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Ce travail a fait L'objet d'un compte-rnendu & £L'Aca-
démie des Sciences.®

- L-asparaginase du Foie de Cobaye : mise en Evidence et
separation de deux activités enzymaitiques, Etude des

caractenes physico-chimiques.

Note de MM. Rogen PLAQUET, Jean-ClLaude ROGEZ et Gérand BISERTE
présentie par M. Jean ROCHE. |
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¥ C.R. Acad. Sc. Panis t. 273, p. 1051-1053 (20 septembre 1971).

- Gudinea PLg Liven L-Asparaginase, Separation Punrndifica-
tion and intracellfulary Localisation of two distinet enzymatic |
activdities.

pan Jean-CLaude ROGEZ, Roger PLAQUET et Gérard BISERTE.
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(@ paraitre : sera proposé a Biochemica Biophysica Acta - @
Enzymology. ) f




INTRODUCTTION




Depudis que BROOME (1,2,3) a démontrné que L'asparagd-
nase du s&8rum de cobaye possede une activité antilymphome, de nom-
breux auteuns ont tenite dans un but thérapeutique d'isolen cette
enzyme & partin de diverses sounrces bactérniennes en parnticulien.

Les tentatives de punification d'enzymes d'onrigine
animale sont plus rares, et nous citerons en particulien SULD
et HERBUT (4,5) qui ont mis en Evdidence une L-asparaginase (L-
asparagine amido-hydrolase E.C. 3. 5.1.7.) dans e 4oie de co-
baye. Notre travail démontre qu'il existe en fait dans L£'homo-
génat de Foie de Cobaye au modins deux activités asparaginasiques
distinctes, siparables parn chromatographie d'échanges d'Lions,
gel giltration, ELectrophorese préparative en film Liquide, sun
bloc de Cellogel, sun gel de polyacaylamide et ultracentriguga-
tion. Une punification des deux enzymes a Eté entreprise ainsd
que Leun Localisation au sein de La cellule hépatique.

L'estimation des masses moliculaires des deux enzy-
mes a Eté Ztablie. L'une d'entre elles a un poids moléculainre
plus bas que celudl des enzymes analogues fusqu'a prisent connues.




CHAPITRE 1

REVUE GENERALE

BIOCHIMIE DE LA L-ASPARAGINASE

PROPRIETES DU SYSTEME ASPARAGINASE ET ACTIVITE BIOLOGIQUE
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De nombreux travaux et nevues (6 a 43*) ont ete pu-
beiés sun La préparation et sur L'activiité biologique de L'Aspa-
raginase, tout d'abord chez Les animaux, Les bactiries, pudls
plus nécemment chez L'homme.

Depuis Les travaux de BROOME (48,49,50) a partin de
1961 démontrant que Le pouvoir antilymphome de s&rum de cobaye
cornespondaiz & La L-asparaginase, une Etude approgondie a 212
entreprise parn de nombreux auteurs, surn La recherche de sources
de L-asparaginase, L'extraction et La purification de cette en-
zyme, et sun son activité biolLogdique.

Les connaissances actuelles sur La biochimie ezt L'ac-
tion physiologique de cette enzyme progressent napidement, et

nous proposons ci-dessous d'en rnésumen Les principaux chapiinres.

A) ACTION DE LA L-ASPARAGINASE.

Les asparaginases sont des enzymes trnés répandues.
ELLes exdistent dans Les thols négnes. La L-asparaginase ou
L-asparaginase amido-hydnolase (E.C. 3.5.1.1) esit une enzyme
qui hydrnolyse Ra L-asparagine ou acide of amino succinamique en
acide aspartique ou acide X amino succinique et en ammoniaque

selon La réaction :

0 - NH, ?OOH
Hy + 2 H,0 L-asparaginase , (H, + NH ,OH
H - NH, iH - NH,
O0H 00H
L-asparagine Acide L-asparntique

(6) LABOUREUR... (7) ADAMSON... (8) AINIS... (9) AZARKH...

(10) BECKER... (11) BOVION... (12) BORELLA... (13} BOTTINGER...
(14,15) BOYSE... (16) CAMPBELL... (17,18,19,20) DOLOWY...

(27) ERIKSSON... (22) HILL... (23) HIRAMOTO... (24) KAUFFMANN...
(25) KIM... (26) KISHI... (27) KREBS... (28,29,30,31] MASHBURN...
(32) OETTGEN... (33) OHNUMA... (34,35) OLD... (36) PRAGER...

(37) RAKIETEN... (38,39) ROBERTS... (40) SCHLESINGER...

(41) SCHREK... (47) SEKWAK... {43) STEVENARD... (44,45) SULD

et HERBUT... (46,47) YELLIN...




Lornsqu'on introduit de La L-asparaginase dans La
cinculation sangudine d'un animal ou d'un homme, cette enzyme
provoque une diminution du taux de L'asparagine circulante. De-
vant ce déficit, Les differents types de cellfules (cellules noxr-
males, cellules tumonrales sensibles, et Les cellules tumorales
nésistantes) ont des compontements différents. ELlLes tendent no-
tamment a augmenter La synthese de L'asparagine en aciivant Leuns
systimes asparagine synthétases de maniire a nétablin a L'inte-
nieun des cellules, un taux d'asparagine compatible avec Les be-
s0dns cellulaines

-

12 nesulte donc que L'on est condudt a envisager pa-
rnallélement Le probleme de L'asparagine synthétase, de L'aspara-
gine, et de L'asparaginase.

B) REPARTITION ET LOCALISATION DES ASPARAGINASES.

