidase A a été
bien étudié : le zinc, dans le site catalytique de cette enzvme, est
coordonné a un résidu glutamyl et deux résidus histidyl (travawx de
HARTSUCK, 1968 et de BRADSHAY et coll., 1969, 90). Le site actif de
la Leucine aminopeptidase est encore trés mal connu, Plusieurs auteurs
(SMITH et SPACKMAN, 220 ; BRYCE et RABIN, 28) ont réalisé des études
qui semblent indiquer que 1l'ion métallique est coordouné & un groupe
imidazole ngn chargé ou a un groupe w-aminé non chargé,

De ceg travaux, comme de ceux concernant la carboxypeptidase A,
il se dégage que le rBle, dans la fonction catalytique, des groupes
réacticnnels de la protéine enzymatique (non 1iés au métal au niveau
du site actif), est beaucoup plus important qu'on ne le pensait tout
d'abord; et le rdle des ions métalliques est peut Etre plus limité

(DELANGE et SMITH, 1971, 56).

&
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4) Influence de la nature du métal sur la spécificité

Beaucoup dlenzymes ne présentent pas une exigence spécifique
pour un seul métal. Les ions Zn, Co, Ni, In, Cd, Hg et Pb produisent
des carboxypeptidases actives (242), Mais la nature du métal peut
modifier profondément la spécificité pour différents substrats,

SMITH en 1948 (216) expliquait la spécificité particuliére
de la Glycyl-Glycine dipeptidase, qui est activée par le cobalt, par
Ltaffinité particuliére de ce métal pour le Glycyl-Glycccolle au pH
optimal de l'enzyme,

Plusieurs observations ont montré que llamplitude de la
réaction catalytique dépend & la fois de la nature du métal au site
| 2+

actif et de la nature du substrat. Ainsi les Mn

-~ carboxypeptidases présentent A la foils des activités peptidasiques
ls

- 24 24

24 .
et estérasiques, alors que les Cd , Hg et Pb~ - carboxypeptidases

sont douées uniquement d'activité estérasique; et les carboxypeptidases
" 2+ 2+ .
contenant du Cd~ ou du Hg ont une activité estérasique plus ¢levée
que celle de l'enzyme native contenant du Zn (VALLEE et coll., 242),
Cette action des ions métalliques ne se limite pas & la réactivation
de 1'apoenzyme, L'incubation de la Zn-carboxypeptidase A avec le
24 - . : e s . . .
Co provoque une augmentation de l'activité peptidasique (qu1 ast
doublée) alors que llactivité estérasique reste inchangée (FOLX et
CLADNER, 69).
Un tel phénomdéne aé&é observé pour diautres enzymes que les
dipeptidases; la substitution du Zn par le Co change la spécificite

de la phosphatase alcaline d'Bscherichia coli, qui perd son activité

phosphotransférante, meis garde son activité hydrolytique (40, 18))
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Ainsi la substitution d'un métal par un autre peut induire des

changements notables dans la spécificité d'action des métalloenzymes,
L'activation différentielle par un ion métallique est donc

un critére insuffisant pour établir l'existence d'une peptidase

spécifique, et comme l'ont soulignés SMITH, 1960 (218) et DELANGE

et SMITH, 1971 (56), l'existence d'une dipeptidase spécifique telle

que la Glycyl-Glycine dipeptidase restera une hypothése de travail

tant que l'enzyme n'aura pas été purifiée,
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Troisiéme partie : ROLE DES PEPTIDASES IN VIVO DANS LA CELLULE BACTERIENNE

1) Fonction des peptidases

a) RBle nutritif

u) Utilisation des peptides comme source d'acides aminés

On n'a pu confirmer que certainsg peptides spécifiques
(streptogénine) intervenaient dans la stimulation de la croissance de

certaines bactéries (travaux de WOLLEY, 259, pour Lactobacillus casei

et certaines espéces de Streptocoques). Plusieurs équipes de chercheurs

démontrent que cet effet stimulateur de la croissance est en relation
directe avec l*hydrolyse des peptides qui proveoque un apport supplé-
mentaire en acides aminés (XIHARA et SNELL, 1960, 111).

Ce rO8le des peptidases est démontré par de nombreux travaux
. (39, 112, 116, 119, 166, 169, 171) et non seulement par le fait que
les peptides accélérent la croissance des bactéries en milieu minimal,
mais aussi par le fait que la croissance des bactéries exigeantes en
certains acides aminés peut €tre assurée uniquement par des peptides
qui contiennent ces acides aminés indispensables, Une preuve directe
de cette fonction a été établie par KESSEL et LUBIN (110), un mutant

d'Escherichia coli auxotrophe pour le glycocolle et ayant perdu son

pouvoir hydrolytique a 1l'égard du Glycyl-glycocolle, est incapable
de croftre sur un milieu contenant ce dipeptide, bien qu'il posséde
la capacité de le transporter et de le concentrer a l'intérieur de

la cellule,
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B) Localisation intracellulaire des peptidases

Beaucoup de bactéries utilisent les dipeptides commne source

d'acides aminés, cette utilisation peut se faire par deux mécanismes

1° - Les peptides sont hydrolysés & l'extérieur de la membrane
cytoplésmique et les acides aminés libérés seront transportés A&
ltintérieur de la cellule pour &tre utilisés, Mais, s'il existe des
peptidases extracellulaires, par exemple 1'aminopeptidase d'Aeromonas

proteolytica (LICHFIELD et PRESCOTT, 1970, 124) et 1!'Aminopeptidase

des Streptomyces (MORIHARA, 149 et OUCHI, 162), la plupart des

aminopeptidases et les dipeptidases qui ont été caractérisées ou

purifiées sont intracellulaires.

2° - C'est donc un deuxiéme processus qui intervient : les
peptidés seront trensportés a l'intérieur de la cellule, et ensuite
hydrolysés,

La localisation intracellulaire des exopeptidases est montrée
pour diverses bactéries par les travaux de BACKER et coll, (6), BOLTON
et BRITTEN (24), FRITSCHE et HANSON (71), HALEY (81), LEVY et coll,
(120, 121), MATHESON et coll. (1234, 138, 140, 154, 238), Mc CORQUODALE
(142), SARID et coll. (200), SIMMONDS et coll. (208, 209, 210, 211, 247),
ROULET et ZELLER (193), enfin SWECZULK (228), SEIDEL (204).

La plus grande partie de 1l'activité peptidasique est localisée
dans la fraction cytoplasmique soluble,

Une peptidase ribosomale d'Escherichia coli a été étudiée par

MATHESON et coll. (135, 136, 137, 138, 140, 154). Cette peptidase

paraft identique & celle décrite par Mc CORQUODALE (142). Pour 1'ensemble
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des peptidases d4'Escherichia coli, tous les travaux de MATHESON et coll,

(140), SARID et coll, (200), SIMMONDS et coll. (210), SUSSMAN et coll,
(224) et voaT (148) s'accordent pour démontrer que ces enzymés sont
vraiment intracellulairss, car ni les chocs osmotiques, ni la formation
de sphéroplastes ne produisent de libération de ces enzymes qui soit
significative, en comparaison avec celle d'autres enzymes bactériennes
souvent situées entre la membrane cytoplasmiqge et la paroi (phosphatase
alcaline, nucléase) (travaux de NEU et coll., 1965, 157).

Il en est ainsi pour les peptidases de la piﬁpart des espéces
bactériennes (qui ont été étudiées : FRISTCHE et HANSON, 71 ; RYDEN et
coll,, 197) exception faite pour quelques aminopeptidases thermostables

des Bacillacées qui sont libérées par la lyse de la paroi (ZUBER

et RONCART, 189, 190, 268).

Le r8le des peptidases dans la digestion des aliments azotés
est limité, du fait de leur caractére endocellulaire, aux peptides
qui pénétrent dans la cellule, De nombreuses études ont été consacrées
ces derniéres années au processus de transport des dipeptides et des
oligopeptides chez les bactéries (travaux de PAYNE et GILVARG, 73, 166,
167, 168, 169, 170, 171 ; SUSSMAN et GILVARG, 224 ; PITTMAN, 177) .

Le prélévement du peptide est établi par le fait qu'il assure

la croissance d'une souche d'Escherichia coli exigeante pour un acide

aminé particulier : Lysine, Arginine, Proline ou Glycocolle (110, 167,

168) .



Alors qu'il existe de nombreuses perméases pour les acides
aminés (COHEN et coll., 39 ; KEPES, 109 ; PIPERNO, 176), la plupart
des oligopeptides utilisent le méme systéme de transport (PAYNE et
GILVARG, 167, 168, 169, 170, 171) et il existe quelques perméases pour
les dipeptides., Tandis que les perméases des dipeptides limitent leur
action & ceux-ci, le systéme de transport des oligopeptides transporte
également les dipeptides (PAYNE et GILVARG, 169, 171).

Dans tous les cas, pour que le transport ait lieu, la présence
d'un groupe x-aminé ou c—-iminé est essentielle, la substitution de
ce groupe empéche le transport (LOSICK et GILVARG, 128 et PAYNE et
GILVARG, 167, 169). Les systémes de transport des dipeptides et celui
des oligopeptides se distinguent par la nécessité d'un groupement
carboxyle terminal libre pour les premiers; tandis que pour les
oiigopeptides:le carboxyle terminal peut &tre substitué ou absent

(PAYNE et GILVARG, 169, 171).

— e e e o e e e e en e mm ome e e em s e e e e e

La possibilité d'un rble éventuel des peptidases dans le
transport des dipeptides a été envisagée, mais XKESSEL et LUBIN (110) ont
démontré clairement que ces deux systémes sont indépendants :

Un mutant d'Escherichia coli exigeant en glycocolle, mais qui

a perdu la capacité d'hydrolyser le glycyl-glycocolle, accurule ce

dipeptide sans pouvoir l'utiliser pour la croissance,



Cependant, un autre mutant, déficient en perméase (permettant
le transport du dipeptide), présente un taux normal d'activité
peptidasique.

Enfin, la preuve de la différence entre le transport des
dipeptides et 1l'activité peptidasique est fournie par de nombreuses

observations; ainsi, certains mutants d'Escherichia coli ayant perdu
b s

leur systéme de transport des oligopeptides, deviennent résistants
au pouvoir nocif de certains oligopeptides -mais il n'y a aucun
changement appréciable de leur activité peptidasique {PAYNE et coll.,

1968-1971, 166, 171 ; SUSSMAN et coll., 1969-1970, 223, 224).

b) R8le protecteur des peptidases intracellulaires contre

e et e e s e et e P .

Plusieurs études démontrent que les peptides non dégradés
s'accumulent dans la cellule et peuvent inhiber la croissance bactérienne.
Par exemple, certains peptides de la Leucine (Leu—Gly, Gly—Leu)
augmentent considérablement la période de latence précédant la phase

exponentielle de croissance chez Escherichia coli (154). Les acides

aminés qui constituent ces peptides sont sans effet sur la croissance;
et 1l'inhibition est d'autant plus forte que les cellules sont plus
"3gées" et que la capacité peptidasique des cellules est plus réduite
(154). De la méme fagon, les dipeptides suivants : Lys-Ala, Ala-Lys,
Lys-Leu, inhibent la croissance bactérienne (166, 171). La triornitine,

qui est dégradée lentement par Escherichia coli, est également toxique
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pour cette bactérie (171). Par ailleurs, SUSSHMAN et GILVARG (223) ont
montré que la croissance d'un mutant ayant perdu la capacité d'hydrolyser
rapidement la trilysine, est inhibée par ce peptide, qui est utilisé
habituellement pour la nutrition, sans »ffet’inhibiteur, par la souche

sauvage d'Escherichia coli, Ainsi, certains peptides non hydrolysés,

pauvent inhiber la croissance bactérienne, Il faut noter a ce propoé
que les peptides antibiotiques (Bacitracine, Pénicilline, Gramicidine)
contiennent généralement des acides aminés non usuels ou des structures
inhabituelles (BODANSKY, 1969, 23) qui emp&chent leur dégradation par

les peptidases.

c) Autres rdles éventuels des peptidases intracellulaires

e e e mms ms wm we mee  mm e wma A mm  me  me mm me s m e e o A e

Quand les protéines sont synthétisées, l'acide aminé initial
est la formyl-méthionine, Il est donc nécessaire qu'une déformylation
et une hydrolyse ménagée ait lieu pour que la protéine parvienne a son
état final. L'hydrolyse du groupe formyl est catalysée par une
déformylase hautement spécifique (ADAMS, 1965, 1 ; LIVINGSTON et LEDER,

1969, 127 ; TAKEDA et WEBSTER, 232). Pour Escherichia coli et pour

Bacillus subtilis, la proportion des protéines ayant la méthionine en

position N-terminale est respectivement de 45 p. 100 et 10 p. 100 (101,
252). La présence d'acides aminés N-terminaux autres que la méthionine

indique qu'il y a une hydrolyse ménagée par une aminopeptidase pour une
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grande partie des peptides nouvellement synthétisés, PINE (175) en

1969, a étudié la maturation des protéines, et il a conclu

1° - que la déformylation précéde le clivage par la peptidase,

2° ~ gue cette déformylation peut se produire pendant 1l'élongation
de la chaine ou bien aprés la libération de la chalne protéiquedu
ribosome, ‘

3° - que le clivage peptidasique se produit aprés la libération

des chalnes peptidasiques complétes et du ribosome,

v wm w e e rm mm e ww ees ae s e ewe me  mm e Uee e e e et e e e

Des variations cycliques‘des activités peptidasiques et protéi-
nasiques pour des cultures de bactéries; synchronisées avec Ja multipli-
cation cellulaire, indiquent que ces enzymes pourraient exercer quelques
fonctions essentielles en rapport avec la croissance (travaux de
NISHI et coll., 113, 159, 160 ; MURAYAMA et MATHESON, 155). L'activité
de ces enzymes est maximale aprés la phase de division cellulaire, Des
résultats semblables ont également été obtenus avec des cultures
synchrones de levures (43).

Un 'pool" de protéines labiles (2 & 7 p. 100 des protéines
totales) est dégradé pendant la phase exponentielle de croissance des
bactéries (SUSSMAN et GILVARG, 1971, 225). Le rdle de ces protéines
et laAsignification de leur dégradation sont inconnus, Les expériences
réalisées avec les cultures synchrones de bactéries, ont montré qu'une

partie des protéines totales d'Escherichia coli est dégradée pendant




66

la phase de la division cellulaire, Cette protéolyse ne se produit
pas a un autre moment du cycle cellulaire, Cependant, l'identité
entre les protéines labiles dégradées pendant la phase exponentielle
de croissance et celles qui sont dégradées pendant le cycle de la
division cellulaire, n'a pas été démontré et cette fonction des

peptidases n'a pas été bien établie (SUSSMAN et GILVARG, 1971, 225).

2) Régulation des peptidases

Tous les travaux ont montré que les bactéries cultivées en
milieu minimal, en absence des peptides exogénes, présentent une
activité peptidasique aussi compléte et aussi élevée que celle des
cellules cultivées en présence de peptides (209, 223, 248). La
synthése de ces enzymes ne semble pas non plus soumise & la régulation
répressive, car les cultures de l'enzyme avec divers substrats ont
montré que les cellules contiennent des taux élevés de peptidases et
que l‘activité peptidasique est insensible aux fluctuations endogénes
ou exogénes des produits du catabolisme (GILVARG, 73).

Mals ces peptidases constitutives existent peut &tre sous
une forme partiellement latente (travaux de SIMMONDS et coll,, 208, 209,
210, 211, 247). En fait, l'activité peptidasique des cellules non
traitées est beaucoup plus faible que celle des extraits cellulaires
obtenus par rupture des cellules (par les ultra—sons). SIMMONDS observe
que cette Y“cryptycité" des bactéries est beaucoup plus accentuée chez

les cellules dgées qui sont plus pauvres en cofacteurs métalliques et,
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que 1'inhibition est peut €tre due & des traces d'ions métalliques ou
2 un abaissement du pH; mais, comme nous l'avons rappelé précédemment,
ces différents facteurs influencent directement l'activité péptidasique
"in vitro", et ces observations n'apportent aucun éclaircissement sur

la signification physiclogique du phénoméne de latence, De plus, il

est difficile de déterminer quelle est l'importance de ces diverses

conditions de culture dans l'environnement naturel d'Escherichia coli.,

Enfin, de nombreux faits prouvent que cette latence ne peut 8tre que
partielle, puisque des peptidases sont actives pendant la phase
logarithmique de croissance, Par exemple 1'hydrolyse d'un dipeptide
(oligopeptide, dipeptide) fournissant un acide aminé indispensable,
n'est pas un facteur limitant de la croissance : le taux de croissance
pendant la phase exponentielle est le méme en présence de peptides ou
en présence de l'acide aminé indispensable {GILVARG et coll., 73, 171).

Mais si les peptidases sont actives, comment les chalnes
peptidiques nouvellement formées sont-elles protégées de la dégradation
produite par les peptidases cytoplasmiques ?

lLe phénoméne de latence étant partiel, ne peut assurer ce

rdle de protection, qui pourrait &tre réalisé par divers processus :

- La formylation du groupe «-aminé terminal protége les
peptides de l'attaque par les aminopeptidases. Cette protection a
été démontrée "in vitro" (1, 127, 232). Ceci est en accord avec
1t'observation de PINE (175) montrant que la déformylation précéde
1l'attaque peptidasique,

L'estérification du groupement C-terminal par les t-RNA

protége les chaines peptidiques de l'action des enzymes nécessitant
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un groupement carboxyle 1ibre pour leur action, Mais cette protection
n'est peut-&tre pas nécessaire, car cette extr&mité peptidique est

toujours intimement associée au ribosome,

— Plusieurs peptidases paraissent capables d'agir rapidement
uniquement sur les dipeptides et les tripeptides; et PINE (175) a
montré que les protéines nouvellement formées sont modifiées apres
leur libération du ribosome, Celui-ci pourrait donc protéger les
peptides naissants de 1l'hydrolyse par les peptidases, en permettant
une croissance de la chalne peptidique, suffisante pour la garantir
de l'action des enzymes les plus activés. Le danger de dégradation
des peptides naisgants a peut-&tre été surestimé.

En relation avec les connaissances acquises sur la structure

des groupes initiaux des protéines d'Escherichia coli, plusieurs

auteurs ont caractérisé des peptidases répondant aux exigences de
spécificité requises pour 1l'élimination du groupement méthionyl
terminal et l'hydrolyse ménagée des protéines,

Ce sont 1'aminopeptidase I d'Escherichia coli (VOGT, 1970, 24¢,

et la peptidase ribosomale de MATHESON (57, 137). Selon VOGT ces deux
enzymes, dont la spécificité d'action est assez large, seraient
identiques;et l'association de la peptidase de MATHESON avec les

ribosomes ne serait que transitoire, et serait peut &tre un artefact,

a0 aux conditions d'extraction de cette enzyme (force ionique faible, 248).
Mais, indépendamment de ces différences, si le rdle de ces peptidases

dans la maturation des protéines est possible, il n'a pas été clairement

démontré,
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BROWN et XRALL, 1971 (27) ont identifié une peptidase
cytoplasmique, qui hydrolyse sélectivement les dipeptides et les
tripeptides ayant le groupement méthionine en position N-terminale.
Mais, a l'encontre des observations de PINE, 1lfaction de cette
peptidasg devrait se situer A un stade précoce de la synthése des
protéines.

On peut donc conclure que la nécessité d'action dfune
peptidase pour la maturation des chafnes peptidiquesa été bien
établie; mais l'identification de cette peptidase, 1l'étude de son
mode d'action spécifique et la possibilité de son association avec

le ribosome sont encore trés mal connus,



CHAPITRE 11

RECHERCHES PRELIMINAIRES
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I - PROTOCOLE DE IFESURE DES ACTIVITES PEPTIDASIQUES

1) Dosage de l'activité peptidasique par une technique
colorimétrique directe

La mesure de 1l'hydrolyse enzymatique des dipeptides par les
méthodes colorimétriques, nécessite l'emploi de réactifs spécifiques des
acides aminés et qui soient peu sensibles & l'égard des peptides et des
protéines, Cette mesure étalt falte lors des travaux préliminaires par
le procédé de TACQUET et coll. (230); il s'agit d*une technique semi-
quantitative (annexe technique page 183). Avant d'effectuer la réaction
avec la ninhydrine, du 2.4.dinitrofluorobenzéne est ajouté a l'hydrolysat,
de facon a bloquer la réaction donnée par le peptide initial et les
produits du métabolisme cellulaire. La coloration est provoquée alors,
par l'une des deux molécules d'acides aminés produites au cours de
1'hydrolyse,

Cependant, pour évaluer l'activité relativement élevée des
extraits cellulaires, cette méthode s'est révélée insuffisante et, par
la suite, nous avons mis au point, en 1969 (180), une technique de dosage
plus précise et fidéle, permettant de suivre l'hydrolyse d'une gamme
étendue de dipeptidés en présence de cellules ou de préparations enzy-
matiques purifiées,

La technique proposée permet de mesurer directement 1l'hydrolyse
des dipeptides ; elle repose sur la réaction de la ninhydrine avec les
acides aminés libérés, en présence d'acide ascorbique,et sur la formation

d'un complexe du pourpre de RUHEMANNet du cadmium.
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Les travaux de YANARI en 1956 (261) et de MATHESON et TATTRIE
en 1964 (139) ont précisé les conditions expérimentales qui permettent
de diminuer spécifiquement la coloration de certains dipeptides par la
réaction & la ninhydrine, D'autre part, HEILMAMN{, BAROLLIER et WATZKE
en 1957 ( 93) ont obtenu,en électrophorése sur papier, une coloration
stable et spécifique des acides aminés et des peptides par la formation
d'un complexe du pourpre de RUHEMANNet du cadmium en nmilieu acide,

Nous avons associé ces divers procédés, Nous avons suivi les indications
de MATHESON et TATTRIE (139) qui préconisent l'emploi du réactif de
YEMM et COCKING (265) en présence d'une concentration finale bien
définie de tampon citrate ou acétate, Nous avons remplacé le cyanure

de potassium dangereux & manipuler par de l'acide ascorbique, selon le
procédé de SCHWERDTFERGER (203); et nous avons utilisé le tampon acétate
de sodium & pH 4 pour favoriser 1l'action du cadmium sur le pourpre de
RUHEMANN, le cadmium donnant un précipité avec le citrate (les détails
du protocole expérimental sont exposés dans le chapitre '"Appendice
Technique'),

L'examen des résultats obtenus montre que la sensibilité du
dosage est comparable & celle des techniques classiques (Tableau V),
mais, pour certains peptides, la spécificité est beaucoup plus Qrande.

