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A ma demme lrréne, 

Ceci  e4 t  t e  témoignage de n o f i e  mou&.  

A t a  mémokrre de mon Péke, 

dont t t ab4ence  a u j ' o u ~ d ~ h u i  m t e b t  rre4den 

tCe  do4auaeua ement, 
4 
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A ma mérre, 

on amouk e t  t o n  i n t a ~ s a b l e  dCvouement 

n t  perrmib d ~ '  entkeprrendrre ce a a v a i t  

4 a&&uk&r chéke ma ma^ d e  non 

keconnaia4ance e t  de , a$$ec&dùn. 
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Soeurr e t  b mon Frrérre, 

A m u  beaux-puen th ,  

A t o u t e  ma barnilte, 



A n a t t e  Phéaident  de  These  

Monaieuh Le Pho6eaaeuh Jean M O N T R E U T  1 

Pto6eaaeut de Chimie BioRogique 

à L' Univetacli;té dea Sciencea e t  Techniqued 

de L I L L E  7 .  

Noua V O U A  aomrnea t e conna iaaan t  de  L'honneuh 

que voua noua da i t ea  en accep tanz  de b i e n  vou- 

Loitr ptéaidetr n a t t e  Jutry de Théae.  

Noua aVOMd eu l a  chance de bénéd i c i ek  de v o t h e  

enaeignemenz à La boia AC n i c h e  e t  4 i  phécib .  

Noua voua pt iona de  t t o u v e h  i c i  C 'expheaaion 

de ~ 0 t h ~  heconnaiaaance ex  de no the  pkodond 

rteApecZ. 



Monaieutr Le Pkoaeaoeuh Rogek PLAQUET 

P k ~ d e h ~ e ~ f i  de Chimie Biologique 

BioLogiake de4 ii6pikaux 

Che6 de Se f iv ice  

Chevatief i  dea PaCmea Académique4 

Voua noua avez  d u i t  Le gkand honneuh d e  

noua a c c u e i l l i h  avec  b ienveLt tance  dana 

v0 the  aehv ice  e t  de noua condieh c e  t k a v a i t  

d l  Enzymologie. 

Noub oommea t f iéa  ~reconnaiaaant  de4 mahquea 

de sympathie  que voua noua avez monfhcteb, 

dea encoutragementa e t  de4 ~ 0 ~ d e . i d . b  que voua 

n ' a v e z  ceaaéa de noua ptrodiguek t o u t  au Cong 

de c e  t k a v a i l .  Voua ne n o u  auez ménagé n i  

vottre tempa, n i  v o t k e  pa t ience .  

Soyez a64uhé de noxrre pkodonde gaatiitude 

ex  de nottre heapectueux dévouement. 



A Monsieuh l e  Phobesbeuh PauL B O U L A N G E R  

Pttoaesseuh de Biochimie Médicale 

B i o l o g i s t e  des i-iâpitaux 

Vittec.teuh de L 'Uni té  I . N . S . E . R . M .  no 1 6  

butt l a  Biochimie des Ptrotéineb 

Odaicien de l a  Légion d'i-ionneuh 

066 ic i ek  de  La Santé  Publique 

Commandeuh ded Palmes Académiques 

Membhe de L'Académie de Médecine 

VocXeun f fonahia Causa de LIUnivetrsiRé 

Vous nous d a i . t e ~  l e  .ttrèa gtrand hanneutr 

de b i e n  v o u l o i h  juge& c e  t k a v a i l .  

Soyez ahbutté de nottre hebpeciueuae gtra.ti- 

t u d e  e t  de nothe  ptrodond neapec t .  



A Monsieuk t e  Phofjes~eun Génahd BZSERTE 

Ptrofje~aeun de Biochimie Palthotogique 

Oi&ecteuk de C '  l n s t i 2 u t  de Rechekche 

AU& l e  Cancea de L i t t e  

Chevatieh d e  La LEgion d' f fonneuk 

Chevatiea d e  C ' O k d k e  d u  Mékite 

Commandeu~ des Patmeb A cadémiqueb 

V O U A  n o u  avez toujoutlb a c c u e L t l i  avec 

La plus haute  6 ienve iLlance  danb nothe 

Aehvice oQ V O U A  noud avez h a i t  t e  ghand 

honneuk de b ien  vouloin aous guide4 e t  

nous cons e i t l w  dan4 L' élaboha$ion d e  

ce  t n a v a i l  e t  d 'accepte& de juge& c e t t e  

t h è s e .  

S o y e z  a s ~ w r é  de notke  phofjonde gaa t i tude  



Che6 de Thavaux de Chimie B ~ o L o g ~ q u e  ' 

de  L I U n i v e ~ a i t é  dea Scienced e t  

Vaud noua a v e z  a a i t  t 'honneuk d 1 a c -  

c e p t e h  de jugeh c e t t e  t h è o e .  

Cu'iL noud 6 0 i 2  pehmia de voua exphi -  

meh nozke ph0 bonde ghatLtude .  
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A Monaieurr Le Pho$easeurr Yves MOSCHETTO 1 
Dockeuh èa -Sciences 

Ma-îkhe de Rechehche à L'1 .N.S .E .R .M.  

V O U A  nou6 avez  a c c u e i L e i  avec  b i e n -  1 
v e i t l a n c e  danb v o t h e  a e h v i c e  où noua l 

avona pu héaLiaeir gtrâce h votrre haute 

compZkence, noa éLecihophoaèsea en l 
v e i n e  L i q u i d e .  

Q u l i L  noua b o i t  petrmih d'exphimefi 



A Monaieutr Le Pkodesaeux ALdxed L O R R l A U  

Pkohesa eux de  C l in ique  MédicaLe 

Médecin de6 HÔpiAaux 

Che6 de S e x v i c e  

0 d i c i e h  dea PaLmes Acad émiques 

ChevaLiex de 1'Okdke du MéhL.te 

Noud V O U A  hemet tc i~nb  de  Ca condiance 

que V O U A  avez  b i e n  vouCue nous t8mo. i -  

gneh. 

Soyez U ~ A U J L E  de ~ 0 2 h e  pkobonde g k a t i -  

Aude eit de no t xe  x e s p e c t u e u ~ e  admi-  

k a t i o n .  



Noun tenonn à hemehciea chaCeu&euaement, 

Monnieu4 D E S O E U R B R U N  qui  noua a  penmks 
l 

l 
l 

t o u t  a u l o n g  de c e  t k a v a i l  deaukmontek  l 
i 

c e n t a i n e s  d i d d i c u l t é a  ghace a aea k e a e i d a -  

t i o n n  t e c h n i q u e n .  

Madame P O L  L E U X  q u i  noua a  pehmia l a  &?!a- 1 
C i n a t i o n  de c e t  ouvhage. 

T o u ~  no4 amia du Labokatoike d e  C h h u e  

Bio log ique  qu i  n o u  on2 hano ceahe t t m o i -  

gné Leuk agmpathie .  
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M M .  H .  L E F E B V R E ,  R .  D E F R E T I N  

PROFESSEURS H O N O R A l R E S  des Anciennes Facuttés de D k o i t  e.t 

Sciences  Economiquea, dea Sciences  e t  d e a  Lettkes 

M .  A R N O U L T ,  Mme B E A U J E U ,  M M  B R O C H A R D ,  C A U ,  C H A P P E L O N ,  C H A U D R O N ,  
1 
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M .  PARREAU Pto,(ebaeun 

PROFESSEURS T I T U L A I R E S  

B A C C H U S  P i e t t e  Abtkonomie 

B E A U F I L S  Jean-Pick te  Chimie GéndkaCe 

BECART MaukLce Physique 

BZAYS P i e m e  Géogkaphie 

B O N N E M A N  P ie the  Chimie e t  Physico-Chimie I n d u -  
t k i e t l e  

B O N T E  Antoine 8éo tog ie  Apptiquée 
BOUGHON P i e m e  Ma$hématiques 

B O U R I Q U E T  Robekt B i o t o g i e  Végé ta le  
W; C E L E T  Paut 

M. CONSTANT Eugène 

M .  CORSlN Piekke 
M .  D E C U Y P E R  Makcet 

M .  P E L A T T R E  Chahte4 

M .  D U R C H O N  Mauhice 

M. FAURE Robekt 

Géotogie 

Physique lnduath ie l te -ElecXho-  
nique 

Patéo botanique 

Ma$hémat.tques Génékateh 

Geotagie Génékate 

Z o o t o g i e  Ghngkale e t  AppfiquEe 1 
Mécandque 



M. F O U R E T  René 

M .  G A B I L L A R D  Robekt 

M .  G L A C E T  ChaxLea 

M. G O N T l E R  Gékakd 

M .  G U I L L A U M E  Jean 

M .  H E U B E L  Joseph 

M .  LANSRAUX Guy 

Mme L E N O B L E  Jacque l ine  

M .  L O M B A R D  Jacquea 

M .  M A I L L E T  P i e u e  

M .  M O N T A R I U L  Fhédéhic 

M .  M O N T R E U I L  Jean 

M .  P O U Z E T  Piekke 

M .  PROUVOST Jean 

MMe SCHWARTZ Mahie-H éLène 

M .  TlLLlEU Jacquea 

M .  TRIPOT Gabkiel  

M. V A I L L A N T  Jean 

M .  V I D A L  Piekke 
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BOUlSSET Simon 

P E L H A Y E  Michel 

D E R C O U R T  Jean-Michel 

L E B R U N  Andhé 

L E H M A N N  Daniel 

L I N D E R  Robekt 

L U C 2 U I b . i  Michel 

PARREAU Michel 

SCHILTZ  René 

Physiologie 

C h imie  

Science4 de La f e u e  
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MaXhématLquea 

Botanique 
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M. B E L L E T  Jean 

M .  B I L L A R D  Jean 
Phyhique 

Phyaique 



M .  BUVARD MahceL 

M .  B O I L L E T  Piehhe 
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Mathématiquea 

Chimie 

Physique 

Mathématiquea 
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M .  A N D R E  Chaktea Scienced Economiques 
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M .  BART Andké Bio log ie  
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M .  B K O U C H E  Rudolphe MathErnatiques 
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M .  B R E Z Z N S K I  Claude Z .  E .  € . A .  
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S p a t i a l  
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Sciencea Econorniquea e t  So - 
cia leh  
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Sciencea Economiquea e t  So- 
c i a l  ea 
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Phybique 
1. E .  E . A .  

Sciencea de l a  Tenhe 

~athémaXiqu& 

Phyaique 

Chimie (I .U.T.)  
I.U.T. L i l l e  

1 .U.T .  L i l l e  
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Socio logie  
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Sciencea Economiquea e t  
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Phyhique 

I.E.E.A. 

Sciencea Appliquée6 

Mathématiquea 

Chkrnie 

Automatique 



Mie L E G R A N D  Deniae 
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Mathématkquea 1 

Mathérnatiquea 

Géoghaphie e t  Aménagement Spa2ia.t 
1 

E.N.S.C.L. i 

Electhonique ( LitLe) 1 
Géoghaphie l 

~ k q a i q u e  

Sciences Appliquées i 
I.U.T. L i l l e  

P h q ~ i q u e  ( 7 .  U . T .  L i l l e )  

Géoghaphie e t  AménagemenX SpaXkal , 
I.E.E.A. 

l 

Sciencea Economiquea e t  Socialea 

Phqnique 

Chimie (Sciences Appliquées ) l 

Mathémaf iques 

I.U.T. L i l l e  

Chimie (E.N.S.C.L.) 1 l 
I 

Science4 Appliquéeh l 
Mathérnatiqued 1 
Chimie (Béthune) 1 
C himie 

B i o l o g i e  
Chimie (Valenciennes 1 
Sciencea Appliquéea 

Phydique 
Mathérnatiqued 

Physiologie Animale 

Biologie 

Pa ychotogie 

C h i m i  e 

P h y ~ i q u e  

Géogtraphie 
Chimie Biologique 

Calaia 

Sciencea Appliquéea 

Sciencea Economique~ e t  Saciuteh 

Chimie Phgaique 

Génie Mécanique (Béthune) 
In~onmat ique  (I.U.T. L i l l e )  

Géologie 

MqthEmati~ue6 



Ce t k a v a i l  a  d u i t  l ' o b j e t  d ' u n  compte-kendu A L'Aca- 

démie dea S c i e n c e a .  K 

- L-aapakaginaae du f o i e  de Cobaye : miae en é v i d e n c e  e t  
a é p a k a t i o n  de  deux activités enz  ymat iyuea,  é t u d e  den 

cahactë4ea phyaico-chimiques  . 

Note de MM. Rogeh P L A Q U E T ,  Jean-Claude R U G E Z  e t  Gékakd B Z S E R T  

pkéaentée  pa4 M. Jean R0CffE. 

C . R .  Acad. S c .  Pat in  t .  273, p .  1051-1053 ( 2 0  aepxembke 1 9 7 1 1 .  

- Guinea P i g  Livek L- Aa pakaginaa e ,  S e p u k a t i o n  Puki&ica- 

Xian and i n t k a c e l l u l a 4 y  l o c a l i a a ~ i o n  0 6  two d i b t i n c t  enzymaXic 
a c t i v i t i e n  . 

pak Jean-Claude R O G E Z ,  Rogeh PLAQUET e t  Gékakd BISERTE. 

( à  pa&a.îtne : aeaa pkopoaé à Biochemica Biophybica  Ac ta  - 
Enz ymolog y .  ) 





Depuid que B R O O M E  ( I , 2 , 3 ]  a  démontné que L'aapanagi-  
naae du aékum de cobaye panbède une a c t i v i t é  antilymphome, de nom- 
bneux auteuka o n t  t e n t é  dann un bu t  $hékapeutique d ' i a o l e k  ce tXe  
enzyme à paht ik  de d i v e u e a  d0uhCed bactéhiennea en p a k t i c u t i e k .  

Lea t e n t a t i v e n  de punid ica t ion  d'enzyme4 d ' o k i g i n e  
animqle oon t  plu4 kakea,  e t  noua citetrona en p a k k i c u t i e k  S U L U  

e t  H E R B U T  ( 4 , 5 )  q u i  on2 rnia en évidence une L-aapa4aginaae ( L -  

aapakagine amido-hydkotaae E . C .  3 .  5 . 7 .  I . )  dana Le do i e  de co- 
baye. Notne t&avaiC démontke q u ' i l  e x i a t e  en d a i t  dana L'horno- 

gZnat de Foie de Cobaye au maina deux a c x i v i t é n  abpaaaginaaiquea 

d i a t i n c t e a  , aépanablea pak c h n o m a t o g ~ a p ~ e  d ' échangea d ' i o n b  , 
g e l  d i l t k a t i o n ,  éLectkophohèa e pnépanative en d i l m  L i q u i d e ,  au& 
b loc  de CeLLogeL, aun geL de poCyac&yLamide e t  u l t aacen tk iduga-  
t i o n .  Une puk i6 i ca t ion  dea deux enzymes a é t é  enxkephiae a i n a i  
que l e u n  L o c a t k s a ~ i o n  au s e i n  de l a  cetLuLe hépuXique. 

L t e a t i m a t i o n  dea ma4ae.a mo~éculai treb dea deux enzy-  
meb a é t é  éXabLie. L'une d ' e n t n e  e l l e a  a un poida mokéculaine 
pLua baa que c e l u i  de4 enzymeb anatoguea juaqulà  p ~ é a e n x  connuea. 





De nombneux thauaux e t  hevuea ( 6  à 4 7 % )  o n t  é t é  pu- 

b l i e ~  aux Ca pnépanat ion  e t  au& L ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  de L1Aapa- 

haginaa e ,  t o u t  d ' abohd chez  Lea animaux, Lea bac téh ieh  , puib 

plu4 hecemment chez  L'homme. 

Depuia Lea t k a v a u x  de B R O O M E  ( 4 8 , 4 9 , 5 U )  à pahz ih  de 
7 9 6  1 démontkant  que Le pouvoik an.ti.tymphome de aéhum de cobaye 

cohheapondai t  à La L-aapakaginaae, une é t u d e  apphoaondie a é t é  

e n t h e p k i a e  pah de  nombheux a u t e u k a ,  6 U h  Ca kechehche de houhcea 

de L-aapahaginaae,  l ' e x t n a c t i a n  e t  Ca p u h i ~ i c a t i o n  de c e t t e  en -  

zyme, e t  nuh dan a c t i v i t é  b i o l o g i q u e .  

Lea connaiaaancea actueLLen buh La b i o c h i m i e  e t  C 1 a c -  

t i o n  physiologique de c e t t e  enzyme phogxeasent  h a p i d e m e n t ,  e t  

noua phopoaona ci-deaaoua d ' en kiiaumek Cea  phinc ipaux  c h u p i t h e a .  

l A )  ACTION D E  L A  L-ASPARAGINASE. 

Les aapahaginaaea a o n t  dea enz ymen $&&a hé pandues. 

ECCea e x i a ; t e n t  dana l e a  t i to ia  kègnea . La L-aapahaginaae ou 

L-aapanagLnaael amido- hydholaae ( E .  C .  3 . 5 . 1  . 1 ) e6.t une enzyme 

quA hydhotyae  La L-aapahagine ou a c i d e  4 amino succ inamique  e n  

a c i d e  aapahZique au a c i d e  O( amino a u c c i n i q u e  e f  en  ammoniaque 

aeLon La h é a c t i a n  : 

L-aapahagingog-) Ç H ~  + 2 H20 - - - -  - - -  - -  + NH40H 

L -ah pahagine Acide L-aapaht.Lque 

' ( 6 )  L A B O U R E U R . .  . ( 7 )  ADAMSON.. . ( 8 )  AINIS . .  . ( 9 )  A Z A R K H . .  . 
( 1 0 )  B E C K E R . .  . ( 1  7 )  B O V I O N . .  . ( 1 2 )  B O R E L L A . .  . ( 1 3 )  BOTTINGER.. . 
( 1 4 , 7 5 )  BOYSE ... ( 1 6 )  C A M P B E L L .  .. ( 1 7 , 1 8 , 7 9 , 2 0 )  D O L O W Y  ... 
( 2 7 )  ERIKSSON.. . ( 2 2 )  H I L L . .  . ( 2 3 )  HZRAMOTO ... ( 2 4 )  K A U F F M A N N . .  . 
( 2 5 )  K I M  . . .  ( 2 6 )  KISUI.. .  ( 2 7 )  KREBS.., ( 2 8 , 2 9 , 3 0 , 3 1 )  MASHBURN ... 
( 3 2 )  OETTGEN . . .  ( 3 3 )  O H N U M A  . . .  ( 3 4 , 3 5 )  O L D .  . .  ( 3 6 )  P R A G E R . . .  
( 3 7 )  R A K I E T E N . .  . ( 3 6 , 3 9 )  ROBERTS.. . ( 4 0 )  SCHLESZNGER.. . 
( 4 7 )  SCHREK. . .  ( 4 2 )  SEKWAK . . .  ( 4 3 )  STEVENARV. .. ( 4 4 , 4 5 )  SULD 
e t  HERBUT.. . ( 4 6 , 4 7 )  Y E L L I N . .  . 



Lonayu'on i n t t o d u i t  de La L-aapanaginaae dans La 
c i n c u l a t i o n  aanguine d ' u n  animal  ou d ' u n  homme, c e t t e  enzyme 

phovoque une d i m i n u t i o n  du t a u x  de  C'aapanagine c ikculan . te .  De- 
v a n t  ce  d é d i c i t ,  Rea d ibdénenta  t y p e a  de ceCLuLea ( c e l l u l e s  non- 
maLea, ceLCulea tumonalea a e n a i b l e a  , e t  l e n  ceLLuLea tumonaLea 

iréaiatan-tea ] o n t  dea cornpottementa d ibbénenta  . ERLea t e n d e n t  no - 
tamment à augmentet  l a  a ynthèae de C'aapanagine  en a c t i v a n t  Leuna 

a yatèmea aapanagine a yn thé taa  ea de maniène ?i tétab&ih à C ' i n t é -  

h i e u h  dea cellules, un t a u x  d ' a a p a t a g i n e  c o m p a t i b l e  avec  Les be -  
a o ina  c e l l u l a i t e a  

1 
IL n é a u l t e  donc que l ' o n  e s t  c o n d u i t  à e n v i a a g e t  pu- l 

l 
na1LèLemen.t Le pto bLème de l ' a a p a t a g i n e  a y n t h é t a a e ,  de L 'aapaka-  , 
g i n e ,  e t  de L 'aapataginaa e .  i 

l 

R E P A R T I T T O N  ET L O C A L I S A T I O N  DES A S P A R A G I N A S E S .  

Dea aapanaginaaea o n t  é t é  misea en é v i d e n c e  dana Le 

kégne  végé taL  pan Z T T T L E  ( 5 1 )  e t  V A R N E R  ( 5 2 )  notamment c h e z  Lea 
champignons e t  Lea Cevunea. On &eh nencon tne  également  chez  de 
nombneua ea darniLLea de b a c t é t i e 4  e~n pa t r t i cu l i e t '  chez  En c h e h i c h i a  
C o l i  ( R O B E R T S ( S 3 )  R O B I N S O N  ( 5 4 )  SCHWARTZ ( 5 5 ) .  L t a c t i v i . t é  L-aapa- 

nag inaa ique  chez  l e s  animaux pana2.t égaLement dnéquente .  Un L ' a  
miae en é v i d e n c e  dana Le hétum O U  dana l e 4  t i b b u a ,  du c h e v a l ,  

du cobaye ,  du p o u l e t ,  du Lap in ,  du n a t ,  de  La b o u n i s ,  dea o iaeaux  
e t  den poiaaona. 

S i  L ' a c t i v i t é  a é ~ i q u e  ne a e  n e n c o n t t e  que c h e z  l e  

cobaye e t  que lques  nongeuta ( O L D  5 6 )  on Ca d é c è l e  chez  Ceb u n i -  

maux p n é c i t é a  dana de nombneux t i a d u a  : en p a n t i c u l i e n ,  Le d o i e ,  I 

C u  n e i n a ,  Le c e t v e a u ,  La h a t e ,  Le pancnéaa e x  Cea , t e a t i c u t e a .  i 

C )  !.!€SURE D E  L'ACTIVITE. 1 
ElLe s e  mesuke s e l o n  La mé.thode de  MEISTER ( 5 7 )  modi-  1 

d i é e  pan MASUBUUN ( 5 6 , 5 9 )  q u i  c o n a i a t e  à d é t e k m i n e t  La q u a n z i t é  
d'ammoniaque L ibénée  pan L'enzyme h p a h t h  d e  Ca L-abpanagine 
à 37" C e t  au pH optimum d ' a c t i o n  d e  l ' e n z y m e .  



L 'un i t é  i n t e h n a t i o n a l e  ( U . 1 . )  e s t  Ca q u a n t i t é  d ' en -  

zyme q u i  l i b è h e  en une minute une rndchomole dlammoni.aque à pan- 

t i n  de l a  L-aspanagine, dans l e s  cond i t i ons  c i -desbus .  

il) PROPRlETES DES A S P A R A G I N A S E S .  

L es  ph inc ipa les  phophiétés décn i tea  dans La b i b l i o  - 
gnaphie (60  à 8 9 X )  don t  hésurnées dans l e  Tableau 1 .  

. € t a n t  donné l e  cahactène incomple t  des thavaxx  pu- 

bRiéa,  il e s t  aouvent  d i d d i c i l e  de  compaheh Les diddénentea as -  

puhaginases e n t h e - e l l e s ,  aeulea hon t  i nd iquées  dans l e  t a b l e a u  

c e l t e s  q u i  on t  é t é  é t u d i é e s  de daçon pnécise  e t  don t  on c o n n d t  

L ' a c t i v i t é  b io log ique .  

La composi t ion en ac ides  aminés des aspahagiizaaes 

n 'eh$ pua encone connue exactement ,  il en e s t  de mZme de leuna 

b.t&ucZu&ed s econdaines e t  t e h t i a i h e s  . 

Les pH o p t h ~ a  d ' a c t i o n  des divena es as par~ag inabe~  

v a h i e n t  t n è s  l h g e m e n t  puis pu ' i l 6  hon t  compnia - en the  6 , 6  e t  1 1 .  

Centaina auteuhs on t  t e n t é  d ' é t a b l i n  une c o n k é l a t i o n  

en tne  ce  dacteuh e t  l l a c t i v i t é  b io log ique  de L'enzyme. Mais jua- 

q u ' à  maintenant  aucun élément phécis  ne penrnet de h e t e n i n  c e t t e  

donnée. 

T o u t e d o i s ,  on peut d ihe  que ces  aspahaginaaeb don t  

t n 2 ~  diddénentes  quand on compahe notamment t e a  pH opXima d 1 a c -  

t i o n ,  l ' a c t i v i t é  en donc t ion  de l a  tempénatuhe,  l e s  edbecteuna 

l a c t i v a t e u h s  , i n h i b i t e u h a  ) l e  p o i d s  moLéculaihe,  l a  s o l u b i l i t é ,  

Le Km e t  l a  s p é c i ~ i c i t é .  

' ( 6 0 )  A B O U M A L I K O V . .  . ( 6 1 )  A L T E N B E R N . .  . ( 6 2 )  ASMAR.. . 
( 6 3 )  B E C K E R .  . . ( 6 4 )  B E R E Z O V .  . . ( 6 5 )  B R O O M E . .  . ( 6 6 )  C A M P B E L L . .  . 
( 6 7 )  CEUAR.,. ( 6 6 , 6 9 )  V I N  E L . . .  ( 7 0 )  ERIKSSON ... ( 7 1 )  E R R E R A . . .  
( 7 2 )  E V S E E V . . .  ( 7 3 )  GUHA.  .. ( 7 4 )  HIRAMOTO.., ( 7 5 )  JAYABAM.. . 
( 7 6 )  K I R C f f E l M E R .  .. ( 7 7 )  L E A L  ... ( 7 8 )  L E E . . .  ( 3 9 )  MARDASHEV.., 
( 8 0 )  O T T . .  . ( 6 1 )  R O B E R T S . .  . ( 6 2 )  R O W L E Y . .  . ( 8 3 )  SCHWARTZ. .  . 
( 8 4 , 8 5 )  S U L U  e t  H E R B U T . .  . ( 6 6 )  T O W E R . .  . ( 8 7 )  V A R N E R . .  . 
( b b )  WARNER.  .. ( 8 9 )  Y E L L I N . . .  



TABLaU 1 - ~ropriétds des asparaginases 

(X X )  i, 1ac+q.vit6 biologique correspond én6ralenent à 1. ' a c t i v i t é  an t i lym-  

plloine s u r  la soimis. 

Oriqine 

Senlm d e  C o b a y e  
Faction a-2-qlo- 
hulinr ou  8.1. 
alobulino. 

Corveau d e  Co. 
b a y e  

Sérum d'Aqout1. 

Foie d e  Rat 'a) 

b)  

Foie d e  Poulet. 

Pseudomonas.  

Serratia marces  , 

Substrats , 1 pH optimum 

i 

, - -- 
L-ospa / > I I  pour certalns a u -  
rnaine teurs q(.ni.ralement 

d e  7.5 & 9.6. 

L n q w  1 > I I  pour certalns au.!  
rnqint. leurs qén6ralement j de  8.4 t, 9.8. 

L-aspa- 1 

rnqine ' 
1 

L a s p a  1 
raq tne  
L-aspo- / 
r a s i n e  

~ - a ~ p a -  
raqine  

Activateurn 

. - 

Actlvbe p a r  sbriim 

Po, 
a c é t o o c i d e s  

cens. 1 roqine 

ECl 1 ~ u s p a -  ' > 8.4 
Escherichia coli rnqine 1 Palier d e  6 a 8.4 a v e c  

L ospo-  optimum p e u  mar- 
raq ine  i qué d 7. 

0 ) '  Laspa- 
Brucella aborlos raqlnr j 

Insensible a u x   cid des 
a c e t o  et a u x  phos- 
p h a t e s  activne p a r  
serum. ac ide  ~ x a l o -  
acé t ique  

l 
1 2,3 x IO-* M 
I - 

pCMB Nethylmale i - /  1,7 X 10-1 M 
mide 

Inhlblteurs 

- - - 
Zn - pCMB - orqano- 

phosphate 

Zn - pCMB - M g  - Co - 
Mn - EDTA . KCN 

L qluto- l6.6 a v e c  phosphate  

8,2 a v e c  véronal 
raq tne  
L-aîpa- 18.2 
raq ine  
L.qluta. l 
rnqine 

'3%- SCN - NO, - CI - l  

Br. 1 e t  sulfi tes Fe 
Mq 

C a  - Mq - PO, - BO. - 
SO, et a rsénta te  

CN - SCN . NO, et 
vcironal 

300 O00 

I I  D o î p a .  / 6 -. 8 

l x 10-9 M I  25, ? 

i 

Xm 

- - - _  

4,l X IO-' M 

+ 
- 

Mycobacterium tu- 
~ c M I o ~ ~ ~ s  H 37 
Ra 

a) 
b)  

Mycobacterlum tu. 
berculosla H 37 
Rv. 

l 

l 

- 

7 

- 

1 -  
+ 
+ 

1~00;; + 

c ysteine neut ia i i se  1 
raq ine  

L asPa. 
raq ine  1 :,6 
4:,";"R,- i 

1 
L - ~ ~ ~ ~ .  1 g 
raqine  

PM 

-- - _  
138.000 
210.000 

306 O00 

Poe d e  colactniii 
P a s  d e  colacîeirr 

Pan d e  c o l a a r u r  

Mycobacferlum 
phlei. raq ine  

Torula. ' L-ospn- 
r a q i n r  

C ~ U S  c o a q u i a n s  L - ~ S W .  
raq ine  

Envinla a r o i d e a e !  ~ a s p a -  , 
isphéroplastei. r a q i n e  I 

€-nia =a*o-J ;z;i~- / 
vora. 

Activité 
blolo- 
Qlque 
(**) 

+ , 

+ 

+ - 

- 

l 
I 

PCMB 

pCMB (2) . KCN - Hy- 
droxylamlne . Arsé- 
niate - Cadmium - 
Lcysté tne  - L - c y s t ~ i -  
n e  - L-aapartate 

pCMB (2) . K C N  - 
Hydrurylamlne . L- 
cyal6lne 

D a s p a r a q i n e  

3.1 X M 
20 X 10' M 

l 
3.1 X 1 0 4  M 

5 X 1 0 4  M 



L I A S P A R A G I N A S E  ET SES V I F F E R E N T E S  FORMES.  

A pa tx in  de cen ta ines  souchea d l E .  C o l i ,  il e s t  p o b -  

s i b l e  d ' o b t e n i n  deux aspanaginases € C I  e t  E C 2  ; ces  deux aspaha- 

g inases  diddènent  d 'une  punt pa* l e u n  a c t i v i t é  b i o l o g i q u e ,  € C I  

é t a n t  i n a c t i v e  e t  E C 2  a c t i v e .  e t  d ' a u t n e  paht,  pah l e u h s  phopkié- 

.tés phynicochimiques ( C A M P B E L L  ( 9 0 )  e t  C E D A R  ( 9  7 ) . l 

l 
Z l  e x i d t e  également deux t y p e s  d ' a s  panaginas ea de i 

Paeudomonas : ce  son t  l e s  adpakaginaaes 1 e t  2 s e n s i b l e s  ou non 1 
aux phonphaten e t  aux ac ides  o( cé ton i4uen  ( E R R E R A  ( 9 2  ) e t  G R E E N B E R G  i 

Centaina auteuns o n t  a t t n i b u é  une a c t i v i z é  g lutamina-  

s i q u e  à l ' aspanaginane  ( D l N  E L  ( 9 4  e t  9 5 )  ) .  I l  ne  peut en  edde t  
ae lon  N E U M A N  e;t c o l l .  ( 9 6 )  que cetttainea c e l l u l e 4  tumohatea 

a i e n t  une double dépendance v i n  à v i s  de l a  gluZamine e t  de 

l l a b p a n a g i n e .  ZL n ' e s t  pas e x c l u  non plus que ceh ta ines  c e l l u l e a  
-tumoaalen a i e n t  cne dépendance spéc id ique  v ia  à v ia  de l a  g l u t a -  

mine ( G R E E N B E R G  ( 9 7 ) ) .  

Tou tedoia ,  l e s  activités glutaminaaique4 mibea en 

év idence  aemblent  dana Ca majon i té  den caa duea à dea contamina- 

t i o n s  de l ' a s p a t a g i n e  pan l a  glutaminaae aaud pou& l ' a spahag inaae  
de Paeudomonas q u i  auha i t  2 a i t e a  acti6.4 did6éhen. t~  ( V l N  E L  ( 9 6  

e-t 9 9 ) .  

F )  A S P A R A G l N A S E  ET ETATS  P A T H O L O G I Q U E S  : 1 I 

On ne poasède pas de donnéea d 'ensemble concehnant 
Les conhélat iona pouvant e x i s t e 4  en the  l e s  teneuka en as patragi- 
naae des t i a a u a ,  otganea e t  humeutrb e t  .tes é ta ta  pa;tho&ogiqued ; 

il e x i s t e  cependant ceh-tainea addectiona dana l e squeL lea  &'adpa-  
kaginaae e a t  diminuée e-t d ' a u t h e s  où e l l e  e a t  augmentée. 

E l l e  semble toujouna diminue% dans l e s  é ta t6  cancé- 
neux ( O H N U M A  ( 7 0 0 )  e t  R A I N A  ( 7 0 7 )  ) ,  L ' é v o l u t i o n  de l a  g lu tami-  

nase  e a t  souven t  pana l l è l e  à c e l l e  de l ' anpanag inase .  Pahmi l e a  

thavaux l e s  plus i n t énes san td  on peut c i t e t  ceux de B E R E Z O V  ( 7 0 2 )  



héaumén dana l e  Tab leau  11 condihméb pah l ea  h é s u l t a f h  obtenua 
pah E R R E R A  e t  G R E E N S T E l N  ( 1 0 3 )  e t  ceux de  MlZUHARA ( 1 0 4 )  K Z S f f l  

e t  HARUN0 (105 e t  1 0 6 ) .  S e l o n  V A L O V T C U V A ,  R A S C A N I ,  T U R S K Y ,  

BRUZMAN e t  c a l l .  (107 à 1 1 2 )  l ' a a p a n a g i n a a e  du cehveau ex de Ca 
m o e l l e  é p i n i e t e  e a t  augmentée dans l ' encéphalamyél iXe  a l l e n g i q u e  
e x p é h h i e n t a l e  du cobaye .  E l l e  a e h a i t  également  augmentée d 'aphéa 

NAGAUMZ ( 1 1 3 )  chez  l a  aouhia i n d e c t é e  pah Ce v i n u s  p a l i o m y é C i t i -  

que.  

G )  A S P A R A G I N A S E  ET A C T l V Z T E  B I O L O G I Q U E .  

De nombheux au teuns  o n t  e s sayé  de détenmine,h l e 6  bai- 

dOna de l ' a c t i v i t é  au de l a  non a c t i v i t é  . théhapeutique dea di.ddé- 
h e n t e s  aapanaginaaea.  B R O U M E  ( 1  7 4  e t  1 1 5 )  en compahanX Ce6 aspa- 

haginaaes  E .  C a l i  e t  de héhum d ' A g o u t i  env iaage  t h o i b  cauaea 

ph inc ipa lea  pouh e x p l i q u e &  l e s  diddéhencea d ' a c t i v i t é  de  ces  
enzymes : 

1 ' )  - Les d i v e h s e n  aspanaginases  o n t  des c i n é t i q u e s  d 'acZ-Lon 
t h 2 4  d iddéhentka  l e s  plu6 a c t i v e s  é t a n t  c e t l e a  - q u i  o n t  .te plu6 
d ' a d d i n i t é  pauh l e  a u b a t k a t  e t  l a  plua ghande vi . tesae de héac-  

t i o n  aux concenthaXiana phyaio logiquea d ' a a p a h a g i n e .  

2 ' )  - Le6 ahpahaginaaea d i d 6 è h e n t  e n t h e - e l l e s  pah une plu4 ou 
moins ghande d ixaXion auh t e 6  t i b d u d ,  pah exemple ,  il h e  peux 
q u ' u n e  h é z e n t i o n  hépakique  i m p o h t a n t e  pehmette  une  a c z i o n  plus 
Cangue e t  plua e d d i c a c e  ( c l e a b a n c e  d i m i n u é e ) .  

I 
3' ) - Chez l a  a o u n i s  l ' i m p l a n t a t i o n  de c e l l u l e a  lymphomateuaes I 

6 C 3 f f E D  es* généhalernent a a a o c i é e  au v i h u s  de R I L E Y  ( 1 1 6 )  c e  q u i  

augmenteha i t  dana des  phopotrtions Lmpontantes l ' a c t i v i f é  d e  
4 '  aapanaginaae p h o  bablement  en  dim.inuant s a  c l e a n a n c e .  

5 H )  P R O P R I E T E S  G E N E R A L E S  ET METABOL'ISME D E  L 'ASPARAGINE. I 
I 

La L-aspahagine ou a c i d e  L 4 amino duccinamique  a  
pouh dohmule : 



TabLeau 11 - A c k i v i f é a  - a a p a h a g i n a ~ e  ek g l u Z r n i n a s e  

d e  k ibbub  nohmaux ek pakhologiquea,  d 'aphèa T . T .  B E R E Z O V  ( 2 ) .  

('' Réaulkakb exphiméa en d i 6  békenced d 'ammoniaque t i b é h é e  à 

p a h t i h ,  a o i k  de  l a  g lukamine ,  a o i X  de  C'aapahagine ( p a k  gkam- 

4 

TISSUS N O R M A U X  

Chez l ' a n i m a l  : 
- Foie de k a t  
- Foie de 60uh . i~  
- Muscle de hak 
- r i a a u  conjoncXi6 
- T e s t i c u L e  de l a p i n  

Chez L'homme : 
- Muqueuae g a d k h i i u e  
- Glande mammaihe 
- Muqueuae h e c k a l e  
- Foie 

TISSUS PATHOLOGiPUES 

Chez l ' a n i m a l  : 
- Hépa2ome du kak  
- Hépakome de La hou- 

h i b  
- RhabdomyabLa~kome 
- Sakcome PVM 
- Tumeuh de Bhown- 

Peahce 

Chez l 'homme 
- Canceh de l ' eaXomac  
- Canceh du h e i n  
- Canceh du keczum 
- Cancek du b a i e  

me de  kiabua - Chiddheb moyena) .  

A patrkih de  
La g l u f a m i n e  

4 , 6 2  
7 , 4 O  
0 ,25  
0 ,12  
3 , 2 5  

_ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

8 , 9 6  
3 , 4 7  
5 , 1 2  

7 4 , 9 7  
-- 

A pahkih d e  
La glukamLne 

2 , 5 6  

5 , 4 O  
O , O O  
O , O O  

2 , 1 5  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

3 , 7 5  
1 ,O7 
0 ,55  
7 ,24  

> 

A pahkih de 
l ' aa pahagine 

7 1 , 3 3  
75,07 

O ,  7 4  
O ,O0 
9 , 4 7  

6 , 2 b  
2 , 7 U  
3,06 

7 7 , 6 6  

A pahkih  de 
l ' a s  pahagine 

7 3 4  

7 , 7 5  
0,OO 
O , U O  

7,32 

1 , 2 2  
0,76 
o,Oo 
4 , 6 6  



La donme commehciale La plu4 hépandue ea t  Le monohy- 

dhake de L 'aapahagine  : 

C q H g N 2 U 3 H 2 U .  

E l l e  e a t  aoLubLe dana l ' e a u  e t  Lea ao luk iona  a c i d e s  
ou aLcaLinea,  inaoRubLea dana l e  mé thano l ,  L ' é t h a n o l ,  L ' é t h e t ,  
Le benz2ne.  

ELLe e x i a k e  dana Lea t h o i a  hègnea.  Pana Le monde u n i  
ma& q u i  noua Lntéheaae pLua pahXiculièhemenX dana c e  t h a u a i l ,  
elCe aembLe éXhe univenael lemenX népandue,  dea phokozoaihea aux 
mammidèhea . T o u k e ~ o i a  , c e h t a i n a  ohganea poan 2den.t une t e f i e u &  

pLua ghande en' aapahagine : c e  aonk Le h e i n ,  Le doce ,  t a  h a t e ,  

Le cehveau.  Noua pOUVOnd également  n o t e h  que cea ohganea donit 

Les p lus  h i c h e n  en aapahaginabe.  Bien que khèa impohkanke pou& 
La comphéhenaion de C ' a c k i o n  b i o l o g i q u e  de  L1aapanag inade ,  La 

iteneuh des d iddéhen tn  kypea de ceLLuLea en  aapahagine e d t  mat 
connue.  

Le métabolisme e a t  héaumé dana Le TabLeau 1 1 1 ,  q u i  
hendehme Rea voiea  métaboCiquea eaaenkieLLea ibauea  de  l l A a p a -  
h a g i n e  ; 

Lea voiea  a i t u é e a  au-deaaua du t h a i k  p o i n t i L L é  d o n t  
c e e l e h  q u i  cohhebpondenk, en p h i n c i p e ,  au monde a n i m a l ,  t e a  
a u t t e a  v o i e a  n ' a y a n t  j u a q u ' i c i  Z.té miaea e n  é v i d e n c e  que chez  

Lea michoohganinmea. 





L1aapanagine e x i a t a n t e  peut ; the  u t i l i o é e  de deux 

daçona : 

- une u t i l i s a t i o n  d i h e c t e  dans La aqnthèae de4 pnotéinea 

- dea u t i l i a a t i o n a  ind inec t ea  pouvant empnunten ptuaieukh vo i ea ,  
dont  La pa inc ipa le  aemble Ztne ceLLe de L 'ac ide  aapant ique ,  puia - 
q u ' e l l e  peut conduine a o i t  au c y c l e  c i t n i q u e  e t  au c y c l e  de L 'u-  

n é e ,  a o i t  à La ayn th tae  dea noyaux puniques e t  pytrimidiquen, 
éRapea eaa e n L i e l l e s  dana La a ynthèa e  dea acidea nuc l é iq  ueb . 

7 L  n é a u l t e  de c e c i  que,  a i  paun une naiaan quelcon-  
que L ' aapanaginaae t1aauLaine diminue ou n' e x i a t e  pLua , Leb 
voiea métaboliques paaaant pan l ' a c i d e  aapantique diapanaLbbent 

ek pnovoquent dea  modidicat iona méitaboliqueb . A i n a i ,  il 4 e pou&- 
& a i t  qu'une pLua ghande q u a n t i t é  d 'aapanagine devienne d ibponi -  

bLe poun t a  aqnthèae dea photEinea. Cea conaéquencea mé tabo t i -  
quea néauLtant  de l 'abaence de L'aapanaginaae, t e l l e  q u ' i l  peut 
en  e x i a t e n  dans Lea itiaaua twnonaux aon t  t é~uméea   dan^ Le t a b l e a u  
1  V .  

, 
L l u t i L i a a t i o n  d i n e c t e  de l l a a p a n a g i n e  poun l a  a ynthè- 

ae  pnotéique a  &,té miae en Evidence pan divena auXeuns en pak t i -  

c u l i e n  pan H O R O W T T Z  e t  COCL.  ( 7 1 7  e t  1 1 8 )  e t  démontnée expén i -  
mentatemenz pan BROOME e t  SCHWARTZ ( 7 7 9  e t  120) KlDD e t  S O B T N  

( 1 2  1 ) en utilisant de L ' aa panagine manquée. 

Dana Lea u t i l i a a t i o n a  i n d i n e c t e a  d e  L' aa panagine m i a  
à pant l e  n ô l e  de L 'ac ide  aapantique dana l e  c y c l e  c i t h i q u e  e t  
l e  c y c l e  de t1un&ei.gin. teklvient  également dana La aqnthèae dea 
noyaux puaiquea e t  pyhimidiquea , comme l ' a  montné M E l S T E R  ( 1 2 2  ) 

e t  a ' eddec tueka i t  heL0n Le Tableau V .  Endin, un n 6 l e  analogue 

à c e l u i  de La glutamine a  é t é  enviaagé pua pluaieuas auteuna 
à paopoa de l ' aa panagine, dana l e a  /réackiona de tnansamina.tion 

4an4 que c e l a  a i t  encone pu Ztne démontké. 

ZL e x k a t e  également pluaieuna ayatèmea poaaiblea 
poun l a  aqnthèae de l 'aapaaagine  e t  aon t  /reg&oupé~ danb l e  Rabteau 

V I .  