En effet, la densité optique de la réaction donnée par ces peptides est
bien plus faible que celle donnée par les acides aminés, Il devient donc
facile de mesurer l'hydrolyse par les dipeptidases, de substrats tels
que le Gly-Leu, Gly-Try, Gly-Pro, Gly-Phe, Gly-Ser et Gly-Met; alors que
ces dipeptides donnent, avec les techniques proposées antérieurement, un

"émoin" (dipeptide non hydrolysé) beaucoup trop élevé (Tableau V).
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D.0. X 100 D.0. x 100 (1)
5 uM/ml de dipeptide de 0,25 pM des 2 acides
Peptides aminés + 4,75 ul de dipeptide

11 I 11

Ala-Gly 18 a4 24 64 8 19,2 6,8
Leu-Gly 17 & 22 6a 8 14,6 12,5
Pro-Gly 8 a 10 0a 0,5 7,3 6,7
Bz.Gly-NHp ca 0,5 0a 0,5 14, 3 6,2
Z.Gly-Phe oa o,5 0a 0,75 10 3,6
Z.Gly-Trp 0a 0,5 0a 1,0 11,3 4,1
Gly-Leu 200 14 a 16 - 11,9
Gly-Trp 200 11 & 13 - 8,9
Gly-Phe 200 6 a 8 - 9,6
Gly-Pro 200 g a - 5,3
Gly-DL-Ser 100 9 a 12 - 7,8
Gly-DL-Met 100- 64 8 - 10,0

Comparaison des résultats obtenus par diverses techniques

TABLEAU N° V

I - Variante de la technique de

ITI - Procédé

MATHESON et TATTRIE

pProposé

(1) Densité optique de la solution de dipeptide & 4,75 pM/ml + 0,25 pM/ml
de chacun des deux acides aminés constitutifs du peptide., Densité
optique lue par rapport au témoin peptide a 5 pM/hl.
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A partir d'une gamme de Leu-Gly (5 p¥/ml & 2,5 ud/ml) contenant
0 a 2,5 puM/ml de leucine et de glycocolle libres, nous avons effectué
15 mesures successives pour chacune des dix concentrations de la gamme ;
d'abord par notre technique,et ensuite, par celle de MATHESON et
TATTRIE (Tableau VI ). La reproductibilité est bonne, les écarts types
n'étant pas élevés,et la concordance entre les deux techniques est
parfaite, Nous avons soumis les deux séries de résultats au test de
STUDENT,qdi montre que les valeurs de "t" (Tableau VI ) sont inférieures
a 2,145 pour une probabilité de 5 p. 100 lorsque le nombre de mesures
est égal a4 15; ce qui implique la concordance des deux méthodes,
SCHWARTZ, 1960 (202). L'application & la mesure de 1'hydrolyse des
dipeptides par les microorganismes ou les extraits cellulaires, ne
présente pas de difficultés, car la réaction avec les protéines est

faible dans nos conditions expérimentales,

2) Dosage des protéines

La'concentration en protéines des solutions enzymatiques a
été déterminée par deux méthodes :
- Pour les premiéres étapes de l'extraction : la teneur en protéines
des bactéries broyées et des suspensions cellulaires eét déterminée par
la technique de YOUMANS, 1968 (266) qui est une adaptation de la technique

de LOWRY pour le dosage des protéines des Mycobactéries,

- Par la suite, la concentration en protéines des fractions enzymatiques

est mesurée directement par la méthode de LOWRY (130).
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M Ecart-type
t

% I II T II

5 0,23 0,25 0,0303 0;0196 1,51
10 0,52 0,53 0,0316 0,031 0,71
15 0,78 0,78 0,062 0,028 0,44
20 7,05 1,03 0,064 0,041 1,21
25 1,32 1,30 0,062 0,056 1,08
30 1,52 1,51 0,070 0,062 0,43
35 1,79 1,78 0,071 0,090 0,194
40 2,03 2,0 0,075 0,083 0,89
45 2,24 2,19 0,086 0,074 1,33
50 2,49 2,43 0,078 0,103 1,81

TABLEAU N°VI

Etude statistique des résultats obtenus,

: Pourcentage théorique des acides aminés libres pour une gamme de
Leu-Gly exemple 5 % = 0,25 pbyhl Leu + 0,25 pM/ml Gly + 4,75 pM/ml
Leu-Gly

Moyenne de 15 mesures du taux d'hydrolyse en pNVhl

33

Ecart-type (p <0,05)

Test de student pour 15 mesures

.

: Variante de la technique de A. MATHESON et B. TATTRIE

II: Procédé décrit
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Dans les deux techniques, une gammne standard de sérum albumine
bovine (Poviet - Amsterdam) est utilisée comme référence. Nous avons
mesuré le rapport entre le poids sec des bactéries et la concentration
en protéines dosée par la technique de YOUMANS (LOWRY). Le résultat
moyen obtenu pour 15 mesures est de 265 mg de protéines pour un gramme
de bacilles secs, Ces résultats correspondent & ceux de SAGNIEZ et coll,

qui ont pratiqué des mesures analogues avec des souches de Mycobacterium

tuberculosis,

Divers auteurs ont indiqué que ces valeurs sont relativement
faibles si on les compare & celles mesurées par d'autres techniques
(Biuret, quantité d'azote total, 266, 114, 198). SAGNIEZ et coll, (198)
expliquent cette différence par la faible teneur en tyrosine des protéines

totales des Mycobactéries (2 p. 100 pour Mycobacterium phlei, EDSALL (59)

par rapport & la sérum-albumine 4,94 p. 100)

A

La densité optique des éluats de chromatographie est mesurée & 280 nm,

3) Etude de la cinétique de 1'hydrolyse des peptides

a) Par les préparations cellulaires

Lors des essalis préliminaires, les peptides sont hydrolysés
dans le tampon Tris 5 mM de piH 7, a la température de 37°C, pendant
des durées variables selon le substrat utilisé. La concentration en
substrat est de 5 mM. La réaction enzymatique est arrétée par addition
d'acide acétique 0,1 N (1 vol. pour 2 vol. d'hydrolysat) et par refroidis-
sement & 4°C, Le poids sec des bactéries est inférieur a 10 mg par ml

de milieu réactionnel : dans ces conditions, la quantité de peptides



77

hydrolysés est proportionnelle A la concentration en bactéries (figure 1).

La cinétique d'hydrolyse du dipeptide Ala-Gly par Mycobacterium

phlei 689 (figure 2) montre que la vitesse de réaction est d'abord
constante pendant un certain temps, puis diminue, I} est donc nécessaire
de faire la mesure de l'activité peptidasique pendant un temps limitéy
dans l'exemple choisi, pendant une période inférieure & 2 heures,

On exprime l'activité des bactéries en pM d'acide aminé 1libéré
par heure et par mg de bactérie en poids sec. Pour les préparations
cellulaires, la vitesse de la réaction varie considérablement selon
les peptides, La figure 3 montre que, pour la cinétique d'hydrolyse
du Pro-Gly et du Leu-Gly, la vitesse de la réaction est constante

pendant 8 heures.

b) Cinétique d'hydrolyse des dipeptides par les extraits

Les conditions de mesure des activités,donnant une bonne
proportionnalité entre le taux d'hydrolyse d'une part, les temps
d'hydrolyse et les concentrations en enzymes d'autre part, ont été
précisées de fagon a rendre possible les mesures aux différents stades
de la purification des enzymes.,

Nous avons effectué plusieurs essais avec divers dipeptides
(Ala-Gly, Leu-Gly, Pro-Gly). Nous avons rapporté sur la figure 4 la
cinétique d'hydrolyse d'un dipeptide - le Pro-Gly - par une préparation
enzymatique partiellement purifiée, En ce qui concerne l'hydrolyse des

dipeptides Ala-Gly et Leu-Gly, les résultats sont comparables, Nous
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‘JM/h

Vitesse d'hydrolyse

15 3 45

poids sec des bactéries : mg/ml

Variation de la vitesse d'hydrolyse en fonction de la concentration en bactéries

Concentration en substrat : 5 mM (1) Leu-Gly (2) Pro-Gly (3) Z Gly-Phe (4) Bz Gly-NHZ

Figure 1




79

Quantité de peptide hydrolysé PM/ml

Temps (heures)

L 3

1
1 2 3 4

Concentration au temps 0 : Ala-Gly 5 pM/ml - Myc, phlei 689 7,5 mg/ml (poids sec)

CINETIQUE D'HYDROLYSE DU L-Ala-Gly par MYC, PHLEI 689

Figure 2
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Quantité de peptide hydrolysé

pM/ml
A
A Leu-Gly
® Pro-Gly

(Temps : heures)
] i i A

2 4 6 8

Concentration au Temps 0, Peptide 5 pM/ml - Myc. phlei 689. 5 mg/ml (Poids sec)

CINETIQUE D'HYDROLYSE DU Leu-Gly ET DU Pro-Gly

PAR MYC. PHLET 689

Figure 3




&1

hydrolyse en %

0 1 2

Temps (heures)

CINETIQUE D'HYDROLYSE DU PRO-GLY

Concentration en substrat 5 mM, Concentration en protéines de la
solution enzymatique : I = 0,02 mg/ml, I = 0,04 1ng_/ml,
III = 0,08 mg/ml. L'hydrolyse est effectuée apres une pré-incubation
de la solution enzymatique en présence de chlorure de magnésium

10 mM pendant 30 min. a 37°C

Figure 4
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pouvons en tirer les conclusions suivantes : quand la concentration en
substrat est égale ou supérieure & 5 mM, la vitesse d'hydrolyse est
proportionnelle a la concentration en protéines de la solutionlenzymatique,
a condition de limiter la concentration en enzyme,ou la durée de la
réaction, La dilution des solutions & doser est donc calculée pour que
1'hydrolyse du substrat 5 mM soit inférieure A 20 p. 100 pour un temps
de réaction de 30 min, Aux derniers stades de la purification des
enzymes, nous mesurons la ¢inétique d*hydrolyse des dipeptides toutes
les minutes, pendant 10 min. Ainsi; la concentration des protéines du
mélange réactionnel varie généralement de 0,2 A 1,5 mg par ml,pour les
extraits cellulaires et les préparations enzymatiques partiellement
purifiées,et de 0,005 mg & 0,080 mg par ml,pour les produits purifiés,
Une unité enzyﬁatique est définie comme la quantité d'enzyme
hydrolysant 1 pM de substrat par min,a 37°C,dans le tampon Tris 5 mM
a pH 8;et les activités spécifiques sont éxprimées en uM de substrat

hydrolysé par min et par mg de protéine,

II - OBTENTION DU MATERIEL BACTERIEN

Les études ont été réalisées avec une souche de Mycobacterium

phlei 689, Centre de Collection des types microbiens de Lausanne, Nous
avons choisi cette souche car son activité peptidasique est importante ,

et sa culture relativement plus rapide que celle des autres Mycobactéries,

De plus, Mycobacterium phlei a fait l'objet de nombreuses études métaboliques
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et enzymatiques, ce qui pouvait Etre intéressant pour la poursuite

ultérieure de notre recherche,

1) Culture avec diverses sources d'azote

Les travaux de plusieurs auteurs ont montré que les amino-
peptidases et dipeptidases des bactéries .sont des enzymes constitutives,

LEACH et SNELL, 1960 ( 116) avec Lactobacillus casei ; MEISSLER et

SIMMONDS, 1963 (144) ; KESSEL et LUBIN, 1963 (110) et SUSSMAN et

GILVARG, 1969 (22:9 avec des souches d'Escherichia coli., De nombreux

auteurs confirment ces résultats (247,248 , 171).
Les essais de HALPERN et GROSSOVWICZ, 1957 ( 87) concernant

1'hydrolyse d'un dipeptide - le Gly-Am par Mycobacterium bovis et

Mycobacterium phlei - indiquent qu'il pourrait en €tre de m€me pour

les Mycobactéries. Néanmoins, nous avons étudié 1l'influence des divers
composés azotés sur la teneur en peptidases des préparations cellulaires

de Mycobacterium phlei 689,

Les bactéries sont cultivées sur milieu de YOUMANS (Annexe
Technique page 183), milieu semi-synthétique contenant de l'asparagine
(0,02 M) et de la fraction V d'albumine bovine (0,5 'p. 'lOO,p/'v)s Nous
avons remplacé ces deux produits par le sulfate d'ammonium (0,02 M) ou
le glutamate de soude, ou 1'alanine (0,02 M),ocu l'asparagine seule (0,02 M)
ou la sérum albumine bovine (0,5 P. 100,9/&) ou enfin la bactopeptone
Difco (0,5 p. 100,p/V).

Dans une seconde expérience (Tableau  VII) nous utilisons,

soit des dipeptides (0,02 M), soit les acides aminés constitutifs des
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dipeptides, soit enfin le sulfate d'ammonium & la mBme concentration

(0,02 M). La culture est faite en agitation & 30°C, six jours. Nous
mesurons ensuite l'activité peptidasique des bactéries. Dans aucune des
expériences, nous n'observons d'augmentation ou de diminution significative
de l'activité peptidasique a 1'égard des dipeptides (Tableau  VII ).
Enfin, les cellules cultivées sur milieu minéral contenant du sulfate
d'ammonium, sont recueillies en phase logarithmique de croissance,et

mises en incubation avec les dipeptides pendant 4 heures,a 30°C, en
agitation, avant la détermination de l'activité peptidasique. Les
résultats obtenus (Tableau VIII) indiquent qu'il n'y a pas de modification
importante de cette activité,

Nous pouvons donc conclure que la présence de peptone, d'acides
aminés ou de peptides n'est pas indispensable & la formation des enzynes,
Toutefois, afin d'éviter toute variation, nos conditions expérimentales
sont identiques pour toutes les expériences préliminaires : la souche
est mise en culture sur milieu de YOUMANS contenant de l'asparagine et

de la fraction V d'albumine bovine, en agitation & 30°C, pendant une semaine,

2) cultures en fermenteur

Les méthodes d'obtention des Mycobactéries en milieu liquide
sont d'un rendement médiocre : 1 & 2 g de bactéries (poids sec) par litre
de culture, Nous avons donc préparé des cultures en fermenteur pour lesquelles
les rendements sont cing fois supérieurs, La méthode utilisée est celle

de ROOS, 1970 (191). Ce procédé est décrit dans 1l'annexe technique page 189,
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Source d'N (0,02 I A P Source 4d'N 0,02 M A P
304(NH4) 5 0, 56 1,6 Gly-Leu 0,68 1,5
Met 0, 34 7,2 Gly-Pro 0,67 1,4
Pro 0,68 1,65 Pro~Gly 0,67 1,7
Ser 0,71 1,70 Gly-Trp 0,70 1,5
Gly 0,54 1,70 Leu-Gly 0,68 1,6
Leu 0,57 1,45 Gly-Ser 0,72 1,6
Trp 0,70 1,9 ly-Met 0,67 1,4

TABLEAU NeVII

Activité peptidasique de lMycobacterium phlei 689 en culture agitée avec

diverses sources d'azote,

Activité & 1'égard du Leu-Gly pM/h/ml,

Quantité

de germes en mg/ml (poids sec).
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Activité pM/h/ml
Préparations : A B - C
Substrats :
Pro-Gly : 1,50 1, 37 1,50
Gly-Trp 0,04 0,04 0,04
Z.Gly-Phe 0,70 0,62 0,78
Bz.GLy~NH, 0,42 0,55 0,90

TABLEAU N°VIII
S

Activité peptidasique de Mycobacterium phlei 689 aprés incubation dans

une solution de dipeptide,

Suspension bactérienne non traitée ; poids sec = 10,6 mg/ml

e

B : Suspension bactérienne lavée par une solution de Pro-Gly (50 mM)
puis par le tampon Tris 10 mM de pH 7,5 ; poids sec des bactéries =
11,8 mg/ml

C : Bactéries mises en incubation 4 h,dans une solution de Pro-Gly 50 mM
en tampon Tris 10 mM de pH 7,5, puls lavées par le méme tampon avant
le dosage de l'activité peptidasique j poids sec des bactéries =
9,2 mg/ml,
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Nous limitons la culture & cing jours afin d'obtenir des bactéries en
phase logarithmique de croissance. Les cellules sont recueillies par
centrifugation et lavées deux fois en tampon Tris 10 mM pH 7,5 contenant
10 mM de M9012, afin d'éliminer les produits du métabolisme cellulaire
qui pourraient modifier l'activité peptidasique. La quantité des
bactéries obtenues est de 70 & 100 g de bactéries (poids humide) pour

un fermenteur de 15 litres, Les analyses ultérieures nous ont montré

que ce procédé de culture améliore les résultats obtenus lors de la
rupture des cellules (Tableau IX), sans doute parce que les cultures
bactériennes forment moins d'agrégats,et parce que la taille des

bacilles est plus homogéne,

ITT - EXTRACTION DU MATERIEL ENZYMATIQUE., DISTRIBUTION SUBCELLULAIRE
DES PEPTIDASES

1) Action des Ultra-sons

Quand on soumet les cellules a l'action des ultra-sons dans le
Raythéon 10 Xc, muni d'un dispositif de refroidissement & 4°C, il y a
augmentation considérable de l'activité peptidasique pour le Pro-Gly et
le Gly-Trp. Au contraire, l'activité des préparations cellulaires A

1'égard du Bz.Gly-NH, et du ZGly-Phe diminue et méme s'annule (figure 5).

2
Le traitement des cellules par le Brij 58 (2 p. 100,p/v,en
agitation & froid) ou par le toluéne (1 p. 100, v/v, 20 min a 20°C)

favorise la désintégration sonique, Il suffit d'un traitement de 20 min



Mode de culture

Quantité de protéines
dans la fraction S105

hydrolyse du L.Leu-Gly

(Lowry) Activité spécifique Activité totale
u = pi/h/mg
Culture en fiole &
toxine dans le milieu 146 mg 27,8 u 4058 u
de Youmans 7 jours en
agitation,
Culture en fermenteur
en milieu de Sauton 354 mg 53,6 u 18974 u

5 jours.

TABLEAU N° IX

Comparaison entre les procédés de culture,

A

Mesures correspondant & 10 g de bactéries (poids humide).

Les bactéries sont rompues par broyage avec la zéolithe apfés traitement

par le désoxycholate de soude,

g8
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pour libérer la majeure partie de l'activité enzymatique hydrolysant

le Gly-Trp et le Pro-Gly. Par contre, llactivité des préparations

a 1l'égard du Bz.Gly-NH2 et duZ.Gly-Phe, s'annule aprés 20 min de
traitement aux ultra-sons (figure 6 ). Ainsi, la rupture des bactéries
entraine une libération des peptidases qui hydrolysent les dipeptides
du type Ala-Gly, Leu-Gly, Pro-Gly, Gly-Trp.

Par contre, les enzymes qui hydrolysent le Bz.Gly-NH,., le

2’
Z.Gly-Phe, le 7,Gly-Trp, sont détruites ou inactivées lorsqu'elles sont
soumises a ce traitement.

La mesure du nombre de cellules viables, en fonction du temps
de traitement aux ultra-sons (figure 5 ), montre qu'il y a une corrélation
entre ltactivité dipeptidasique des préparations cellulaires et le

nombre de cellules rompues., Mals les rendements obtenus par ce procédé

de rupture sont faibles.

2) Rupture des bactéries par broyage avec la zéolithe

Nous avons employé par la suite un procédé de broyage des
bactéries avec la zéolithe-en poudre (Annexe technique p. 183 ). Plusieurs
auteurs, ZIPPER et PERSON, 1966 (267 ) et WISTREICH et coll., 1968 (259)
proposaient l'emploi des aluminosilicates cristallins de synthése, les
zéolithes, pour la rupture des levures et des bactéries., Plus récemment,
cette méthode a été utilisée au laboratoire d'Immunologie Cellﬁlaire de
1'Institut Pasteur de Lille, pour 1'étude de la structure antigénique de

Mycobacterium phlei, par JOSEPH et coll,, 1970 (104) ; les résultats

obtenus ont été analysés en microscopie électronique dans ce laboratoire,
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PM/h
A Log du Nombre
de germes viables
/\
AR A
A
1,5 475
A
L 1,0 ‘ {7.0
o A
0.5 {65
O
O
. N . £ =
15 30 45 _ 60 75

Temps (minutes)
Peptides hydrolysés : g@Pro-Gly, A Gly-Trp, (QZ Gly-Phe,
@ Bz Gly—-NHZ
Activité de la suspension bactérienne en fonction
de la durée du traitement aux ultra-sons
Figure 5
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pM/h

O
f

—O
oy

5 10 o
' Durée de la désintégration
sonique en minutes

Peptides hydrolysés : Pro-Gly, 4 Gly-Trp, (O Z Gly-Phe,
Bz Gly-NH,

Activité peptidasique de Myc. phlei 689 traitée par le toludne en fonction

de la durée de la désintégration sonique

Figure 6
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Aprés un broyage de 10 min avec la zéolithe, la masse de cellules rompues
atteint 60 p. 100 du matériel de départ. Le broyage par la zéolithe semble
entailler partiellement les parois plutdt que les broyer ou les fragmenter ;
le contenu cellulaire s'échappe,et les bactéries sont réduites & leur
enveloppe vide. Quand on mesure la quantité de protéines produites par’
‘ce procédé dans la fraction soluble, on s'apercoit que les rendement sont
plus élevés que ceux obtenus par d'autres méthodes, Par la suite, nous
avons augmenté considérablement ces rendements en traitant les bacilles
avant le broyage, pér le désoxycholate de soude a 1 p. 100,(p/V) de

PH 8,5, en agitation magnétique 20 h & 4°C. Cette préparation a pour
effet de disperser les bacilles et de faciliter ainsi l'action de la
zéolithe, Le broyat est débarrassé de la zéolithe par centrifugation

A 4°C A 600 xg pendant 20 min.

Bien que les dipeptidases soient dénaturées par la chaleur,
1'élévation de température qui accompagne la rupture des cellules, ne
diminue pas leur activité dans nos conditions expérimentales, Au
contraire, quand on compare les résultats obtenus (Tableau X ) avec
ceux des divers procédés d'extraction, on observe une augmentation notable

de l'activité dipeptidasique dans la fraction soluble,

3) Activité peptidasique de 1l'extrait cellulaire brut et
distribution subcellulaire des peptidases

Les broyats cellulaires sont soumis & deux Centrifugation,lla
premiére a 17.600 x g pendant 20 min, précipite les bactéries intactes

et les parois bactériennes ; la seconde,a 105.000 x g pendant 2 heures,



Procédé de rupture des Quantité de Hydrolyse du L. Leu-Gly

bactéries protéines dans la
fraction soluble(Activité spécifique] Activité totale

py/h/mg u = pl/h

Brij. 58.2p. 100 (p/V)
agitation 20 h a 4°C puis | 20 mg 6,3 126,2 u
traitement aux ultra-sons

Broyage avec la zéolithe
sans traitement préalable 21,7 mg 8,8 190,9 u

Traitement par le désoxy-
cholate de soude 1p. 100
(p/~) 146 ng 27,8 4058 u
agitation 20 h a 4°C
puis broyage avec la
zéolithe

TABLEAU N° X

Comparaison entre divers procédés de rupture des bactéries

Traitement de 10 g de bactéries (poids humide) aprés
culture en fiole & toxine 7 jours en agitation
a 37°cC.

£6
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sépare les produits solubles (Fraction S.105) et les éléments particulaires
(Fraction Fp), c'est-a-dire,les ribosomes, les fragments de membranes
et les mésosomes;

Nous avons résumé dans le tableauXI les propriétés des cellules
non traitées, du broyat cellulaire et des fractions particulaires et
solubles, Certaines activités peptidasiques sont trés faibles, Nous avons
donc exprimé l'activité en nM d'acide aminé 1ibéré par h et par ml,
et l'activité spécifique en nM de substrat hydrolysé par h et par mg
de protéines,

Si nous mesurons l'activité globale de chaque préparation par
rapport a l'activité de la cellule bactérienne non traitée, nous pouvons
faire les observations suivantes (Tableau XI ).

Les propriétés carboxypeptidasiques des broyats cellulaires
sont plus faibles que celles des cellules non traitées ; la fraction cyto-
plasmique soluble est inactive, Tbute.l'activité de ce type est située
dans la fraction particulaire ; ltactivité spécifique de cette fraction
envers le Z.Gly-Phe et le Z,Gly-Trp est relativement importante par
rapport a celle du broyat cellulaire, mais cependant plus faible que
celle des cellules intactes, Il en est de méme pour l'enzyme responsable
de 1l'hydrolyse du Bz.Gly—NHz.

Donc la rupture des bactéries entraine la modification de
certaines structures cellulaires responsables de l'activité carboxypepti-

dasique et de l'activité hydrolytique envers le Bz Gly-NH,. La majeure

2
partie de ces activités est située dans les fractions particulaires., Ces
observations convergent avec les résultats obtenus par des travaux

préliminaires (figure 5) dans lesquels on utilisait 1'action des ultra-

sons pour rompre les cellules,



Préparations : S.1C5
Activité A As A As A As A As
Substrats % u % u % u % u
Z - Gly - Phe 100 37 21,3 8 11,8 20 o]
Z - Gly - Trp 100 34 11,7 4 9,8 13 0
Bz - Gly ~ NH, 100 60 14,9 9 13,0 43 0
lLeu - Gly - Gly 100 1470 113,5 1670 14,9 520 92,2 4810
Leu - Gly 100 780 830, 1 13600 32,0 2840 980, 4 66300
Ala - Gly 100 1470 1677,6 12200 72,3 2380 2.365,5 52200
TABLEAU N°¢XI
Activité‘peptidasique des préparations cellulaires de Mycobacterium phlei 689
A : Pourcentage d'activité totale (nM hydrolysés par h) par rapport & la préparation cellulaire
non traitée.
As : Activité peptidasique spécifique 1u = 1 nly/h/mg.
¢ Préparation cellulaire non traitée.
B : Bactéries broyées, .
Fp : Fractions particulaires (culots des centrifugations 17.760X:g et 105,000 X g)

$.105 : Fraction cytoplasmique soluble (surnageant de la centrifugation a

a

105.000 X g)

G6
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Par contre, la rupture des bactéries entraine une libération et
une augmentation considérable de 1l'activité dipeptidasique, car celle-ci
est multipliée par 8,3 pour la Leu-Gly et par 16,7 péur la Ala-Gly.
L'hydrolyse du L.Leu-Gly-Gly n'augmente pas dens les mémes proportions;
mais l'activité spécifique des fractions particulaires est faible en
comparaison de celle de la fraction cytoplasmique soluble (Tableau XI),
L'écart entre les deux taux de dégradation des dipeptides est particulié-
rement important, Donc l'activité de type dipeptidasique augmente
considérablement quand les cellules sont rompues ; cette activité est
située en majeure partie dans la fraction cytoplasmique soluble,

Enfin, aprés rupture des bactéries, lfélimination des éléments
particulaires produit une activation. L'activité spécifique est multipliée
par 4 pour le dipeptide Ala-Gly, par 5,5 pour le Leu-Gly. Cet effet
activateur est moins net pour le Leu~Gly-Gly.

Les tableaux XIT, XIII et XIV rassemblent les résultats
obtenus avec : les bactéries non traitées, la fraction cytoplasmique soluble
(s 105) et une fraction purifiée dont-il sera question ultérieurement.

Dans la fraction $ 105 l'activité endopeptidasique est nuile,
puisque les substrats de la trypsine et de la chymotrypsine ne sont
pas hydrolysés (Bz.Arg O Et, Tos.ArgO Me, Bz.Tyr O Et, Ac.Tyr O Et). Il
en est de méme pour les substrats des carboxypeptidases (Z.Gly—Phe,
Bz.Gly-Lys, Bz.Gly-Gly, Z.Gly-Trp). L'étude chromatographique de 1'hydrolyse
des tripeptides montre la libération prioritaire des acides aminés ayant
une . fonction alpha-aminéelibre., Les dipeptides sont dégradés trés rapidement,
L'activité & l'égard de la Leucinamide et de la Leucine-fB-naphtylamide

est relativement faible,
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Préparations
Substrats A B ¢

Bz.Arg 0 Et 0 0 0
Tos.Arg 0 Me 0 0 0
Ac.Tyr O Me 0 0 0
Bz.Tyr O Et 0 0 O

7 JGly-Phe 0,01 o 0

Z Gly-Trp 0,09 0 0

Bz .Gly-Gly 0 0 0

Bz .,Gly-Lys 0 0 0
Bz.Gly—NH2 0,01 0 ]
Leu - Gly-Gly 0,50 2,50 3,40
AMa - Gly-Gly 0, 006 1,20 1,40
Phe - Gly-Gly 0,007 0,10 0,10
Pro - Gly-Gly <0, 001 0,006 0, 008
Leu - Gly-Tyr 0,60 2,40 2,40
Met - Ala-Ser 0,70 4,00 4,90
Gly - Leu-Tyr G, 15 2,10 1,80
Gly - Gly-Gly <0, 001 0,030 0,020 .
Leu - NH, <0, 001 8,5 1,75
Leu-B.Naphtylamide <0, 001 3,0 2,70

TABLEAU HNOXII

Activité peptidasique spécifique de différentes fractions.

Activité exprimée en pM/h/mg,

A

.
-

Bactéries non traitées,

Extrait cellulaire soluble.

Pic de la filtration sur Sephadex G100.
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miies s | : c
Ala-Cly 0,21 62,5 ©320,0
Leu-Gly 0,76 57,5 255,0
Pro-Bly 0,05 33,7 70,5
Val-Gly 0,03 28,0 38,0
Tyr-Gly 0,05 24,0 29,0
Trp-Ala 0,01 15,0 17,0
Gly-Ser 0,27 38,7 422,0
Gly-Leu 0,98 62,5 235,0
Gly~-Trp 0,13 31,0 105,0
Gly-let 0,06 60,0 25G,0
Gly-val 0,14 36,0 135,0
Gly-Phe 0,19 43,0 321,5
Gly-Tyr 0,11 30,0 170, 0
Gly-Ileu 0,15 24,0 25,0
Gly-Glu 0,002 14,5 17,0
Cly-Gly < 0,001 2,0 2,5
ly-Pro O' ¢ 0
D.Leu-Gly < 0,001 2,4 2,4
D,Leu~Tyr 0,015 2,8 2,7
Gly-D.Leu < 0,001 0, 06 0,07
Gly-D.Ala < (0,001 0,05 0,05
Gly-D.Asp < 0,001 0,05 0,06

TABLEAU N®XIII

Activité peptidasique spécifique des différentes
fractions,

Activité exprimée en uM/h/mg.
A : Bactéries non traitées
B : Extrait cellulaire soluble

C : Pic de la filtration sur Sephadex G.100
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A B C
LEU?G1Y-G1Y ++ o ot
GlnyeuTTyr + + +44
GlyTGly—Gly (+) (+) , +
AspTLys—Phe (+) + +
Pro-fGly—Gly (+) (+) (+)
Leu-Ala ++ b -
Ala-Leu +4 S e+
Phe-Lys ++ ra— T
TN,
{ JUSY
TABLEAU HN° XTIV ~.__~‘L'l,1_y
Appréciation de 1l'hydrolyse en chromatographie,
+++ : hydrolyse compléte de l'acide aminé N terminal en 4 h., 37°C

: hydrdlyse compléte de l'acide aminé N terminal en 24 h,

hydrolyse compléte en 48 h.

~ 4 +

hydrolyse incompléte en 48 h.

A : Bactéries non traitées,

Extrait cellulaire soluble.

w

Pic de la filtration sur Sephadex G.100,



Il faut remarquer qu'il n'y a pas d'hydrolyse du dipeptide

Gly-Pro; que l'hydrolyse du Gly-Gly est relativement Paible; util
existe une activité inhabituelle envers les dipeptides ayant un acide
aminé de configuration D en position N-terminale (D.Leu-Gly et D.Leu-Tyr);
et que les dipeptides dont l'acide aminé C-terminal est de configuration D
sont également hydrolysés lentement (Gly—D.Leu, Gly-D,Ala, Gly—D.Asp).
De toutes ces observations, nous pouvons penser que @

- La fraction soluble est dépourvue d'activité endopeptidasique
(ces résultats seront confirmés par dlautres expériences), et dépourvue
d'activité carboxypeptidasique.

- L'activité de type prolidasique (Imidodipeptidase : Ec 3.4.3.7.)
hydrolysant les dipeptides de type X-Pro, est également absente ; de

méme celle d'une aminopeptidase comparable a celle de l'aminopeptidase P

d'Escherichia coli (262).
- L'ensemble des résultats de la dégradation des dipeptides et
tripeptides indique une importante activité aminopeptidasique (Ec. 3-4a1a)

et dipeptidasique (Ec.3.4.3.).

4) Démonstration de 1'absence de 1l'activité endopeptidasique

Plusieurs tests utilisés en bactériologie nous ont montré que

Mvcobacterium phlei 689, en culture, n'hydrolyse pas l'albumine de blanc
d'oeuf dénaturé par la chaleur,et ne dégrade ni 1'hémoglobine, méthode
de LECLERCQ (117),ni la caséine, méthode de GORDON { 78), ni la gélatine,

méthode de FRAZIER (70 ,131).
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I1 en est de méme pour la sérum albumine bovine non dénaturée,
Avant et aprés un contact prolongé avec les extraits bactériens (le
broyat cellulaire ou le surnageant S 105), 1'analyse chromatographique
(Sephadex G.100) des peptides de la fraction V d'albumine boving, montre
qu'il n'y a aucune formation de peptides, mais seulement une légére
modification de la vitesse d'élution des composés initiaux. Il n'y a
donc pas digéstion endopeptidasique.,

Ces observations ont été complétées par l'étude de la dégradation
de deux peptides obtenus par action du bromure de cyanogéne sur la
Myoglobine de boeuf (HAN et coll,, 82 ). Tl s'agit du peptide N-terminal
(55 résidus d'acides aminés) et du peptide C-terminal (22 résidus d'acides
aminés). Ceés deux peptides sont soumis & l'action de la fraction S,.105 de

s

Mycobacterium phlei a pH 7,0 et a 37°C pendant 4, 6, 8 et 20 heures. La

concentration en peptide est de 20 mg/hl; la concentration de l'extrait
bactérien, de 2 mg/ml.

Les "finger-print" des hydrolysats obtenus par électrochromato-
graphie gﬁr papier (figures 7 et 8) montrent qu'il n'y a pas formation
de peptides. Par contre, de nombreux acides aminés libres sont apparus
(figures 7 et 8).

L'activité de la fraction cytoplasmique soluble $,105 est donc
bien du type exopeptidasique et non endopeptidasique.

Il faut également préciser la nature de l'enzyme de Mycobacterium

phlei 689 hydrolysant la benzoylglycinamide. L'hydrolyse de cesubstrat
libére de 1t'ammoniaque, du glycocolle.et de l'acide benzoique. Nous

avons vérifié chez Mycobacterium phlei 689 la présence de deux enzymes :

1l'une hydrolysant le benzoylglycocolle (GORDON, 1966, 77), 1'autre (une

amidase, %c. 3.5.1.4.) (8) la glycinamide (BONICKE, 25).
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FIGURES 7 et 8

"Finger-prints'’, Electro-chromatographie sur papier des peptides de la

Myoglobine de boeuf (obtenus par coupure au bromure de cyanogene)

soumis a l'hydrolyse par la fraction S, 105 de Mycobacterium phlei

Figure 7: I peptide Cterminal (dépst 200 p1). Témoin

I hydrolysat apres une incubation de 6 h 2 37°C pH 7
(dépst 200 p 1)

III hydrolysat apres une incubation de 20 h a2 37°C pH 7
(dépst 200 p1)

Figure 8: I peptide N terminal (dépst 200 p1). Témoin

11 hydrolysat aprds une incubation de 6 h & 37°C pH 7
(dépst 200 p 1)

II1 hydrolysat apres une incubation de 20h a 37°C pH 7
(dépst 200 p 1)
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La méme enzyme hydrolyse~t-elle le benzoylglycocolle et la
benzoyl-glycinamide ? Ce dernier substrat n'est pas utilisé habituellement
par les auteurs qui ont purifié et caractérisé des acylases bactériennes,
Quelques unes des w-amino-acylases sont trés spécifiques (LEVY et GOLDMAN,
121), mais d'autres (par exemple la benzoylaminoacid-amido-hydrolase de
Pseudomonas purifiée par KAMEDA et coll. , 107), ont une spécificité
étroite pour le groupement acyl, mais étendue pour le groupement aminé,

L'enzyme responsable de la dégradation de la benzoyl-glycinamide
pourrait &tre de ce type. La libération de l'acide benzoique et de la
glycinamide serait immédiatement suivie d'une dégradation de ce dernier
composé, Nous n'avons pu dissocier les deux activités; mais l'hydrolyse
du benzoyl-glycocolle étant trés lente (25 nPV@O h) par rapport a celle
de la glycinamide (450 nM/20 h) celle-ci doit &tre hydrolysée avant de

s'accunuler en quantité suffisante pour Etre décelée,

5) Choix des substrats

Pour la purification des dipeptidases et pour la séparation des
aminopeptidases, plusieurs dipeptides ont été choisis, ce sont : 1'Ala-Gly,
le Leu-Gly, le Pro-Gly et le Gly-Trp. Nous avions sélectionné tout
d'abord le Pro-Gly et le Gly-Trp, car lors de 1'étude des activités
peptidasiques dans un but taxinomique, nous avions constaté selon
les espéces mycobactériennes, une activité hydrolytique préférentielle
pour l'un ou l'autre des deux dipeptides. Nous pouvions donc supposer
que ces deux produits étaient hydrolysés par deux enzymes distinctes.,

Mais, comme nous le verrons au Chapitre III, envers ces deux dipeptides,
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ainsi qu'a 1l'égard de 17ala-Gly et du Leu-Gly, l'activité majeure est

le fait d'une seule enzyme. Par la suite, seuls 1'Ala-Gly et le Leu-Gly
ont été retenus pour l'étude de la purification. Ce dernier substrat

est utilisé particuliérement en comparaison avec l'activité hydrolytique
pour le Leu-Gly-Gly, qui est dégradé préférentiellement par les

aminopeptidases,
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CHAPITRE III

IDENTIFICATION DES EXOPEPTIDASES DE LA FRACTION CYTOPLASMIQUE

SOLURLE
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2

Nous avons associé un procédé de séparation électrophorétique
ayant un haut pouveir de résolution , l'électropherése en gel mixte
dtacrylamide-agarose, avec la caractérisation directe de llactivité
peptidasique dans le gel, Cette méthode permet une analyse paralléle
du contenu protéique des préparations et de l'équipement enzymatique.

Par la suite, nous utilisons le méme procédé pour isoler des
fractions contenant une seule bande de protéinesactives,et nous

étudions la spécificité peptidasique de ces différentes fractions.

I - METHODE UTILISEE

1) Electrophorése sur gel de polvacrylamide-agarose

Les électrophoréses sont faites en gel mixte de polyacrylamide-
agarose & 7 p. 100 d'acrylamide préparé selon le procédé d'URIEL (239)
(Annexe technique page 183 ).

Pour le lavage des gels et l'électrophordse, nous avons préféré
au tampon Tris-glycocolle d'URIEL, un tampon ne ccntenant pas d'acide
aminé, car celui-ci pouvait modifier éventuellement les réactions
peptidasiques ultérieures, Nous utilisons le tampon Tris-borate depH 9

contenant 1 ml de MgCl, (Annexe technique page B3).

Bien que les opérations soient réalisées en chambre froide a
4eC, une légére élévation de température se produit pendant 1l'électro-~
phorése, L'addition de Magnésium dans le tampon protége certaines

peptidases thermosensibles de l'inactivation dlie & ce dégagement de

chaleur, Enfin, une dialyse prolongée des gels d'électrophore@se dans
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le tampou est nécessaire, car nous avons observé une inactivation de
certaines enzymes par le persulfate dfammonium utilisé pour induire la
polymérisation du gel de polyacrylamide (Annexe technique page 183,
L'électrophorése est pratiquée verticalement. La migration des protéines
se produit de la cathode vers l'anode,et le bleu de bromophénol est
utilisé comme colerant traceur,

La réaction de caractérisation des peptidases est réalisée
immédiatement aprés la migration électrophorétique des constituants.
Parallélement, nous colorons les protéines par le bleu de coomassie

(Annexe technique page 183).

2) Caractérisation des peptidases dans les gels d'acrylamide

LEVIS et HARRIS en 1967 (122) ont décrit un procédé de détection
des peptidases aprés électrophorése en gel d'amidon, Nous avons adapté
cette méthode pour 1'électrophorése en gel de polyacrylamide (Annexe
technique page 183). Le principe de la réaction est le suivant : la
libération,par les dipeptidases,des acides aminés de la série L, est

mise en évidence par deux réactions enzymatiques coupléess

- Une L.amino-acide-oxhydrase ou amino-acide-oxydase (Ec. 1.4.3.2.)

(7) du venin de Crotalus adamanteus agit sur les acides aminés libérés

par la peptidase. Il se produit une désamination oxydative de l'acide
aminé avec libération finale d'un acide cétonique, d'eau oxygénée et

d'ammoniac,
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~ L'eau oxygénée libérée est dégradée par la catalase de raifort
(Be. 1. 11, 1. 7.) (7), cette réaction s'accompagne d'une oxydation de
1'0O-dianisidine et il se forme une coloration brune au site de la
réaction,
Le choix des substrats peptidasiques est 1imité par la spécifi-

cité de la L,aminoacide-oxydase du venin de Crotalus adamanteus : certains

acides aminés ne sont pas ou sont peu transformés ; ce sont les acides
D-x~aminés, le glycocolle, l'alanine, la sérine, la thréonine et la
valine ; par contre, la leucine, la méthionine, la phénylalanine, la
cystéine, la tyrosine et le tryptophane sont rapidement attaqués, Nous
avons donc utilisé les peptides suivants : Leu-Gly, Gly-~Trp, Gly-let,
Gly-Cys, le DL.Leu-Gly-Gly et le Met-Ala-Ser. L'hydrolyse de la leucineamide
et de la leucyl-f-naphtylamide peut également &tre décelée par cette
méthode, |

Il faut remarquer qu'il se produit une oxydation diffuse de
1'0-dianisidine lorsque la durée de l'incubation dans le mélange réaction-
nel dépasse 4 heures, Ainsi les activités peptidasiques les plus faibles
ne sont pas détectées, Lorsque la réaction est rapide (30 min & 1 heure),
nous procédons a une coloration ultérieure‘du gel par le bleu de coomassie,
aprés avoir pratiqué une entaille au niveau de la réaction peptidasique
(figure 9). Nous pouvons donc identifier exactement de cette fagon,

la protéine active,
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Figure 9

4

Electrophorégramme de la fraction S. 105

A : Séparation par migration en gel d'acrylamide-agarose puis

coloration des proté€ines par le bleu de Coomassie

B - Réaction peptidasique : substrat L, Leu-Gly durée de la réaction

1 heure, puis fixation et coloration par le bleu de Coomassie
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IT ~ RESULTATS

= Caractérisation de cing exopeptidases dans la fraction cytoplasmique
' soluble

La figure 10 illustre les résultats de plusieurs essais

effectués avec la fraction surnageante (105,000 x g) de Mycobacterium

phlei 689, L'aspect de 1l'électropherégramme obtenu aprés coloration par
le bleu de coomassie varie légérement selon les préparations baciériennes ;
cependant, certaines fractions sont présentes de fagon constante, bien

que la coloration soit variable en intensité, Nous les avons numérotées

de 1 & 23, selon leur ordre de migration de la cathode vers l'anode,

Cinq fractions présentent une activité peptidasique; nous lesg avons
nunérotées de I & V, selon la rapidité de leur migration électrophorétique
vers l'anode, L'enzyme n® I étant celle qui migre le plus rapidement.

Le tableau XV  résume les résultats obtenus avec divers substrats,

L'enzyme I hydrolyse rapidement le DL.Leu-Gly-Gly (1 a2 heures)
et beaucoup plus lentement la leucinamide et la leucyl-P-naphtylamide,

La fraction peptidasique II dégrade rapidement les dipeptides,
mais la leucinamide et les tripeptides ne sont jamals hydrolvsés,

Les enzymes III et IV présentent une activité hydrolytique
relativement intense & 1l'égard des dipeptides, beaucoup plus lente a
1'égard des tripeptides. L'hydrolyse de la leucinamide n'apparailt pas.

Enfin, ltenzyme V réagit lentement avec le DL.Leu-Gly-Glys;
cette enzyme est trés instable. Seules les préparations bactéricennes
fralchement isolées pfésentent une activité de ce type. Les produilts
lyophilisés sont inactifs, bien que la bande protéique n° 9 a laquelle
cette activité correspond, soit généralement révélée par la coloration

avec le bleu de coomassie,
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Electrophoregramme sur gel de polyacrylamide-agarose de la fraction

cytoplasmique soluble de Myc. phlei

A - Coloration des protéines par le bleu de coomassie
B - Zones présentant une activité peptidasique

D - Niveau du dépdt de la préparation

Activité peptidasique des différentes zones

+ réaction forte (1 h a 2 h) (+) réaction faible (2 h a 4 h)
Substrats A% v ITE II 1
Leu-Gly 0 + + . + (+)
Gly-Leu 0 + + + (+)
Gly-Trp 0 + + + (+)
DL, Leu-Gly-Gly + (+) + 0 +
Leucinamide 0 0 0 0 +

Tableau XV
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IIT - ISOLEMENT DES PROTEINES PRESENTANT UNE ACTIVITS PEPTIDASIQUE

Nous réélisons uﬁe électrophorése sur plaque d'acrylamide-
agarose, mais la réaction peptidasique est pratiquée uniquement au
bord du gel (figure 11 ). Nous utilisons comme substrat le Leu-Gly (A)
qui est dégradé rapidement (en une heure) par les enzymes numérotées :
II, III, IV et le DL.Leu-Gly-Gly (B) qui est hydrolysé par les enzymes :
I, I1I, IV et V (en deux heures). Le reste du gei est placé & 4°C pendant
le processus de révélation des dipeptidases, Les différentes zones
peptidasiques sont ainsi localisées exactement; le reste du gel est
découpé ‘& leur niveau en laniéres de 1 mm de largeur, légérement en
deca des limites de la coloration die & 1'0.dianiside oxydée, Ces
laniéres de gel sont congelées immédiatement et réduites en poudre dans
un mortier de procelaine refroidi préalablement & - 20°C., Les protéines
sont extraites de cette poudre par élution dans un volume minimum de
tampon (6 ml), Chaque fraction est centriugé & 4°C (39.100x g, 20 min)
afin d'éliminer le gel d'acrylamide-agarose., L'activité peptidasique du
surnagenant est mesurée immédiatement avec une gamme variée de dipeptides
et de tripeptides. Parallélement, chaque fraction est analysée en
électrophorése sur disque d'acrylamide & 7,5 p. 100 d'acrylamide contenant
de l'urée 6 M (Annexe technique, page 183 ). Seules seront retenues pour
1tétude de la spécificité enzymatique,les fractions révélant une seule
bande de protéines appés coloration par le bleu de coomassie.