DANS LES TISSUS NORMAUX 

7' 
~ ~ n l . h é s e  protéique 

Acide oc c ~ ~ o s ~ c c i n o r n i ~ ~ ~  

ASPARAGINE ~ x a ~ o o c ~ t a ~ . c ~ m o l a  te-~umaro te ~ 
t 

As parrote 
v - 1  L Purines Pyrimidines 

DANS LES TISSUS TUMORAUX 

2 
synlhése protéique 

ASPAR AGI NEFBAC ide i c 6 t 0 s u c ~ i ~ a r n i ~ ~ ~  

TABLEAU m: Métabolisme de I asparagine. 
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- Le pnemieh ayatEme penmet l a  tnanadohmation ditcec- 
t e  de l a  cyanoa lan ine  en aapanagine.  T o u t e d o i a ,  il n ' a  é t é  a i g n a -  

l é  juaqu'iî phéaent que chez  l e 4  v é g é t a u x .  

- Le deuxième ayatème pehmet l a  a y n t h è a e  de l ' a a p a -  
hagine  pah Z ~ a n a a m i n a t i o n  à panXia de l ' a c i d e  d ,cé toauccin ique  

e;t d ' u n  a c i d e  o( aminé poun donnet  de L 'aapanagine  e t  un a c i d e  
o( c é t o n i q u e .  

- Le ayskèrne l e  plua impotrtanlt ea;t c e n t a i n e m e n t  c e l u i  
q u i  $ a i t  appel  à l ' aa panagine A y n t h é t a b e .  

Ce ayatème e x i s t e  aoua deux vankantea phinc ipule-A : 
+ +  - a c i d e  a s p u t t i q u e  + g l u t a m i n e  + A T P  en phéaence de  Mg 

- - - - - -  - Aapanagine + Acide gluzamique + AMP + P P  

+ +  - a c i d e  aapakXique + ammoniaque + A T P  en phéhence de  Mg 
- - - - - -  - Aapanagine + H20 + AMP + P P  

Dea a yatèmea aapanagine a ynthézaa ea ( ASaa eh 1 e x i a t e n t  
aoua den donmea vo ia inea  dana Le monde an imal .  114  a o n t  aoumia 

en o u t h e  iî un c e n t a i n  nombhe de dacteuha e t  de mécaniamea de h é -  

g u l a t i o  n  . 

Concluaion : 

7 1  eaZ de plua en plua phobable que t ' a a p a h a g i n a a e  

peut  e x i a t e n  bous d ivena ea donmea cohheapondant p h 0  babtement  
à dea polymènes ou à dea agnégaXa d ' u n e  u n i t é  enzymat ique  de 
base  c e  q u i  a  é t é  con6ihmé notamment pou& L1aapa&agina ie  d ' E .  

C o l i  e t  q u i  p o b h t a i t  e x p l i q u e &  l e 6  d ivekgencea de  podda m o l é -  
cu la i tcea ,  l e a  a c t i v i l t é a  b p z c i d i q u e a ,  e t  t e s  diddénencea d ' a c -  

t i v i t é  b.iologique dea aapanaginaaea . En o u t n e ,  il bemble que 
bon mécanisme d ' a c t i o n  a o i t  moina simple q u ' o n  ne t 1 a v a i X  ima- 
g i n é  i n i t i a l e m e n t  e t  que 40n acaXv.ité b i o l o g i q u e  dépende de  
p luaieuha mécaniamea a g i a a a n t  a imul tanément l  P .  L A B O U R E U R  1 i 1 2 3  1 . 







7 - M E T H O D E  D E  D O S A G E  SEMI-AUTOMATZQUE D E  LA 1-ASPARAGINASE. 

La L-adpanaginad e  ( L  -anpahagine amido- hydholaae 

E . C .  3 . 5 . 1 . 7 )  hydnolyae La Liaidon amide de L'aapahagine pouh 
donneh naiasance à de L ' a c i d e  aapahtique e t  à de L'ammoniaque. 

Dana l e  pkéaent t n a v a i t ;  noua avona c h o i a i  de doaek 

L ' a c t i v i t é  aapanaginaaiyue en meauhant La q u a n t i t é  d'ammoniaque 1 
1 

Libéhée,  L ' u n i t é  i n t e h n a t i o n a t e  ( U . 7 . )  d ' a c t i v i t é  neha d é d i n i e  

comme : 

- Le nombhe de mic~omolea  d'ammoniaque pah mL Libékéea , 
à paht in  de L'aapanagine pan minute à 3 7 '  C e t  au pH o p t h u m  1 
d ' a c t i o n  de L'enzyme. 

1 

L ' a c t i v i t é  apéc id ique  de L'enzyme beha d é d i n i e  comme 

Le nombhe d ' u n i t é a  i n t ehna t iona lea  ( U . 1 . )  pan mg de  photé inea .  

A /  - Dosage de L'Ammoniaque. 

Aphéa aépakat ion  pan dialyse automat ique ,  Ce doaage 

colonimétnique de C'ammoniaque pan La n é a c t i o n  de  8ek theLo t  au 
phénol hypoch loh i t e  e a t  héaL.i~i? à C'auto-anatyb eu& Technicon 

aeCon une modid ica t ion  de Ca t echn ique  de G I R A R D .  ( 1 2 4 )  . 

a )  Réaet ida.  

7 )  Eau _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  bid ia t iCLée  ps i vée  _ - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  d'ammoniaqge. _ _  

E l l e  peut ê t h e  obtenue en xedi4tiLLan.t A U ~  queLque.4 
gout tea d ' a c i d e  autduhique en phéaence de kouge de m é t h y l e ,  une 
eau d i b t i l l é e  de bonne q u a l i t é .  ELLe a e k t  h La phépakation de toub  

Lea aéac t ida  . 

2 )  SoLut ion de chlonuhe de ~ o d i u m  à 9 g. pou& 10O0 m l .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - -  - - - - - -  - - - - -  



3 )  S o l u t i o n - d e  phénol nodiqgg.  - - - - - - - -  - - -  - - - - - - - - - -  

Phénol pu& c n i n t a l l i a  é ( Ptolabo ) 2 5  g. 

Soude pute R. P .  en p a s t i l l e s  ( P h o l a b o )  0,7 9 -  

Eau d i s i i l l é e  p t i v é e  d'ammoniaque 4 . s . p .  7000 mC 

4 )  S o l u t i o n  - - - - -  - - - - - - - - - - - -  de n i t t o p x u a n i a t e - d e - ~ ~ ~ & g ~ .  - - - - - - - -  - -  

. S o l u t i o n  mèke : ( c o n s e n v a t i o n  7 m a i n  en charnbne ............. 
a m i d e )  

- N i t h o p n u n n i a t e d e a o d i u w R , P .  (PnoCabo) 1 0 g .  

- Eau d i s t i l l é e  pk ivée  d'ammoniaque q . s . p .  50 mC 

- Acide  a c é t i q u e  R . P .  c k ih taCCiaab le  

( PtoLabo) 50 m t  

S o l u t i o n  a i l l e  : (consekvat .Lon : 1 semaine  en  . . . . . . . . . . . . . .  
chambhe a k o i d e )  

- S o l u t i o n  mète  p t é c é d e n t e  7 m t  

- Eau d i s t i l l é e  paivée  d'ammoniaque q . a . p .  200 m l  

Phosphate d i n o d i q u e  : 1 2  H20 R. P .  ( P h o l a b o )  160 g. 

Eau distillée ph ivée  dlammon.laque q .a .p .  7000 m t  

Soude puhe R .  P .  -en pan t iL lea  (Pt to tabo)  6 g o  

S o l u t i o n  c f '  h y p o c h l o h i t e  à 5' ch lokométh ique  

( T e c h n i c o n )  6 m l  

S o l u t i o n  tampon phosphate p k z c é d e n t e  q . a . p .  700 mC 







- V courbe témoin obtenue à partir du diagramme en portant en ordonnee 

la densite optique d'un etalon et en abscisse la concentration en 

r n . ~  

ions +. 
4 

0.95 ------- ----,,--,- 

0.24 ----O-,,- 

- 

Fig 2 N0du térnok. 
+ Diagramme des tdmoins d'ions NH de difierentes concentrations 

4 
tracé par l'enregistreur de l'Auto-analyseur Technicon. 



8/ REACTZUN ENZYMATIQUE 

L'enzyme O,I ml est placée dana un tube à hémolyae 

contenant 7 mt de substhat tamponné constitué pah : 

- de t'adpuagine 70 michomo~aihea 

- du tampon bohate 0,01 M de pff 9 , 2  

Le tube eat placé pendant 30 minutes dana un bain- 

mahie à 37' C aoud agitation conatante. 

Noua aVOn-6 véni&ié en pholongeant L'incubation de 

la bolution enzyme-aubathut e f  en doaant C'activité enzyma- 
tique toutea Lea 30 minuted que la quantité d'ammoniaque libé- 
bée était phopohtionnelle au Xempa d'incubation. 

C l  ARRET DE LA REACTION ENZYMATIQUE. 

Noua UVOnd hemahqué que Les déhivéa ohganomehcuhietb 
tela que Le pCMB ( p a h a c h ~ o h o m e h c u k i b e n z o a ~ e )  ou Le mehphène 

inhibent L' enzyme. Noua avOnd c h o i ~ i  d 'ahhi?teh.&Z héaction 
enzymatique pah addition au tube d'incubation d'une goutte de 

bolution hatuhée d'hydhomehphène. 

Cette a olution est phépahée pah concenthat~on d 'une 
solution commehciale à 2 p. 7000, doua vide à 37' C au moyen 
de llévaponateuh hotatid juaqu'à C'appahition de chibtaux blanca 

au dond du ballon, indiquant que la bolution eat datuhée. La 

bolution eat dilthée et gahdée en chambhe bhoide à + 4' C. Noua 

avona véhidié C'ah&ct total de la néaction enzymatique pah t'ex- 

péhience auivante : 

- thoib tube6 à hémolyse A ,  8, C, contenant 7 me d 'aapahagine en 
Xampon Bohafe et 0,7 mL de La bolution enzymatique dont Lncu- 

béa 2L 37' C. Au bout de 30 minutes, on doae t'activité enzgma- 
.tique du tube A ,  soit DA don activité. 

 pan^ Ce Zube 8, on ajoute 0,1 ml d'une dolution sa.tuhée d'hg- 

dhomenphéne et on pnocgde à une nouvelle incubation de 30 mi- 
nute4 pou& tea tubea 8 et C aphèd quoi teua acXivité keapective 

Dg e t  OC eat immédiatemen.t déteminéi. l 
On constate que D g  ebt égale à V A  et que OC est Le double dc 
~~p~pr&a.tivement de D A .  Ce gui démontae que t'aahét de 



néaction enzymatique a été total pendant la deuxième péhiode 
d'incubation de 30 minuXed. 

PchallèlemenX au doaage, u n  blanc beka edbectué 
en ajoutant avant l'incubation 0,1 ml d'une bolution 6aZuaée 
dlhydnomenphène, C'activité enzymatique du blanc cohaedpon- 

-b 
dant aux ions NU4 exidtant initialement  dan^ la doluXion 
et à l'auto- hyd~otijae pahXielle de L'aapanagine seaa déduite 
de llacXivité enzymatique Xotale du doaage. 

Le ~ c h é m a  aeaa le auivant : 

Dodagea : 
7 ml d'adpahagine en Tampon bonate + 0,l mR dolution enzy- 

matique - - - - - - -  > IncubaXion 30 minutes puia O, I ml mehphène, 
doit DT la denaité lue Auh l'ennegidtheuh. 

Blanc : 
7 ml d'adpahagine en Tampon bohate + 0,I me dolution enzy- 

matique + 0:I ml menphène - - - - - - -  + ZncubatLon 30 minute4 
doit Do la Densité Optique co*hespondante. 

La dendité aéelle du doaage 0, = DT- DO. En 
nepohtant Dh hua la c o w b e  d'étalonnage (Fig. 3 )  il lui 

-b cohheapond N michomok!ed d ' N H 4  . 

L1activiZé dinaLe étant calcutEe en U . I .  aoit 
+ 

en michomolea NU4 pah ml et pan minute, de plu&, L'enzyme 
étant diluée au 7/12ème (on a 0,1 ml de aolution enzymatique 
p o u ~  un volume global de 1,2 ml) ; le n o m b ~ e  d'U.1. aeka 
donné pan la donmule : 

N x 7 2  



7 1 - DOSAGE DES P R O T E I N E S .  

Le dosage cotohimé.tnique des pno.tZineb e4.t ebdec- 

t u é  palr La méthode de L O W R Y  ( 7 2 5 )  adaptée à L'aukoanaLyseun 

Technicon muni d ' un  d i t t h e  i n t e h d é h e n t i e t  à 6 2 5  

A/  REACTI  FS. x 

B /  MONTAGE DU M A N I F O L D  T E C H N I C O N .  

Le schéma du Montage de L'au.to-analyaeuh Technicon  

eAX déctri t  sun Ca F i g .  4 .  

La lec.tu&e be  d u i t  à 6 2 5  nm ghace à un co lon imètne  

n e l i é  à un ennegis theua .  La cadence des dosages e s t  de 60 a 
l 1  heune. 

Une counbe témoin  analogue à c e l l e  des i o n s  amrno- 
nium ed't const trui te  à pant in  d 'une  gamme de s o t u t i o n b  é ta lona  

pnépalréea pan d i l u t i o n  d 'une  ~ o L u X i o n  mètre de plrotéines de 

t i t h e  connu ( L A B - T R O L ) .  

L ' a b ~ o n p X i o n  s u i t  La L o i  de B E E R  L A M B E R T  pou& dea 
concentnationd en pno té ines  &Lant de O a 0,5 m g .  Au-dela de 

c e t t e  concentnaXion une d i l u t i o n  d e  l a  ~ o l u t i o n  e ~ t  bys.témaXi- 

quemenz 6 a i . t ~ .  

* Lea d é t a i l s  pnat iques  de l a  methode u t i l i d é e  d iguken t  dand 

l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e ,  





Lea cobayea de t a c e  t n i c o l o t e  d ' un  p o i d a  de  

300 à 400 g .  envihon don t  uneathéaiéa  au cahbamate d ' é t h y l e  

à 70 p .  100 à t a i a o n  de  1 mL pout 100 g. de p o i d a .  

Pout é v i t e 4  l a  con tamina t ion  pah L  ' aapataginaa e  

du aéhum Rea co bayea hon t  exsanguinéa doua a n e a t h é a i e ,  puia 

pekduaéa pah une b o l u t i o n  ch lonu t ée  i a o t o n i q u e .  Le a o i e  e b t  

e n d u i t e  p t é l e v é  e t  plongé duna l a  g lace  puis b t c y é ,  h a i t  

à l"'Ut.-tha-Tu/tnaxl', a o i t  à l '  homogénéiaeutr " V i t t i b " .  

Le ao ie  d ' u n  p o i d a  de 20 g .  e n v i t o n  e a t  b t o  yé 

à + 4' C dana une a o l u t i o n  c h t a t u t é e  puib l ' hamogénat  eaR: 

centt i . j jugé à l a  meme tempé ta tuhe  à 10 000 t o u t a l m i n u t e  pen- 
dan t  70 minutea (Cen t t iaugeuae  hédh igé t ée  B E C K M A N  J 2 1 ) .  

a )  P h é c i p i t a t i o n  pah l ' a c i d e .  

Ayant cond ta t é  que L1homogéna.t p técéden t  p t é c i p i -  

t a i t  pouh dea pH i n d é h i e u t a  à 6 ,  nOUd avona enthephia  d ' é t u -  
d i e t  ayatématiquement pout dea pH a l l a n t  de 6 à 4 ,  l a  concen-  

t t a t i o n  en photéinea e t  l ' a c t i v i t é  enzymatique du bu tna gean t  

e t  du c u l o t  aépatea put c e n t h i d u g a t i o n  à 70 000 t o u h a / m i n u t e  

pendant 10 minutea à 4' C .  

L'homogénat e a t  a j u a t é  au pH déaihé pan a d d i t i o n  

de  a o l u t i o n  d l H C l  N ,  puia 0 ,  1 N .  Lea / r é b u ~ $ a ~ 4  obtenua noua 

o n t  pehmia de cana tu t eh  que t l a c . t i v i t é  enzymatique é t a i t  max i -  

male dana l e  6utLnageant pout un pH de 5 , 6  e t  qu'au-deaaoub de  
pH 4 ,  e l l e  d e v e n a i t  nueLe ; en o u t h e ,  que La c o n c e n t t a t i o n  en 

p to t é inea  du auhnageant d i m i n u a i t  avec  t e  p H .  Noua avono c h o i -  
a i  un pH de 5 , 6  ad in  que l ' a c t i v i t é  apéc i6 ique  du auxnagean.t 

b o i t  maximale. 



L'examen du Tableau V I 7  monthe qu 'au  couha de  c e t t e  
opéhat ion l a  concen tha t ion  du huanageant en photdinen diminue 
dohtement ,  c e  q u i  junXi&ie t ' i n t i t h e t  de ceXte é t a p e .  Cepen- 
dant  e l l e  d'accompagne d ' une  d im inu t i on  de l ' a c t i v i t é  enzy -  
matique t o t a l e  d ' env ihon  30 p .  100 pah s u i t e  de  l a  dénatuha-  
Xian p a h t i e l l e  de l ' e n z y m e  au c o n t a c t  de  L ' a c i d e .  Endin, une 

da ib l e  pah.tie de l ' e n z y m e  h e d t e  da.na Le c u l o t  aphèd c e n t h i d u -  

g a t i o n  de L ' hom0géna.t phécipiXé.  

b )  PhécipiXaXion pan l e d  d eCs neu tnea .  

Oiddéhenth auZ&uhh o n t  u t i t i a é  l e b  de l4  neuRhed 

pou4 p h é c i p i z e h  l ed  phoXZined pah l e s  techniqueid de &elangage.  

Le ~ u h n a g e a n t  obtenu en a )  e n t  add i t i onné  de duL6a.te de  do-  
dium en ~ o L u t i o n  à 30 p .  100 à haidon de  7 2  m l  de  so lu$ ion  

daLine pouh 10 m l  d ' ex . tha i t  ( S U L D  e t  H E R B U T  ( 1 2 6 )  ) , aoud 
ag i t aX ion  magnét ique  douce,  puid .ta 6 0 & . ~ . t i 0 ~  e d t  l a i h h é e  au 

hepod pendant une demi-heuhe à Ca tempéhatuhe du l a b o h a t o i n e .  
I 

On h e c u e i l l e  l e  p h é c i p i t é  pah c e n t h i d u g a t i o n  à 

14 000 touhd/rninute  pendant 1 5  minuteh à 20' C .  Le p h z c i p i -  

t é  eait e n d u i t e  diddoud dana un tampon phohphaXe de aodium 0,02M 
de pH 7 , 3 5 .  La aoLut ion  obtenue peut aloha s e h v i ~  pouh des  
étape4 u l . th . i euheb .  





V - P R O C E P E S  P H Y S I C O - C H I M T Q U E S  PERMETTANT P E  METTRE E N  - 
E V I D E N C E  P E U X  A C T l V l T E S  ASPARAGINASIQUES DISTINCTES. 

P a m i  Les techniques (Sephadex,  D E A E ,  f f ydhoxy ta-  
p a t i t e ,  u l t h a c e n t k i { u g a t i o  n )  u t k l i a  éea pak Lea auteuha pou& 

puhidien La L-aapahaginaae phovenant de dibdéhentea aounceh, 

cehtaineb (C'hqdnoxyLapat i te  e t  L 1 u L t n a c e n t k k ~ u g a t i o n )  s e  

&ont hévé téeb  décevante4 dana Le caa du doie de cobaye ; 

d'authea nouh o n t  pekrni.4 d ' o b t e n i k  dea kéau&tata  i n t ékeaaan th  

( D E A E ,  Sephadex, ELectkophokèae pképahat ive ,  en  v e i n e  L iqu ide  
au& b loc  de c e l l a g e l ,  e t  au& poLyackylamide) e t  notamment 

d l i d e n t i d i e / r  deux pich d ' ac.t.ivité aapahaginaaique diaXinct4 .  

Noua prréaenton~ ci-deaaoua &eh pxemiet~a &Eau&- 

t a t a  obtenus  avec cea d i 6  6ékenZea techniquea .  
1 

Pou& L1enaembLe de ce t k a v a i t ,  noua avona u t i t i -  

hé un homogénaX de doie  ayant  hub i  une puh id i ca t ion  pahtieLLe 

dont La phépahation a  é t é  d é c h i t e  aux pahagkaphea 111 e t  I V .  

A /  CHROMATOGRAPHIE D 'ECHANGES P ' I O N S .  

Noua avonh utilisé un échangeah anionique : l a  
D E  5 2  (diéthyl-mina-éthyt-ceLtu&oae) Whatman. 

La D E A €  ceLtu lohe  he  pkéaente houa bohme humide. 
EtLe ea t  dra60hd miae ptrogheahivement en  h u a p e u i o n  4 0 U h  

agi ta i t ion manuette douce dana un itampon phaaphate de aodium 

O , O 2  M d e  p f f  7 , 3 5  (SULD e t  H E R B U T  1 2 7 ) .  



On phocède e n s u i t e  à une é q u i l i b h a t i o n  d ' iona  

pah lavagea e t  dZcantationa aucceaaida au moyen du tampon 

phécédeni.  L 'opéhat ion demande 10 C i t h e s  de .tampon envihon.  

La P E A E  e n t  e n s u i t e  b0igneuaemen.t dégazée à l a  

thompe à v i d e  ex  i n t h o d u i f e  dana une colonne 1 , 5  x 5 2  cm, 

auhmontée d 'une  ~ n t o n n o i h ,  Le t o u t  placé à La Xempéna.tuhe 

de + 4' C ; on Laiaae taaaetr La colonne 4 6  heutLea 5 ZcouLe- 

ment l i b h e .  Puia e t l e  e a t  a j u a t é e  au n iveau  c h o i a i .  

2 )  Chnomatog~aphie de L'homogénat de doie de cobaye. 

2 m l  d'homogénat aont  in.ttLoduita au a c m m e t  de 

La colonne à L ' a i d e  d 'une  aehingue.  On du i t  pénétheh e t  on 
l a v e  l e 4  pah0ib avec 2 vo&umea de tampon d ' é l u t i o n .  

Le baa de colonne e ~ t  x e l i é  à une pompc péhis.taL- 

t i q u e .  ~ ' é k u ~ i o n ,  s e  d u i t  pan un ghadient  de tampon c o n a t i -  

t u é  pah : 

- 1 3 6  m l  de tampon phoaphate diaodique U,02 M, pif 7,35 

0 ,5  M en NaCL. 1 
l - 2 2 5  m l  de tampon phoaphate pH 7 , 3 5  ( S U L 0  e t  HERBUT 7 2 8 )  , 

Cea deux tampons aont  pLacéa dana deux d io l eh  

coniquea i d e n t i q u e s  t eL i éea  en the-  e l l e 4  pan un b iphon ,  une 

a g i t a t i o n  magnétique adautre Le métange dea ao tu t iona  . La 

v i t e s s e  d ' é l u t i o n  e a t  de 6 m l /  heuhe e t  l e a  d / ~ a c t i o n a  C O L -  
Cectéea on t  un volume de 4 , 5  m l .  