Le rendement de‘l'opération est trés faible : pour un dépdt de
40 mg de protéines (LOWRY), on obtient aprés électrophorése et séparation
des différentes fractions, au maximum 0,600 mg de chaque fraction.

toutefois cette quantité est suffisante pour étudier la spécificité,
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FIGURE 11

Préparation des différentes fractions peptidasiques par électrophorise

sur gel de polyacrylamide-~-agarose

D : niveau du dépst de la préparation & fractionner

Caractérisation des peptidases sur les parties du gel correspondant aux godets
1.2 et 8:

A (1 et 8) le substrat utilisé est le Leu-Gly
B( 2 )le substrat estle DL Leu-Gly-Gly

Les fractions peptidasiques I 2 V sont découpées dans la partie du gel non
révélée, godets 3 a 7

"

_;j’



Figure 12

e

Migration électrophorétigue sur disque d'acrylamide des différentes
fractions peptidasiques isolées,

gela 7,5 p. 100 d'acrylamide-urée 6 M - S.D.5.0,1 p. 100

116
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La figure 12 montre la migration électrophorétique sur disque d'acrylamide

des différentes fractions de Mycobacterium phlei présentant une activité

peptidasique, Les fractions III et IV ont une mobilité électrophorétique
différente, bien que leurs propriétés soient trés voisines, comme nous

le verrons par la suite,

IV ~ SPECIFICITE DES EXOPEPTIDASES ISOLEES DE LA FRACTION CVYTOPLASMIQUE
SOLUBLE DE HMYCOBACTERIUM PHLEI 689

Selon les résultats des premiers essais, l'hydrolyse des divers
peptides est mesurée aprés une incubation & 37°C a pH 7,5, pendant
1 h a 20 h, selon le substrat utilisé, Lorsque l'activité est forte,
nous mesurons le taux d'hydrolyse obtenu en 15 min, dans les mémes
conditions expérimentales. Le tableau XVI indique l'activité moyenne
des fractions pures obtenues par trois séparations électrophérétiques‘
successives, Afin de comparer les divers taux d'hydrolyse, l'activité
spécifique est présentée en puM d'acide aminé 1libéré par heure et par mg
de protéine' (les substrats classiques de la trypsine et de la
chymotrypsine "Bz.Arg¢g.0 Et, Tos.Arg.Q Me, Ac.Tyr.O Me, Bz.Tyr.0 Et", ainsi
que les substrats des carboxypeptidases "Z,Gly-Phe, Bz.Gly-Lys, Bz.Gly-Gly,
Z.Gly-Trp" ne sont éas hydrolysés).

L'enzyme n°Il a un profil de spécificité voisin de celtui de

1'aminopeptidase I d'Escherichia coli. VOGT en 1970 (248) a étudié

conjointement l'activité de 1l'aminopeptidase 1 d'Escherichia coli et de

la leucine aminopeptidase du rein de porc (Ec., 3.4.1.1.). Si on compare
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ces activités avec celles de la fraction I de Mycobacterium phlei, nous

constatons, en dépit de conditions expérimentales différentes, que les
taux relatifs de dégradation des triptides et du Leu-Gly, sont analogues
(Tableau XVII). D'autres propriétés -sont communes : la peptidase I

. . ., 2+ 2+
de Mycobacterium phlei est activée par le Mn et le Mg . En absence de

ces ions ou en présence d'E.D.T.A., l'inactivation est rapide.
Les travaux de VOGT (248) et de MATHESON et coll. (136) sont

discrets quant a l'activité de l'aminopeptidase d'Escherichia coli a

1'égard de la leucinamide, Or cette activité est élevée pour la leucine-
aminopeptidase du rein de porc, étudiée par SMITH et SPACKMAN (220).
Par contre, certaines leucine-aminopeptidases (par exemple celle qui
est isolée du muscle de porc, DELANGE et SMITH en 1971, 56), hydrolysent
plus rapidement que la leucinamide, les dipeptides et les tripeptides
ayant la leucine en position N-terminale,

Remarquons par ailleurs, que la mesure de 1l'hydrolyse du
Leu~-Gly présente peut &tre une erreur par exceés, En effet, des traces
de la fraction II peuvent persister dans la fraction I, bien que cette
derniére paraisse pure en électrophorése sur disque d'acrylamide, Or
1'enzyme n° II est trés active a 1'égard du Leu-Gly (500 fois plus que
la fractionI). En fait, si l'on tient compte des résultats obtenus par
la révélation directe de l'activité en gel d'acrylamide-agarose (figure 10),
il semble que 1l'activité de la fraction I soit plus intense & l'égard
de la leucinamide qu'a 1'égard du Leu-Gly,., D'autres indications
confirment les propriétés leucine-aminopeptidasique de cette enzyme,

Les peptides ayant un D-amincacide en position N-terminale

(D.Leu-Gly et D.Leu—Tyr) ne sont pas hydrolysés ; de méme les peptides
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Fractions I IT IIT v Vv
Ala-Gly 0,07 131, 3 2,80 1,87 0, 30
Ala-Leu 0,16 12,3 2,20 1,17 0, 36
Leu-Gly 0,16 78,7 1,90 1,08 0,28
Leu-Ala 0,14 46,0 2,33 2,3 0,44
Pro-Gly 0 42,0 2,00 1,12 0
Val-Gly 0 19,0 2,26 1,12 0,07
Tyr-Gly 0 6,0 0,82 0,24 0
Trp-Ala 0 4,0 0,71 0,21 0,12
Gly-Ser 0,12 99,0 1,86 1,16 0,02
Gly-Leu 0,16 56,0 2,00 1,15 0, 11
Gly-Trp G, 09 43,0 2,26 0,80 0,08
Gly-Met 0, 11 34,3 0,99 0,70 0,006
Gly-val 0,08 20,0 0,73 0, 31 0,005
Gly-Phe 0,14 17,0 1,54 0,47 ¢, 36
Gly-Tyr 0,05 10,0 0,79 2,09 0
Gly-Pro : o - 0 0 0 0
Gly-Gly ' 0,005 0 c, 01 0,01 0
D.Leu-Gly 0 6,1 0,27 0,06 o
Leu—NH2 0,015 0 0,03 0,01 0
Met-Ala-Ser 0, 39 0 0,21 0,15 0,66
Leu-Gly-Gly 0,25 0 0,01 0,05 0,58
Leu-Gly-Tyr 0,16 0 0,03 0,02 0,44
Gly~Leu-Tyr 0,18 0 0,10 0,09 0,40
Ala-Gly-Gly 0,01 o] 0,13 0,02 0
Phe-Gly-Gly . | 0,08 0 0,01 0,001 0
Pro-Gly-Gly 6] 0 0, 01 0, 001 0
Gly-Gly-Gly 0,07 0 0 0 0

TABLEAU I°XVI o et

Activité peptidasique des différentes fractions séparées par électrophorése
en gel d'acrylamide agarose. Activité peptidasique exprimée

en pM/h/mg
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Am T (1) L.A.P (1) I
Met - Ala - Ser 100 100 100
Leu - Gly - Gly 33 19 63
Phe - Gly - Gly 0,8 4,7 20,4
Ala - Gly - Gly 0,7 1,2 2,4
Gly - Gly - Gly 0,3 <0,3 1,9
Leu - Gly 5,5 18 41,5
o Tampon Tris 10 ml XCl 50 m} Tris 10 mM

Conditions Substrat 1 pH 8,4 Substrat 5 mM

expérimentales T = 370C pH 8 T = 37°C

TABLEAU IN° XVII

Etude comparative de l'activité spécifique de diverses préparations

enzymatiques,

(1) Activité établie par VOGT 1970 (248). Activité relative calculée
en pourcentage par rapport au taux dfhydrolyse du témoin Met-Ala-Ser

Am T

Aminopeptidase I d'Escherichia coli B.

L.A.P. ¢ Leucine aminopeptidase du rein de porc,

I : Fraction peptidaéique n® I de Mycobacterium phlei 689,




121

ayant une fonction os~iminée libre (Pro-X), ne sont pas dégradés (ou trop
faiblement pour que cette hydrolyse puisse &tre détectée),

La spécificité de la fraction peptidasique I de Mycobacterium

phlei n'est pas entidrement définie par les essais relatés dans ce
travail., Néanmoins, nous observons une activité spécifique proche de

N

celle de I'aminopeptidase I d'Escherichia coli, activité apparentée & celle

de certaines leucines aminopeptidases des tissus animaux, mais non
identique a celle de la leucine aminopeptidase étudiée par SHITH et

SPACXMAN (220).

L'enzyme 11 est une dipeptidase que nous avons isolée et

purifiée, Nous étudierons ses propriétés en détail au chapitre V.

lLes enzymes IIT et IV présentent certaines propriétés communes

avec celles de l'aminopeptidase du rein de porc (Ec. 3.4.1.2,) (8),
DELANGE et SMITH, 1971 (56).
- Les tripeptides ou dipeptides ayant l'alanine en position N—x—-aminée
terminale, sont hydrolysés plus rapidement que les peptides contenant
la leucine,
- L'hydrolyée des acides aminés aromatiques et celle des groupes
x-iminés libres (Pro-Gly) est relativement rapide (par rapport a
ltactivité de la leucimeaminopeptidase)
- Enfin, l'écart entre les divers taux d'hydrolyse des acides x-aminés
terminaux est relativement réduit (toujours par rapport aux grandes
divergences observées pour la leucine aminopeptidase entre les taux
d'hydrolyse de certains peptides).

Par tous ces aspects, les fractions III et IV montrent une

spécificité voisine de celle de l'aminopeptidase M du rein de porc



purifiée par VASCHMUTH et coll,, 1966 (250, 251)

), mais elles s'en

distinguent cependant par certainés propriétés:- les acides o-aminés

de configuration D en position N-terminale sont hydrolysés (D.Leu«Gly),~
la leucinamide est trés faiblement hydrolysée, Les dipeptides sont
hydrolysés plus rapidement que les tripeptides. Ce dernier caractére
est commn & de nombreuses aminopeptidases bactériennes (dont certaines
ont été partiellement purifiées par MATHESON et coll., 1967 035) par
BROWN et coll,, 1971 (27 ) et & 1'aminopeptidase A.P.I. de Bacillus

stearothermophilus ( qui a été hautement purifiée par ZUBER et RONCARI,

268,189, 190.Cette derniére enzyme présentant aussi une activité faible
a 1'égard de la leucinamide). Des enzymes actives a 1l'égard des acides
a—aminés de configuration D en position N-terminale, ont été décelées
dans la fraction intracellulaire de certaines bactéries (en particulier

par MINAMIURA et coll. en 1969 (147) pour Bacillus subtilis), aucune

peptidase de ce type n'a été purifiée,

La figure 12 montre la migration électrophorétique des
enzymes IIT et IV sur disque d'acrylamide contenant du S.D.S. et de
l'urée 6 M-méthode de SHAPIRO et MAIZEL - (207). La mobilité différente
de ces protéines indique que ceé enzymes sont distinctes et ne sont pas

des formes polyméres de la méme enzyme, comme on aurait pu le supposer.

Enzyme V, cette enzyme a une spécificité aminopeptidasique,
mais trés particuliére, différente de celle de la leucine aminopeptidase
(Ec. 3.4.1.1.) puisque la leucinamide n'est pas (ou trés peu) hydrolysée.
Les résidus D-g—~aminés terminaux ne sont pas libérés, non plus que les

résidus w~-iminés et la tyrosine,

La dégradation des peptides contenant la leucine est forte, mais
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1'hydrolyse du Ala-Gly-Gly est faible ou nulle, Par ces caractéres,
elle se distingue a la fois de la leucireaminopeptidase, de 1'amino-
peptidase (Ec. 3.4.1.2.) et des aminopeptidases bactériennes

précédemment décrites,
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CHAPITRE IV

EXTRACTION ET PURIFICATION DU MATERIEL DIPEPTIDASIQUE
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- STABILITE DE L'ENZYME

L'influence du pH et des ions métalliques sur la stabilité de

la dipeptidase de Mycobacterium phlei sera exposée plus en détail au

chapitre V. Cependant, précisons que la dipeptidase est trés instable

. . . 2 2 . . N
en absence d'ions métalliques Mg * ou }m.+. Aprés un séjour de 24 h &

différentes températures il reste : en absence de Mggﬁ a - 20°C,1 p. 100
seulement de llactivité initiale & 1'égard du Leu-Gly ; & 4°C,10 p. 100 de
1'activité,et 50 p. 100 de l'activité lorsque la préparation enzymatique non
purifiée est congelée a - 20°C. Aprés un séjour de 24 h en présence de 10 mM
de Mg2+, 1'activité atteint 44 p, 100 de 1'activité initiale & 4°C, et

85 p. 100 a la température de - 20°C, Au deld de 8 jours de congélation A&

- 20°C, l'activité résiduelle est trés faible,

Le procédé de conservation le plus avantageux est la lyophi-
lisation aprés congélation rapide de la préparation enzymatique. Cependant,
il y a une diminution de lfactivité d'environ 30 & 66 p. 100 aprés
chaque étape de la purification,

Toutes les manipulations sont donc faites a 4°C, et pendant
toute la durée de la préparation, l'enzyme est protégée de l'inactivation

par adjonction de MgCl, 10 mM (concentration finale). La méthode

de purification est résumée dans le tableau XVIII,

1ére étape : Précipitation par le sulfate de Streptomycine

Aprés centrifugation du broyat bactérien & 17.600 x g pendant
20 min, puis & 105.000 x g pendant 120 min, - afin d'élimincr les débris
celiulaires et les éléments figurés - les acides nucléiques contenus dans

la fraction surnageante sont précipités par le sulfate de Streptomycine
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Bactéries rompues avec la zéolithe

Centrifugation 17.760 x g(20 min)

1
Surnageant Culot
1
Centrifugation 105.000 xg(120 min) Culot
Surnageant (S5.105)
1-Précipitation au sulfate de Stpeptomycine
Centrifugation 17.760 xg(20 min)
{
Surnageant Culot (acides nucléiques)
Dialyse (20 h) en tampon Tris 10 mM pH 7,5
MgCly 10 mM
Lyophilisation : L1
2-Adsorption sur hydroxylapatite
Eluats en tampon phosphate de X Eluats en tampon phosphate de Na

300 mM pH 7,2 -~ }@012 10 mM 1mM pH 6,8
Eluats en tampon phosphate de Na
20mM pH 7,2

3-Précipitation au sulfate d'ammonium entre
36 et 70 % de saturation

Dessalage sur gel de Sephadex G.25

Lyophilisation : L2

4-Filtration sur gel de Sephadex G.7100

Pic de peptidases (Sephadex G.100) Pics de phosﬁhatases

Lyophilisation : I,3

Concentration - dessalage sur gel de Sephadex G.25

Lyophilisation 3 L4

5-Electrophorése préparative en gel de
polyacrylamide

TABLEAU IN°XVIIX

\
)

-
EArY
ST

Méthode de purification
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selon le procédé de FERGUSON et coll, (64). Le sulfate de Streptomycine
a 10 p. 100 (p/b) en solution aqueuse, est additionné lentement a
1'extrait cellulaire (1 y/1OO v) sous agitation magnétique a 4°C,

Le précipité est éliminé par centrifugation & 17,760 x g 20 min

et le surnageant est dialysé 20 heures a 4°C, sous agitation
magnétique, en tampon Tris 10 mM de pH 7,5 contenant du Mg012 10 ml,
puis lyophilisé. Le sulfate de Streptomycine précipite les acides
nucléiques, RNA et DNA (40, 47). La concentration en protéines varie
trés peu au cours de ce processus de purification (Tableau XXI ) (143
cependant, l'activité spécifique étant multipliée par 1,5, il y a

élimination d'un inhibiteur de 1l'activité dipeptidasique.

2éme étape : Adsorption sur hvdroxylapatite

La préparation enzymatique est adsorbée sur gel d'hydroxyl-
apatite préparé selon le procédé de JENKINS et ROBINSON (102).

Apréds étude préalable des conditions d'adsorption et d'élution
des activités dipeptidasiques en fonction des éluants et du pH, le
procédé suivant a été mis au point :

La préparation enzymatique (100 ml) contenant 100 & 200 mg de
protéines (LOWRY) est mélangée lentement sous agitation magnétique, a
un volume égal de gei d'hydroxylapatite & 4 p. 100 (poids sec/v) en
tampon phosphate de sodium 1 mM de pH 6,8. Aprés 15 min de décantation,
le surnageant est éliminé par centrifugation 20 min a 39,100 x g a 4°C.
Le gel est alors lavé deux fois : par le tampen phosphate de sodium 1 mM

de pH 6,8 (100 ml), ensuite par le tampon phosphate de sodium 20 mM de
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pH 7,2 (100 ml). Les protéines actives sont retenues sur 1'adsorbanty

les essals préliminaires nous ont montré qu'elles sont éluées par

une concentration moléculaire supérieure a 100 mM, Les peptidases sont

donc extraites du gel d'hydroxylapatite par trois élutions dans un

volume minimum (25 ml) de tampon phdsphate de potassium 300 mM & pH 7,2,

suivies de centrifugations a 39.100 x g 20 min, & 4°C, Les surnageants

sont rassemblés et précipités immédiatement par le sulfate d'ammonium.
L'adsorption sur hydroxylapatite permet d'éliminer de nombreuses

impuretés (polysaccharides en particulier) et une fraction non peptidasique

comprenant 69 p. 100 des protéines de la préparation initiale (tableau XXI

page 143),

3éme étape : Fractionnement par précipitation au sulfate dfammonium

Une étude préalable des conditions expérimentales, a précisé
que le précipité formé avec le sulfate d'ammonium entre 45 et 52 p, 100
de saturation, & pH 7,0 et 4°C, contient les protéines actives a l'égard
des dipeptides suivants : Ala-Gly, Pro-Gly, Gly-Trp et Leu~Cly. Une
décantation trop longue inactive fortement les dipeptidases. Le temps:
de précipitation est donc limité & 1 heure 30 min, a 4°C.

Un premier précipité obtenu & 30 p. 100 de saturation en
sulfate d'ammonium est éliminé par centrifugation (39.100 x g, 30 min).
Le surnageant est ajﬁsté a 70 p. 100 de saturation par le sulfate
d' ammonium solide, en agitation lente a 4°C, aprés une décantation d'une
heure ; le deuxiéme précipité formé est recueilli par centrifugation
(39.100 x g, 30 min) pour une purification ultérieure. L'élimination

du sulfate d'ammonium résiduel par dialyse,inactive la préparation
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enzymatique, La fraction isolée est donc dessalée immédiatement par
filtration sur gel de Sephadex G.25. Le précipité obtenu est dissout

dans 15 ml d'eau distillée et déposé au sommet d'une colonne de

Sephadex G.25 (3 cm x 50 cm) équilibrée en tampon Tris 1 mM de pH 8,0
contenant 1 mM de MgCl,, puis éluée par le méme tampon (débit 1,2 ml/min).
Les protéines enzymatiques sont exclues du gel immédiatement aprés le
volume mort de la colonne, tandis que le volume d'élution du sulfate
d'ammonium est de 100 & 140 ml, La fraction peptidasique est immédiatement

congelée et lyophilisée.

4éme étape : Filtration sur gel de Sephadex

Avant de décrire la méthode choisie, nous rappellerons

briévement les résultats obtenus avec divers procédés de fractionnement 3

On constate que la DEAE-cellulose et la DEAE-sephadex ont la
propriété de fixer énergiquement les protéines dipeptidasiques dont
1'élution est réalisée pour des concentrations de NaCl ou de XCl
supérieures & 1 M, Cette concentration ionique importante provoqué
une inhibition de l'gctivité peptidasique,et une dialyse est nécessaire
pour restaurer l'activité., Des essais de chromatographie sur colonne de
DEAE-cellulose (2 cm x 60 cm) préalablement équilibrée avec le tampon
Tris 20 mM de pH 7,5, M9012 1 mM, puis éluée par un gradient continu

de NaCl de 0 & 2 M {300 ml/300 ml, débit 0,8 ml/min) ont révélé

un rendement infructueux : 16 p. 100 seulement de l'activité sont
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déplacés avec une concentration de NaCl 1,4 M.

Avec la chromatographie sur DEAE-Sephadex A.25 (colonne de
2 cm X 60 cm dans les mémes conditions), il Ffaut également une concen-
tration élevée de NaCl (1,2 M) pour déplacer la fraction activejet les
rendemants sont meilleurs: 88 p. 100 de l'activité totale, Cependant,
l'activité optimale & 1'égard des divers substrats se localise dans
la méme fractiony il n'y a donc pas de séparation entre plusieurs

types d'activités peptidasiques,

Les protéines enzymatiques ne sont pas retenues sur CM-Sephadex,
mais le pouvoir de résolution n'est pas meilleur. La chromatographie
sur CM-Sephadex C.50 (colonne 2 cm X 60 cm), avec élution par le tampon
Tris 20 mM de pH 7,5 MgCl, 1 mM (débit 1,6 ml/min), mais sans gradient
de NaCl, donne des résultats analogues : toutes les activités dipepti-

dasiques et tripeptidasiques sont situées dans la méme fraction,

b) Electrophorése en film liquide

L'Electrophordse en film liquide est réalisée sur un appareil
Elphor-Vap I selon la technique(h}MMMGQBXAnnexe technique page183). les
extraits enzymatiques (250 mg) sont dialysés contre le tampon d'électro-
phoréese (fampon Tris 80 mM - acide citrique 8 mM de pH 8,6). La tension
d'électrophorése est de 1.700 volts et l'intensité de 100 mA., A la
sortie de la cellule d'électrophorése, le film liquide est fractionné
dans 48 compartiments dont le contenu eét collecté dans 48 tubes, Sur

chacune de ces 48 fractions, on détermine l'absorption en ultra-violet
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a 280nm, et la teneur en protéines par la réaction de LOWRY (figure 13).
L'activité peptidasique & 1l'égard des dipeptides est localisée dans un
seul pic (fractions 15 et 16 ) qui présente une grande absorbance & 280 nm,
Les fractions 13 et 14 sont les plus activeé a 1'égard de
la leucinamide. Ce fait indique 1'hétérogénéité de la fraction peptida-
sique, bien que les deux types de protéines actives (aminopeptidases et
dipeptidases) ne soient pas séparées par ce procédé. Il n'y a aucune
ébauche de séparation entre les activités dipeptidasiques. Ainsi, le
rapport entre les activités spécifiques & 1l'égard des quatre dipeptides
demeure sensiblement constant. De plus, bien que 1l'électrophorése soit
pratiquée & 5°C, l'activité spécifique & 1'égard de la Leu-Gly diminue,
alors qu'il y a une purification, puisque 50 p. 100 des protéines non
peptidasiques sont éliminés, Cette inactivation est peut 8tre due a

1'absence de MgCl, pendant la manipulation (Tableau XIX).

2

c) Filtration sur gel de Sephadex G.100

Les résultats obtenus par filtration sur gel de Sephadex G.50,
G.75, G.100, G.150 et G.200, ainsi que sur Biogel P.30 et P.60
(colonne de 2 cm X 60 cm en tampon Tris 10 mM de pH 7,5 contenant

10 mM de MgCl sont similaires. Il y a isolement d'un seul pic ayant

)
2
une activité hydrolyfique a 1'égard des quatre dipeptides suivants ¢
Leu-Gly, Ala-Gly, Pro-Gly et Gly-Trpjet & 1l'égard du Leu-Gly-Gly
et de la leucinamide, Les rendements sont excellents, mais on n'obtient
aucune séparation entre les différentes activités peptidasiques.

Nous réalisons cependant une purification par filtration sur

gel de Sephadex G.100 (figure 15), car nous avons observé une contami-



nation de la fraction peptidasique par une activité phosphatasique :
activité relativement élevée, analogue & celle de la phosphatase
alcaline (Ec. 3.1.3.71.). La filtration sur gel de Sephadex G,100 permet
d'éliminer une partie de cette activité,

Les extraits enzymatiques (80 mg de protéines) sont déposés
sur une colonne de gel de 4 cm x 75 cm en tampon Tris 10 md, Mg012
10 mM de pH 8 (débit 0,8 ml/hin). L'activité peptidasique est localisée
dans un seul pic (B, volume d'élﬁtion 80 & 120 ml) situé entre deux
pics de phosphatases, A et C, qui présentent une grande absorbance
a 280 nm (figure 14), Ces deux pics de phosphatase correspondent
peut-8tre a des conformations diverses de cette enzyme, dimeére et
polymére (travaux de FISHMAN et coll,, 65; SIMPSON et coll,, 1968,212).

Le produit de la filtration sur gel de Sephadex est congelé
et lyophilisé, Plusieurs lyophilisats sont rassemblés, concentrés,et
ltexcés de Tris et de sels minéraux est éliminé parJdessalage sur
gel de Sephadex G.25 (figure 15) selon le procédé déja décrit.,

Si nous analysons la préparation enzymatique a ce stade de
la purification, nous remarquons que l'activité spécifique a 1l'égard
des dipeptides a augmenté de facon considérable (Tableaux XIT , XIII,
XIV ), mais 1'activité & 1l'égard des tripeptides et de la leucinamide
est encore importante., L'hydrolyse de plusieurs oligopeptides et
polypeptides par cette fraction SG.100 est résumée dans le tableau XX.

lLes acides aminés N-terminaux des oligo-peptides et des
polypeptides sont libérés par une enzyme douée d'activité aminopepti-
dasique,

L'analyse par électrophorése en gel d'acrylamide-agarose

(figure 16) des composants de la fraction SG.100 (protéines et peptidases),
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Filtration sur gel de Sephadex G 100
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Méthode de fractionnenent

Electrophorése

Filtration sur gel

Electrophorése en film
liquide "Vap"

Sephadex G.100

Conditions du traitement

e

g 4 cmx 75 cm
débit 0,5 ml/min

Tampon Tris - Acide citrique Tris - Acide maléique
80 mM pH 8,6 10 mM pH 8 MgC12 10mM

Température 5°C 4°C

Quantité avant fract. 250 mg 80,2 mg
de aprés fract. 124,5 mg 24,7 mg
Proteines Rendement 50 % 30,7 %
Activité avant fract. 203 u 127 u
Spécifique e o
u=PM/h/ﬁ9 aprés fract. 187 u 496 u
L.Leu-Gly Purification inactivation 3,9
Rendement global pour
e - - % 2
ltactivité peptidasique 52 % 92,4 %
TABLEAU NoXTIX
Comparaison entre les méthodes de fractionnement



100 Activité : PM/h/ml
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Figure 15

Dessalage sur gel de Sephadex G 25

BD : pic de Bleu dextran 2000
: pic de peptidase

: sels minéraux (Tris)

<.w >

: volume d'élution



Concentration du peptide Peptides A B
11]/ml
C,06 Asn % Ala - Trp 9 +
2,0 Phe $ Asp i Lys 30 ++
1,2 Glu t Lys - Phe 9,5 (+)
0,6 His $ Leu L Lys 23,5 ++
1,2 Ile § Arg Y Leu - Phe 39,5 ++
2,0 Thr - Glu - Ala - Glu Hse 0 0
1,2 Thr } Gly t gis - Pro - Glu - Thr - Leu 27,5 ++
1,2 Thr 4 Gly ! His - Pro - Glu - Thr - Leu - Glu - Lys - Phe 85 ++
1,2 Lys % Thr - Glu - Ala - Glu - Hse (lactone) 12 +
1,2 Lys ¢ Thr - Glu - Ala - Glu - Hse 5 +
1,2 Lys * His - Leu - Lys - Thr - Glu - Ala - Glu - Hse 2,5 (+)
1,2 Phe 4 Asp t Lys - Phe - Lys 11,5 +
1,5 Gly $ Leu toger Asp.- Glu - Gly - Trp -~ Gln - Ala - Val - Leu - Ala - Trp -
Gly - Lys 48,5 ++

Hydrolyse des oligopeptides et des polypeptides par la fraction S.G 100 (0,372 mg/ml)

TABLEAU N° xx

A : densité optique X100 obtenue aprés la révélation A la ninhydrine des acides aminés llberes
longueur d'onde 500 nm (180),aprés une hydrolyse de 20 heures.

B : appréciation de l'hydrolyse par chromatographie sur papier et révélation par le réactif de HEILMANN (93)

Aucun de ces peptides n'est hydrolysé par la dipeptidase pure (0,060 mg/ml)

hydrolyse totale du résidu N-terminal en 20 heures, +:hydrolyse incompléte en 20 h,(+):hydrolyse faible.

el
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17 18

Figure 16

Electrophorégramme sur gel de polyacrylamide-agarose de la fraction S. G 100

A : coloration des protéines par le bleu de coomassie
B : zones présentant une activité peptidasique

D : niveau du dépdt de la préparation

' Activité peptidasique des différentes zones
+ : réaction forte (1 h a2 h) (4) : réaction faible (2 h & 4 h)

Substrats (111) II I

l Leu-Gly 0 + (+)
I Gly-Leu 0 + 0
Gly-Trp 0 + (+)
D.L. Leu-Gly. Gly 0 + +

Leuclinamide 0 0 +

)



montre qu'il subsiste encore deux peptidases : une aminopeptidase (I)
et une dipeptidase (II) ainsi que six fractions protéiques importantes
(figure 17). Nous ne décelons plus aucune activité correspondant aux
peptidases III, IV et V.,

Afin de séparer les deux peptidases dont les charges électro-
phorétiques et les poids moléculaires sont trés voisins, il est donc
nécessaire d'utiliser wn procédé de séparation possédant un grand
pouvoir de.résolution. L'électrophorése préparative en film liquide
ayant donné une ébauche de séparation, nous avons recherché d'autres

procédés de séparation électrophorétiques,

5éme étape

L'enzyme est isolée par migration électrophorétique en gels
cylindriques de polyacrylamide,

L'électrophorése est pratiquée en colonne de Pyrex (2 cm x 21 cm)
contenant le gel de migration a 7,5 p. 100:(p/V) d'acrylamide (sur
une hauteur de 12 cm) et le gel d'espacement (2 cm) & 2,5 p. 100 (p/V)
d'acrylamide, La composition des gels est précisée dans 1'annexe technique.
Pour éviter la dénaturatimn de la dipeptidase, nous ajoutons du MgCl2
(3 mM) dans le tampon des gels,

La partie inférieure des colcnnes contient du gel a 15 p. 100
(p/b) d'acrylamide, plus rigide, qui colmate l'orifice de la colonne et
empéche le glissement des gels de migration dans le réservoir de tampon,

L'échantillon est déposé sous forme de mélange dense (2,5 ml) contenant
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30 mg de protéines, 25 p. 100 de glycerol (v/v) et des traces de
bleu de bromophénol.AL’électrophorése est réalisée en tampon Tris a
20 p. 1000 (p/v) - acide borique 2 p. 1000 (p/v) de pH 9. La tension
d'électrophorése est de 320 & 370 volts et l'intensité est maintenue
constante a 10 mA par gel pendant 3 heures a 4°C,

L'activité peptidasique & l'égard du Leu-Gly est dééelée
directement aprés démoulage des gels, sur une laniére de 2 mm de section,
découpée sur toute la longueur du gel ; elle est révélée par le réactif
de LEWIS et HARRIS. La coloration est trés rapide, elle apparalt au
bout de 5 & 10 min & 37°C. Par cette méthode, la dipeptidase est
1ocalisée‘exactement et, au niveau correspondant, le gel est sectionné
en disques de 2 mm d'épaisseur, Chaque fraction est congelée rapidement,
puis broyée dans un mortier de porcelaine, L'enzyme est extraite du
gel par élution dans le tampon Tris 1 mY, Mg012 1 mM, pH 8. Apreés
élimination du gel par centrifugation & 39,100-x g 20 min & 4°C, chaque
fractinn est analysée en électrophorése sur disque d'acrylamide, Seules
sont retenues et lyophilisées les fractions présentant, & la fois une
seule bande de protéines et une activité dipeptidasique élevée,

Nous isolons de cette facon une fraction pure sur disque
d'acrylamide (figure 18). Cette fraction présente également un seul
arc de précipitation en immunoprécipitation (figure 19).

Pendant cette manipulation, nous ne décelons aucune fraction
active correspondant a l'aminopeptidase I, En effet, cette enzyme est
inactivée par le persulfate d'ammonium. Des essais d'élimination de
ce composé avant le dépdt de la préparation enzymatique par une

électrophorése de 30 min, se sont révélés inefficaces,
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La figure 17 représente la migration électrophorétique sur
gel d'acrylamide-agarose des préparations enzymatiques aux diverses
étapes de la purification ; la concentration en protéines de la fraction
pure (D) est trop faible pour &tre révélée par le bleu de coomassie,
Mais il y a une réaction peptidasique (substrat Leu-Gly) au niveau
de la migration (indiqué par une fléche) ; nous ne décelons plus

A

aucune activité correspondant & 1l'aminopeptidase I.

II - COEFFICIENT DE PURIFICATION

L'instabilité de la préparation enzymatique rend difficile
1tévaluation du coefficient de purification, Si l'on tient compte des
résultats partiels (Tableau XXI ), obtenus par une mesure immédiate
de l'activité a chaque étape de la purification, le degré de purificatiocn
final est -supérieur a 1.011. Le rendement en protéines est de 0,580 mg
pour 1,000 g de protéines (LOWRY) ou 36,5 mg d'enzyme pour 1.000 g

de bactéries (poids humide).

ITI - CRITERES DE PURETE

Pour évaluer la pureté des préparations, nous avons effectué
des électrophoréses sur gel d'acrylamide & 7,5 p. 100 selon le procédé
de DAVIS (48). Les gels sont additionnés de dodecyl-sulfate de sodium
0,26 p. 100 (p/v) et d'urée, 6 M selon la technique de SHAPIRO et coll.

(207). Les protéines sont révélées par le bleu de coomassie, Nous
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observons une seule bande de protéines (Ffigure 18). Nous avons également
caractérisé l'activité peptidasique selon le procédé de LEWIS et HARRIS,
modifié pour l'électrophorése en gel d'acrylamide., Sur gel d'acrylamide

ou sur plaque d'acrylamide agarose, nocus décelons une seule zone, active

uniquement envers les dipeptides, La leucinamide et les tripeptides ne

sont pas hydrolysés, Nous analysons également la préparation par immuno-
précipitation, effectuée avec un immun-sérum de lapin anti-protéines de
la fraction SG.100. Nous obtenons un seul arc de précipitation avec
plusieurs préparations successives (figures 1, 2, 3), l'enzyme est
donc immunologiquement pure.

Une autre observation confirme la pureté de cette préparation,
L¥mnalyse des acides aminés terminaux par la technique de Dansylation de

HARTLEY (89) montre un seul résidu N-terminal : la leucine,
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Total de Activité (Leu-Gly) Purification Rendement en p. 100
Etapes de la purification protéines ACtivite ACtivité
par mg PR - par par
speciflque totale étape totale &tape total
‘Bactéries broyées 62.400,0 0,20 12.480
Surnageant (S 105) 34.000,0 0,87 29.580 4,6 4,6 237,0
1 . Précipitation & la Streptomycine 32.440,0 1,38 44.767 1,5 6,9 151, 3 358,7
Lycphilisation 1 32.115,0 0,76 24,407 - - 54,5 195,5
2.. Adsorption sur Hydroxylapatite 8.350,0 2,18 18.203 2,8 19,3 74,5 145, 8
3 . Précipitation au Sulfate d'ammonium (70 %) 3.231,0 4,81 15.541 2,2 42,5 85, 3 124,5 .
Lyophilisation 2 3.199,0 2,12 -6.781 - - 43,6 54,3
4 Filtration sur Sephadex G,100 764,5 8,27 6.322 3,9 165,8 93,2 50,6
Lyophilisation 4 651,7 4,53 2.952 - - = -
5 Electrophorése préparative en polyacrylamide 52,1 27,7 1.445 6,1° 1011,4 48,9 11,
Lyophilisation § 36,5 - 8,20 299 - - 20,6 2,4

Bilan de la purification pour 1.000 g de bactéries (400 mg poids sec)

TABLEAU N° XX 1I

u = iy /g

evL
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Figure 17

ETAPES DE LA PURIFICATION

(Electrophorese en gel d'acrylamide-agarose)

A = Fraction (S. 105)
B = Fraction éluée apres adsorption sur Hydroxylapatite
C = Fraction S, G 100

D = Fraction pure (il y a une réaction dipeptidasique au
niveau de la fleche, mais la concentration en protéine
est trop faible pour &tre colorée par le bleu de coomassie).
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FIGURE 18

Electrophorese sur gel d'acrylamide

systeme de tampon de DAVIS (48) gels de 7 cm de longueur contenant de
l'urée 6 M et du S.D.S. 0,1 p. 100 selon SHAPIRO (207)

A Fraction S, 105 apres précipitation par la streptomycine
B Fraction S. G 100
C dipeptidase pure

D dipeptidase pure - migration sur gel d'acrylamide 7,5 p. 100
contenant du 8.D.S. 0,1 p. 100 (longueur 15 cm) apres dénaturation
de l'enzyme
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FIGURE 19

Réaction d'immuno précipitation

Réaction de précipitation entre 1'immun-sérum anti

fraction S. G 100 - godet central et :

- deux concentrations différentes de la fraction S. G 100

0,300 mg et 0, 700 mg/ml) godets 1 et 2
- ainsi que trois préparations de la dipeptidase pure

(0,160 ;0,172 ; 0,200 mg/ml) godets 3.4.5
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CHAPITRE v

PROPRIETES DE LA DIPEPTIDASE DE MYCOBACTERIUM PHLEI
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I ~ DETERMINATION DU POIDS MOLECULAIRE

1) Détermination du poids moléculaire par filtration
sur gel de Sephadex G, 150

Une estimation du poids moléculaire de la dibeptidase est
obtenue par le procédé d'ANDREWS (4) par filtration de la fraction pure
(0,200 mg) sur gel de Sephadex G.150, par comparaison des migrations de
plusieurs protéines dont le poids moléculaire est connu (les détails
expérimentaux sont précisés dans 1l'annexe technique, page 183 ). Nous

utilisons des témoins dont les poids moléculaires sont les suivants :

- La y-globuline bovine, 160.000 (15€); 1a sérum-albumine bovine,
68.000 (156); 1'ovalbumine, 43.000 ( 4) ; la peroxydase de raifert,
42,000 (7 ) ; la lipase porcine du pancréas, 38.000 (8 ); 1e‘cytochfome c,
11.700 (52 ).
La variation du volume d'élution en foncticn du log 10 des
poids moléculaires est représentée sur la figure 20, Si 1l'on suppose
que la diéeptidase est une protéine globulaire, le poids meléculaire .

estimé par cette méthode est 88.000 (* 8.000).

' 2) Détermination du poids moléculaire par électrophorése
sur gel de polyacrylamide

Le poids moléculaire de l'enzyme est déterminé par électrophorése
en gel de polyacrylamide en présence de dodecyl sulfate de sbdium, apreés
une dénaturation et une réduction de la protéine obtenue selon le procédé

de WEBER et OSBORN (253).
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L'échantillon est dissout dans du dodecyl-sulfate de sodium
a1 p. 100 (p/v) avec 1 p. 100 (p/v) de mercaptoéthanol, puis chauffé
2 min a 100°C avant d'€tre déposé sur les gels de polyacrylamide, &

5 p. 100 et a 7,5 P. 100 d'acrylamide, contenant du tampon phosphate
0,1 M de pH 7,0 avec 0,1 p. 100 (p/v) de dodecyl sulfate de sodium,

L'étalonage de la migration est réalisé avec différents

marqueurs dont les poids moléculaires sont les suivants ;

~ La sérum-albumine bovine 68.000 (156); la chaine lourde de
y-globuline humaine, 50.000 (156); 1'ovalbumine, 43.000 (253); la
lactate deshydrogénasé humaine, 36.000 (pour chaque sous-unité, 38) ;
la pepsine, 34,000 (72 );la trypsine, 23.000 (56) et la myoglobine de
coeur de boeuf, 17.000 (82).

La figure 21 représente la variation des distances de migration
électrophorétique (en mm ) par rapport au log de 10 du poids moléculaire
des témoins marqueurs,

Cette figure représente les résultats obtenus avec les gels
de polyacrylamide a 7,5 p. 100 de monomére ; les résultats sont
analogues avec les gels & 5 p. 100 d'acrylamide. Le poids moléculaire
de la dipeptidase, mesuré par cette méthode, est de 45.000 ¥ 5.000.

Si nous comparons ce résultat & celui obtenu avec le procédé
de filtration sur gel de Sephadex G.150, il semble que la dipeptidase

solt associée sous forme de dimére dans son état natif,
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Poids moléculaire

100}

504

20 L

distance de migration (mm)

Figure 21

Détermination du poids moléculaire de la dipeptidase par électrophorese

en gel de polyacrylamide - S,D,S. 3 7,5 p. 100 d'acrylamide

E : Dipeptidase

BSA :Sérum albumine bovine

H,C. : Chaine lourde de gamma globuline humaine
Ov : Ovalbumine

L DH : Lacticodehydrogénase

P : Pepsine

T : Trypsine
Mb : Myoglobine W
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II - Composition en acides aminés

100 et 200 nM de protéines sont soumis & l'hydrolyse acide,
dans un tube scellé sous vide, 4 105°C, pendant 24 h et 72 h; en
présence de deux gouttes de phénol en solution aqueuse & 5 p. 100 (v/v)
(ceci afin de préserver les résidus tyrosine de la dégradation),

L'analyse des acides aminés est effectuée dans un analyseur
automatique (JEOLCO type 5 AH). On réalise deux analyses pour les
hydrolysats de 24 h et de 72 h, La détermination du contenu en
tryptophane est obtenue par le procédé de SPIES et CHAMBERS (21)
(Annexe technique page 183 ).

le tableau XXII présent¢ la composition en acides aminés des
hydrolysats de 24 h et de 72 h, Le nombre de résidus, pour chaque
acide aminé, est calculé pour un poids moléculaire de 45.000. Aucune
différence significative n'est observée entre les hydrolysats de
24 h et de 72 h.

Nous observons un taux élevé d'acide glutamique et aspartique
(tableau XXII), également d'alanine et de leucine. Le nombre de
résidus histidine et tryptophane est faible et il faut remarquer
un taux trés bas de résidus soufrés : 3 de cystéine (ou demi—cystiir&)
et 5 de méthionine,

Pour la plupart des dipeptidases bactériennes ou animales,
la composition en acides aminés est encore inconnue, La seule analyse
ayant fait l'objet d'une publication est, a notre connaissance, celle
de RENE et CAMPBELL (187) pour la dipeptidase du rein de porc (la

composition de cette enzyme est indiquée dans le tableau XXIT ).
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Hydrolysat de 24 h Hydrolysat de 72 h %ipgiégggii
(18)
Lys 16.43 (16) 17.18 (17) 29
His 8.69 ( 9) 8.00 ( 8) 10
Arg 19.75 (20) 18.51 (19) 17
Asp 42,32 (42) 44,46 (44) 39
Thr 23.54 (24) 23.98 (24) 22
Ser 22.24 (22) 21.25 (21) 28
Glu 44,09 (44) 42,87 (43) 43
Pro 21.14 (21) 20.45 (20) 21
Gly 37.17 (37) 37.19 (37) 25
Ala 46.53 (47) 47.49 (47) 32
Cys 3.00 ( 3) 2.76 ( 3) 17
Met 5.02 ( 5) 4.75 ( 5) - 7
val 26.96 (27) 27.36 (27) 27
Tle 18.74 (19) ‘ 19.92 (20) 15
Leu 37.74 (38) 37.45 (37) 41
Tyr 12,37 (12) 12,52 (13) 12
Phe 14.33 (14) 14.85 (15) 18
Trp 9.00 ( 9) =* 8.87 (9) * 11
Total
des 409 409 411
résidus

(#) le contenu en tryptophane est mesuré par la méthode de SPIES et
CHAMBERS (21) - .

TABLEAU N° XXII

Composition en acides aminés de la dipeptidase de Mycobacterium phlei,

comparaison avec celle de la dipeptidase de CAMPBELL.

Le nombre de résidus par molécule de protéine est calculé sur la base
du poids moléculaire minimum: 45,000
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L'analogie entre la composition de la dipeptidase rénale

et celle de la dipeptidase de Mycobacterium phlei est étroite pour

les acides aminés acides (Asp, Glu) et les acides aminés basiques
(LysyArg) de méme que pour le tryptophane et l'histidine, mais la
dipeptidase animale est beaucoup plus riche en cystéine (17 résidus) et
en méthionine (7 résidus).

La pauvreté en acides aminés soufrés est une proﬁriété
commune & plusieurs enzymes d'origine bactérienne (183, mais c'est
également un aspect particulier des protéines des Mycobactéries,
ASSELINEAU et coll. (5) indiquent la faible proportion des résidus
cystéine (2,2 p, 100) et méthionine (1,6 p. 100) par rapport au nombre

total des résidus acides aminés pour l'ensemble des protéines de

Mycobacterium phlei,

La détermination des groupes N-terminaux est établie par la
technique de Dansylation de GRAY et HARTLEY (79), & la fois par chroma-
tographie en cowche mince sur feuille de polyamide et par chromatcgraphie
en couche mince de Silicagel (technique de GROS et LABOUESSE, 80). Un
seul et unique groupe N-terminal, la leucine, est mis en évidence par
ces deux procédés,

On met en évidence un seul groupement thiol par la méthode

de SAVILLE (235). I1 ya donc un seul pont disulfure dans la protéine.

IITI ~ Spécificité
L'enzyme purifiée (II) est une dipeptidase (Ec. 3.4.3.) car

elle hydrolyse uniquement les dipeptides ayant les fonctions w-aminée et



a~carboxylique libres,

Les protéines, les polypeptides (répertoriés . dans le
tableau XX )., les oligopeptides ne sont pas dégradés , Ni les
tripeptides testés (répertoriés dans le tableau XXIII) ne sont
hydrolysés, ni les amides des aminocacides (leucine-paranitroanilidel

2

ni les dipeptides synthétiques ayant un radical COOH ou NH, substitué,

La dipeptidase de Mycobacterium phlei posséde un mode d'action

particuliérement large, puisqu'elle hydrolyse méme les dipeptides contenant
un acide D-x-aminé ou D-x~carboxylique.

Le tableau XTI expose les différents taux d'hydrolyse des
dipeptides par rapport & la vitesse d'hydrolyse obtenue avec le
dipeptide Ala-Gly.

I1 faut remarquer que la plupart des substrats de certaines

dipeptidases, autrefois considérées comme spécifiques; sont hydrolysées,
I1 en est ainsi pour le Gly-lLeu, le Gly-Tyr et 1'Ala-Gly. Le Pro-Gly
est également hydrolysé, Par contre, il est intéressant de remarquer
que le Gly-Pro (Imido—dipeptidase) et le Gly-Gly (Glycyl—Glycine—

dipeptidase) et le P-Ala-His (carnosinase) ne sont pas hydrolysés,

IV. - Etude des constantes de MICHAELIS-MENTEN : Xm

Pour la détermination des constantes de MICHAELIS-MENTEN,
l'enzyme est préincubée 30 min a 37°C dans le tampon Tris 10'mM de
pH 8,0 contenant 10 mM de MgClz. Apfés cette préincubation, les vitesses
initiales d'hydrolyse sont déterminées, en mesurant la cinétique d'hydrolyse

A

des dipeptides toutes les 30 secondes, pendant 1 & 10 min, La réaction
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Substrats Activité 4% Substrats Activité %
Ala-Gly 100, 0 Gly-Gly 0
Leu-Gly 59,9 D.Leu~Gly 5,0
Pro-Gly 18,2 D.Leu-~L,Tyxr 1,3
Val-Gly 1454 D.Asp~Gly 1,9
Tyr-Gly 4,5 Gly-D.Leu 2,5
Leu-Ala 35,0 Gly-D.Ala 3,0
Trp-Ala 3,0 Ala~-Gly-Gly 0
Lys-Leu 2,4 DL.Leu-Gly-Gly 0
Ala~Leu 2,3 Leu-Gly-Gly 0
Phe-Lys 9,9 Phe-Gly-Gly 0
Gly-Ser 75,1 Pro-Gly-Gly 0
Gly-Leu . 42,6 Leu~-Gly-L.Tyr 0
Gly-Trp 32,9 Met-Ala-Ser 0]
Gly-Met 26,1 His-Leu-Lys 0
Gly-val 15,2 Phe-Asp-Lys 0
Gly-Phe 12,9 Asp-Lys-~Phe 0
Gly-Tyr 7,6 Gly-Lys-Phe 0
Gly-Glu 4,0 Asn-Al a-Trp 0
Gly-Ile 6,1 Gly-Leu-Tyx 0
Gly-Pro 0] Gly-Gly-Gly 0]

TABLEAU IN° X XTITT

Spécificité de la dipeptidase .,

Les valeurs sont exprimées en pourcentage par rapport au taux d'hydrolyse

de 1'Ala-Gly,

Concentration du substrat dans le mélange réactionnel : 5 mM, concentration

en enzyme; 0,060 & 0,300 mg/ml, réaction

de MgCl2 5 mM.

s

a 37°C, pH 8,0 en présence
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enzymatique est réalisée en tamon Tris 5 mM de pH 8,0 contenant 5 mM de

MgCl_ & 37°C, avec différentes concentrations de substrat (1 mM & 20 mM).
2 /

La concentration en protéine est de 0,045 & 0,065 mg/ml (LOWRY) - (0,300 mg/
ml pour la mesure du Km avec le D,Leu-Gly).