Dana une phemiètre é t a p e ,  noua avona dépoaé L ' h o -  
mogénat s e u l .  On O baehve deux picn d ' a c t i v i t é  d i a t i n c t a  

F i g .  51 que noua appelona Abpahaginaaea 7 e t  7 1  dana l ' o h -  

dhe heapect id  de l e u &  E lu t ion .  



---Pro teine 

FI G 5 Chromatographie sur Cellulosen de 1 'asparag-d d0 foie 
de cobqye ( c o l o ~ e  1,8 x 52 cm) dquilibr4e par un tampon phos- 

phate de sodium 0,02 M, pH 7,35, et dluee par un gradient de NaCl 

0 , 5  M. Iss operations sont effectudes B + 4 O  C 2i l a  viteese de 

6 nil./~eure e t  l e s  fractions collectdes ont un volune de 4,s ml. 



Pana une deuxième é t a p e  noua avona dépocé l ' h o -  

mogénat + 2 m e  de  aéhum de cobaye.  Outne t e s  deux pica con- 

heapondant  aux aapa4aginaaen 1 e t  11 du b o i e ,  noua voqona 

appana2the un t t o i a i è m e  p i c  cohheapondant à L 'aspaxag inaae  

du aéhum ( F i g ;  6 ) .  

Dana une t t ro ia ième é t a p e ,  noua avona dépoaé au& 

l ' é c h a n g e u h  d ' i o n s  7 m l  de  aéaum de cobaye a e u l  : 7 aeuL 

p i c  d l n c t i v i X é  é t a i t  aloha d é c e l é  ( F i g .  7 )  e t  p e t m e t t a i t  

de  CocaRiaeh L'aapahaginaae d e  aéhum Qu4  l e  diaghamme 

- p h é c é d e n f ,  éLiminanf  a i n h i  1' hypothèbe  que L ' a a p a ~ a g i n a a e  

11 p o u v a i t  t é a u L t e h  d ' u n e  contaminaLion de La 1 pch l ' a a p a -  
haginaae  du békum. 

Noua UVOnd tremahqué que t 1 a d d i X i o n  de aéhum de 
cobaye aux aapafiaginaaea du b o i e ,  accéLé4ai.t L ' é L u t i o n  dea 

pko té inea  , pehmet tant  a i n a i  d ' O b t e n i h  pou& L ' aa pataginaa e 
1 une rneitLeuhe a c t i v i t E  a p é c i d i q u e ,  



G 6 Cliromatographie sur YIEAE Cellulosen d 'un mdlauge dea asparagina- 

ses de fo ie  e t  de sérum de cobaye (colonne de 1,8 x 52 cm)(dquili- 

brée par un tampon phosphate de sodium 0 ,O2 M, pH 7,35 e t  dluee 

par un gradient de NaCl 0,5 M). Les operationa sont effectuees à 

+ 4 O  C a l a  vitesae de 6 ml/~eure e t  l e s  fractions collectdea ont 
un volume de 4,5 mi .  



ction. . d 

4- Act iv l te -Enzyma tique 

*-4- .~roreine 

FIG Chromatographie sur "DEA3 Cellulosell de l'aspsreginase de ad- 

de cobaye (colonne de 1,8 x 52 cm éguilibrde par un tampon pho.- 

phate de sodium 0,02 hl, pH 7,35 e t  éluée peu. un gradient de NaCl 

0,5 N).  Les opérations sont effectuées B + 4 O  C A l a  vitease de 

6 ml/Heure e t  l e s  fractions collect6es ont un volume de 4,5 ml. (a 



1 
8 1  C H R C ~ ~ A T O G R A P H I E  DE T A M I S A G E  M O L E C U L A I R E  : G ~ L  aie- I 

t h u t i o n  1 
7 )  Pképahation du g e l .  

Noua avona utilisé un Sephadex G 200 (40-120 m i -  

chona) (Phahmacia f i n e  Chemicala) 70 g .  de g e l  s o n t  vekaéa 

Lentement aous a g i t a t i o n  manuelle douce dana 3 l i t k e a  de 

a o l u t i o n  de chlokuke de sodium 0,02 M. 

Le g e l  esX endu i t e  m i a  à gonaLeh à + 4' C ,  l a  

.aoLution daLine é t a n t  jouhnellement /tenouveLée. Au bout  de 
7 2  heuhea env ihon ,  Ce ge l  e s t  dégazé à La tkornpe à v i d e  

e t  peacé dana uvze cotonne de VehhC ( 1  cm x 60 cm) hempLLe 

d 'une  a o t u t i o n  de NaCL 0,02 M dégazée.  La colorzne e a t  taoaée  

4 8  heukeo d'abohd à é c o ~ e m e n t  &.lbhe puia à écoulement 

l e n t  : 4 à 5 gou t t ea lminu te .  

2 )  Chhomatoghaphie de l lhomogénat .  

'2 m l  d'homogénat i d e n t i q u e  à ceeu i  placé sua 

t 'échangeut  d ' i o n 4  aont  i n t x o d u i t a  à L ' a i d e  d ' une  set t ingue 

en haut de La cotonne.  L'élu.t.ion e a t  k é a l i a é e  avec une b o -  

l u t i o n  de chLohuhe de aodium 0,02 M ; l a  v i t e a a e  d ' é c o u l e -  

ment e a t  de 9 , 2  mllheuhe ; Cea ihac t ionb  eolLectée4 o n t  un 

volume de 2 , 3  m l .  Toua l e a  thavaux h o n t  condui t s  à l a  tem- 

péhatuae de + 4' C .  Le dosage de l ' a c t i v i t é  enzymatique 
su& chaque i n a c t i o n ,  nous a pehmih de rnettke en év idence  

deux activités distinctes ne t tement  bdpahéeb en the -  elCea.  

( F i g .  8 1 .  

3 )  ReCaX-iona en t ke  l a  chhomatoghaphie d 'échange 

d ' i o n o  e t  La g e l  d i l t h a t i o n .  

Noua avond pu détekmineh,  en  hepahsant suk g e l  

de Sephadex chacun dea pica aépahéa suh  D E A E ,  que l e  phe- 
mieh p i c  de D E A €  cokheapondait  au poida molécuLaise Le plud 



FIG 8 Chromatographie de gel  f i l trat ion de ltasparaglnarre de f o i e  de 

cobqye sur une colonne de "Sephadex G 200" ( 1  cm x 60 cm) Bqul- 

librde B + 4 O  0 par une solution de NaCl 0,02 M e t  BluBe avw 

l a  &me solution (vitesse de 9,2 ml/~eure). Les fraction. uolleo- 

tées  ont un volume de 2,3 ml. :l'a . 4: > 
au&<. O 



é l e v é  en gel  d i l X h a t i o n ,  e t  que Le Zème p i c  de D E A E  au 

p o i d a  molécuLaihe Le pLua daibLe. A inb i ,  l ' o h d h e  d ' é l u t i o n  

de6 abpahaginabed 1 e t  11 ebX l e  meme en chkornaXoghaphie 

b U h  D E A €  e t  en  g e l  d i b t h a t i o n .  

4 )  I d e n t i d i c a t i o n  de4 deux a c t h v i t é a  enzymatiqueb 

1 e t  I I  d é p a h é e ~  pah g e l  d i L t n a t i o n  à deux a c t i v i k é a  abpa- 

ha,qina.niquea 1 e f  7 7 .  

- Avant de pouhbuivhe 1 ' expéhimentat ion,  noub avonb ~ e h i d k é  

que L ' a c t i o n  deb deux a c t i v i t é b  enzymatiqueh bépahéeb pah 

g e l  &ilthution bu& deb no lu t ionn  de 1-aspahagine tamponnéeh 
L i b é h a i t  non beule f f lent  de L'ammoniac maia aubai de L ' a c i d e  

L -a~pa / r t i que  e t  que nob acX iv i t éb  enz ymatiquea ca tabyaa ien t  

b i e n  Ca &éac t ion .  

2 H 2 U  + L-abpahagine - - - - - - - -  > Acide 1 - a ~ p a t t i q u e  + NH40H 

- Dana une phemièhe é t a p e ,  noud avona aépahé à p a t t i t  d ' un  

homogénat pa*t ie l l ement  puaid ié ,  Les deux a c t i u i f é s  enzyma- 

t i q u e ~  d i b t i n c t e b  pah g e l  d i l t h a t i o n  b u i v a n t  l e  photocole  

d é c 4 i t  phécédemment, puin noud avond t a d ~ e m b l é  Leb tjnactionb 

coh&ebpondant aux picn 1 e t  2 .  

- Dan4 une deuxième é t a p e ,  c inq tubeh à hémotqbe d o n t  phé- 

pahéh de l a  rnanièhe b u i v a n t e  : 

Tube 1 : I m l  d ' une  a o l u t i o n  à 2 mg/n l  de L-aspahagine + 

1 m l  d ' u n e  b o l u t i o n  à 2 m g / m C  d ' a c i d e  L-abpahtique.  

Tube 2 : I m l  d 'une  b o l u t i o n  à 1 r n g / m l  de L-ahpatagine + 

0,2 m l  de b o l u t i o n  enzymatique 7 ,  puia i n c u b a t i o n  

2 heune4 à 37' C ,  e t  endin  ahhZ.t de Ca hdacXion 

pah I g o u t t e  de b o l u t i o n  batuhée d ' hydhornexphène. 



Tube 3 : I m l  d 'une  a o l u t i o n  à 7 m g l m l  de 1-aapahagine + 

0,2 m l  de a o l u t i o n  enzymatique I + 1 gou t t e  de 

aoCution aatuhée d'hydhomehphène, puia i n c u b a t i o n  

2 heuhea à 37". 

Tube 4 : 7 m l  d 'une a o l u t i o n  de L-aapahagine à I m g l m L  + 

0,2 mL de a o l u t i o n  enzymatique I I ,  puia i n c u b a t i o n  

2 heuhea à 37' C, endin ahhêt  de Ra h é a c t i o n  pah 

1 g o u t t e  d l  hydhomehphène. 

' T u b e  5 : 1 m l  d 'une  a o l u t i o n  de L-aapakagine à 1 m g l m l  + 

0,2 m l  de a o l u t i o n  enzymatique I l  + 7 gouz te  d ' h y -  

dhomenphène puis i n c u b a t i o n  2 heuhea à 33". 

Le t u b e  I e a t  un témoin i n t e h n e  de L-aapchagine 

e t  d ' a c i d e  L-aapahtique. 

, Lea .tube4 3 e t  5 cohheapondent heapec t ivement  

au blanc ou au tempa zého d e a  héactiona enzymatiques eddec- 

Xuéea dana l e a . t u b e a  2 elt 4 .  

Pana une tho ia ième é tape ,  noua aVOnd dépoaé aufi 

un papieh Whatman no 3 ,  3,50 michol i theb  de chacune de ceb 
a o lu t iona  . 
( Lea 50 michol i thea  de L-a4 pahagine dépob éa comme témoin  

i n t e h n e  cohhea pondent à .ta q u a n t i t é  de L -ab pahagine i n i t i a -  

l ement  pkéaente dano chacun dea authea t u b e a ) .  

- Cea a o l u t i o n ~  aont  aoumiaea à une éCecthophonéae à pff 3 , 9  

dans une cuve en t o i t .  K 

Les détaiLa pnaXiques de l a  méthode diguhent dana L'appen- 
d i c e  t e c h n i q u e .  



Su4 ~ 'é&ec . thophoh~g&am?e hgvé té  ( f i g .  9 )  t e s  

posUionb  ( 1 b 5 )  cohnespondenit aux numéhob des t ube4  d e -  

phécédement .  

La l i g n e  de tachea inbéh ieuhe  , c o u e s p o n d  à t a  l 
pa&iZion de l ' a c i d e  1-aapahtique : La Ligne supéhieuhe à 

cetCe de  La L-aspuaagine. 

- La p o a i t i o n  7 e s t  occupée pah l e s  témoinb in t ehneb  de l a  
L -abpuag ine  e t  d ' a c i d e  1-aapahXique. 1 
ment diminué a l o a ~  que de L 'ac ide  L-aspahtique e b t  appahu. 1 l 

Pah con the ,  &es t a c h e s  de L-abpahagine en posi -  

t i o n  3 e t  5 s o n t  heatéea ~ e n 4 i b l e m e n t  é g a t e s ,  au témoin ; 
s e u t e  une p e t i t e  pak t i e  due a l ' a u t o -  h y d n o t y a ~  spontange 

de L'amide a  dibpahu. 

Ces a c ; t i v , L l t é a e n z y m a t i q u ~ I  e t  1 1  sépahéea pah gel  d i l t h a t i o n  

c a ~ a Q y 4  e n t  donc une héac t ion  d '  hydhotyoe,  de &a L -abp+i8tagine 

pouh donneh naisbance h de t'ammoniaque e t  a de t ' a c i d e  
L-abpahtique. Ce dont  donc de4 aspanaginaseb ou danb la no- 
mencla;Euhe i n t e k n a t i o n a l e  de4 L - a ~ p a k a g i n e  a m i d o  -Gryd&otas eh 

E . C .  3 . 5 . 1 . 1 .  

5 -  App l i ca t ion  de  La g e l  , ( i l a a X Z o n  : EatimaZion 

des maAae4 molécuih.ines  de^ deux abpaltaginaae~ du ha i e  de 
cobaye. 

En é ta lonnan t  dan4 dea condi t ion4  exp&&imen.tateb 
i d e n t i q u e s  ( v i t e ~ o  e  d ' é l u t i o n ,  tempd d e  dhacXi0nnemen.t) La 

cotonne de Sephadex G 200, noub aVOnb pu es t ime& La masie 

rnolécutaihe des deux ab pukaginab e s .  

Noua avonb u t i t i b é  comme é t d o n b  : 

- deb i . t n m u n o ~ t o b ~ i n e b  G P .  M. 150 000 
- d é  &a 6éhm d b u d n e  P.M. 6 7  000 

- de La itsypbline 3 6o.ia c r X b t d t b b é e  P.M. 2 5  000 
- de l'inhibitewr t&yp4ique  du A O  ja P.M. 2 7 500 





Nous avona paasé dana un phernietr t e m p a  l ' homogéna t  d e  

b o i e ,  puna &eh d ta lonn  un pah u n ,  puis  de nouveau, L'homogé- 

nat de d s i e  ; a d i n  de v é . t ~ i d i e t ~  l e  'bon  onctionn ne ment de &a 

c o l o n n e  en d i n  d '  e x p é h i e n c e .  

N O U A  avona d o s e  l e s  photé inea  pua La méthode de L O W R Y  

( 1 3 0 )  e t  L ' a c t i v i t é  enzymat ique  pafi l a  methode au phénothypo- 

c h l o k i t e  ( G I R A R D  1 3  7 ) . 

Le diaghamrne o b t e n u  ( F i g .  I O )  noua a  pehmia une e s t i m a -  

t i o n  .des maaaea m o l é c u l a i h e h ,  en poh tan t  suh  un ghaphique en 

aba c i s s  e  l a  b h a c t i o n  cot~heapondant  au maximum de  concen tha-  

Xian  des phodui ts  e t  en  ohdonnée, l e  Logahilthme des  massea 

moLécula ihes  c o ~ h e a p o n d a n t e a  ( F i g  . 7 7 ) . 

On peut  a t tn i -bue f i  un poids m o l é c u l a i t ~ e  v o i s i n  de 

750 000 - + 2 5  O00 à l ' e n z y m e  1 e t  de 2 7  500 + 2000 à l ' e n z y m e  - 
7 7 .  1 '  enheuh a f t h i b u é e  à chaque poids  cohheapond à pLus ou 

moina une $ h a c k i o n  de paht e t  d ' a u t k e  du maximuvx d e  concen-  

t h u t i o n  pou& chaque p i c .  

Noua avons déposé su4  c e t t e  meme co lonne  un séhum d e  co -  

baye  a p k è ~  nepéhage du p i c  d ' a c t i v i t é ,  e t  en t e p o f i t a n t  au4 l a  

d k o i z e  d'  é t a l o n n a g e ,  nous avond a t t h i b u é  un p o i d s  rnolécuLai4e 

de  1 2 5  000 - + 20 O00 à L'aapatraginase du séhum de cobaye c e  

q u i  coktespond au p o i d s  mo lécu la i f i e  i n d i q u é  dans &a l i t t é n a -  

Jtutre. (TÙBIAS O .  Y E L L 7 N )  - T h ë s e  de Doctohat  - l l n i v e h s i Z y  0 6  
Pe&awahe pH D ( 1 9 6 6 ) .  



par une solution de NaCl 0,02 M et  élude avec la &me solution 

(vitesse de 9,2 ml/~eure). Les fractions co l l ec t~es  ont un V O ~ U ~ € ?  

de 2,3 ml. 



Log PM 

T 

1 l, I . ! i 
L 

5 12.13 16 * 
2223 l'V Fraction. 

FIG 11 maïuat ion  du po ib  m1Baulaire dea aeptxr-e~ 1 et  11 du 

f o i e  de  a o b q e  en portant aur 110rdonn8e dlim ayat&me d'axe8 
orthonorda,  l e  1ogMthme de. Poida WléuuLPtre8 e t  saur 1 I a b e e i r  

se, l e  n u m h  de l a  freotion du nurrina>ni de ooLwentratian des té- 
m i n a  oorresporzidants ddtemin(5 l o r s  de la  geï f'ïltration, 



L ' a p p a h e i l  u t i L i a é  e a t  un Elphoh Vap. 

Le tampon d l é l e c t a o d e  e s t  c o n s t i t u é  pah d e  t ' a c i -  

de  c i z k i y u e  0,0256 M e t  du T h i a  0 ,24  M .  Son pH e a t  de  8,6. 

Le tampon de  chambae e n t  c o n a t i k u é  pah : 

- 500 m l  d ' u n e  solution A c o n t e n a n t  de L ' a c i d e  bohique  

0 , 1  M dana KCL 0 , l  M .  

- 120 m l  d  ' u n e  ~ o l u t i o n  B c o n t e n a n t  de La boude O ,  I N 

- 4360 mL d ' e a u  d ia t iLCi ie .  

, Le pH de ce  tampon e a t  de  b , 6  e t  s a  c o n d u c k i v i t é  

e a t  d e  1 1 0 0 f L  . 

2 1 C o n d i f i o n b  t e c h n i q u e s .  

5 ml de C'homogénat a o n t  i n j e c t é 4  à La v i t e a d e  

de  2 m l lheuae  dann La chambke maintenue  à + 5" C pendant  

t o u t e  C ' o p é a a t i o n .  La v i t e a s e  d l L n j e c t i o n  du tampon dan4 

La chambhe e a t  de  700 m l l h e u h e ,  La d idbéhence  de p o t e n t i e l  

a p p l i q u é e  aux é t ec t f iodea  e s t  de 1900 v o t t a ,  t 'intensité 
de 100 m A .  

Réa u t t a t a .  

Aphés a v o i h  doaé La c o n c e n t h a t i o n e n  p a o t é i n e  e t  
C ' a c t i v i t é  enz  grnaXique de  chaque @ a c t i o n ,  noua avona m i 4  

en é v i d e n c e  deux pica d 1 a c t L v i ; t é  distincts ( F i g .  1 2 ) .  

Lea ,$hactiona cohtreapondant à cea a c t i v i Z 2 a  o n t  

é t é  haaaembtées e t  hecancen.théea j u s q u ' à  2 mi? e n v i a o n  pah 



FK) 12 Zlectrophorèse préparative (Elphor-vap) d'un homgenat de fo i e  de 

cobaye. 



dideyde conthe du po lyé thy lène  glycoL 20 000 ( S C H U C H A R D T )  

à + 4' C e t  dépoaéea aépahément auh une colonne de Sephadex 

G 200. Le phemieh pic de L'éLecthophonèae condui t  à un mé- 

lange  d'Abpahaginaae 1 e t  d'Aapahaginaae 11 ( f i g .  14 1 . 
La phéaence d'Aapahaginaae 11 peut a ' e x p l i q u e &  pah l a  conta-  

minat ion du pic 1 del 'éLecthophohèae pah t e  pic 11. 

Le deuxième pic  condui t  à LIAapahaginaee 11 

net tement  majohi ta ihe  ( f i g .  13 1 . 

D l  E L E C T R U P H U R E S E  P R E P A R A T I V E  SUR B L O C  D E  C E L L U G E L .  -- 

1 ) Matéhiel e t  Technique uX i l i aéa .  K 

Suh L 'au the  m o i t i é  cohnespondante, haasembLée 

c ô t e  à c ô t e  avec La m o i t i é  co lohée ,  on eddectue xn décou- 
1 

page avec une lame de hadoih,  en t e n a n t  compte de t a  p o -  
a i k i o n  des bandes de photZ!ine h é v é . t é e ~ .  Cea bande4 & o n t  

enau i t e  éluéea pah aimpxe compheaaion du ge l  dana une ae-  

hingue de nothe dabhica t ion .  

Le volume necuei lLL e o t  de L'ohdhe de 1 , 7  m l  il 

2 mL pah bande comphebaée. 

3 )  Meauhe de L ' a c t i v i t é  enzymatique de L ' éLua t .  

L ' a c . t i v i t é  enz ymatique e s t  dosée suh chaque @aa- 

t i o n  pah La h$ac t ion  au phénol hypochloh i te  d é c h i t e  phécé- 

demmenlt. 100 michol i thea  de L 'éLuat  s o n t  i n c u b a  avec  un 

mL d ' u p a h a g i n e  bohatée pendant 30 minuteo à 37' C .  PahaL- 

Lélement un blanc e s t  eddectué en hemplaçanX Le4 100 micho- 

Li thea Ce L ' éLua t  phécédent pah c e l u i  i s s u  de l a  cornpus- 
s i o n  d 'une bande phovenant de l a  paht ie  anodique dx bLoc. 

Le matEhieL e.t l a  t echn ique  uX.LLisés bon* déch i th  dans 
l ' a p p e n d i c e  f ethnique. 



Asnase 2. 
'1, iP' \ 

-Enzyme. .-* 4~roké i  ne. 

I 1 I I a 

10 20 30 40 > 
FIG 13 WFrac tion. 