Nous avons mesuré le Xm & 1' aide du diagramme de LINEWEAVER et
BURK (51) (figure 22),

Pour chaque substrat, aprés avoir établi ce diagramme, nous

calculons le Xm selon la formule suivante 3

Vmax - v
v

km = [g]

"[S]"est la concentration du substrat (mM), "Vmax" : vitesse maximum
mesurée exprimée en p}y@dn/hg, "y est la vitesse d'initiale d'hydrolyse
correspondant a chaque concentration du substrat. Les différentes valeurs
obtenues (tableaux XXIV et XXV ) sont les suivantes :
Km = 1,25 mM pour le L.Leu-Gly, 3,1 mM pour le L,Ala-~Gly, 6,03 mM.pour le
Gly-L.Leu et 21 mM pour le D.Leu-Gly

L'affinité de la dipeptidase est donc plus grande lorsqu'un

résidu hydrophobe (Leu ou Ala) est en position N-terminale et cette

affinité est beaucoup moins grande pour les résidus de la série D.

v - Influence du pH |

a) Stabilité de la préparation enzymatique en fonction du pH

Pour la fraction S G.100, la stabilité de la préparation
enzymatique a été étudiée entre les pH 4,0 et 12 :

- en tampon acétate de soude 50 mM, MgCl, 10 mM (pH 4,0 & 5,5),

2
~ en tampon Tris succinate SO'mM MgCl2 10 mM (pH § & 7,0),
- en tampon Tris maléate 50 mM MgCl, 10 mH (pH 6 & 10),

- en tampon véronal sodé 50 mM MgCl, 10 mM (pH 7 & 12).

2
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Substrat : L.Ala-Gly

. vmax -
[5) 1/ ) v 1/ wm = [5) L’&V_"l
mM 1/mM pMfia/mg M min/Tg mM
1,0 1,0 1,222 0,818 2,80
2,0 0,5 1,851 0,540 3,02
2,5 0,4 2,166 0,461 2,82
4,0 0,25 2,555 0, 391 3,20
5,0 0,2 2,814 0, 355 3,26
7,5 0,13 3,148 Q0,317 3,58
Moyenne = 3,12

Valeurs mesurées 1/Vmax = 0,215 ; Vmax = 4,65 plifin/mg ;
1/¥m = 3,30 Km = 3,03 mM

Substrat : L,Leu-Gly

5 o1/ 18] v 1/ xm = [g] —LYEﬂi;Z-Xl
mM 1/mM pMfin/mg | 1/uMfin/mg mM
1,0 1,0 1,426 0,701 1,29
2,0 0,5 2,037 0, 490 1,22
2,5 0,4 2,204 0,454 1,21
4,0 0,25 2,480 0,403 1,28
5,0 0,2 2,680 0,372 1,10
745 0,13 2,730 0, 366 1,50
Moyenne = 1,26

Valeurs mesurées 1/Vmax = 0,305 ; Vmax = 3,28 plMfin/mg ;
1/Xm = 0,8 Km= 1,25 mM

TABLEAU He XX1v

g

Détermination de la constante de MICHAELIS-MENTEN
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Substrat : Gly-L.Leu

8 /6] v e o e [ o)
mM 1/mM p1/min/mg. 1/l fin/mg mM

2 0,5 0, 408 2,45 5,5
2,5 0,5 0,472 2,1 5,6
4,0 0,25 0,584 1,70 6,4
5,0 0,2 0,704 1,42 5,8
735 0,13 0,880 1,13 5,5
10,0 G, 10 0,910 1,09 6,8

Moyenne = 5,93

Valeurs mesurées 1/Vmax = 0,65 ; Vmax = 1,53 pMfin/mg

1/km = 0,165 Xm = 6,06 mM
Substrat : D,Leu-Gly
5] 1/5) v L N S

mM 1/mM 1+ M fin/mg 1/ ¥t /mg mM

2,0 0,5 0,021 47,6 21,8

2,5 0,4 0,024 41,6 23,5

4,0 0,25 0,048 20, 8 16,8

5,0 0,2 0,049 20,4 20,5

755 0,13 0,062 16,1 22,7

10,0 0,10 0,082 12,19 20,4
Moyenne = 20,95

Valeurs mesurées 1/Vmax = 4,0 ;

1/Xm = 0,475 Km= 21,0 mM

?

Vmax = 0,25 uMfin/mg ;

TABLEAU MN°xXv

Détermination de la constante de MICHAELIS-MENTEN :

Km
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La préparation enzymatique est incubée 4 h & la température de
20°C avec les différents tampons, Puis la réaction enzymatique est

mesurée a pl 7,0 & 37°C, en présence de MgCl 5 mM., L'activité relative

21
est mesurée en pourcentage de l'activité optimale obtenue aprés une

incubation & pH 7,0 (figure 23). L'enzyme est stable aux pH basiques

essayés,instable en pH acides inférieurs & 6,0,

b) Influence du pH sur l'activité peptidasique

L'influence du pH sur l'activité dipeptidasique est mesurée avec
la fraction pure en tampon Tris-maléate 10 mM, contenant 1 mM de NgCl2
entre les pH 5,5 et 13,0,

L'activité optimale se situe entre les pH 9,5 et 10,0. A pH 8,0

l'activité de la dipeptidase atteint respectivement 26 p. 100 et 39 p, 100

de 1'activité optimale, pour le L.Ala-Gly et le L.Leu-Gly (figure 24).

VI - Influence de la température

a) Stabilité de la préparation enzymatique en fonction de la température .

Nous avons mesuré la variation de l'activité dipeptidasique apreés
une incubation de durée variable (0 & 2 h) & différentes températures, en

présence ou en absence de MgCl_ ou de MnCl 5 mM et 10 mM,

2 2!
Puis la réaction enzymatique est pratiquée a 37°C, en présence

2 2 N

de Mg * 5 mM, ou }m.+ 5 mM et nous calculons le pourcentage d'activité

par rapport & l'activité initiale sans incubation.
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Figure 23

Variation de l'activité dipeptidasiaque apres une incubation de 4 h a différents pH ;

Température 20°C

puis mesure de l'activité dans les conditions habituelles
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Figure 24
Courbe d'activité en fonction du pli
Ala-Gly activité optimale : 40,6 u, Leu-Gly @ 22,0 u
Tampon Tris maléate 10 mM MgCl2 1 mM

12

13




Les résultats obtenus pour l'hydrolyse du Leu-Gly sont reportés
sur la figure 25 ; ils sont amalogues pour le Ala-Gly. Nous pouvons en
tirer les conclusions suivantes
a) L'ion Mg2+ Joue un rdle important dans la stabilité de l'enzyme ; en
effet, il protége les préparations de la dégradation observée a 37°C et
& 45°C en absence d'ions métalliques,

Sans incubation pféalable avec le magnésium, l'enzyme est trés
instable, 50 p. 100 de l'activité est perdue aprés 15 min d'incubation

37°C. Le manganése protége également l'enzyme de la dégradation, mais

o

juzg

un degré moindre.

b) La préparation contenant du Mg2+ est stable jusqu'a 45°C; au dela,

ltactivité décroflt rapidement.

c) I1 est nécessaire d'incuber l'enzyme 30 min a 37°C a pH 8,0 avec
le M’gCl2 pour obtenir 1'activité maximale, Plusieurs essais nous ont
nontré que pour assurer la stabilité de la dipeptidase pure, une concen-

tration en MgCl, de 1 mM est suffisante,

b) Influence de la température sur 1l'activité peptidasique

Une préincubation en tampon Tris 10 mM, pH 8,0 contenant 1 mM

de MgCl, est pratiquée & 37°C pendant 30 min avant la mesure de 1l'activité

2

A

peptidasique & différentes fempératures (figure 26). Dans ces conditions,
1'activité maximale se situe a 52,5°C pour tous les dipeptides utilisés,
Ala-Gly, Leu-Gly, Pro-Gly,

En effet, la cinétique d'hydrolyse est linéaire pendant des

temps relativement courts 3 1 & 5 min a 50°C et 52,5°C, aprés quoi
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Activité peptidasique

pM/mn/ mg

30 35 40 45 50 55 60 °C
température
Figure 26
A

Variation de 1'activité de la préparation en fonction de la température

substrat : Ala-Gly @ , Leu-Gly g
concentration en substrat 5 mM, Concentration en protéine 0,150 mg/m1l ;
préincubation 30 minutes a 37°C en Tampon tris 10 mM - Mgcl 2 1 mM
puis mesure de l'activité peptidasique aux différentes températures
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ltenzyme est inactivée, A 37°C, 1lactivité pentidasique & 1'égard du
Leu-Gly et de 1'Ala-Gly, atteint seulement la moitié de 1'activité
maximale, mais la stabilité de l'enzyme est beaucoup plus grande & 37°C,
LEVIS et HUMPHREY §23) ont montré que, pour les enzymes instables, les
conditions les plus favorables de mesure de l'activité, sont réalisées
en cheisissant, pour le processus d'incubation, une température inférieure
a celle ol 1l'activité est maximale,

Ainsi, toutes les mesures de l'activité enzymatique ont—el;es

été réalisées a 37°C,

VII ~Influence des inhibiteurs

L'action des divers activateurs inhibiteurs est résumée dans
le tableau XXVI,

La préparation enzymatique est laissée en contact avec l'inhibiteur
a la concentration indiquée pendant 30 min & 37°C et a pH 8,0 avant
l'addition du substrat,

L'aétivité peptidasique est exprimée en pourcentage d'inhibition
par rapport a un échantillon témoin.

Les agents chélateurs : O.phénanthroline, E.D.T.A. et cystéine
(10 mM) inhibent l'activité peptidasique, L'action de 1'E.D.T.A., et de
1'0.phénanthroline est particulierement forte, On peut donc penser que des
ions métalliques sont nécessaires & la catalyse enzymatique,

La préincubation de l'enzyme avec les réactifs des groupements
thiols : P.C.M.B., N-éthymaléimide, acide iodoacétique, ne modifie pas
1'activité hydrolytique de la dipeptidase ; seul 1l'iodoacétamide inhibe

partiellement l'activité enzymatique (36 p. 100). Le groupement thiol



Substrats
L,Ala~Gly ' L.Leu~Gly
Inhibiteurs Concentration
% Inhibition % Inhibition
0 Phénanthroline 1 mM 92,7 95,3
' ‘ mM 2
5.D.T.A. 1 i gg:; 38’;
Cystéine 10 mM | 51,6 575
2 Mercaptoéthanol 1 mM 11,7 13,4
P.C.M.B. 1 mM 0 0
Iodoacétate 1 mM 0 0
Todoacétamide 1 mi 36,7 27,8
N.E.M, 1 mM o 0
D.F.P. 1T mM 0 "0

TABLEAU N° xXVvI

Influence des inhibiteurs sur l'activité dipeptidasique

Résultats exprimés en pourcentage d'inhibition par rapport au témoin non
traité, Concentration du substrat 5 mM, concentration en protéines

0,252 mg/ml. Préincubation de 1l'enzyme 30 min dans le tampon Tris 10 min,
PH 8 & 37°C avec les différents inhibiteurs, puis mesure de la cinétique

dthydrolyse de 2 a 10 min & 37°C.
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libre de l'enzyme ne semble donc pas participer & la catalyse au site actif
de 1l'enzyme.
Le D.F.P, n'étant pas inhibiteur de la dipeptidase, celle-ci ne

posséde sans doute pas de sérine active au centre catalytique de l'enzyme,

VIIT- Influence des ions métalliques

En 1l'absence d'inhibition préalable, l'addition des ions
, . . 24+ . . 2+ Lo+
métalliques suivants : M1 et & un moindre degré le Mg , le Sn ,

Ca2+, Zn2+, Pt2+, favorise la réaction enzymatique (Tableau XVII

D'autres ions comme le Fe2+, le Pb2+, le H92+, produisent au contraire
une inhibition & des degrés divers. Lthydrolyse du Ala-~Cly est inhibée
par le cobalt et plus légérement par le cuivre, tandis que 1'hydrolyse du
Leu~Gly est activée par ces deux ions métalliques, Le bm2+ et le Mg2+
réactivent fortement la préparation inhibée par dialyse contre 1'E.D,T.A.
1T mM (1 2/100 v) sous agitation magnétique & 4°C pendant 2 heures, Cette
réactivation est obtenue par une préincubation de 30 min a 37°C dans le
tampon Tris 10 mM & pH 8 en présence des ions métalliques & différentes
concentrations‘(Tableau XXVII). La réactivation est plus importante en
présence de Manganése (0,5 mM) qu'en présence de Magnésium,

Nous avons obtenu 1'apoenzyme en traitant 1l'enzyme par
1'0.phénanthroline 1 mﬁ en tampon Tris 1 mM pH 8 & 20°C, en agitation
magnétique 30 min, Ce traitement est suivi d'un dessalage sur gel de
Sephadex G.25, qui permet d'éliminer 1'0,phénanthroline. L'apoenzyme

C . _— 2 2
ainsli obtenue est réactivée par le Ma ¥ ou le Mg * (2,5 mM et 5 mM) en

incubation dans le tampon Tris 1 mM & pH & pendant 30 min & 37°C. L'enzyme
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est totalement réactivée (Tableau XIX), il n'y a pas de réactivation
par le Zinc ou par le Cobalt dans les mfmes conditions,

La dipeptidase est donc activée par des ions métalliques,
fortement inhible par les complexants des métaux et réactivée par le
Hanganése et le Hagnésiunm,

La liaison du métal avec la protéine semble relativement faible,
car 1l suffit d'une dialyse & 4°C en absence d'ions métalliques pour
inactiver l'tenzyme,

Les ions métalliques auraient une fonction double d'activation
et de stabilisation, comme l'ont montré les expériences d'incubation a

différentes températures, en présence ou en absence de métal,
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Pourcentage d'activation ou d'inhibition par rapport au témoin
Composés L.Leu-~Gly L.Ala~Gly
% %

T + 772 + 263
Mg =t + 176,2 + 119,5
st ¢ 17451 + 174,4
Y + 195,0 + 86,7
cu®* + 160, 3 - 7,4

ca”* + 112,5 + 89
peot + 31,9 + 107,3
co? + 54,7 - 64,1
pb* - 17,9 - 58,8
re2* - 85,6 - 84,4
Hg2* - 100 - 96,4

TABLEAU IN°® X XVIT .

Action des ions métalliques

La préparation enzymatique (0,172 mg/ml) est préincubée pendant 30 min
a 37°C dans du tampon ‘Tris 10 mM pH 8 en présence des ions métalliques
& la concentration de 0,5 mM, Mesure de la cinétique d'hydrolyse en

2, 5, 8 et 10 min & 37°C,
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Pourcentage de réactivation aprés action de 1'EDTA

Concentration SUBSTRATS
Métal en
ions Leu-Gly Ala~Gly
0,1 mM + 334,1 + 241,4
0,5 mM + 338,6 + 243,9
Mt 1 mM + 267,8 + 202,6
5 mM + 95,8 + 108,0
10 mM + 89,7 + 104,8
0,1 mM + 179,4 + 230,3
0,5 mM + 201 + 237,5
g2t 1,0 mM + 202 + 246,7
5 nM + 171,2 + 180,7
10 mM + 150,7 + 149

TABLEAU 17°® XXVIII

Réactivation par les ions métalliques apres

action de 1'EDTA




Pourcentage de réactivation
par rapport au témoin non
Tons traité
métalliques Concentration
Substrat : Leu-Gly
e 2,5 mM 70
Mn
5 mM 113
or 2,5 mM 110
Mg
5 mM 109
2,5 mM 0]
2+ !
in
S nM 0
: 2,5 mM 0]
Coz+
5 mM 0

TABLEAU NoXX1X

Réactivation par les ions métalliques de l'apoenzyme obtenue aprs
traitement de 1'enzyme par 1'0O.phénantholine suivi d'un dessalage

sur Sephadex G.25
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DISCUSSION

t=1
3

CONCLUSION




Les propriétés des dipeptidases, en particulier d'origine
bactérienne, sont jusqu'ici peu conunues, ceci essentiellement en raison
des difficultés que présente leur purification du fait de leur instabili¢é,
en raison du manque de substrats spécifiques permettant de les caractériser
et en raison de leur localisation dans un milieu complexe comportant
plusieurs types d'activités peptidasiques.

Les essais de caractérisation des enzymes, décrites comme dipepti-
dasiques, ont laissé apparaitre des ambiguités qui nous conduisent a les
identifier avec plus de rigueur & l'aide de plusieurs substrats, A cet
effet, nous avons mis au point une technique de dosage qui permet de
mesurer l'hydrolyse d'une gamme étendue de peptides,et notamment, de
dipeptides du type Gly-X.

I1 s'est avéré nécessaire de délimiter quelles peptidases avaient
un champ d'action commun & celui des dipeptidases étudiées, Aussi fallait-

1l préciser 1l'équipement peptidasique de Mycobacterium phlei §89,

Nous avons établi queles activitésdipeptidasique et aminopeptidasique
sont localisées essentiellement dans la fraction intracellulaire soluble,
et que les propriétés endopeptidasiques et carboxypeptidasiques sont
absentes dans cette fraction ; ces activités étant associées)principalement,
dans nos conditions expérimentales, aux fraction particulaires, Nous
avons mis éu point un érocédé qui permet d'extraire une quantité importante
de matériel intracellulaire tout en garantissant 1'intégrité de la dipeptidase,
Nous avons démontré que la fraction cytoplasmique soluble contient
cing exopeptidases (une dipeptidase et quatre aminopeptidases) qui présentent

certaines propriétés hydrolytiques communes a 1'égard des dipeptides, Trois



de ces aminopeptidases (I, III et IV) ont des charges électrophorétiques
et un poids moléculaire trés voisins de ceux de la dipeptidase (II).
Nous avons réussi & isoler chaque peptidase et & obtenir des

préparations présentant une seule bande protéique en gel de polyacrylamide ;

ceci en quantité suffisante pour définir la spécificité de ces enzymess

-~ L'aminopeptidase I a un profil de spécificit€é proche de celui

N

de l'aminopeptidase I d'Escherichia coli (24@, ou apparenté a celui de

certaines Leucine aminopeptidases des tissus animaux (56).

- Les aminopeptidases ITI et IIT présentent une spécificité

voisine de celle de 1l'aminopeptidase (M) (Ec. 3. 4. 1. 2.) mais possédent
en outre, plusieurs caractéristiques communes & certaines aminopeptidases
bactériennes (147): les acides w-aminés de configuration D, en position
N-terminale sont hydrolysés (D.Leu~Gly) et, d'une facon générale, la
dégradation des dipeptides est plus rapide que celle des oligopeptides,
Comme l'amincpeptidase M (173),ces deux enzymes hydrolysent les groupements
L-x-aminés et L-x~-iminés en position N-terminale,

Ces deux peptidases ont des projriétés voisines, mais des charges

électrophorétiques et des poids moléculaires différents,

- L'aminopeptidase V hydrolyse uniquement les acides a-aminés de

la série L en position N-terminale, Les propriétés hydrolytiques de cette
enzyme sont plus restreintes que celles des enzymes décrites ci-dessus,

et ses propriétés spécifiques la différencient & la fois de la Leucine
aminopeptidase (Ec. 3. 4. 1. 1.) et de 1'aminopeptidase M (Ec. 3. 4. 1. 2.).
Cétte aminopeptidase est extr@mement instable,

Quantitativement, dans les conditions choisies de croissance et

de rupture des bactéries, l'activité des aminopeptidases intracellulaires,
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A 1'égard des dipeptides, est beaucoup plus faible (5G fois) que celle
- e . . AY ” . p
de 1'une des cnzymes (dlpeptldase II) que nous avons purifiée,

La purification de la dipeptidase de Myccbacterium phlei sfeffectue

en cing étapes comprenant :

1 - la précipitation des acides nucléiques par le sulfate de Streptomycine,

no
i

1'adsorption sur gel dthydroxylapatite,
3 -~ la précipitation fractionnée par le sulfate 4'ammonium,
4 - l'électrophorése préparative sur gel de polyacrylamide,

Seule cette derniére étape permet de séparer la dipeptidase
de 1'aminopeptidase I. Malgré les précautions prises, il se produit
une dénaturation partielle, et, par la suite, il est difficile de préciscr
le taux de purification, Par rapporf a 1l'activité de l'extrait cellulaire
brut, le taux est estimé égal & 1000 au moins. Le produit final est pur,
puisqu'il présente une seule bande de protéine en gel d'acrylamide, un
seul arc de précipitation en immunodiffusion et un seul acide aminé
N-terminal, qui est la leucine,

La dipeptidase native serait un dimére dont le poids moléculaire
est 88.000 (i 8.000), alors que la protéine dissociée a un poids moléculaire
de 45,000 (£ 5,000). Les dipeptidases du rein des animaux ont des poids
moléculaires du m@me ordre de grandeur, en particulier celle purifée par
CAMPBELL (34, 32) ($0.000, sous unités 47.200). Pour la plupart de
ces enzymes, la composition en acides aminés est inconnue., Pour les
seuls travaux publiés : ceux de RENE et CAMPBELL (187), la dipeptidase
d'origine animale est beaucoup plus riche en demi-cystine et en méthionine

que la dipeptidase de Mycobacterium phlei, mais elle est plus pauvre en

alanine et en lysine, I1 faut remarquer la richesse en acides dicarboxy-

liques de ces deux dipeptidases, ce qui expliquerait le pH optimum voisin



de 9,5 pour lequel la plupart des groupes carboxyliques sont ilonisés,
Un ou plusieurs de ces résidus pourralent participer au site actif de
ltenzyme.