Chromatographie de gel filtration sur une colonne de a~ephidex 

G 200" des fraction8 correspondant au pia II de lléleotmphor&u 
préparative 
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FIG 14 

bhwmtographie de gel filtration ~ u .  une colonne de ' S ~ P ~ ~  
G 200" des fraatioaia oorrespondant au pio 1 de lldlecrtropharrlse 

pdperative 



4 )  Meauhe de  l a  c o n c e n t h a t i o n  en pho té ineb  de  

l '  é l u a t .  

La concent t ra t ion  en ptrotéinea d e  chaque d h a c t i o n  

e a t  dé texminée  pah l a  h é a c t i o n  de  L O W R Y  déc tr i te  phdcédem- 

ment .  

7 1  noua a paau phébéhable de aoumetXhe à l ' é l e c -  

tnophohène  phépaha t i ve  au& un b l o c  de  ceLLoge l ,  non pua un 
homogénat p a h t i e l l e m e n t  putridié c o n t e n a n t  Cea deux a c t i v i -  

tés enzymatiques maia chaque a c t i v i t é  enzymat ique  aépahée  : 

- b o i t  put une  g e l  d i l t h a X i o n  aux Sephadex G 200. 

- a o i t  patr C ' i n o l e m e n t  de La phaae cytoplasmique pah u l t h a -  

cen t t r iduga t ion  à 705 000 g .  

- 1 'Aapatraginane 7 a é t é  aépanée de  l l A a p a h a g i -  

naae 71 pah ~ X t k a c e n A h i d u g a t i o n  à 705 000 g dana un m i l i e u  

békum p h y ~ i o l o g i q u e  0,25 M en aacchahoae,  pekmettan-t l ' i h o -  

Lement du c y t o a o l .  C e l u i - c i  e a t  e n a u i t e  &oumia 5 une  puhi -  

d i c a t i o n  patl . t ielLe analogue  à c e l l e  d é c h i t e   dan^ l e  t a b l e a u  

V11. 

La Figuke 1 5  a  hephéaen te  l a  m i g h a t i o n  é l e c t h o -  

phohé t ique  auh  b l o c  de ceLLogel  de  c e  c y t o a o l  p a h t i e l l e m e n Z  

putri.dié aphëa h é v é L a t i o n  à l '  A m i d o a c h ~ a t ~ z .  

La Fdguhe 1 5  b noua monthe Le découpage h é a t i ~ é  
auh  . t 'au the  m o i t i é  du b l o c ,  e x  La Figuhe 1 5  c ,  t a  d i a t n i -  

b u t i o n  de L ' a c t i v i t é  enzymat ique  de cea d i 6  d é t e n t e 6  bandeh 

découpées e t  é l u é e b  pah comphebaion. 



A: ~ l e c t r o ~ h o r 6 s e  préparut ive s u r  bloc de cellogel 

de I 'asparaginasel. 

B: ~ é c o u p a g e  r é a l i s e  sur le bloc. 

C: Distribution de 1°activi t& enzymatique. 



Le diaghamme d ' a c t i v i t  é enzymatique noua i n d i q u e  

que Le maximum d ' a c t i v i t é  ae  s i t u e  dans La zone 4 avec  une 
déghadation phogheadive de paht e t  d ' au the  de c e t t e  zone.  

C e t t e  zone 4 cohheapond auh l a  F i g .  1 5  a  à une bande aohte-  

ment ~ 0 l 0 h é e  q u i  devha i t  en phincipe  cohheapondhe à L1empLa- 
cement de La pheaque t o t a l i t é  de L'aapahaginaae 1  du 6 0 i e  

de cobaye. 

L 'é ta lement  de l l a c ~ i v i t d  p0uhhait &the due à La a i -  
x a t i o n  d 'une  paht ie  de c e l l e - c i  auh dea photéinea mighant 
moina v i t e  ou pLua v i t e  que 1' enzyme ette-meme. 

L 'Aapahaginaae 7 1  a é t é  aépahée de LIAapahaginaae 7  

pah ge l  d i t t h u t i o n  4 U h  Sephadex G 200 pu& Ca t e c h n i q u e  d é c h i t e  
ptrécédemment. Lea ahactiona coLLecitéea cohheapondant à l ' a c t i -  

v i t é  enzymatique 7 1  o n t  é t é  naaaembtéea, heconcenthéea pah 
diaLyae contFe du po lyé thy lène  gLycoC 20 000, e t  dépoaéea auh 
b loc  de c e l l o g e l .  

Lea condi t iona  éLecthophoh&tique6 aon t  Lea mémea 

que c e t t e 6  u t i l i n é e a  poux l1aapahag.inaae 7 ,  à aavoih  : 

- Puhée 6 heuhea : 2 5  mAlbLoc doua une Xenaion con- 

t i n u e  de 250 v o l t a  envihon.  

La f i g u h e  16 a hephéaenXe l a  mighat ion é lec taopho-  
h é t i q u e  auh b loc  de ceLLogel de La a o t u t i o n  d'adpahaginahe 11 

aptrèa h é v é l a t i o n  à LIAmidoachwahz. 

La f i guhe  16 b noua rnvntke t e  découpage néaLiaé buh 

L1au the  m o i t i é  du b l o c ,  e t  l a  Figuhe 7 6  c  La d i a t h i b u t i o n  
enz grnatique de cea d i 4  déhentea bandea découpées e t  é&uéeb 

pah compheaaion. 



A: Electrophorèse préparalive sur bloc de p el log el 

d e  leasparaginase 2 .  
- . ,  

B: Découpage real ise su r  le bloc. 

C: D ~ s t r i  bution de l 'activité enzymatique. 



Le diaghamme d ' a c t i v i t é  enzymatique noua i n d i q u e  
que l e  maximutri d ' a c t i v i t e  s e  a i t u e  dana La zone 3 avec une 
dégh~daf . ion phogneaaive de L ' a c t i v i t é  de pahf e.t d lauXhe 

de c e t t e  zone. En compafiant l e a  f iguhea 1 5  e t  16 noud h e -  
mahquona que l lAapahaginane 7 1 mighe moina v i t e  vend t ' a n o -  

de que l lAapahaginaae 7 ,  c e  q u i  n e j o i n t  l e s  hEaulZaXa Zhou- 

vea poun l ' é l e c t ~ o p h o h è a e  en ve ine  l i q u i d e  ( f i g .  7 2 ,  1 3  e t  
1 4 ) .  Cependant,  l 1 E C e c t ~ o p h o h è a e  phépahative en b l o c  de 

ceLtogel  auh un homogénat con tenant  l e a  deux a c t i v i t é n  en- 

zymatiquea meme pan t i e l l emen t  puhil;.ié, aembLe tttèh d i 6  d i -  
c i t e  à e x p l o i t e n  pouh une bonne aépahati.on de cea deux 
aapafiaginas eh en naiaan de ~ ' i n t e h p é k t é ~ a ~ o n  plud au moins 
ghande des ac t i v iXéa  due à L 1 e a d e t  de thahnée que X'on 

conbZate apnèa Ca mighaZion e t  à l a  p e t i t e  d in tance  q u i  
aépa/re l e 6  deux bandea d' aapahaginase 7 e.t d'aapahaginaae 11. 

l 

Putt c o n t t e ,  noua l ' a v o n ~  u t h l i a é e  aufi chaque 

enzyme ~{pa.n.ément comme une é tape  de pu f i . i~ i ca t ian  i n z é h e a -  

hante  e t  phaZique, rnérne d i  l e 6  kendementa thouvéd ne a o n t  
pas Zoujo~chd e x c e t t e n t a  . 

E L E C T R C P H O R E S E  A N A L Y T T Q U E  SUR BANDES D E  C E L L O G E L .  

2 1 Decoupage ex  E l u t i o n  des bandes de celLogeL. - 

La t echn ique  u t i l i a & e  e a t  analogue à ceLLe em- 
p l o y é e  pouri Lea bLoca de c e t l o g e l  e t  pekrrmet de heconnaÂXke 
auh de6 bandes b i en  i n d i v i d u a L i s é e a ,  L'emplacement de  L ' e n -  1 
zyme en meauhant l ' a c t i v i t é  enzymaXique de l ' é l u a f  ob tenu .  

'le n:bténiel? e t  t a  t e chn ique  u t i t i d é A  d 0 f l . t  déct l i tb  dana 
L 'appendice  .technique. 



3 ) Réa u l ka ta  . 

Noua avona u t i t i a é  c e t t e  t e chn ique  ci des dina 

punemerit analyt.Lquea : e l t e  nous a  pehmia de v é h i d i e h  non 

s eülement La puheA& des phodui.ts O btenua apaëa chaque. 

Bfape de punid ica t ion  maia aunai l ' a c t i v i t é  ou La n o n - a c a -  

v i k é  de bandea b i en  indi .viduaLis éea buh l ' ELectho phohé- 

ghamme. 

F /  E L E C T R O P H O R E S E  P R E P A R A T T V E  SUR G E L  D E  P O L Y A C R Y L A -  - 
M l V E .  

" -  

2 J Electhopho4Zde phépahative de t 'homogénat pas- 

Z i e & l e n i e n a u h i d i é  sun La ghOdae colonne PV21520. ---- ----- ------- 

Toufea Lea rnar,ipulations ae  dont en chambhe 
dhoide à ( +  4" C .  

Aphèa a v o i , ~  placé un paaadilrn au baa de l a  colonne 

un g e l  de aépahat ion à 10 % de f i é f i cu la f .Lon  e s t  d'abohd 

c o u t é ,  aa cowipoaitioi.~ e.4-t Ra au ivan te  : 

- 1 , s  KL de A 

- 3 m l  de Ck 

- 1 , s  m l  d 'eau b i d i a t i l l é e  

- 6 m l  d e  G .  

Le volume t o t a l  au gel  eait de 1 2  m l ,  aa hau.teu/r 

dana l a  coLonne e a t  de 3 , s  cm. 

Aphèd pclynî&niaation e t  au-deaaua du 7eh g e l ,  

o n  cou l e  l e  ge l  de l t échan . t i&ton  q u i ,  dana ce  caa, a e h t  
égatement de g e l  de  taaserren-t. Sa cowpoait ion e a t  : 

' ~ e  ma ten i e l  e t  La t echn ique  u t i l i a é a  dont  déch i td  dana 
L  'appendice  .technique. 



La poLgméxisation complè.te de ce  ge l  pkoXoaen- 
a i b l e  qu i  u t i l i s e  La h i b o  dLavine comme i n i t i a Z e u h ,  nécea - 
aiXe L' inXehvenXion d ' une  souhce Lwnineuae phovenant 
d ' un  t u b e  au néon. 

Une hoia c e l l e - c i  complèXemenZ tekminée  (on  
netouhne débicatemenlt &a calonne pou& a ' e n  aaauhek) , an 
en l éve  Le patradilm du bas de coLonne puis on h e m p f i t  &eb 
compa/cZimenta ana diqueb e t  cathodiques avec un Xampon 

constitué pah : 

- 1 pant de tampon This  

- 9 panfs d ' e a u  b i d i a t i L l é e  

, Son pH ealt de 8,s. 

Le tampon d ' é l u t i o n  : 

- 1 paht de  A 

- 7 pahta d 'eau .  
de pH 8 , 5  acheminetta &en photEineb apnèa Leu& migha t ion  

veha Le c o l l e c t e u k  de dhact iona.  

L ' i n t ena iXé  canatan te  d é l i v n é e  aux éLec.tkodea 
e s t  de  10 m A .  

La v i t e b a e  dfélu. tLon Lente  au début  aeaa amenée 
à 3 m&/minuXe dèb l lé lu$. ion de l ' i n d i c a k e u h  co lokê .  On 

n e c u e i l l e  70 dnacXiona donZ Le voLume ea.t de 3 m l  env inon .  

La dunée Xo ta l e  de  L' ZLectnophonèae eb.t de 7 5  heukea e n v i -  

non. 



3 )  Rénul ta ta .  

L ' a c t i v i t é  enzyma.t.ique d e  chaque daact ion a i n a i  

que Leun concenttraition en photéineb aonf /reptréaentéa autr 

l a  f i g .  7 7 .  Deux p i C d  d ' a c t i v i t é  enzymatique aonit m i a  en 

év idence .  La concenthat ion en ptrotéinea dea btractiona 

acitivea e a t  da ib l e  autrtout en ce q u i  concehne l e  ptremien 

pic  d ' a c t i v i t é  aapatraginaaique. Lea btracitiona 4C à 6 2  traa - 
aemBlée4 e t  treconcenthéea patr cüalyae C0nZhe du po lyé thy-  

l è n e  g l y c o l  20 000, aont  hedépoaées autr La moyenne colonne 

- PV2/150. 

4 )  Electtrophotr2ae plréputrative dea  dhactiona 40 à 

6 2  autr l a  moyenne colonne PV2/150. 

Le gel  de aépakat ion à. 7 % de t r é t i c u t a t i o n  e a t  

dlabotrd c o u l é ,  il e d t  compoaé de : 

- 0,6 m/ de A 

- O , b 4  m l  de C N  

- 1 m l  d ' e a u  b i d i a t i l l é e  

- 2 , 4  m l  de G .  

Son volume au t o t a l  ea f  de 4 , 8  m l  pou& une hau- 

%euh de 2 cm envihon.  

Aptrèa poLymétriaatXon de ce g e l ,  noua C0ul0n.4 l e  
ge l  de tad4emen.t comphenant : 

- 0,3 m l  de 8 

- 0,6 m l  de DM 
- 0 ,3  ml de E 
- 1 , 2  m l  d ' eau  b i d i a t i l l é e .  

Son volume e h t  de  2 , 4  m l  pou& une haufeuh de 1 cm 
envitron. 

La polgmétriaaition cornplèXe Ae duit d ta lumiène 

d ' u n  t u b e  au néon. 



~ O ~ r a c t i o n .  
:17 Electmphor&se prdparative sur gel de polyacrylami.de de 

lthomogénat de foie de cobwe (colonne ~ ~ 2 / 3 2 0 ) .  



Le txo ia ième g e l  ou ge l  dféchant.Lllon e a t  

endu i t e  in t t rodui t  dana La coConne en mélangeant : 

Son volume eaf  de 2 , 4  m l  poun une hauteun 

de 1 cm envikon.  

La potymétriaation be  d a i t  a l a  lumièke  d ' u n  

t u b e  au néon. 

Le4 tampona, t t i n t e n a i t é  du coukant aon t  i d e n -  

Xiquea à ceux u t i l i a é a  poun l a  colonne P02/320, b e u t e  

La V i t e d d e  d ' é t u t i o n  eaX plua Lente  ( 1  à 2 m t  à l a  m i n u t e ) .  

La Figuke I d  hepnébente L t a c 2 i v i t é  enzymatkque 

e t  t a  concentka t ion  en p t ro t é ine~de  chacune dea 100 dnac- 
t i o n s  t r e c u e i l l i e s .  Là encone deux pich d t a c t . i v i t é  peu 

aépakéb ex  daiblea bont  m i b  en év idence .  La c o n c ~ n t k a t i o n  
en pnoltéinea ttrèa ba ib t e  s e  t kouve  ptratiquernent à l a  ti- 
m i t e  de t a  a e n h i b i l i t é  de l a  kéac t ion  de LOWRY ( 7 3 2 ) .  

Noua n'avona pu pou& c e t t e  ka iaon ,  n e c o n n d t n e  t ' zmplace- 

ment de chacune de4 activités enzqmatiqueb patr g e l  b i l t k a -  
t i o n  autr Sephadex G 200 pak exemple. Pa& con the ,  &b dhac- 
fions 60 à 6 4  o n t  é t é  kabbembléeb, treconcentnéea, e t  dépo- 
aéea auk une bande de C e t l o g e l .  L ' électtropho&i!be a n a l y t i -  
que auk ce  auppokt a  montné l ' e x i b t e n c e  de deux bandeh 

b i en  aépakéea e n t k e - e t l e a  e t  pkéaentant une a c t i v i t é  ab - 
p a k a g i n u i q u e  ( F i g .  32  a ) .  





G/ E L E C T R O P H O R E S E  A N A L Y T I Q U E  SUR G E L  V E  P O L Y A C R Y L A M l P E .  

Le phincipe e a t  i d e n t i q u e  à ceCui de l 'é&ecXxophohèae 

ptrépaaative aaud q u ' i l  n ' y  a  génénalement pas d ' t l u t i o n  de  p h o -  
t é i n e a .  Noua avona emplo y 2  c e t t e  t e chn ique  uniquement pouh 

con;thôleh Le deghé de puketé den bhactiona aphèa Cea d iddé -  

henteh étapes de La puhid ica t ion  dea deux activités enzgma;ti.quea. 

Lea gela hont  à 5 % d'achgtamide,  t t i n . t e n a i t é  cana- 

Xante e a t  de 1 5  mA pa4 t u b e .  Le tampon d ' é l e c t h o d e  e a t  i d e n t i -  

que à c e l u i  u t i L i b é  dana l t é L e c t ~ o p h o 4 ë a e  p h é p a ~ a t i v e .  La du tée  

de l " ' é lec thophohèae  e s t  de 40 minutes envihon.  

Les gelh coCo4éh à llAmidoachwahz hont  décolohéh 

pua paaaage du couhant é l e c t h i q u e  au i van t  La t echn ique  phZco- 

n iaée  pah Le conatkucteuh C A N A L C O .  

Comme pou& l e s  bloca ou t e a  bandea de CelLogel ,  noua 

avond dana cex ta ina  caa dEcoupE Le g e l  de polyachylarnide en 

thonçona de baron à pouvoih Cocal iae4 L1ac . t i v i t é  en t e c  i n c u -  

bant  avec une aoLut ion d'aapahagine tamponnée à 37' C .  

ii/ U L T R A C E N T R l F U G A T l U N  P R E P A R A T Z V E  E N  G R A D I E N T  D E  S U C R U S E .  

Noua avona u t i l i d 2  une centhi,jugeua e B E C K M A N  L 350 

équipge d ' u n  h o t a f i  SW 47 T i  à godeta mobilea.  

Deux aoLutiona de  auchoae F L U K A  "puhiaa" ,  l ' u n e  à 

5 p .  700, L 'au the  à 20 p .  100 don t  paépahéea e t  diapoaéea dana 

un appahe i l  à gnadient  c o n a t i t u é  pah deux chambhea kigoukeube- l 
ment i d e n t i q u e a ,  4eLiéea e n t u - e l t e a  pah un canal behmé pah un 

40 b inez .  



La aoLut ion à 20 p .  700 e s t  ddpoaée dana Ca chambhe 

ex t ék i euhe  ; Le hobi.net e a t  0uveh.t de daçon à hemptih Le cana l ,  
puia on dépoae dana La chambke i n t d k i e u h e  La aoLut ion à 5 p .  

100, Le nob ine t  ayant  é t é  ptréalablement dehmé. Lea voLumea de 

deux ao lu t i ona  de auckoae V I  e t  V 2  aont  teLa que a i .  d l  e x  d 2  

honit Lea denai téa des s o l u t i o n s ,  La neLat ion v ,  d l  = v 2 d 2  a o i t  
v é h i ~ i é e .  Une a g i t a t i o n  magndZique douce en t  maintenue dana La 
chambhe de mdlange contenanZ La b o l u t i o n  à 20 p .  100. Le canal 
de aotrtie e s t  haccohdé au moyen d 'un  t u b e  de poLyéthylëne 
P E  60 Technicon à une pompe p é h i a t a l t i q u e  dont  l e  d é b i t  e b t  
hégLZ à 1 2  ml130 minutea.  Le gkadient  e s t  e n a u i t e  Laiaaé que l -  

quea heuhea au trepoa. Toutea l e 4  opéhationa & o n t  menée6 
en chambhe ahaide à + 4' C. 

Le gnadien t  é t a b l i  e a t  bhactionné de Ca manièhe 

une a i g u i l l e  ckeune t e l i é e  à une pompe péhiataxt i .que pax un 

t u b e  P E  60 ,  eaZ endoncée Lentement e t  pahaLLéLement aux pa- 
hoia du t u b e  de ceLLuLoae j ~ a y u ' à  ce quleLLe bu t e  au aond 

du tube  ; La pompe e a t  a L o ~ a  rniae en houte  e t  k e l i é e  à un 

c o l l e c t e u n  de ahact iona.  Le d é b i z  e a t  de 0,35 ml lminu te .  
Lea dhactiona au nombke de 40 on$ un vatume de 0,35 mL.  

Cea dkactiona a0n.t e n s u i t e  pLacéea b u t  l e  phLame, 
d ' u n  trédhactomèttre d 'Abbe,  La Lectuke  ae  du i t  dikect;ement 
auh une éche lLe  aacchahimétfiique e t  Lea hé4uLtat.A O btenua 

don t  exphiméa en pouhcentage de aaccha/~oae .  

En postant ~ U K  un a yatème d ' a x e a ,  en abaciaae Le numého de  
l a  dhac.tion e t  en ohdonnée Le pouhcentage de aacchahoae de  
c e l l e - c i ,  noua avona pu Véh id i eh  La L inéak i td  du gnadien t  

de auchoae a i n a i  obtenu (fig. 1 9 ) .  

Le pouhcentage de aacchahoae diminuanz l i néa inemen t  
du dond Veha La auhaace du t u b e .  



I 19 Varification de l a  l inéa r i t é  d'un graàient de s u c m s e  5-20 p. 100. 



Su4 un ghadient  a i n a i  phépaté on dépoae 0,2 m l  

dlhomogénat contenant  Lea deux enzymea à L 'a ide  d 'une p i p e t t e  
Pabteuh munie d ' u n  t u b e  P E  60. Les tubeh aont  e n s u i t e  é q u i L i -  

bhéa à 0,lg phèa, e t  dépoaéa dana dea pota de c e n t h i ~ u g a t i o n  

que L 'on d i xe  au& Le h o t o h  phéhebhoidi à + 4' C. 

La tempéhatuhe de La chambhe du ho toh  e4.t b i x é e  

à + 4' C .  La c e n t n i ~ u g a t i o n  e n t  eddectuée  à 41  000 Xouhalmi- 

n u t e  ( 2 6 6  000 g ) .  La duhée van ie  de 3 heuhea à 7 heuhea a u i -  

vant  t e a  expéhiencea.  Le contenu de chaqge t u b e  eart e n a u i t e  

ahact ionné,  e t  un a l i q u o t  e a t  phélevé auh chaque dnac t ion  de 

maniétre à d o a  eh 1 ' a c t i v i t é  enz ymatique e t  Lea ptrotéinea . 

5 ) Réa uLtata  . 