Il ne semble pas que le groupement thiol de la dipeptidase soit
impliqué dans le processus catalytique et qu'il y ait un groupement

-

sérine au centre actif de l'enzyme. Mais le produit étudié étant instable
et difficile & extraire et a purifier, nous n'avons pu l'obtenir en
quantité suffisante pour pouvoir entreprendre l'étude chimique et

préciser la nature des groupements actifs,

La dipeptidase de Mycobacterium phléi est une métalloenzyme,

puisqu'elle est activée par les ions métalliques Mn2+ et M92+, inhibée
par les chélateurs des métaux,et que 1l'apoenzyme est réactivée par le
m%* et le Mg,

L'effet protecteur des ions métalliques, du Magnésium en -
particulier, indique le r&le du métal dans le maintient de la conformation
de l'enzyme. Comme 1l'indique, d'une part l'inactivation-de la dipeptidase
par simple dialyse & 4°C dans un tampon dépourvu d'ions métalliques et,
d*autre part, la nécessité de la présence constante de Magnésium, pour
éviter la dénaturation de l'enzyme au cours de la purification, la
liaison entre le métal et la protéine est relativement faible, Cette

liaison pourrait &tre comparée a celle des métaux avec la Leucine

aminopeptidase de SMITH (56). Ainsi, la dipeptidase de Mycobacterium phlei

se classerait parmi les complexes enzyme-métal.
Pour la Leucine aminopeptidase qui hydrolyse en priorité le

Leu-Gly (ainsi que la dipeptidase de Mycobacterium phlei), les ions

métalliques sont impliqués & la fois dans la stabilisation de l'enzyme

. . ' . . ' 24
(1e }@2+ en particulier) et dans son activation (le et plus que le Mg<')
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travaux de SMITIH et coll., 1955 (220). Par la suite HIMMELHOCH (95) a
montré que pour l'enzyme native, le zinc pourrait assurer ces deux
fonctions, Il indique aussi que, selon la nature du métal ajouté a la
préparation enzymatique, le déplacement du zinc par un autre métal,

. . 2+ . 2+
provoque un effect activateur (Mg~ mais surtout Mo~ ) ou un effet
e e 2+
inhibiteur (cd™").

. . . ., 24 2
La Leucine aminopeptidase est activée par le Mn * et le Mg +,

innibée par le Cd2* et le Ca’t, le Mg°', le Pb°" ; 1'addition zn°*, de

Coz+, de Ca2+, de Ni2+, n'a pas ou peu d'effet sur cette enzyme. Le
pt2t ata pas été testé par ces auteurs (220, 95).

Des études cinétiques ont montré qu'il y a un seul ion métallique
par site actif de l'enzyme et SMITH et coll. (218) proposent un mécanisme
d'action dans lequel 1l'ion métallique paralt attaché & un imidazole ou a
un groupe epsilon aminé, non ionisé, pour former un complexe de coordi-
nation ternaire entre le substrat et l'enzyme.

Le processus catalytique serait différent pour la dipeptidase
de CAMPBELL (32, 187) qui hydrolyse également des dipeptides dont la
structure est analogue a celle de ceux dégradés par notre peptidase
(Ala—Gly, Leu—Gly). Par suite de leur étude de l'hydrelyse de certains
dipeptides catalysés par le cuivre, CAMPBELL et coll. (35,33) ont proposé
un mécanisme d'action impliquant la dissociation des protons du groupe
x~-aminé du substrat et l'activation d'une molécule d'eau ccordonnée au
zinc au site actif de l'enzyme.

Ainsi, le rB8le activateur de certains métaux pour notre peptidase
(du platine en particulier), pourrait s'expliquer par une catalyse de
1'hydrolyse des dipeptides. La dipeptidase rénale purifiée par CAMPBELL
contient du zinc dans son état natif (un atomé par gramme de molécule,

PM 47.200).
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Pour la dipeptidase de Mycobacterium phlei 689, 1'apoenzyme

obtenue, aprés traltement par 1'C.phénanthroline et élimination de
1'agent chélateur, n'est pas réactivée par le zinc, alors qulelle sst
pleinement réactivée par le Manganése et le Haghdsium,

On peut donc supposer, soit la présence au centre catalytique
de l'enzyme, d'un ion métallique autre que le zinc, soit la nécessité
dtun autre métal, pour réaliser la structure fonctionnelle de l'enzyme,

L'action des cations bivalents;sur la dipeptidase purifiée de

Mycobacterium phlei, fait apparaftre une divergence de réaction entre

1'hydrolyse du Ala-Gly qui est inhibée par le Co2+ (64 p. 100 d'inactivation)
et celle du Leu-Gly qui est activée par le méme métal (57 p. 100 d'activation),
La substitution d'un métal & un autre peut modifier la spécificité de
certaines peptidases j; ainsi, l'incubation de la zinc-carboxypeptidase A
avec le Co2+ double l'activité peptidasique, alors que l'activité
estérasique reste inchangée (FOLK, 1960, 69), et des faits analogues

ont &té observés aussi pour les dipeptidases par HAYMAN et coll, (92)

et par CORDONNIER (43) : la dégradation du Ala-Gly est inhibée par le

Co2+ et celle du Gly-Gly et du Gly-Ser est activée par le méme métal,
CAPOBIANCO et coll. (36) ont observé une dualité de la réaction de

la peptidase du rein de porc (purifiée 6.000 fois) avec le Coz+, celui-ci
activant 1'hydrolyse de Gly-Gly et inhibant celle du Gly-~Leu et du

Leu-Gly. Aucune des tentatives de ces différents chercheurs pour séparer

deux types d'activité n'a réussi, et CAMPOBIANCO et coll, présentent

des arguments en faveur de l'existence d'une seule enzyme, Toutefois,
l'absence de contamination de leurs préparations enzymatiques par une

Glycyl-Glycine dipeptidase n'a pas été totalement démontrée, Il est donc

intéressant de montrer que llactivité de la dipeptidase purifiée de
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Mycobacterium phlei est modifiée en présence de certains ions comme

le cobalt, mais que cette enzyme est toujours inactive a l'égard du
glycyl-glycocolle,

Pour que les dipeptidases (Ec. 3. 4. 3.) (56) soient actives,
il faut essentiellemen? un dipeptide ayent a la fois un groupement
o-aminé libre et un groupement a-carboxylique libre. L'enzyme II de

Mycobacterium phlei est bien une dipeptidase, mais qui présente quelques

caractéres particuliers, Le mode d'action de cette enzyme est peu
spécifique, puisque la plupart des dipeptides sont hydrolysés et en
particulier les dipeptides comprenant un acide g-aminé de la série D

en position C-terminale, ou bien en position N~terminale. Mais l'activité
catalytique et 1'affinité de l'enzyme a l'égard de ces dipeptides, sont
toutefois plus faibles que celles montrées pour les dipeptides de confi-
guration L, A notre connaissance, aucune dipeptidase présentant une

telle activité n'a encore été purifiée, En effet, la plupart des dipeptidases
ont une action étroitement limitée aux dipeptides de la série L, et celles
du rein des animaux ne sont actives, a l'égard des dipeptides contenant

un acide D-x-aminé, que lorsque celui-ci est en position C-terminale,

La dipeptidase de Mycobacterium phlei présente une activité

hydrolytique peu spécifique, elle hydrolyse les dipeptides de type
H2N—X—Y-COOH, X et Y sont de nature indifférente, sauf pour le Gly-Gly,
le Gly-Pro et le B-Alé—His qui ne sont pas hydrolysés.

Notre étude a permis de préciser les propriétés d'une dipeptidase
d'origine bactérienne. Nos observations & propos de la pluralité des

exopeptidases intracellulaires rejoignent celles de plusieurs chercheurs

(223, 224). SUSSMAN et GILVARG ont observé, par exemple, chez Escherichia coli,
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quatre peptidases intracellulaires, intervenant dans le catabolisme
d'un systéme bien défini : les dipeptides et oligopeptides de la lysine,

Il ressort de ces travaux concernant Escherichia coli, qu'il existe au

moins huit peptidases différentes dans la frastion intracellulaire,
nombre qui accroft la difficulté de 1'étude de la régulation de ces
enzymes, Contrairement aux aminopeptidases, la plupart des dipeptidases
bactériennes étudiées précédemment, présentaient une action limitée A
quelques substrats. Le pouvoir catalytique étendu de dipeptidase de

Mycobacterium phlei est quantitativement beaucoup plus important que

celui des aminopeptidases intracellulaires et le r8le éventuel de cette
enzyme, dans les fonctions de nutrition ou de détoxication, serait a

considérer.
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A~ METHODES DE DOSAGE

IT- MESURE DisS ACTIVITES PEPTIDASIQUES

1) Technigue de dosace de TACOUET et coll. {230)

Ce procédé a été mis au point en 1964 par TACQUET, GUILLAUME et
LEFEBVRE (230) pour 1'étude taxinomique des Mycobactéries. La dégradation des

dipeptides est mesurde au moyen d'une technique semi-quentitative dérivée de

celle de STEIN et MOCRE (222).
a) Contact germe peptide
0,1 ml de suspension bactérienne est mélangé & 0,1 ml de solution
de peptide dans un tampon de potassium 0,15 M de pH 7. La durée de contact est
de 20 & 40 h, & 37 °C. Le Gly-Trp est employé & la concentration de 0,2 p 100
(p/v); les autres dipeptides & 0,1 p 100 (p/v). Les suspensions bhactériennes
contiennent 1 & 10 mg de bactéries par ml (poids sec).
La réaction colorée est effectuée.de la fagon suivante:
—O0n ajoute 0,1 ml d'une solution & 0,75 p 100 (p/v) de 2.4.dinitrofluoroben-
zéne dans du n-butanol. Pour le Gly-Trp, on utilise 0,5 ml de cette solution.
—Le tout est placé au bain-marie bouillant, pendant 50 secondes exactement,
puis refroidi & 4 °C.
~—0n ajoute alors 6 ml de n-butanol et 1,5 ml d'une solution de ninhydrine &
0,2 p 100 (p/v¥) dans le n-butanol saturé de tampon citrate (0,2 M de pH 5).
Aprés un séjour de 15 min au bain-marie & 70 °C, le mélange est refroidi; la
coloration est lue au spectrophotomdtre & 590 nm, sous une épaisseur de 5 mm,
dans l'heure qui suit la réaction:
Nous avons mesuré la densité optique de la coloration donnég par les

gammes témoins de dipeptides et d'acides aminés (voir le paragraphe suivant)



La densité optique des préparations correspondant & 100 p 100 d'hydrolyse
varie entre 0,75 et 1,50 selon les dipeptides utilisés; celle des tdémoing
contenant les dipeptides non-hydrolysés se situe entre O et 0,06; la densité
optique des témoins-bactéries est négligeable. Cette technique de dosage est
semi-quantitative: elle permet de mesurer le taux d'hydrolyse d'une concen-
tration bien définie de dipeptide, mais ne permet pas 1l'évaluation précise
de 1'activité enzymatique ni la comparaison entre les diverse activités
puisqu'elle nécessite des concentratidns moléculaires variables selon le

substrat utilisé. Nous avons donc sélectiomné d'autres procédés de dosages.

2) Variante de la technique de dosage de MATHESON etkTATTRIE

Solution mére de ninhydrine & 5 p 100 (p/v) dans le méthyl

cellosolve (monométhyl éther de 1'éthyléne glycol, Merck), cette solution

est stable 6 mois & la température du laboratoire.

Solution de ninhvdrine de YEMM et COCKING (265). La solution

mére est dilude au sixiime dans le méthyl cellosolve contenant 2 p 100
(v/v) de XCN 0,01 M, Cette solution doit &tre préparée 24 heures avant
1'usage; elle est stable 8 & 10 jours & 4 °C lorsque le flacon est clos

hermétiquenent.

Tampon acétate de sodium 0,2 M, pH 5,0. Cette solution est

préparée extemporanément.,

b) Protogole expérimental
Les échantillons & doser (0,1 ml & 0,3 ml) sont dilués dans
1'eau distillée pour obtenir un volume final de 1 ml puis on ajoute 0,5 ml
de tampon citrate de sodium et 1,2 ml de réactif & la ninhydrine. Les tubes

sont fermés hermétiquement, placés au bain-marie 7 min. 30 sec exactement,
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3 100 °C, puis refroidis 5 min dans 1'eau glacée. La coloration est mesurée
au spectrophotométre 3 la longueur d'onde de 570 nm., La lecture est faite
par rapoort & un "blanc” contenant 1 ml dleau distillée et les réactifs

employés, sang acide aminé ni peptide,

3) Technique de PIANCOT et HAN (180)

a) Réactifs

Solution mére de ninhvdrine. Elle est identique & celle décrite

ci~dessus. Cette solution est diluéde au sixiéme au moment de l'emploi, dans
le méthyleellosolve contenant 2 p 100 (v/v) de solution d'acide ascorbique

0,4 M dans 1l'eau distillée.

Tampon scétate de sodium. 0,2 M de pH 4 et 0,025 M en acétate

de Cadmium: cette solution est préparée extemporanément.

Nous avons préparé des gammes étalons contenant des preoportions
variables du dipeptide et du mélange équimoléculaire des acides aminés

constitutifs, représentant le produit de l'hydrolyse du dipeptide.

Exemples:

~témoin avant hydrolyse: Leu-Gly 5 PM/ml, sans acides aminés;

~5 p 100 d'hydrolyse = leucine 0,25 VM/ml + glycocolle 0,25 PM/ml + Leu-Gly
4,75 pt/ml;

-10 p 100 d'hydrolyse = leucine 0,50 PM/ml + glycocolle 0,50 PM/ml + Leu-Gly
4,50 FM/ml;...etc

Les solutions étalons sont faites dans de 1'eau distillée et con=-

servées au congélateur & =20 °C,

- —

ILes échantillons & doser, 10 Pl & 0,3 ml, sont dilués dans

1'eau distillée pour obtenir un volume final de 1 ml, puis on ajoute 0,5 ml
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de tampon acétite de sodium + acétate de csdmium, et 1,2 ml du réactif & la
ninhydrine. Les tubes sont fermds hermétiquement, placés au bain-marie &

70 °C pendant 10 minutes exactement, puis refroidis dans de la glace pendant
5 minutes. La coloration du milieu rdactionnel est rouge (sauf pour la éfo—
line et pour les peptides ayant la proline en position N-terminale, qui sont
colorés en jaune); elle est mesurde au spectrophotomdtre & la longueur d'onde
de 500 nm. La lecture est faite par rapport & 1 “blanc" contensnt de 1l'eau
distillée et les rdactifs employés. la coloration est stable pendant plu-
sieurs heures. Lorsque la densité optique est trop grande, la lecture est

faite immédiatement aprés dilution dans 1l'eau distillée.

La densité optique obtenue apres la réaction ninhydrine-cadmium
est proportionnelle aux taux d'acides aminés libres jusqu'a 2,5 PM/ml ce qui
correspond & 50 p 100 d’hydrolyse pour un dipeptide dont la concentration

initiale est 5 PM/ml (tableau n® V).

Pour chaque substrat nous établissons une gamme étalon, et nous
effectuons dix mesures pour chacune des dix concentrations de la gamme.
Ces opérations nous permettent d'obtenir pour chaque peptide la courbe de la
densité optique obtenue en fonction de la concentration en acides aminés
libres, nous nous référons a cet étalonnage pour le titrage de 1'hydrolyse

du peptide.

c) Mesure de la cinétigue d'hydrolyse d'un peptide:

' Ia réaction est effectude de la manidére suivante: 0,1 ml d'une
préparation enzymatique dans le tampon Tris 10 mM contenant 10 mM de MgCJé
et de pH 8, est mélangé au bain-marie & 37 °C avec 0,1 ml d'une solution
de peptide (10 M) dans 1'eau distillée stérile. L'arr8t de 1'hydrolyse aux

différents temps est effectude par addition de O,1 ml d'acide acétique 0,1 N
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et refroidissement dans la glace. Le volume est alors smené & 1 ml par de
1'eau distillée et le dosage s'effectue dans les conditions décrites pré-

cédemment,

4) Hydrolyse de la Leucine-f8 . Naphtylamide

Nous évaluons la quantité de [.Naphtylamide libérée par 1'hydro-
lyse de la Leu p.Naphtylamide (Sigma) selon le procédé de GOLBARG et
RUTENBURG (75) apres avoir mesuré les densités optiques obtenues par une

gamme témoin de [.Naphtylamine  de (0,1 pd/ml & 1 wi/ml)
5 B

IT - DOSAGE DE DIVSRSES ACTIVITES ENZYMATIQUES

1) Mesure de 1'activitd phosphatasique (Ec 3. 14 3. 1.) (31)

L'hydrolyse de P.N.P.P. (400 mM) a lieu & 37 °C en tampon Tris
10 mM, de pH 8, MgCl2 10 mM, 2-mercaptodthanol 1 mM, elle est arr&tie par
addition de tampon phosphate de potassium 40 mlM, pH 8, contenant de
I'EDTA8uM (3 volumes pour un volume d'hydrolysat)

La quantité de P.N.P. libérée est mesurée au spectrophotométre a
410 nm. Une unité d'enzyme correspond & l'activité libérant dans nos con-
ditions 1 nM de P.N.P, en 1 heure.

2) Dosage de 1'activité lipasique (Ec 3. 1. 1. 3.)

L'activité lipasique est évalude par la technique coloriméirique
d' ANDREJEA et coll (3) en utilisant la tributyrine (Sigma) comme substratX™

3) Dosage de 1'activité peroxydasique (Ec 1. 11. 1. 7.)

L'activité des éluats de chromatographie est décelée par le test
colorimétrique d'ANDREJEW et coll (2)t0e procédé est semi quantitatif, mais
il permet de repérer le pic d'élution de la lipase, en rapport avec l'acti-

vité d'un témoin (Lipase porcine du pancréas, N.B.C.)
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IIT - DOSACE DES PROTIINES

Technique de YCUMANS (266): on mélange, dans des tubes en pyrex,
1 ml de suspension cellulaire et 1 ml d'acide trichloracétique a 10 p 100
(p/v). Les tubes sont chauffés 15 minutes & 90 °C puis refroidis 20 heures
4 4 °C, enfin centrifugds & 600 x g, 20 minutes. Les protéines précipitées
sont homogénéisées puis dissoutes dans de la soude, 0,05 N.Pour chaque
titrage on préléve trois échantillons (0,4 ml) qui sont dogés par la tech-
nique de LOWRY (130), la sérum albumine bovine dtant prise comme référence.
la densité optique des éluats de chromatographie est mesurée &

280 nm sur un spectrophotometre Zeiss.

B~ OBTENTION DU MATERIEL BACTERIEN

I- METHODES DE CULTURE

la souche de Mycobacterium phlei 689 est entretenue sur milieu
solide de LOWENSTEIN-JENSEN (37); on ensemence & partir de ce milieu des
fioles dites "a toxine", contenant un litre de milieu liguide; ces fioles
sont placées en agitation & 30 °C.

1) Culture en milieu liguide de YOUMANS (37)

Nous utilisons un milieu semi-synthétique contenant:

L.Asparagine 5g
Phosphate monopotassique 5g

Sulfate de potassium 0,5¢g
Citrate de magnésium 0,5g
Citrate de fer 0,05¢
Glycérine bidistillée 20ml

H20 QeSe.Ps 1000 ml

le milieu est ajusté & pH 7,2 avec de la soude 1 N et stérilisé
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20 mimites & 115 °C; puis on ajoute stérilement: 110 ml de fraction V de
sérum albumine bovine & 5 p 100 (p/v) stérilisde par filtration sur bougie

L 3. la durée de la culture en agitation est de 7 jours a 30 °C.

2) Culture en fermenteur - Procéds de RO0OS (191)

Pour les cultures en masse nous utilisons un milieu mindéral simple,

le milieu de SAUTON:

Asparagine 4g

Acide citrique 2z

Phosphate bipotassique 0,5¢

Sulfate de magnésium 0,5g

Citrate de fer 0,05¢
Glycérine bidistillée 48nl

H20 gqe8.p. 1000 ml

Le milieu est stérilisé: 1 h 30 & 120 °C. Les bactéries sont
cultivées en fiole & toxine contenant 1 litre de SAUTON en agitation
pendant 5 & 6 jours pour obtenir des bactéries en phase exponentielle de
croissance. Cette préculture est inoculée stérilement dans les fermenteurs.
Le pH au cours des cultures est maintenu constant (pH 7,2) par addition
automatique de HC1 1 N ou de NH4OH 1 N. Une faible oxygénation est néces-
saire pendant la phase de latence (1 1 par min); la vitesse d'agitation du
milieu est de 200 tours/min; aprés 24 h le débit d'air est augmenté (31/min),
vitesse d'agitation %00 tours/min; puis du 2&me au Séme jour, le débit d'air
egt de 5 1/min, la vitesse d'agitation de 400 tours/min.

Les bactéries sont recueillies stérilement par un systéme de
centrifugation en continu du type Szent - Gyorgyl et Blum. La suspension
bactérienne est envoyée dans une centrifugeuse par surpression d'air stérile.

Les bactéries, aprés lavage & l'eau distillée stérile sont recueillies et
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lavées en tampon Tris 10 mM contenant 10 mM de MgCl2 et de pH 7,5.

II - RUPTURE DES BACTERILS - BROYAGE AVEC DE TA ZuOLITHE

Le broyage est réalisé en chambre stérile, dans un mortier de
porcelaine préalablement refroidi avec son pilon & ~20 °C et placé dans l1a
glace pendant la manipulation. La masse bactériemme (10 g poids humide) est
mélangée, & l'aide du pilon, au double de son poids en zéolithe 4 A seche,
ajoutée par petites quantités successives et soigneusement homogénéisdes
avec le matériel cellulaire. Aprés la derniére addition de Zéolithe, l'en-
semble est malaxé le temps nécessaire pour obtenir un mélange pulvérulent,
puis de consistance visqueuse. On ajoute alors lentement 60 ml de tampon
stérile et froid. Le broyat est centrifugé & 600xg pendant 20 minutes, &

4 °C; le culot, constitué par la Zéolithe et les bactéries intactes qui

subsistent, est éliminé.

C- TECHNIQUES D'ELECTROPHORESE

I- Electrophor&se préparative en film liquide*

L'appareil utilisé est un appareil ELPHOR-Vap construit par
BENDER et HOBEIN (Munich).

Les conditions expérimentales sont les suivantes:

~concentration en protéines: 250 mg dans 15 ml de tampon
~débit de la solution de protéines: 2,6 4 2,8 ml/heure
-débit du tampon: ) 114 ml/h.

~le tampon d'électrophordse est un tampon Tris 80 mM, acide citrique 8 mM

de pH 8,6.

¥Nous remercions M. le Dr., Moschetto qui nous a permis de réaliser 1'élec-

trophorése en film liquide dans son laboratoire & 1'Unité de 1'INSERM n° 16.
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-l'injection du tampon d'électrophorése entre les plaques de verre (film
liquide de 0,5 ml d'épaisseur se fait par six trous. Dans les trous 1 et 6
on injecte le tampon d'électrode dans les quatre autres le tampon d'élec-
trophorese trois fois plus dilué,

La golution & fractionner est introduite du c8té cathodique. lLa
tension aux bornes est de 1700 volts soit 30 voltfum,ot 1'intensité est de

100 mA; la température est maintenue & 5 °C.

II- Electrophorése analvtiacue sur oel de polvacrylamide

Les électrophoréses sont pratiquées en colonnes de pyrex de
& x 80 mm selon la technique de DAVIS (48) 1a concentration en acrylamide
est de 7,5 p 100 pour le gel de migration et 2,5 p 100 pour le gel d'espa-
cement. (La composition des gels est indiquée au tableau n° XXX). (Le per-
gulfate d'ammonium et le T.E.M.E,D. sont des produits Canalco, l'acrylamide
et le bisacrylamide des produits Apelab.) |

Quand cela est nécessaire les gels sont additionnés de dedéeyl
sulfate de sodium (S.D.S.) & 0,26 p 100 (p/v) et d'urde 6 M selon le pro-
cédé de SHAPIRO et coll (217).