Lea couhbea abRenue4 ( F i g .  20, 2 7 ,  2 2 )  phéaentent  

un aeuL pic  d ' a c t i v i t é  que L 'on a  pu i denX id i eh  comme é t a n t  
1 

L'enzyme 7. 

Le meiCLeufi aéau1ta.t e a t  obtenu pou& une c e n t h i -  
augat ion de 7 hnunea. L ' a c t i v i t é  apéc id ique  de La dhacZion 

1 9  ( F i g .  2 2 )  a ' é L è v e  à 7 c e  q u i  t e p t é b e n t e  pah trappoht à  ho- 
mogénat un dacReuh de puh id i ca t ion  de 30. 

6 )  Piacuaaion dea kéauLtata O btenua.  

Ltabaence du pic  d ' a c t i v i t é  de  L'enzyme II au& Le 

diaghamme aeha d iacu t&dana t e  chap i tne  conce/rnant Ce @tac- 

t ionnement  ceLtuCaihe dea hépatocytea . TouXeboia , noua noua 
dommea apetrçu que L' enzyme 77 aépahée pnéatabLement pa/r g e l  

6.iCtha.tion puia aoumia e  à une u t t nacen tn iduga t ion  ana10 gue ,  

a  pehdu t o u t e  a c t i v i t é  aphéa bhactionnement du ghadienz e t  
doaage dea dhactiona hécupétéeb.  En hephenant une a Ehie d ' e x -  

péhiences anaLogueb à dea vikeaaea pnoghedaivement déctroisaan- 

t e b ,  nous noud aommeb apetrçub que L' enzyme I I  condehvai t  bon 

a c t i v i t é  pouh une accé.téhation é g d e  ou indéh ieune  à 2 s  0àà g .  



a-*-+ Proteine 

Ultracentrifugation prdparative en gradient de sucrose 5-20 p. 100 

d'un homogénat de foie de co~qye. Température de centrifugation : 

+ 4 O  C ; Vitesse : 41 0W tours/minute (286 000 g. pour le rotor 

SW 41 ~ i )  ; airée : 3 Heures. 



No Fraction. 

F 1 G 21 Ultracentrifugation préparative en gradient de sucmse 5-20 p. 100 

d'un homgchat de foie de cobaye. Température de centrifugation : 

+ 4 O  C ; Vitesse : 41 000 tours/minute (286 000 g. pour le rotor 

SW 41 ~ i )  ; Durée : 5 Heures. 



. -Aciivi te Enzyrna t ique. 

*a-+ Protéine 

FI G 2 2 31 tracentrifugation préparative en gradient de sucrose 5-20 p.100 

alun homogénat de fo i e  de cobaye. Température de centri îugation : 

+ 4 O  C ; Vitesse : 41 000 tours/minute (286 000 g. pour l e  rotor 

SW 41 ~ i )  ; -de : 7 Heures. 



7 )  ApplicaXionn . V é k i ~ i C a X i ~ n d  du poids  m o l l c u l a i h e  

de l ' e n z y m e  7 .  

Le p o i d a  mo lEcu la ike  de l ' e n z y m e  1 detekmin$ pak g e l  

diCX/raZion a  é t é  eakimé à 750 000  + 2 5  0 0 0 .  En aoumetXant à - 
une c e n t k i d u g a k i a n  analogue  e..t dann des c o n d i t i o n s  hdenXiquen,  

dea Zémoinn de p o i d a  connun : 

M oun avonn pu vé t r i . ( i ek  que l e n  immunoglobulines G 

occupaienX au& l e  diagxamme ( ( n e  zone cuktrcaponuanR 6 c o l l e  

qu 'occupe  l ' e n z y m e  1 [ F i g .  2 2 , 2 3 1  ce q u i  noun a pckmi3 de 

condikmek l e  pohdn moLZcu la i t e  ~EAetrminé patr g e l  6iXZxa,tion. 

Conc lun ion .  

La plupax2 d ~ n  ptrocédEn p l z y h  i c o - c l ~ i m i q u c a  quc noun uei/lona de 

d é c t i k e  nouh o n t  pekmia de  meXi te  en é v i d e n c e  deux  acXi-vi fCa 

enzqmatiquen ponaédank : 

- des poidh moléculai. teh d i 6  déxenXa 

- des m a  b h l i x é b  é l e c X k a p h o k é L i q u ~ n  d i d ~ é k c n - t ~ h  

- de6 compon~ementa  diddérrenXa v i h  à via  noXammen~ de l ' a c c Z l é -  

/ r a t i o  M. 

- l e s  deux a c f i v i X é h  enzymai iquen ,  que noua auonb appeléca  Aspa- 

aaghnade 7 eX Aapa&ayinab Q 1 1 ,  bonX donc vhaiaemblablernenX 

dea acXiv iRéa d i a X i n c t e s  , que noun CLllond maintenanX eAb ayek 

de RoCaliAeh à L ' i n t é k i c u k  de l ' h é p a t o c g X e .  



ion. 

F 1 G 2 3 Ultrmentrifugation preparatire en gradient de eucro.e 5-20 p. 1 0 0  

d 'un d i a n g e  d l w g l o b u i i n e  G e t  d'Inhibiteur h'gpeique du 

soja. Tamp&ature de centrifugation a + 4 O  C ; Vitesse : 41000 

toura/jninute (286 000 g. pour l e  rotor W 41 ~ i )  ; M e  : 7 8. 





1 - FRACT1UNNEMENT C E L L U L A Z R E  D E  L ' H O M O G E N A T  D E  F O I E  D E  C O B A Y E .  

Le d o i e  peaant 7 7 , 5  g .  e s t  phélevé  auh  Le cobaye  

deLon La t e c h n i q u e  d é c h i t e  phécédemment. IL e a t  dinement  haché 

au acaLpeL, puia i n t h o d u i t  dana un bhoyeuh de POTTER-ELVEJEM 

c o n t e n a n t  une a o l u t i o n  phyaioLogique U , 2 5  M en aacchaxobe .  

B /  F R A C T I O N N E M E N T  C E L L U L A I R E  D E  LtHOMOGENAT. 

Noua auana u t i L i a é  une u l t h a c e n t h i d u g e u a e  B E C K M A N  

L g S O  munie d ' u n  h o t o h  SW 47 T i  à gode.tb m o b i l e s ,  Zhehmoatatée 

à + 4' C .  T o u t e s  Xea opénat iona de  hempl ibaage ,  de  peaée e x  

de .ttrandvaaement den t u b e n  en n i t h a t e  de  ceLLuloae sont edbec-  

t u é e a  en chambhe dhoide à + 4' C .  

Lthomogénaf en3 dnac t ionné  aeLon La méthode d e  

APPELMANS ( 1 3 3 ) .  

Noyaux 415 du auxnageant  

CeLLuLeb non bhoyéea 

M i t a  chondaiea 415 du auhnafleant 

L ya oa omea 4 / 5  d u  sukna,qeant 

7 0 5  000 g 

Michohomea phab e c+tap&aa - 
mique non pak- 

Z icuCaiae .  



Aptrès avo ih  s o u t i k é  à La p i p e t t e  4 1 5  dupéhieuh4 

du auhnagean-t Les dkact ions  sédimentéea s o n t  treLavéea 3 dois 
dana La a o l u t i o n  de btro gage, e t  trecenttridugées au tan t  de dois 
à L'accéLétration c h o i s i e .  

Un a l i q u o t  de chaque akact ion e a t  phélevé e t  examiné 

en micttoacopie éLecttronique ( F i g .  2 4 )  a d i n  de s'asautrek de l ' i n -  

t ég t r i t é  dea atkuctukea e t  du degké de puheté de chaque dhac t ion  
obtenue.  1.e trea.te e s t  kephin dans 3 m l  de  békum phys io log ique  
e t  btroqé à, LI homagEnéiseuk V l R T T S ,  de daçon à dEttruihe Les 
athuctuhea . Sutr chaque homogénat on dose e n s u i t e  C ' a c t i v i t é  

enzymatique en L ' i ncuban t  à 37' C pendan.t 30 minuteh avec  1 m l  

d'aapahagine tamponnée. 

La Figutre 2 5 trephés e n t e  L ' a c t i v i t é  dspahaginaaique 

de4 diddétrentea sttructutres ceRCuLaitres e t  du c y t o ~ o L .  

Mise à patrt c e l l e  noamaLe des ceLLuées non b*oyEed, 

noua pouvona cons ta t ek  une a c f i v i t é  mi tachandhia le  ex cytopl?aa- 

mique.  

C /  ETUVE DES STRUCTURES P A R T i C U L A I R E S  ET VU CYTOSOL.  

Adin de pkéciaek a i  de L'Aapatraginaae 7 ou 7 7  e a t  phé- 
a e n t e  dana L'une ou C'auttre des deux phaaea, noua avona en the -  
p n i a  un authe  drractionnement c e l l u l a i t r e ,  pehmettant  de a&pahen 
en un aeuL c u l o t  t o u t e a  Lea phabeb patr$iculaitrea de La phaae 
apant iculai tre  ( C  ytoaoL) . Suk Lea deux 4trac.tiona eit aptréa a v o i n  
iremia en suspension e t  homogénéiaé Le c u l o t ,  noua avona en tne-  

p t r i b  une puh ib i ca t ion  ptrimaihe, puia une g e l  d i l t t r a t i o n  au& 

Sephadex G 200. Le achéma des opénationa auccesaivea baiXe4 
Lotrd de c e t t e  é tude e a t  l e  au iuan t  : 



FIG:24 

Microscopie e lect ronique d e  la phase 

mi tochondr ia le .  





- 76 - 

17 g .  de  doie  nais dans 70 m l  d l u n e  d o l u t i o n  

I de sénum physiologique 0 , 2 5  M en sacchanose 

Bnoyage au Potten-Elvejeni 
Homog énat  

1 1 Cen t t i duga t ion  600 q pendant 10 minu+.* 

CeLlules non bnoyéed /---+ Sutnaqeant post -mi tochondnial  
noyaux 

pendant 1 heute  
Phab es  p a n t i c u l a i t e a  

( m i t o c h o n d t i e ~  , Lybo~omeb,  amené à pH 5,6  pan H C l  

micnobomea ) I .  0 , l  N 

1 Subpension nephi& avec 
un volume i d e n t i q u e  au 
cy toao l  de béaum p h y -  

I 
Centnidugat ion 14 000  touhd 

s i o l o g i q u e  e t  bkoyée 10 mn avec une 3 2 1  (Bechman) 
à l t u l t n a - t u n n a x  l 

S-!+=f= 
pan H C l  0 , l  N Pnécipi ta i t i3  n pan 

30 % 

~ e n t n i d u ~ a t i o n  14 000 t 
pendant 10 m i n u t a  20 000 t 

pendant 10 minuiteo avec  
une J 21 ( B E C K M A N ) .  

I cu lo t l  
(Re j e t é  Sunna eant  

p k é c i p i t a t i o n  
pan Na SU 30 % Culo t  P (bunnageant 

n e  j e t é  1 
Centnidugat ion 20 d e  
pendant 10 minutea phosphate pH 7:35 

I 
CU'"' < 1 )'";;4;;;;" 
k e p ~ a  dans 5 cm3 
de tampon phosphate 

pH 7,35 

JGel d i l t n a t i o n  &un Sephadex G 200 

sua t e s  bnactionb c o l l e c t é e 6  
- dosage de l ' a c t i v i t é  

- d o ~ a g e  des pnotéineb 

gel  d i l t k a t i o n  
b u  Sephadex G200 

- dosage de C 1 a c t i -  
vilté 

- dobage de4 pno- 
t é i n e s  



La Figune 2 7 hephéa e n t e  1 ' a c t i v i t é  aapahaginaaique  

du c y t o a o l  aphèa g e l  d i l t n a t i o n  buh Sephadex G 200 ; un h e u 1  

p i c  conneapondant à LIAapa tag inaae  1  e a t  d é c e l é .  

Comme l ' a c t i v i t é  aapanaginaaique 1  e a t  n u l l e  o u  i n d i -  

me dana L ' e n s e m b l e  des phaaea p a t t i c u l a i h e a  ( F i g .  2 6 ) ,  o n  peut  

donc c o n c h n e  que dana l a  c e t l u l e  h é p a t i q u e  de c o b a y e ,  L 'enzyme 
1  aembLe LocaLiaée au c y t o a o l .  

La Figuhe 2 6  t e p n é s e n t e  L' a c t i v i t é  t e L a t i v e  dea aspa-  

naginabeh 1  e t  17 de  L' enaembLe dea a thuc tuheb  p a h t i c u l a i h e b  

d e  & '  h i ipa tocy te  apnèa g e l  d i l t h a t i o n  4uh Sephadex G 200. S i  

L 'aapanaginaae  11 e a t  m a j o n i t a i h e ,  l ' a c t i v i t é  minime neXhouvée 

n e  conneapond paa e t  de Loin  à La t o t a l i t é  de aon a c t i v i t é  

phéaente  dana L'homogénat de do ie  de cobaye ,  en pnennnt comme 

nédénence  L ' a c t i v i t é  aspahaginaaique  1  t h o u v é e  dana l e  c y t o a o l  

( F i g .  2 7 )  e t  Le nappoht  a c t i v i t é  de Enzyme T / a c . t i v i t é  de Enzyme 

I I  constaXé dans l e a  d iddéhen tea  g e l  d i l t n a t i o n a  bu* Sephadex 

G 200 eddectuéea au couta du t n a v a i L .  ( F i g .  I O ) .  

V /  C H R O M A T O G R A P H I E  PAR G E L  FILTRATION SUR S E P H A P E X  G 200 

D E  L ' H O M O G E N A T  TOTAL, V U  SURNAGEANT P O S T - M I T O C H O N V R I A L ,  POST- 

LYSOSUMAL. ET DU CYTOSOL.  

Nous aavona que L'homogénat comple t  a v a n t  Le bfiac- 

t i o n n e m e n t  c e l l u l a i n e  p t é a e n t e  deux activités a a p a n a g i n a ~ i q u e s .  

IL e a t  donc i n t é n e a a a n t  de hechehcheh à q u e l l e  é t a p e  du 6hac-  

t i o n n e m e n t  ceLLuLaine L ' a c t i v i t é  de L'Enzyme 11 diapana2X.  

Noua avona donc chhomatoghuphié pan ge l  d i l t n a t i o n  e t  dans des  

conditions a u a a i  i d e n t i q u e a  que poaa ib te  : 

- L'homogénat t o t a l  

- aunnageant  poa t -mi tochond f i ia l  (homogénat amputé de4 

mitochondbbea ) 
- auhnageant  poat- lyaoaomal ( homogénat amputé d e 4  mi tochon-  

dh iea  e t  dea L q ~ o a o m e a )  
- &a phase cy top laamique  (homogénat  amputé deb mi tachandh ies  

Lyaoaomea e t  michoaomea) . 





L ' a c t i v i t é  enz ymatiy ue dea dnactiona ELuéea duna 
chacun dea caa e b t  hephédentée auh La F i g .  2 8 ,  La concenZha- 

2 ion  en photé ine  auh La f i g .  2 9 .  

En ce q u i  concehne Lea activités aapahaginaaiyuea 
La 1 e s t  phéaen.te dana chaque butnageant tahaque L 'an pabbe 
de L1homogéna.t complet à La phabe cytopLaamique a e u l e .  Ce 
q u i  condihme nothe  hypothéae phécédente à aavoih  que L'Aapa- 

hagLnaae I e a t  b i en  d l  oh ig ine  cytoplasmique. 

L ' a c t i v i t é  de LIAapahaginaae 11 diapahaz t  L 0 h i  de 
La a épahat ion michoaomea -cytopLaame. 
- ECLe e a t  encohe phéaente dans Le auhnageant pobt-mi tochondhial  

c e  q u i  e x c l u t  1 '  hypothéa e  que La t o t a l i t é  de 1 '  enz yme 1 7  a o i t  

d '  o k i g i n e  mi tochondhia le  comme noua L 'avionb dZjà s i g n a l é  
à p k o p o a  de La F i g .  2 6 .  ELLe N ' e a t  paa non peuh CyaoaomaLe. 

Donc paa déduc t ion ,  elCe ne pouhhait ; the  que mic&oaomale. 
i 

Deux 6a.i.t~ expéhimentaux noua o n t  pouhtant pehmia 
de  h e j e t e k  c e t t e  dehnièhe hypothèae : 

- Le pkemieh & A t  que L ' a c t i v i t é  aapahaginaaique deb mic~ïoaomea 
e s t  t h è b  6aibLe I F i g .  2 5 )  ek ne peut  en aucun caa cohhespondhe 

b L 1 a c 2 i v i t é  de C'Enzyme 7 7 .  

- Le deuxième e6.t que noua n'avona pu hechéeh bon a c t i v i X é  en 
héabaociant  La phaae michoaomaLe e t  .ta phaae cytoptaamique 
a i n s i  a épakéeh . 

Noua UVOnb donc penaé que L ' a c t i v i t é  enzymat ique 11 

p0uhkai.t é t h e  d é t h u i t e  ihhévehai6Lemen-t Lohaqu' on La aoumet 
A une a c c é l é h a t i o n  de 105 000 g .  

Pouh f e n t e h  de condihmeh ou inaihmek c e a e  hypoth24e,  

noua avonb aoumia une aoLu2ion aapahaginaaique I I  aépahée d e  
L'homogénat pah g e l  d i t t h a t i o n  A U h  âephadex G 200 h une uLtna-  
cen th iduga t ion  pendan2 une heuhe à 705 000 g e t  MOUd noua 



N'Fraction 
F 1 G : 28 Activitd enzymatique des fractions collect6es lors de l a  

chromatographie de gel f i l tration sur Sdphadex 6200 de: 

11homog6nat du foie de cobaye (-1 
du surnageant post-mitochondrial 

du surnageant pos t-lysosomal {-) 

de l a  phase cytoplasmique b-). 



l 

NoFraction F 1 G : 2 9 Concentration des pro teines dans l e s  frac tion8 c!ollec tee8 1 
l lors de l a  chromatographie de gel f i l tration sur ~dphadex 0200 de : 1 
l 

1 'homog6nat du foie de cobqe (Q O - Q 9 
du 8urnageant post-mi tochondrial -0- +-) 

du surnageant poat-ïysoaomal &-*-A-J 

de l a  phase cytoplasmique & & - ~ - - ~ - l ) .  



aommea apençun en doaant  l ' a c t i v i t é  avan t  e t  apkèa 12s 

eddeta de l ' a c c é l é h a t i o n ,  que L'enzyme 1 7  a v a i t  pehdu 

apphoxhnat ivement  9 6  % de aon a c t i v i t é .  

Ce h a i t  conainrne l ' a b s e n c e  du p i c  2 7  c o n a t a t é  

apnèa l e a  u l t h a c e n t h i ~ u g a k i o  M A  en ghad ien t  d e  s  ucxoa 2 
à 2 8 6  000 g de l'hornogénak de  6 0 i e  de  cobaye ( f i g .  20 ,21 ,  

2 2 ) .  Ma.is nous n 'avons  pu é luc ide tr  l e  mécanisme d ' a c t i o n  

de  l ' a c c ~ l é h a t i o n  au& l ' E n z y m e  7 1 .  

S i  l a  l o c a l i s a t i o n  cgtoplanmique  d e  l l A a p a n a g i -  
nane 7 semble  Z the  a c q u i a e ,  c e l l e  d e  l t A a p a h a g i n a a e  77  

poae de nombheux phoblèmea : m i a  à pant l e a  mi.tochondkiea 
q u i  cont iennenX une p e t i t e  a c t i v L t é  aapahaginaaique  1 1 ,  

il semble  que La m a j e u t e  p a n t i e  de c e l l e - c i  d o i t  phouenin 

du c y t o a o l  ; maia l e  d u i t  q u ' e l l e  h a i t  d é t n u i t e  aph2s une 
a c c é l é h a t i o n  à 705 000 g. ,  e t  que l ' o n  n ' a  jamaia j u s q u ' à  
m a i n t e n a n t  pu l a  h e t x o u v e ) ~  dana l a  phaae .cytoplasmique, 

l a i a a e  p e h s i a t e h  un d o u t e  auh s a  l o c a l i a a t i o n .  Cependant ,  
SUL0 e t  H E R B U T ,  ( 7 3 4 )  en é t u d i a n t  t ' a c t i v i t é  aapahagina-  
d i q u e  du Baie de  cobaye h U h  une phépakat ion  de  C'homogé- 

n a t  compokZant une c e n t h i d u g a t i o n  à 705 000 g .  n ' o n t  m i a  
en é v i d e n c e  q u ' u n e  s e u l e  aapakaginaae que l ' o n  peut  i d e n -  
t i d i e h  Vhaid emblablement  à n o t h e  ad panaginas e  1 .  





1 - ESSAIS  D E  P U R l F l C A T l U N  OES ASPARAGTNASES 1 ET 11 DU F O I E  

D E  C O B A Y E .  

En pahtant d ' un homogénat pahtiellemen.t puhidié 

pak l e a  étapea déckiltea dana l e  t a b l e a u  V I  1.  Noua avctna eaaayé 

en combinant l e s  diveha ed techniques men.tionnéea danb l e  

pkemieh chup i the  de phépaheh une aoLuLlon thé6 enh ich i e  d t A a -  

pahaginaa e  1  e t  d ' Aa pahaginaa e  7 1 .  Toute4 le6  maniputat iona 

aont.  eddecituéea à une tempdha.tuhe de + 4' C .  

De nombheux pfioblèmea ae  aont  p o ~ é b ,  du d a i t  de  l ' i n s -  

t a b i l i t é  dea phépahationa au buh e t  h meauhe de eeuh enh ich ia  - 
sement e t  de La p e t i t e  q u a n f i t é  de m a t é ~ e l  que noua pouvions 

ttra.i.te& an une a e u l e  d o i a  pou4 ê t h e  compa.t.ibte avec  l a  capac i -  

t é  de aépahaition dea pt~océdéa phybico-chhiquea  u Z i l i a é a .  

Lea nomb/reux ebaaia héakiaéa P O U &  é t a b l i &  l a  L i s t e  dea t e c h n i -  

que4 e t  t ' o h d h p  dana t eaque l t ea  noua devona Lea employen-, nous 

o n t  4uggéRé que vu l ' instabilité de6 a c f i v i t d a  enzymaLLquea , 
Ceo étapea d o i v e n t  ê t h e  héa l iaéea  dana l e  minimum de t e m p a ,  
e t  &CU& nombhe d o i t  é t h e  l e  plu6 peLLt poaaible.  

En ou the ,  dea ea6a.i~ de s tab i&ba t ion  de l ' a c i t i v i t é  

enzymaXique pan de l a  aékum albumine,  ou un héhum humain nOh- 

mat 4e  don t  hévéléa inbat ibdaiban. ta ,  de meme que l a  combinai-  

bon de c e h t a i n e ~  teckn iquea  comme l a  ch&omatog&aphie L U &  

échangeuu  d' iond ( D E A €  C e U u t o a e ]  e t  t a  gel  ~ i t t a a t i o n  au& 

Sephadex G 200. 

C f  e s t  en t e n a n t  compte de toua ces chiitènea que noua 

avono choi4.L Lea diddéhentea étape4 que nous a l t ono  ma.in.te- 

n a n t  déchihe .  

A /  PREPARATTON D ' U N E  S O L U T I O N  E N R I C H I E  E N  ASPARAGINASE 1 .  

7 )  Sépa&at i sn  de.T-L'Enzyme 1.  

Poun aépahe& ex é f imineh  t ' en zyme  T I ,  noua noud hommes 



aerruio dea néau l ta ta  acquia Lohs du dhaciionnement ce lLu ta i&e  
i 

e n ~ a o u m e t t a n t  Lihomog&nat bhult à une ~ ~ C é l é h a f i o n  de 105 000 g 1 
pendaaz 1 heuhe à + 4' C. 

2 )  Lea diddéhenltea éltapea de La puhid ica f ion .  

Noua avond h é a l i s  é aucceaaivemenlt 6 U h  4! ' homogénalt bhut  : 

- une cen th iduga- t i~~ tà  105 000 g .  pendant 7 heuhe 

- une p n é c i p i t a t i o n  du auhnageant pah + i C l  0,1 hi à p f i  5.6 

- Une p n é c i p i t a t i o n  du suknageant obtenu pak Les s e l s  neufhe6 

(Na2SOq 30 % 1 . 
- une é&ecthophohCde phépanative sua bloc  de ceLLogeR du c u l o t  

nèphia dans du tampon phosphate d i sod ique  0.02 M ,  pH 7 . 3 5 .  

Endin, une électhophohèae ana ly t i que  sun bande de 1 
c e l t o g e l ,  de La dhac t ion  acltive é l u é e  du b loc .  

3 )  Schéma d t l t a i t lE  des é tapes  : 

1 bno ytb dans 7 5  m l  d ' eau  b i d i s t i l t é e  
à R'Ult&a-Tuhhax V T R T I S .  

105 000 g .  1 heune 

phécipi ta l t ion des pholtéineh 
à pH 5 , 6  pah a d d i f i o n  d l H C L  O , ?  N 

~ & n t a i b u ~ a t i o n  14 000 t l m i n u t e  pen- 
dan$ 10 minutes .  

( C u l o t  
pan S04Na 
de. 1 2  n t  $ou& 

~ é n t h i d u ~ a X i o n  20 000 t l m i n u t e  
pendant 10 minuiteh 

~ u t o t ~ - h  SwnageanL he j e t é  

F e p h i a  dans du tampon ~hospha. te  d idodique  

Elect&ophoktae phépahative AU& btoca de ce tLoge t  
1 

1 ELution de La bande a c t i v e  pan coinpaebsion 



4 )  Conthôle  v i s u e l  du degné de puneté dea  aclut.Lona 

obtenued apaèa chaque é t a p e ,  pah é lec faophonèae  a n a l y t i q u e  

aua bande de  c e l l o g e l .  

Un a l i q u a t  de 2 à 3 m i c n o l i t h e a  dea a o l u t i o n a  enzg-  

mat iques  obtenuea aphèd chaque é t a p e  e a t  phélevé  e t  dépoaé 

hua une bande de C e l l o g e l  poun conkhôlek  l e  degaé de puhe té  

e t  v i a u a l i a e h  l e a  phokéinea pnéaentea apaèn coLonatLon dea 

bandea à L'Amidoschwahz. 

La Figuae 30 hep téa  e n t e  cea bandea d '  é l e c t h o p h o a è a e .  

- La bande - a  cohheapond au auknageant  de c e n t a i b u g u t i o n  à 

705 oao g .  

- La bande - b  au aunnageanX o b t e n u  aphèa p & é c i p i t a t i o n  à pH 5,6 

- La bande - c  au c u l o t  hediaaoua dana Le tampon phonphaite 

d i a o d i q u e  aphèa phécipiXaXion pua l e a  aela neutheb . 
- La bande - d cohheapond à l ' é l u t i o n  de  l a  d h a c t i o n  c c t i v e  du 

b l o c  de  c e l l o g e l  apnèa é lec thophohèa e  phépaaa t i ve .  
- La bande - e l à  l l é l e c t & o p h o h è a e  ana lyXique  aux g e l  de po lyacny-  

l a m i d e  de  l a  a a L u t i o n  d i n a l e  dépoaée au& l a  bande - d .  

La a o l u t i o n  e n n i c h i e  phéaenxe une bande u n i q u e  de 
p n o t é i n e ,  e t  noua avonb v é t i d i é  que a e u l e  l ' é l u t i o n  de  c e i t t e  

bande apaèa découpage de  l a  d e u i l l e  de c e l l o g e l  donne naiaaance  
à une a o l u t i o n  enzymat ique  a c X i v e .  Le auhnageant  à 105 OU0 g .  

n e  c o n t e n a n t  au dépaa t  que de  l ' a a p a ~ a g i n a a e  1 ,  c e t t e  bande 

u n i q u e  de p h o t é i n e  a c t i v e  hua une a o l u t i o n  d 'aapaaag ine  tampon- 

née ne  peut  c o ~ a e ~ p o n d n e  q u ' à  RIEnzyme 1 .  

Leb h é a u l t a t ~  de6 d iddéhenta  pahamètheb de l a  a o l u -  

t i o n  d 'aapanaginaae  1 ob tenue  apnèa chaque é t a p e  de  La pua i -  

d i c a t i o n  h o n t  conbignéa dana l e  t a b l e a u  V 1 7 2 .  



Traceur 

FIG 30 : Electrophorèse analytique sur bandes de cellogel: 

A: Du surnageant 105 000 g .  

- # 

6: De la solution precedente apr&s des 

protéines 6 pH 36 par HCI 0 1 N. 
/ 

# 0 

C: De la solution precedente après relargoge des 

pa r  les sels neutres. 
C 0 D: De la solution precedenle après &lcctrophorèse 

preparative su r  bloc d e  cellogel. 

E: E ~ e c t r o ~ h o r è s e  analytique su r  gel de polyocrylamide 

de la solut ion Finale. 





6 )  Concluaion .  

Noua avons obtenu une b a l u t i o n  d'Aapahaginaae 7 

e n h i c h i e  230 doid pah happoht  à L'homogénat bhu t  avec  un 

hendement de  2 6  %. S i  Le dacteuh de p u h i a i c a t i o n  e t  l ' a c t i v i t é  

d p é c i d i q u e  obXenua ne a o n t  guëhe a i g n i d i c a t i d n  en  ha idon  d e  
l a  ba iaae  i m p o h t a n t e  de l ' a c t i v i t é  au C O U h A  du t e m p s ,  l a  bande 

un ique  de  pho té ine  phéaentanx L' a c t i v L t é  aapahaginaaigue O bac&- 

vée  auaa i  b i e n  aphèa éLecthophohèa e a n a l y t i q u e  auh d e u i l l e  

de CeLCogeL que au& geL;de  polyachqLamide, pehmet de penaeh 

que Xa phépahat ion  obtenue  e a t  beaucoup plua e n h i c h i e  e n  A a -  
pahaginaae 7 que n e  t e  t a i a a e n t  phévoih  l e a  vaLeuha de L ' a c t i -  

v i t é  o p é c i d i q u e ,  e t  du dacteuh de p u h i ~ i c a t i o n  du T a b l e a u  V Z Z Z .  

B/ P R E P A R A T Z O N  D ' U N E  SOLUTION ENRZCtiZE E N  ASPARAGINASE 7 1 .  

La a e u l e  mZXhode phyaico-chimique  i n t é h e a a a n k e  pouh 
/ 

o b t e n i h  une bonne a é p a h a t i o n  dea deux  enzyme& e a t  La c h ~ o m a -  

t o g h a p h i e  de  g e l  d i t t h u t i o n  auh Sephadex G 200. ELLe pehrnet 

d ' é l i m i n e &  phat iquement  t o u t e  L ' a c t i v i t é  enz ymatique 1 .  N O U A  

L'auona donc incohpohée  d ' add ice  parrmi Lea é t a p e s  c h o i a i e a  pou& 

La p u h i d i c a t i o n  de l lAapahag inaae  7 7 ,  b i e n  que Le t e n d e m e n t  de  

c e t t e  méthode a o i t  médioche dana c e  caa.  

2 )  Lea d iddénen tea  é tape4 d e  La p u h i d i c a t i a n .  

Noua UVOnd h é a l i a é  a u c c e a ~ i v e m e n t  auh l 'homogénat  

bhut  : 

- une p h é c i p i t a t i o n  dea photé inea  a pH 5 , 6  patr H C t  0,7 N .  

- une p h é c i p i t a t i o n  dea phaté inea  du auhnageant  o b t e n u  pafi t e a  
aeLa neuthea (S04Na2 30 8 )  . 

- une chhornaXoghapCtie de g e l  S i l t h a t i o n  auh Sephadex G 200 du 

cuLo t  hephi4 dana du tampon phoapha.te d i a o d i q u e  0,02 M ,  pH 

7,35. 



- Endin, une éLecAhophohZse a n a l y t i q u e  au& bande de c e l l o g e t  
de l a  dkac t ion  a c t i v e  é l u é e  du b t o c .  

- une éLecthophohèae ptrépahative auk b l o c  de c e l t o g e l  dea 

bhactiona acz ivea  de t a  chtlomatogkaphie kaaa embléea e t  he -  
concenthéea pah d i a t y a e  con tke  du po l yé thy l ène  g l y c o l  20 000. 

3 )  Schéma d é t a i l l é  dea é tapea .  1 

l 

3 7  g. de ho i e  dhaia 

btro yéa dana 90 m l  eau b i d i a t i l l é e  
à l 'ULtka-Tunkax VZRTIS 

de6 pnotéineb à pH 5 , 6  
d ' H C l  O ,  1  N 

c e n t h ; ~ u ~ a t i o n  1 4  000 touha /m inu te  pendanf 

JI 
Suhnag eant  

p h é c i p i t a t i o n  pak SO Na 30 % 
à kaiaon de 1 2  m l  ' 10  m l  de  aukna- 
g ean t .  

70 minutea.  

hepkia dana du fcmpon phoapha.te d iaodique  0,02 M,  pif 

1 7 . 3 5  
Chnomatoghaphie de q e t  t ( i t t t ra t i on  au4 S- G 2 0 0 .  

Elec.tnophohè& e phépakat ive  hua bloca de ceLlog e l .  

é l u t i o n  de La bande a c t i v e  pak compkeaaion 

,, apmh  nepéhage ex c o l o k a t i o n  d ' u n  1 / 2  b loc  
S o l u t i o n  e n h i c l u e  en Abpahaginaae 11 

4 )  ConthÔLe v i s u e l  du degké de puketé dea solu;t iona 

O btenuea apaèa chaque é t a p e ,  pah étecittrophotr8ae anal  y t i q u e  

su& bande de  ceLlogeC. 

Un aliquoit  de 2 iî 3  rnicho.tithea dea aoluit ions 

enzymatiques obtenuea aphèa chaque é tape  ea t  pkélevé e t  

dépoaé auk 



une bande de  c e l l o g e t  poun c o n t n ô l e n  Ce degné d e  puneté e t  v i a u -  
aL iaen  Lea pnotéinea p t~éaentea  apnèa calo tra t ion  de6 bandea à 

1 '  Amidaachwanz. 

La f igut te  3 1 nep.tés e n t e  cea bandea d ' élecknophonèa e .  

- La bande - a cannenpond à L'homogénat bnut  
- La bande - b au aunnageant  obzenu apttèn p n é c i p i t a t i o n  à p f f  5 , 6  

- La bande - c  au c u l o t  nediaaous  dana l e  tampon phosphate d i -  

b o d i q u e ,  aphèa p n é c i p i t a t i o n  pan a eda n e ~ t k e 6 .  
- ~a bande - d à La n o l u t i o n  ob tenue  en naaaemblant  l e a  dhac- 

Xi0nb apttèa g e l  d i L t n a t i o n  bu& Sephadex G 200 .  

Nous n 'avona pu ob ten i t t  une v i a u u L i a a t i o n  dea p k o -  

t é i n e a  aphèh l a  d e n n i è n e  é t a p e ,  La a e n a i b i l i t é  d e  C ' é l e c t n o -  

phohèae n '  é t a n t  pua a u 6 d i a a n t e  poun l a  c o n c e n t h a t i o n  en pno- 

Xéinea de  l a  solution d i n a l e .  

Les ndnultaXa chiQd.tés deb d i d d é n e n t s  panamètnea de  

La aoCut ion  d tAapanaginaae  1 1  ob tenue  aphèa chaque é t a p e  de  Ca 
putti&ication aonA i n d i q u é a  dans l e  t a b l e a u  7 X .  

6 )  Conc lua ion .  

Noua avona O b t e n u  une b o l u t i o n  d l  aapanaginaoe 1 1  

e n n i c h i e  40 doha pan happ0h.t à C'homogénat bnut  avec  un k e n -  

dement de  1 , 3  %. Ces kéaul i ta ta  modeatea n ' o n t  pu ZXhe a m é t i o -  

néa maCgné $ O U A  noa e d d o n t s .  La g e l  d i l t n a t i o n  u t i l i a é e  pouh 
C '  abpakaginaae 7 1 d iminue  dontement  Ce hendement ( T a b l e a u  l x )  , 
a i n d i  que Les authea panamètnea, de  pCua e t l e  améne une diCu- 
t i o n  i m p o n t a n t e  de La solution, e t  Ca n e c o n c e n t k a t i o n  pkovoque 

une peh te  d ' a c t i v i t é  t n è a  i m p o h t a n t e  pouh C'Enzyme 7 1  d o n t  

Ca stabilité e s t  moins  gnande que C'Enzyme 7 .  



FI G 3 5  ~iect rophorèse anal j / t iqu  P s u r  b a n d e s  

d e  ce::oae.: 
4 

A: De 1°homog6nat brut.  

. * . . B: De la soiu t ion precedente après ?recipit ion 

des  à pH 516 por  HCI O i l  N .  
. . 

C: De la solu!ion precedente après r e : o r g a g ~  

des protÉines p a r  les sels neutres. 
. , 

D: De la solution precc-dente apr& qei Filtratiorr 
4 

suc séphodex G 200. 



t-l 



hobut ion d i n a l e ,  ne nOUd a pas pehmia de h é ~ é l e h  l ' é l e c t n o -  

phohéghamme. Nous avona donc eaapyé de z h 0 u ~ e h  une méthode 

q u i  pe4meXzhai-t La auppheasion de l a  g e l  d i b t h a t i o n .  

C l  P R E P A R A T I U N  D ' U N E  S O L U T I O N  E N R I C H I E  E N  ASPARAGZNASE 7 

Matéhiel  e t  Méthode. 

Noua avona u z i l i a  é l ' élecXxo phohèa e phZpahative au& 

g e l  'de  polyachylamide.  

Lea deux colonnes u ; t i l i néea ,  bea g e l a ,  e t  l e a  tam- 

pana aon t  l e s  memes que ceux déch i ta  au chapiXhe pherniek. 

Apkèa une phemièxe électhophohèae del 'homogénat  bhuk 
au& l a  ghoaae colonne PD21320 ( f i g .  7 7 )  l e a  dhactiona a c t i v e 4  

h e ~ ~ e i t l i e d  6 onz haas embléea heconcenthéea pah d ia lya  e con the  

du polyéthybZye g l y c o l  20 000 e t  hedépoaéea auh l a  moyenne 

colonne PD2/150. 

Aphèa une deuxième ébecXhophohèbe ( F i g .  1 9 )  Lea dhac- 

t i o n a  a c t i v e s  t r ecue i l l i ea  , son2 également haaa emblées ex hecon- 

cen thées .  

Un a l i q u o t  de 2 à 3 micho l i t xea  e s t  dEpoaé buh une 
bande de c e l l o g e l  e t  aoumia à une électhophohèae a n a l y t i q u e .  

Aphéa co loha t ion  dea d e u i l l e a  de c e l l o g e l  h t ' A m i d o -  

achwahz e t  déco loha t ion ,  deux bandea de photéinea aont  n e t t e -  

ment v i a i b l e a  ( f i g .  3 2 ) .  

Lea élecithophohébea é t a n t  da i tea  dana dea c o n d i ; t i o n ~  
i d e n t i q u e 4  , eX é t a n t  th2a hephoduct ib lea , noua avons compaké 



FIG 32 :Electrophorèse analytique sur bandes de cetlogel: 

A: De la solution obtenue pa r  électrophorbse prépo~~ot ive 

s u r  gel d e  p ~ l y a c r ~ i a m i d c .  



avec L'éLectnophoaèae de L'Aapahaginaae 1 ( F i g .  3 2  6 )  obzenue 

pnécédemment ( F i g .  30 e )  . 

La bande aupénieune conneapond bien à L 'Aapanaginaae 
2 e t  comme noua avona démontité que aeuLea Lea deux bandea 

apnèa découpage e t  E lu t ion  de l a  deuiLLe de ceLLogeL pnéaen- 

t e n t  une act iv iXE as panaginaaique, noua pouvona pena eh  que La 

bande inbéa ieune  e s t  due à LIAspanag.inabe 1 1  q u i  migae pah 
conaéquenZ moins v i x e  vena L'anode que L'enzyme 1 ,  ce q u i  
conneapond aux héaulkaXa O btenua pan éLectnophohéae phépana- 

$ i v e  en v e i n e  L iqu ide  ( ELphon Vap) ( F i g .  1 2 1  e t  pah éRecZho- 

phonéae pnépahaZive auh bloc  de ceLLogeL ( F i g .  1 5  e t  1 6 ) .  

Noua UVOnd pu O b t e n i h  un éLecthophoaégnamme pkéaen- 

Xant deux bandeh ptrotéiquea d i a t i n c t e a  connebpondant vnaiaem- 

b1ablemen.t à L'  Aapanagine 1 e t  T l .  I L  noua duX impoaaib le  de 

aépanen ~ L t é h i e u n e m e n t  ces deux ac t i v iXéb  pah ge l  diLtnait ion 

6un Sephadex G 200, à cause de La daibLe concen tna t ion  e n  

Enzyme. 





Noua avona mis en évidence dana le doie de cobaye 
deux activitéa as pahaginaaiq uea diatinctea a épahéea pah : 

- chaomatoghaphie d'échange d'iona au& DEAE-Celtulo~e 

- chaomatoghaphie de gel dilthation au& Sephadex G 200 

- éCecthophoaèae phépahative en veine liquide (Elphoh Vap) 
- électnaphohèae phépahakive auh bloc de cellagel 
- électhophohène phépahative auh gel de polyachylamide 

I et cohheapondanf à dea poida moLéculainea diddéhenta : 1 
- 150 000 - + 2 5  000 pouh .tlabpahaginaae 1 
- 2 7  500 - + 2000 pouh l'aapahaginaae 7 7  

S i  la localisation de l'enzyme 1 7  dana la cellule 
hépatique n'a pu &the détekminée de daçon cettaine du hait de 

aon in~ctivation à 705 000 g ,  l'aapahaginaae 7 pah conthe, eat 

phéaente dana la phaae cyfoplaamique de La ceLLu1~. 

De meme la puhidication pouaa ée del' aapanaginaae 2 7 

noua a poaé beaucoup plua de phoblèmea que celle de t'enzyme 1 ,  

en aaiaon de au moi~tdhe stabilité à La congélation, à la 

concenthation, eit de la phéa ence de paotéinen accompagnant 
le pic d'activité, diddicilement aépatablea pak lea méthode6 

claaaiquea que noua avona énuméaéea. Tl en héaulte que a i  nauh 
avona pu obzenih une aolution d'aapahagine 7 dont C'acXivité 
apécidique a'élève à 2 1 , 5  et Le dacteuh de puhidication à 230, 

poua l' enzyme 7 7 ce6 valeuta ne 60n.t heapectivemenX que de 1,3 

et 40. 

Ces deux activitéa aapahaginasiquea du doie de co- 
baye pasaèdent dea poida molécuLai~ea et des mobilités étec- 
taophoaétiquea di6 dékenta. 

La pnéa ence de deux activités aapahaginaaiquaa 
diatinctea dana le doie de cobaye n'avait paa été helatée jua-  

paéaent dans la littéhatuhe : en eddet, H.M. SULD et P . A .  

H E R B U T  ( 1 3 5 )  n'avait iaolé qu'une aeule activiXé dana cet 



ohgane aanb en dé tehmineh t e  poida m o t é c u t a i h e  n i  Leb p&op&ié- 

t é a  phyaico-chimiquea.  

IL e a t  poaa ib le  que c e t t e  a c t i v i . t é  cohheaponde à 

L 'une  de  c e l l e s  que noua avond &enconthéea.  Cependant ,  cea 

auteuka op&trant nutr un au4nagean.t 705 000 g ,  it ea.t peu 

vhaiaembLa6Le q u ' i l  a ' a g i a a e  de La L-aapahaginaae I I  q u i  noub 

L'avona monthé a ' i n a c X i v e  l?Ohaqul on La 40umef à c e Z t e  a c c é t é -  

t a t i o  n.  

Noua avona également  démonthé que Lea poidn moté -  
c u l a i h e a  , e t  Cea héauLtata  de La chnomatogtraphie auh échangeuh 

d ' i o n s  ( D E A E  CeLLuLoae) dea deux activités h0n.t d i 6 d é h e n . t ~  de 

ceux  de  L 'enzyme hanguine .  