Le tampon d'électrophordse est le tampon de DAVIS (48): Tris
6 p 1000 (p/v), glycocolle 28,8 p 1000 (p/v) pH 8,3. La tension d'électro-
phordse est de 85 & 200 volts et l'intensité réglée de fagon constante & 5 mA
par colonne. la migration a lieu de la cathode vers l'anode,

Les colonnes QOnt montées sur 1l'appareil & dlectrophorese (Shandon)
et 1'échantillon est déposé (25 pl) sous forme d'un mélange i parties
égales de glycérol & 15 p 100 (v/v) et de protéines (10 & 100 Pg) contenant
des traces de bleu de bromophénol (0,006 P 100) (p/v), comme colorant traceur.

Apreés fixation, 1 heure dans 1l'acide trichloracétique & 12,5 p

100 (p/v), les protéines sont colordes par le bleu de Coomassie.



Composants Electrophorése préparative Electrophorése analyticue
. - - 3 ’ . P ] P W -V\(\f 3 3 o - p men“
Composition des gels en g ou ml pour 100 ml . gelsA. »1n£erleurg d esiQubmeJt inférieur dlespacement
Matrice Moromére d'acrylamide (p/v) 15 % 7,5 % 2,5 % 745 % 2,75 %
des gels Bis acrylamide (1) {p/~) 0,10 0,20 0,725 0,20 0,72
Catalyseurs de T.E.M.E.D. (2) (v/v) 0,050 - 0,05
. . h 0,070 -
polymérisation (NH4)2 5, O8 (p/v) 1070 0,043
Riboflavine (p/v) - C, 0005 -
Acide borique (p/v) 0, 060 - -
Substances Tris (3) (p/Vv) 0,650 0,575 4,517
tampon @ BCl 1N (V/V) - - 6,4
H, PO, 1 W (v/v) _ - 3,2 -
pPH 9 6,5 2,8
Mg Cl, (p/¥) 0,06 0, 04 -
Urée {p/V) - - 35,36
Dodécyl sulfate de sodium (p/Vv) - - 0,26

TABLEAU N° xxX

Composition des gels d'acrylamide

(1) Bis = N N'Méthyléne bis acrylamide
(2) T.E.M.E.D. = N.N.N',i' tétraméthyléne diamine
(3) Tris = trishydroxyméthylaminométhane

6L
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I1I- Blectrophorése sur gel mixte de polyvacrvlamide - agarose

Nous préparons un gel mixte d'acrylamide agarose & 7 p 100 d'acry-
lamide selon le procédé d'URIEL (2%9). La composition finale des gels est
la suivante: agarose 0,80 p 100 (p/v), monomére d'acrylamide 0,7 p 100 (p/v),
N N' méthyléne bis acrylamide 0,09 p 100 (p/v), NJN.N'.N' tétraméthyléthyléne
diamine 0,06 p 100 (V/v). Les dimensions des gels sont 123 mm x 220 mm et
2 mm d'épaisseur., Huit réservoirs de 10 mm x 1 mn et de 1,5 mm de profondeur
sont situés & 50 mm du bord du gel correspondant & la cathode., Pour le lavage
des gels et 1l'électrophorése nous avons préféré, au tampon d'URIEL, un
tampon dépourvu de glycocolle, nous utilisons le tampon Tris 2 p 100 (p/v)
acide borique 0,2 p 100 (p/v) de pH 9 contenant du MgCl 1 mM, Le tampon de
lavage est renouvellé deux fois en 48 heures (4 litres de tampon).

Les échantillons (5 & 10 mg/ml en protéines) sont mélangés &
parties égales avec de l'agarose (Agarose A 37. Industrie Biologique
Francaise) 0,5 p 100 (p/v) maintenue en surfusion & 42 - 45 °C, et déposés
dans les réservoirs (25 pl). Ces opérations sont effectuées trés rapidement
(30 secondes au maximum) pour éviter la dénaturation des enzymes. L'élec-
trophorése est pratiquée verticalement & 4 °C, 1'intensité du courant est
réglée (régulateur de courant Shandon) & 16 mA sous une tension de 220 &

250 volts pendant % heures. la migration a lieu de la cathode vers 1l'ancde.

Ia réaction de caractérisation des peptidases est réalisée

immédiatement apres la migration électrophorétique des constituants,.

D- CHROMATOGRAPHIES - ELECTRO - CHROMATOGRAPHIES

1) ~Chromatographies sur papier

Les chromatographies sur papier sont effectuées sur feuilles de

papier Whatman n° 1 & l'aide du systéme solvant, n Butanol-acide acétigue-

eau (4/1/5) (v/v)
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2) -Electrochromatographies sur papier

En premi®re dimension (sur la plus grande dimension de la feuille)
d'une feuille de papier Whatman n° 3, on effectue une électrophortse en toit
4 pH 3,9 en tampon pyridine-acide acétique-eau (60/200/9740) (v/v): durée de
1'électrophorése 15 h; 450 volts. En deuxiéme dimension, on effectue une
chromatographie descendante pendant 18 h, dans le solvant: n butanol-acide

acétique-eau (4/1/5) (v/v).

3) ~Chromatographies sur échangeur d'ions

La DEAE-cellulose (Whatman) a été régénérée selon la technique de
WINTERSBERGER (258). Les DEAE-Sephedex A 25, A 50 (Pharmacia) sont régénérés
selon le procédé décrit par URIEL et AVRAMEAS (240); la CM-Sephadex C 50 par
la méthode préconisée par le fabricant (les échangeurs d'ions Sephadex,

septembre 1966, I, BECKMAN HANSSON A.B. Sudde).

E - DETERMINATION DU POIDS MOLECULAIRE

1) Filtration sur gel de Sephadex G 150

Le gel de Sephadex est préparé selon la technique d'ANDREWS (4).
La colomne de gel (2 em X 115 cm) est équilibrée pendant 3 jours & 4 °C en
tampon Tris 10 mM KC1 100 mM de pH 8,0 contenant 1 mM de MgCl2. Le débit est
de 9 ml par heure. Le volume des fractions recueillies de 1,5 ml,

L'échantillon déposé au sommet de la colonne (2 ml) contient
0,200 mg de peptidase pure, et différents témoins. La concentration des
marqueurs esf la suivante: bleu dextran 2000 (Pharmacia), 3 mg; gamma
globuline humaine (Poviet Amsterdam), 40 mg; sérum albumine bovine (Poviet

Amsterdam) 40 mg; ovalbumine, 40 mg; lipase porcine du pancréas (Nutritional

Biochemical Corporation), 5 mg; Cytochrome de coeur de cheval (N B ¢), 10 mg.
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peroxydase deraifort (grade II Boerhinger) 1 mg. Le volume d'élution est

le volume émergcant mesuré & partir du dépdt de 1liéchantillon. Les résultats
obtenus présentent la movenne de trois essais. la densité optique des éluats
de la filtration est mesurée & 280 mm, & 615 nm (bleu dextran), et &

416 nm (eytochrome C). Pour la gamma globuline, la sérum albumine et 1'o-
valbumine, la composition des différents pics de protdine est confirmée par
électrophorese sur gélose par rapport & des témoins purs. L'activité lipa-
sique & 1'égard de la tributyrine est mesurée par la technique semi quanti-
tative d'ANDREWS (4) par rapport & un témoin contenant 1 mg/ml de lipase

pure. I1 en est de méme pour la peroxydase.

2) Détermination du poids moléculsire par électrophorase en zel

d'acrylanide contenant du dodecyl sulfate de sodium, (207) (255)

la migration électrophorétique est réalisée en tubes (2 mm x 200 )
contenant du gel de polyacrylamide & 5 p 100 ou a 7,5 p 100 sur une longueur
de 150 mm, et du gel de concentration & 2,5 p 100 d'acrylamide (20 mm).

Les gels sont montés sur un appareil d'électrophorése (GuickFit) le tampon
d'électrophorése est le tampon phosphate de sodium O,1 M de pH 7,0 contenant
1 p 100 (p/v) de dodecyl sulfate de soude.

L'intensité du courant est maintenue constante & 8 mA par tube
(bloc régulateur Shandon) pendant 4 heures, la migration a lieu de la ca-
thode vers l'anode. Les gels sont ensuite fixés et colorés par le bleu de
coomassie.

Les dép8ts d'échantillons comprennent 3 pl de traceur; (vleu de
bromophénol, a 0,05 p 100, p/v) 1 goutte de glycérol bidistillé; 5 Fl de
mercaptodthanol; 50 pl de tampon et 50 Vl de solution de protéine (0,2 mg
4 0,6 mg/ml). La concentration de la solution de peptidase est de 0,6 ng/ml

(1OWRY).



Les témoins marqueurs sont les suivants:
7 .n s 7 . PR}
—(en dehorg de ceux déja cités au précédent paragrapne).
~la lactate deshydrogénase humaine *, la pepsine et la trypsine (Sigma),

la myoglobine de coeur de boeuf et le bleu de bromophénol (R A L - Vasse).

P - MISE EN EVIDENCE DES CONSTITUANTS EN GEL D'ELECTROPHORESE, OU EN

IMMUNODIFIUSION.

1) Caractérisation des peptidases.

Nous avons adapté le procédé de LEWIS et HARRIS (122) pour
1’électrophorése en gel d'acrylamide agarose ou en gel d'acrylamide, Tmmé-
diatement aprds 1'électrophorése, les gels sont mis en incubation a 37 °C,
dans un réactif obtenu en mélangeant extemporanément: 25 ml d'une solution
de peptide (20 & 40 mg), et, 25 ml d'une préparation comprenant 5 mg
d'odianisidine hydrcchloride (Sigma), 10 mg de peroxydase de raifort.
(Boehringer POD II), 20 mg de venin de Crotalus adamateus (Sigma) et 1 mg
de HnCl%. Tous ces constituants sont en solution dans le tampon phosphate de
sodium 0,2 M de pH 7,5. la durde du contact enzymatique est de 5 minutes a
quelques heures suivént le substrat utilisé et le degré de pureté de la pré-
paration.

D&s que la coloration apparait sur la plaque d'acrylamide agarose,
la distance de migratioﬁ de la zone active est mesurée, et un croquis est
établi sur papier millimétré, de plus une encoche est pratiquée dans le gel

au niveau de la réaction.

xPréparée par Monsieur le Dr. HAN et coll. Technique de Pflelderer et coll.(174)
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Ceci permet de loculiser exactemcnt les peptidases en dépit des
phénomeénes de diffusion et de 1'instabilité de la coloration., De plus cette
précaution permet le repérage de la bande protéique active lors d'une colo-

ration ultérieure par le bleu de Coomassie,

b) Impune diffusion
La mise en évidence de l'uctivité peptidasique au niveau des

arcs de précipitation en immuno diffusion nécessite certaines précautions.

En effet, 1'immunsérum contient des peptidases et il est nécessaire
de laver soigneusement les lames avant de procéder & la réaction qui

s'effectue & 37 °C avec le rdactif décrit au paragraphe précédent.

2) Coloration des protéines

&) Fixation
Les plaques d'acrylamide agarose ou les disques d'acrylamide sont
fixés une heure dans 1'acide trichloracétique & 12,5 p 100 (p/v).
les lames d'électrophorése sur gélose sont fixés 3 heures dans
une solution d'éthanol & 60 p 100 contenant 2 p 100 d'acide acétique con-
centré.
b) Coloration par le bleu de Coomassie
Ie bleu de Coomassie(brillant blue R}a été introduit comme
colorant des protéines par FAZEKAS DE ST. GROTH et coll (61).Pour certaines
protéines il a un pouvoir de coloration supérieur & celui du noir d'amide (239)
Ia solution du bleu de Coomassie 0,5 p 100 (p/v) est faite dans
le solvant d'URIEL: - Alcool méthylique 40 p 100 (v/v), acide acétique 5 p 100
(v/v) glycérol bidistillé 2,5 p 100 (v/v). la durée de la coloration est de
16 he Les gels sont lavés dans le solvant d'URIEL: Alecool méthylique &

20 p 100 (v/v) contenant 5 p 100 (p/v) d'acide acdétique et 2,5 p 100 (v/v)

de glycérine.
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Aprds décoloration les gels mixtes d'acrylamide agarose sont
séchés entre deux feuilles de cellophane. Les disques d'acrylamide sont

conservés dans l'acide acétique a 7 p 100.

‘¢) Coloration pur le noir d'amide
L'amidoschwarz 10 B (Merck) est dissous 6 p 100 (p/v) dans une
golution aqueuse de méthanol 45 p 100 (v/v) et d'acide acétique 10 p 100
(v/v). Les lames de gdélose sont colordes 2 minutes (les gels d'acrylamide
20 heures). Le ringage est effectué dans une solution de méthanol & 20 p 100
(v/ﬁ) contenant 5 p 100 (v/ﬁ) d'acide acétique et 2,5 p 100 de glycérine

(v/v) jusqu'a décoloration.

G - IMMUNODIFFUSION~-TECHNIQUE DE PRECIPITATION EN GEL D'OUCHTERLONY

La micro méthode sur lame est pratiquéelavec une gélose
(Agar noble Difco) & 1 p 100 (p/v) dans du tampon véronal a pH 8,6. la
composition du tampon véronal est la sﬁivante: Diéthylmalonylurée sodée
0,05 M, Diéthylmalonylurée chlorhydrique 0,01 M, acétate de sodium 0,05 M;
de forcé ionique 0,1 et de pH 8,6. Le tampon est dilué au quart su moment de
1'emploi. On charge les godets avec 1l'immunsérum et les fractions pendant
trois jours & raison d'un dép8t jourmalier. La rdaction antigéne-anticorps
se fait en chambre chaude & 30 °C dans des enceintes closes saturdes d'hu-
midité.

nsuite les lames d'Ouchterlony sont mises en chambre froide
4 4 °C de nouveau pendant 5 jours de fagon & favoriser la précipitation
du complexe antigéne-anticorps. Les lames sont ensuite lavées dans un bain
de chlorure de sodium & 1 p 100, les bains étant renouvelés chaque Jjour pen-

dant cing jours. Finalement, on lave les lames & l'eau distillée.
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les lames sont séchées et colordes. Pour sécher, on emploie des
bandes de papier Whatman n® 1 découpdes & la largeur des lames et humidifides

avant d'8tre déposées sur les lames. Celles-ci sont finalement colorées par

la technique & l'amidoschwarz .

H - TECHNIQUES D'ETUDES CHIMIQUES DES ACIDES AMINES

I - DETERMINATION DES ACIDES AMINES N-TEHMINAUX METHODE DES DANSYIL-AMINO-

ACIDES ~GRAY ET HARTLEY (79)

1) Dansylation du peptide

La solution de peptides (1 & 2 n moles dans 10 pl d'eau) est
placé dans un tube de verre spéeial (tube de Teswel-Warner Wilcott) de
5 mm @ X 26 mm,)

On ajoute 10 Fl d'une solution de bicarbonate de sodium 0,2 M,
et 20 pl d'une solution acétonique de chlorure de Dansyl (Sigma) & 1 mg
par ml, Le tube est fermé a&ec une feuille de "parafilm" "N" (Marathon
American Can Company) et laissé en contact 2 & 6 heures b 1'obscurité, et
& la température ambiante. Le tube est ensuite placé dans un dessicateur en
présence d'acide sulfurique et son contenu est évaporé & sec sous vide
partiel (trompe i eau). Apreés addition de 50 Pl d'acide chlorhydrique 6 N
1'hydrolyse est réalisée & 105 °C pendant 16 heures. Pour cette opératicn,
le tube est placé dans la partie supérieure d'un tube présentant un étran~
glement et rempli d'aci&e chlorhydrique 6 N dans gsa partie inférieure.

L'hydrolysat est séché dans un dessicateur en présence de pas~
tilles de soude, soug vide partiel, puis repris dans %0 pl d'un mélange

acétone/acide acétique (3 : 2) en vue de la chromatographie.,
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2) Chromatographie en couche mince sur gel de Silice.

25 g de gel de Silice G (Merck) en suspension dans 50 ml
d'eau sont étaulés en couche de 0,25 mm d'épaisseur sur cing plaques de
verre 20 X 20 cm juxtaposdes. Les plaques sont séchées plusieurs heures
&4 la température ambiante et 1 h. & 100 °C, L'hydrolysat est déposé & 3 cm
de chacun des bords de la plaque. La migration dans le premier solvant se
fait perpendiculairement au sens de 1'étalement du gel.

La plaque est réactivée dix minutes & 100 °C, puis elle est sou-
mise & une deuxitme migration dans un sens perpendiculaire & la premiére.
La plaque est placée duns la cuve, avant la migration, pendant 30 minutes,
jusqu'a saturation en vapeurs de solvant. Chaque migration dure 45 & 75
minutes environ.

Nous utilisons les systémes solvants décrits par GROS et
LABOUESSE (80)

-En premidre dimension un solvant benzdne/ pyridine/ acide acétique
(802 20: 55 v/v/v)
-En deuxi®me dimension, un solvant toludne/ moncchloro-éthanol/ ammoniaque

concentré (6/10/4;3 v/v/v).

3) Chromatographie en couche mince sur feuille de polvamide

L'échantillon est déposé en double exemplaire sur une feuille de
polyamide (9 em X 5 em) Le deuxidme dépSt comprend également les témoins
Dansyl amino acides; 1a~migration a lieu en premiére dimension dans le sol-
vant acide formique & 1,5 p fOO (v/v) puis en seconde dimension dans le
solvant benzdne/acide acétique (9: 13 v/v) Enfin, & nouveau dans la méme
direction dans le solvant acétate d'éthyle/méthanol/acide acétique.

(20: 1: 13 v/v).
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II - Dosage du tryotophane: méthode de SPIES et CHAMBERS (21)

Cette technique est baséde sur la réaction du tryptophane avec le
p.diméthylaminobenzaldehyde en solution acide pour former une coloration
bleue aprés oxydation par le nitrite de sodium. On mélange dans un flacon
conique bouché émeri: 30 mg de diméthylaminobenzaldéhyde, 9 ml d'acide sul-
furique 21,4 N, et la solution du mélunge d'acides aminés dans 1 ml de soude
1 N. Le mélange est gardé & 25 °C, pendant 1 heure & 1'obscurité.

0,1 ml d'une sclution de nitrite de sodium 0,04 p 100 (p/v)
préparée extemporanément, est ajoutée pour développer la couleur.

Aprés une incubation de 30 minutes, la densité optique est mesurde
& 590 nm et 600 nm par rapport & un "blanc" ne contenant pas de diméthyla-
minobenzaldéhyde. Une courbe étalon est préparée en utilisant des solutions
contenant des quantités connues de tryptophane (5 a 120 gamma) dans la soude
1 N.

Ia quantité de tryptophane dans la sqlution a doser doit &tre

inférieure & 120 gamma.

III - Dosage des groupements thiols: procédé de SAVILLE (235)

Solution A: On mélange extemporandment 1 volume de nitrite de soude &
0,12 p 100 (p/v) dans l'eau distillée, & 4 volumes d‘acide‘
sulfurique 1 N,

Solution B: Sulfamate d'ammonium & 1 p 100 dans 1'eau distillée.

Solution C: On mélange extemporanément: 2 volumes de sulfamilamide &
6,9 p 100 (p/v) dans le HC1 0,4 N avec un volume de HgCIé a
1 p 100 (p/v) dans le HC1 0,4 N,

Solution D: Solution & 0,2 p 100 (v/v) de N-1-Naphtyléthyldne diamine

chlorydrique dans le HC1 0,4 N.
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Solution B: Le glutathion réduit est en solution & 0,002 p 100 (v/v) dans

le HCl dégazé. L'échantillon, en solution dans le HC1 0,25 N, sous un volume
total de C,2 ml est mélangé & C,05 ml de la solution A et laissé 5 minutes

& la température de la pidce. Puis on ajoute, en agitant vigoureusement au
vortex, ,02 ml de la solution B, et enfin, selon 1l'odre suivant: 0,1 ml

de la solution C, et 0,15 ml de la solution D, La couleur se développe &

la température de la pitce pendant 10 & 30 minutes.,

La gamme témoin est faite avec la solution de glutathion réduit
(E). La lecture de la coloration des échantillons est faite par rzpport
aux témoins réactifs & 590 nm avec un spectrophotometre BECKMAN DK II

etmuni d'un dispositif permettant la lecture en microcellules (0,3 ml).

REACTIFS BT MATERIEL DIVERS

Les substrats synthétiques suivants ont été utilisés.
-le Gly-I~-Ileu, le Gly-I~Pro, le Gly-I-Trp, le Gly-1~-Val, le L-lLeu-Gly,

le I-Leu-Gly-Gly (Calbiochem).
-le L.Ala-Gly, le L.Pro-Gly (Fluka), le L.Ala-L.Leu, le L.leu-L.Ala (Yeda)

~Gly-Gly, Gly-L.His, Gly-L.Tyr, Gly-Gly-Gly, B.Ala-L.His (Hoffman Laroche

Paris).

-L'ester étylique de la Benzoylarginine (Bz.Arg O Et),
~L'ester méthylique de lg tosylarginine (Tos. Arg O Me),
-L'ester éthylique de 1'acétyltyresine (Ac. Tyr. O’Me),
~L'ester éthylique de la Benzoyltyrosine (Bz. Tyr O Et),

~-la leucyl~béta naphtylamide, la leucinamide, le Gly-L.Met, le Gly-L.Ser,
le Gly-L.Ile, le Gly-L.Glu, le L.Trp-2Ala, le L.Lys-L.Leu, le D.Leu-Gly,
le Gly-D.Leu, le Gly-D.Ala, le L.Pro-Gly-Gly, le L.Met-L.Ala-L.Ser,

le Gly-D.Asp, le L.Leu-Gly-L.Tyr. (Sigma).
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-La benzoyl glycinamide (Bz»Gly»HHz) (X et K Loboratories); 1 carbo

benzoxyglycyl-L.phenylalsnine (7.Gly-L.Phe) le carboberzoxy-glycyl-
Le.tryptophane (Z.G1y~L,Trp) (Cyclochenical Corporation).

-Le benzoyl-glyeyl-glycine (ancly—Gly), le DI, Lew~Gly-Gly, le L.Ala-Gly-Gly,
le D.Leu-L.Tyr, le L.Phe~Gly-Gly, le L.Tyr-Gly, le L.Val-Gly, le Gly-L.Phe,

(Nutritional Biochemical Corporation)
-Le leucine-p-nitroanilide (Pierce Chemical)

- - -L.Lysi -L. , y=LeLeu~L.Tyr (Mern Resec
Le benzoyl-glycyl-L.Lysine (Bz Gly-L Lys) le Gly-L.Leu-L.Tyr (Mann Researeh

Laboratories)
-le paranitrophénylphosphate (P.N,P.P.) (Laboratoire Koch Light).

Traitement des sacs de dialyse. (PETERSON et CHIAZZE 172)

On fait bouillir les sacs de cellophane 15 minutes avec le
carbonate de soude & 2 p 100, puis aprés un ringage abondant avec de 1l'eau
distillée, les sacs sont trempés dans une solution d'EDTA 10 oM pH 8,6
pendant une :semaine & la tempdérature de la pidce. Puis les sacs sont rincés

abondamment & l'eau bidistillée sur quartz.

Produits chinmiques divers.

Pour le broyage des bactéries nous utilisons la zéolithe de type

4 A en poudre produite par l'union Carbide Corporation.

~Le sulfate de streptomycine est un produit S.I.F.A,
~Le sulfate d'ammonium est un preduit purifié ne contenant pas d'impuretés
métalliques: Special Enzyme Grade (SCHWARZ/MANN).
-le Tris est également un produit pur R.P. CARIO ERBA.
les sels minéraux et les inhibiteurs sont des produits purifiés

Merck N.B.C., et B.D.H.
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