Lea poida rnoléculaihea ne  cohheapondenZ pas non peu4 
à ceux dea  aapatraginaaea d ' E .  C o l i  W H E L A N  eX WRISTUN ( 7 3 6 )  

9,: 
o n t  mont&& que Lea poida molécuLai&ea de LIAapahaginaae  d ' E .  4tii.i  

C o l i  v a h i a i e n t  d e  : 
O 

- 7 3 9  000 pouh L 'enzyme en n o l u X i o n  à 0 ,  7 p .  700 

- 2 2 5  000 pou& L'enzyme en hoLuXion à 7 p .  100 

- 6 4  000 pou& L 'enzyme  en s o l u t i o n  à 0,07 p .  700 

e t  q u ' i l  é.taiX poaaibLe en phéaence d l u h é e  8 M de g u a n i d i n e  

5 M d l o b t e n i h  dea aoua-.unités de poida m o t é c u l a i h e  7 9  à 24 000 .  

ILa 0n.t auggéhé que L'enzyme d e  podda moLécuLaihe 2 5 5  000 é X a i t  

compoaé de 7 2 aoua -uni.téa dépauhvuea d ' a c t i v i t é  enz  yrnnXique ; 

cea héauLta ta  n e  concohdent  pan a v e c  ceux  de  H O  e t  M I L I K Z N  

( 1 3 3 ) ,  q u i  o n t  mont&é que L 'enzyme d ' E .  C o l i  ( p o i d a  moLéculai&e 

730 0 0 0 )  é t a i t  Xkanadokmable en dimèhe (P .h4 .  230 0 0 0 )  e.t en 
té t&amène ( P . M .  5 2 0  0 0 0 )  e t  que  Le rnonaméhe é t a i t  d i a s o c i a b R e  

en s o u a - u n i t é a  de  poida m0Lécula ihe  3 2  500 dana Le ch&ohhydkaZe 

de g u a n i d i n e  4 M ou L ' u h é e  7 M .  

11  n ' e h 2  paa q u e h t i o n  de  COmpaheh La a t & u c t u h e  de  
t ' aapa&aginaae  de  a o i e  de cobaye ,  a v e c  c e t t e  d ' E .  C o l i  : SULD 

e t  HERBUT ( 1 3 8 )  o n t  monthé quleLLea a o n t  ant igéniquemeni:  



di,$déken.tea. MaLa pak ana log i e ,  on peut  ae  demandeh a i  Lea 

deux a c t i v i t é a  du do ie  de cobaye kepkéaen ten t  dea ,$ohme4 
dibbékentea  d ' u n  enzyme polyménique. Au couka de no4 expé-  
k i e n c e a ,  noUA n'avona jamaia m i a  en év idence  juaqu 'à  phéaent  

l a  tt~anabotrmation de  t ' aapahaginaae  1 en 11 e t  v i c e - v e h a a ,  

e t  aucun akgument expénimental  ne m i l i t e  en daveua de L 1 e x i a t e n -  

c e  de doua-un i téa .  

L'enzyme 12 b i en  que moins a-table a  une  a c t i v i t é  
keLat ivement  i m p o k t a n t e ,  e t  k i e n  ne pekmet de La campatek 
aux vaoua-uni téa  de miime p o i d a  mo lécu la i ke  de L'aapahaginaae 
d ' E .  C o l i  q u i  aonX i n a c t i v e a .  Pak a i l l e u h a ,  noua avona monthé 

que l e 6  deux a c t i v i X é a  du , ( o i e  de cobaye é t a i e n t  akpakablea 
pak chhomatogkaphie au& Zchangeuha d ' i o n a  du t ype  P E A E  e t  
pah é L e c t k o p h o ~ è a  e  en v e i n e  L iqu ide  ( ELphok- Vap) . Ceci  constitue 
un ahgument en ,(aveu& de pointa i a o E l e c t h i q u e s  d i b d é t e n t a .  

Na tuke l l emen t ,  beaucoup de phobtèmea be p o ~ e n t  e t  
l e u &  é tude  n é ç e a a i t e  une expék imen ta t i on  pLua déve loppée  q u i  

comp&éndira a i  l a  puheté dea 40lfAtiond enzymatiqued l e  pekmet : 

- une é t u d e  dea ptroptriétéa phyaico-chimiques des deux enzqmea 

iaoLéea 
- une dé t ekmina t i on  de l a  compoai$ion en amino acidea 
- une é tude  immunochimique 

- une é tude  b i o l o g i q u e  auk l ' a c t i v i t é  antiLymphome dea deux 

a c t i v i t é a  a épakéea . 





Noua avond m i a  en évidence deux L-aapaaagina~ea 

(L-aapanagine amido-hydnolaae E . C .  3 . 5 . 1 . 7 1  du do ie  de cobaye 

pan divena pnocédéa phyaico-chimiques , panmi leaque la  on peut 

c i t e n  : l a  chnamatognaphie d'échange d ' i o n s  aun D E A E  CeP,&uloae, 

l a  ge l  d i t t h u t i o n  bun Sephadex G 200,  L'électnophohZae pfiépa- 

n a t i v e  en ve ine  l i q u i d e  (Elphoh V a p ) ,  L1électnophon2ae au& 

bloca de c e l t o g e l ,  e t  au& ge l  de polyacnylamide. Une estima- 

t i o n  dea p o i d a  moléculaitrea a é t é  e, j , jectuée : l ' u n e   de^, abpana- 

ginasea a un p o i d a  motéculaine ptua baa que c e l u i  dea enzyme4 

ana&oguea COnnUb. Pah dhactionnemen2 c e l t u L a i n e ,  noua avona 

pu l o c a l i a e n  LIAspaaaginaae 1 de pCua haut p o i d s  moléculaine 

dana l a  phaa e cytoplasmique.  1 ' aapakaginaa e 11 6e  tnouvan t  

en p e t i t e  q u a n t i f é  danb l e a  m i t o c h o n d ~ e a ,  l e  neate de l ' a c -  

i t i v i t é  pouvant t ' the vaaia emblablemenf l o c d i a é -  au cytoao&. 

En gnoupant cen ta inb  pnocédfa de p u n i ~ L c a t i o n  

c i f é a  plu4 haut ,  noua a v o n ~  pu O btenitr de4 ho tu t ionh  e n h i -  

chie.5 d'Abpanaginaae 7 e t  7 1  ne p&éaentant plu4 qu'une a s u l e  

bande de pnotéine en é lectnophontae ana ly t ique  bun ceCLogel 

e t  au& g e l  de polyac&ylamide. 





1 - DOSAGE DES P R O T E I N E S .  

Le doaage colohimEkrrique dea pnotéinea eak eddectué  

pan La mézhode de L O W R Y  ( 7 3 9 )  adapkée à t laukoanaLyaeuh Techn i -  

con muni d ' un  6 iL the  i n t e n d é h e n t i e L  à 6 2  5 nm. 

A l  R E A C T Z F S .  

- Tungatake de Na 700 g .  

- Molybdate de Na 2 5  g .  
- Eau déminéhal iaée  700 m t  

- Acide onthophoaphonique à 6 5  % 50 m t  

- Acide chlohhydhique pua 700 m l  

La aoXution e a t  boumide à L 1 & b u l L i t i o n  à n e d l u x  

pendant 10 heukea,  puia  MOU^ ajoutana : 

- S u l d a t e  de L i th ium 150 g .  

- Eau déminénal iaée  50 m t  

- 70 6 1 5  gout tea de Bnome juaqu'à décolonaXion panXieLLe. 

La a o t u t i o n  obzenue e a t  de nouveau pontée à 1' é b u l -  
l i t i o n  pendant 1 5  minutea.  Aphèa neanoidiaaernent, nouh complé- 

Zona à 2000 m L  avec de L'eau déminénal iaée ,  e t  noua b i l t n o n a .  

2 .  SoLut ion  de canbonate. 

- 8 4  g .  de bicanbonate de Na (NaHCO3) s o n t  diadoua dana 

500 m l  d ' eau  dEminéhaLLaée. 

- 2 5  g .  de  aoude R . P .  aont  dihaou4 dana 300 m t  d ' eau  déminéta-  
l i a  de. 



ApnEi x e ~ x o i d i ~ n e m e n t ,  noua mélangeona cea deux 

b o l u t i o n b ,  e t  nOUd Complétonb h 1000 m l  avec de l ' e a u  démi- 
nénalibEe.  La a o l u t i o n  d ina le  e a t  gaxdée à l '  O bbcuhiXii. 

3 .  S o l u t i o n  de t a x t x a t e  double de potaaaium e t  de aodium, 

- Taxakate de Sodium e t  de Pokaaaium 8 9 -  

- Eau déminéxal iaée  q.n.p ............... 1000 m l  

4 :  S o l u t i o n  de s u l d a t e  de cu i vxe .  

- Su lda te  de c u i v x e  2 i?. 

- Eau déminékal ibée  q .  4 .  p .  1000  ml 

b )  Solutions de Xnavai l .  

7 .  S o l u t i o n '  de F O L I N - C I O C A L T E U  ptépaxée ex2emponanémen.t. 

- RZactid de F O L I N  7 volume 

- Eau déminéhal ihée  3 volumed 

2 .  SoLuXion cupxoa lca l ine  pxépanée extempoxanément. 

- S o l u t i o n  de tan tnaXe  double 1 voluaie 
- S o l u t i o n  de h u l d a t e  de cuivne 1 volume 

3 .  S o l u t i o n  de ca tbona te .  

S o l u t i o n  méxe a i l t x é e  avanX l ' e m p l o i .  



11 - ELECTROPHORESE A pH 3 , 9 .  

La cuve à é l e c t n o  nhéo phonèae u t i l i a é e  e a t  une 

cuve evk t o i t  qu i  penmet La meaune dea  mobilité^ ae lon  

M A C H E B O E U F ,  DUBERT, R E B E Y R O T T E .  

Le fampon d ' é l ec tnodea  e s t  Con6t i tué  pan : 

- Acide a c é t i q u e  40 m l  

- P y ~ d i n e  7 2  m l  

- .H20 d i a a l l é e  q . 6 . p .  2000 m l  

Son pH e s t  de 3 , 9 .  

La dunée de 11é lec tnophon2ae  e a f  de 4 heunea poun 

une t e n a i o n  de 450 vo l xa .  La mignaXion kenminée,  l a  d e u i l l e  

eh2 n e t i h é e ,  aéchée puia pulvéhiaée  pu,% une a o l u t i o n  de ngn- 

hgdhine à 0,2  % dana du butanol  aatuné d ' e a u .  

1 

La h é v é l a t i o n  dea taches  ae da i x  à l ' é t u v e  à 

700' C .  

7 7 7  - E L E C T R O P H O R E S E  P R E P A R A T l V E  SUR B L O C  D E  C E L L U G E L  

Lea blocs de c e l l o g e l  de 6 x 7 7  cm e t  2 , 5  mm d ' é p a i ~  

deun noua o n t  é t é  douhni pan BlOMAT 7ntehnat ionaL - 
H A Z E B R O U K  5 9 .  La capac i t é  de aépanat ion eaR d ' env inon  0,s ml/ 

5 cm. 1 l a  b o n i  conbenuéa dana du méthanol à 30 %. La cuve A 

é&ectnophon8ae e a t  de t y p e  c laaa ique ,  e l l e  e a t  munie d ' u n  

potl;toin aun l e q u e l  aon t  déposéa l e a  bRoca pan L ' in tenmédiui tre  
d ' u n e  plaque de vehne,  d ' u n e  dimension analogue à c e u x - c i .  

Le pont entne  &a a o l u t i o n  tampon e t  Le bloc  ea.t c o n a ~ t u é  

pan un t u l o n  de papieh Whatman 1 .  



Le tampon d ' é l e c t h o d e  e a t  un tampon Vénona l l f fC l  

don t  l a  composition e a t  : 

- Véaonal sadique 17 g .  

- tlce N 2 3 , 5  m l  

- H20 d i s t i l l é e  q . 6 . p .  7000 m l  

San pH e a t  de b , 4 .  

2 )  Technique.  

Lea bloca aoh t i a  du méthanal ù 30 % a o n t  aéchéa d é l i -  

catement  en the   de^ deu i lLes  de papieh A i l t h e ,  pu i s  aon t  immek- 

géa dana l e  tampon pendant une duhée pouvant vahie f i  de 2 heufiea 

à une n u i t .  L1exc2a de tampon e a t  é l i m i n é  en paeaaant doucemen2 

l a  auhdace du b loc  avec  une d e u i l l e  de papiefi h i l t f i e .  7 t h  aon t  

e n a u i t e  placéa suh  l e  pontoia  de l a  cuve à électhophorrèae,  e t  

k e l i é a  aux 6 0 ~ ~ t i o n a  de Xampon ca thod ique  e t  anodique pah l ' i n -  
t ehméd ia ihe  d',un t a l o n  de papieh Whatman 1 phéalablemenZ Xnem- 

pé dana l e  tampon. 

La g0uZt ièhe  du dép6 t  e a t  d a i t e  du c â t é  ca thod ique ,  
à C ' a i d e  d ' u n  p a h a l l é l i p i p è d e  m é t a l l i q u e  muni d ' u n  manche don t  

l a  auhbace de c o n t a c t  avec  Le g e l  e a t  équivalen. te  à c e l l e  de 

l a  g 0 u t t i è h e  pha t iquée .  

La phadandeu4 e a t  de 2 mm env ihon ,  ba  l o n g u e u ~  de 
4 , 5  cm. 

E l l e  s e  a i t u e  à 2 , 5  cm du botrd ca thod ique  du b t o c .  
Pou& a v o i h  une banne migha t ion  &lecthophoné. t ique ,  La gou.t.tièke 

d o i t  Z the  l a  plua ttégulièrre poaaible   dan^ t o u t e a  aea dimen- 

a i o n a ,  il ne daut  jamaia chuqueleh  l e  g e l  de pa4.t e t  d ' a u t k e  

de  c e l l e - c i ,  n i  t t a n a p e ~ c e a  l e  g e l  en appuyant t h o p  d0n.t. 

U , 5  m l  de l a  a o t u t i o n  enzymat ique  a0n.t d é p o b é ~  à 

t ' a i d e  d ' u n e  p ipetXe Paateua pah ihac2 ion  de 50 à 100 micno- 
l i t k e a  à Ca doia .  Le tempa néceaaaihe  e n t n e  chaque dt~acitkon 



dépoaée dépend du pouvoin abaokbant  du g e l .  I l  daut  é v i X e k  

que l a  a o l u t i o n  enzymat ique  ne  débokde hoka du gode t  de  

d é p ô t .  

Le couvehc le  de  l a  cuve  é t a n t  derrmé, L ' i n t e n a i X é  

c o n s t a n t e  a p p l i q u é e  pouh chaque b l o c  e s t  de 2 5  mA pauh une  

t e n a i o ~  c o n t i n u e  de  C'ohdae de 250 v o l t a .  La duhée de  La 

m i g k a t i o n  eaZ de 6 heuhea. 

Lea b l o c s  a a n t  e n a u i t e  f i e t i t é a  puia coupé4 en  deux 

Long i tud ina lemen t  avec  une Lame de  haao ih .  

Une m o i t i é  du b l o c  e a t  c o l o h é e  à L'Amidoachwakz : 

- 0 , s  g .  dana 50 rnL de MéZhanoL 

- 40 m l  d ' f f 2 U i b i d i a t i l l é e  

- I O  m l  d ' a c i d e  a c é t i q u e  

Le temps de  co lohaZion  durre 7 5  minutea 40ub a g i t a -  

t i o n  manueLle i n t e h m i t t e n t e .  

La d é c o l o a a t i o n  ae  d a i f  pan bainn auccehaida dan4 

un  L i q u i d e  de  Lavage d o n t  La compoai.tion e a t  : 

- 700 m l  d ' a c i d e  a c é t i q u e  R . P .  

- 900 m l  de  mé thano l  t e c h n i q u e  

Les b loca  a i n a i  h é v é l é a  a o n t  conae/tvéa indéd in imen i t  

dan4 une 4 0 l u t i a n  d ' a c i d e  a c é f i q u e  h 5 %. 



1V - E L E C T R O P H O R E S E  A N A L Y T I Q U E  SUR BANDES D E  C E L L O G E L .  

Lea bandea de ceLLogel 2 , 5  x 77 cm a i n a i  que La 

cuve à éLectnophohèae 2 P A C I 5  e t  l e 4  appLicateut~a d 'échan-  

t i L l o n  C H E M E T R O N  aon t  d iathibuéa pah BIOMAT l n t e n n a t i o n a l ,  

H A Z E B R O U K  5 9 .  La capac i t é  de aépahat ion e a t  de 3 micholiXaea1 

7 6  mm. Le& bandea a o n t  conae4véea dana du méthanol à 30 %. 

Le tampon d1éLec t40de  u t i L i a é  e a t  un tampon 
véaonal dont  La composition e a t  La au i van te  : 

- 6 , 2 4  g de vé4onaL aodique.  

- H20 b i d i a t i l l é e  q . 6 . p .  I O O U  m l .  

Son pii e a t  de 9 , 2 .  

2 ) Teçhnique.  

Lea bandea sont pheanéea enthe  deux deuiLLea de 
pupieh diLXae de daçon à é l imine& L1excèa de méthanol puia 

aon t  immeagéea dana l e  tampon pendant 7 5  minutea.  L1excéa de 

tampon e a t  en levé  de La meme daçon puia e l l e 4  aon t  tendue4 
au4 Le pon.toih de La cuve.  La aundace mate ,  s e u l e  pénèthable  

pah Lea paotéinea est hepéhabLe ghUCe à un angle  coupé m i a  
en baa à d h o i t e .  

L l échantiLLon de 2 micaol i taea  enviaon e a t  dépoaé 

du cô té  cathodique à L ' a i d e  d 'un  app l i ca t euh  constitué pu4 
deux d i t h  métalLiquea tendua.  

La duhée de  t ' é l ec taophohèae  eAt  de 7 5  minuXe4 

pou& une t e n a i o n  conXinue constante de 200 voLta.  

a .  CoLoaation e t  déco loaa t ion  dea bandea. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les bandea aont  plongées dana un bain d 'Amido~chwahz 

pendant 7 5  minutea.  



La décotohat ion ae  6aLt pah 4 à 5 baina aucceabida 

de quetquea minutea dana une a o l u t i o n  constituée pan : 

- de C ' a c i d e  acé t ique  700 m l  

- du méthanot t e chn ique  900 m l  

Lea bandea peuvent ê t h e  a a i t  t t anbpa t iaéea  pou& 

une évaLuation q u a n t i t a t i v e  de6 photéinea pah densLtomEitnie, 
a o i t  conainvéea indédinirneat  à L ' é t a t  humide danb une b o l u -  

t i o n  d ' a c i d e  acé t ique  à 5 %. 

V - E L E C T R O P H O R E S E  P R E P A R A T Z V E  SUR G E L  D E  P O L Y A C R Y L A M T D E .  
-- - - - - - - -- 

ORNSTEZN ( 1 4 0 )  e t  D A V I S  ( 1 4 1 )  1 9 6 4 .  

L ' a p p a h e i t  u t i l i a é  C A N A L C O  ae compoae de t n o i b  colon-  

nea in tehchangeablea : 

- PD21320 pouvant h e c e v ~ i h  au maximum 30 m l  d ' é c h a n t i l l o n  

contenan-t 5OOmg de pnoté inea.  

- PD2/150 pouvant hecevo ih  au maximum 14 ml d ' é c h a n t i l l o n  

con tenant  200 mg de photéinea 

- P D 2 / 7 O  pouvant h e c e v u i t  au maximum 6 m t  d1échan$i tCon con- 

t e n a n t  80 mg de photéineh.  

Noua n'avona utilisé dana .te cadhe de  ce  t h a v a i t  

que &CA deux pnemièhea cotonnea P02/320 e t  PP21ISO. 

Les geLa de dotme a n n u h i t e  a o n t  m~6higéhéa  pa& L ' i n -  

t é h i e u h  e t  pah t l e x . t éh i euh  de t ' a n n e a u  avec une c.ihCula;tion 

d ' eau  a + 4' C .  Lea éCecthades honit rretiéeb à un généhaiteun 

de counant a t a b i l i d é  en i n t e n s i t é .  



Thoib t ypea  de gel a0n.t U X ~ ~ A ~ A  e t  aupehpaaEa dana 
l e a  colonnea : 

- un g e l  d ' é c h a n t i l l o n  
- un ge l  de tasaement ,  à bab pouhcentage de s é t i c u l a t i o n  

( 2  à 3 % )  

- un ge l  de bépahat ion ,  à haut pouhcentage de h é t i c u k a t i o n  
( 7  à 70 % )  

Le gel  d ' é c h a n t i t l o n  aeht à dépoheh de baçon homo- 
gène un c e h t a i n  volume de b o l u t i o n  enzymaf ique.  

Dana l e  g e l  de tahbement ,  t o u t e b  l e a  pf iotéineb m i -  

ghent  a t h i c t e m e n t  au i van t  l e u h  mo b i l i t é  éLecthophokét iquo 
ban4 ed6e.t du poida rnoléculaihe e t  pehmet de haab em b l eh  

dana une bande thèa  t u b b é e ,  deb bhactionb concen;t&éeb d ant  

ea puce e n t u - e l l e 4  . 

oavh Le g e l  de a Epatration, photéineb mignent 
au i van t  m o b i l i t é  électhophoxé;tique e t  La t a i l l e  dea m o -  

l é c u l e ~ .  Le cho ix  de La h é t i c u t a t i o n  pkimotdiale  pou& une 

bonne sépatration de mol écu Le^ phokéiquea ayant  une mob i l i t t !  
e t  un p o i d a  mo.técuLaihe diddétrenth,  néceaa i t e  denombkeux e h b ~ b .  

Lea p h o t é i n e ~  aont  Zluéea à l a  a o h t i e  de l a  coLonne 
paa un tampon q u i   le^ achemine vena un cotLecteu/r  d e  bnac l iona .  

L ' e x i a t e n c e  de nombkeux panamèZhea va ai able^ ( cnoix  

dea diddétrenta  gel^, dea tamponb, de l a  concentnathon de4 pho- 
t é i n e a  à dépoaetr, de  l a  v i t e a a e  d ' é l u t i o n )  dont de c e t t e  

méthode ü pniatri i n t é l r e ~ a a n t e  pou4 l a  b é p a / ~ a t i o n  de4 pno té i -  
nea ,  une technkque t h è h  d i b d h c i l e  à met tae  en OeUVhe P O L &  

O btevtitr dea héa u l t a t b  cohnecXa . 



3) Compoait.ton d e s  Xampons ex dea solu- t iona setrvan-t - 
à &a d a b ~ c a a X o n  d e s  g e b .  

SoluZion CN S o l u t i o n  DN 

SotuXion E ( c a t a l y s  euh)  S o l u t i o n  G ( caXatyo e u h )  

PeJtautdaXe d'ammonium 0 , 1 4  g 
H20 q . 6 . p .  100 m l  

SoLu-tion J ( I n d i c d e u n  c o l a h é )  Tampon T t r i 6  

SaLu;tion h 0 , 0 0 5  % d e  bLeu d e  T n i b  
3 , 0 g *  G, 

8aomophénoL GLychne 1 4 . 4  9 .  c$ 
H20 q . s . p .  1000 m& 

p f f  8 , 2  à 8 , 4  
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