Des asparaginases ont €xé mises en &vidence dans Le
negne végétal pan IZITTLE (51) et VARNER (52) notamment chez Les
champignons et Les Levures. On Les rencontre également chez de
nombreuses famifles de bacténrnies en particulier chez Eschenichia
Coli (ROBERTS(53) ROBINSON (54) SCHWARTZ [55). L'activité L-aspa-
raginasique chez Res animaux parali &galement fréquente. On L'a
mise en Gudidence dans Le sérum ou dans Les tissus, du cheval,

du cobaye, du poulet, du Lapin, du nat, de La sournis, des odlseaux
et des podlssons.

SL L'activite séndique ne se rencontre que chez fLe
cobaye et quelques nongeuns (OLD 56) on La décéle chez Les andi-
maux précités dans de nombreux tissus : en particuliern, Le foie,
Les neins, Le cerveau, La rate, Le pancrias et Les testicules.

C) MESURE DE L'ACTIVITE.

ELLe se mesune selon La méthode de MEISTER (57) moddi-
§48e pan MASHBURN (58,59) qudi consdiste a détemminen La quantiti
d'ammoniaque Libérée pan L'enzyme a4 partin de La L-aspanragine

-

ad 37° C et au pH optimum d'action de L'enzyme.




L'unite Aintennationale (U.1.) est La quantité d'en-
zyme qudi LAbZre en une minute une micromole d'ammoniaque & panr-
tin de La L-asparagine, dans Les conditions ci-dessus.

D) PROPRIETES DES ASPARAGINASES.

Les principales propriétés décnites dans La biblio-

-

graphie (60 a §9%) sont nésumées dans Le Tableau 1.

.Etant donné Le canractinre incomplet des travaux pu-
bligs, il est souvent difficile de comparen Les différentes as-
paraginases entre-elles, seules sont indiquées dans Le tableau
celles qui ont €te Eitudiles de fagon précise et dont on connait
L'activité biologique.

La composition en acides aminés des asparaginases
n'est pas encore connue exactement, LL en est de méme de Leuns
sdtructurnes secondainres et tentiaines.

Les pH optima d'action des divenrnses asparnaginases
varient tneés Zﬁhgemeni puisqu'ils sont compris entre 6,6 et 11.

Centains auteuns ont tenté d'établin une cornélation
entre ce gacteur et L'activité bioLogique de L'enzyme. Mais fus-
qu'd maintenant aucun ELément pricis ne permet de retendin ceite
donnée.

Toutefois, on peut dire que ces asparaginases sont
ires difgerentes quand on compare notamment Les pH optima d'ac-
tion, L'activite en fonction de La templrature, Les effecteuns
(activateuns, inhibiteurns) Le podids moléculairne, La solubilité,
Le Km et La spécificite.

(60) ABOUMALIKOV... (é61) ALTENBERN... (62) ASMAR... ' ‘
{63) BECKER... (64) BEREZOV... (65) BROOME... (66) CAMPBELL...
(67) CEDAR... (68,69) DIN EL... (70) ERIKSSON... (71) ERRERA...
(72) EVSEEV... (73) GUHA... (74) HIRAMOTO... (75) JAVARAM...
(76) KIRCHEIMER... (77) LEAL... (78) LEE... [79) MARDASHEV...
(80) OTT... (81) ROBERTS... (§2) ROWLEY... (83) SCHWARTZ...
(84,85) SULD et HERBUT... (86) TOWER... (87) VARNER...

(88) WARNER... (89) VELLIN...




TABLEAU I - Propriétés des asparaginases

Activité
Origine Substrats pH optimum Activateura Inhibiteurs Km PM biolo-
gique
(**)
. [ R - [ S S IO S
i
Sérum de Cobaye. L-aspa- !> 11 pour certains au-| Activée par sérum. Zn - pCMB - organo- 138.000 <+
Faction a-2-glo- ragine teurs généralement phosphate 210.000
buline ou B8-1. de 7,5 & 9.6.
qglobuline,
Corveau de Co-f L-aspa- | > 11 pour certains aqu- Zn - pCMB - Mg . Co - +
baye. ragine ° teurs généralement Mn . EDTA . KCN
de 8,4 & 9.8.
Sérum d’Agouti. L-aspa- 41 X 10 M +
ragine
Foie de Rat. ~a)l L.ospa- PO,
ragine a-cétoacides
b)| L-aspa-
raqgine
Foie de Poulet. L-aspa- 306.000 —
ragine i R |
Pseudomonas. L-gluta- 16,6 avec phosphate. |Ca - Mg - PO, - BO, -|CN - SCN - NO,-Cl-i 1 x 100 M 25.000 @ ?
mine SO, et arséniate Br. I ot sulfites Fe
D-aspa. |8,2 avec véronal. CN . SCN . NO, et Mg
ragine 2
L-aspa- 182 véronal
ragine
L-gluta-
myl
aspa-
ragine
Serratia  marces-!  [.aspa- 8,6 +
cens, | ragine
EC1 L-aspa- | > 84 Insensible aux ncides 300.000 b
Escherichia coli ragine | Palier de 6 a 8,4 avec| «-céto et aux phos- 2,3 X 10-¢ M! 100.000 +
EC2! L-aspa- optimum peu mar-| phates activie par - 25.000
ragine qué & 7, sérum, acide oxalo-
! acétique. .
a)l  Laspa- |8 pCMB .. N-éthylmaléi-| 1,7 x 10t M
Brucella abortus. " ragine mide.
M. D.aspa. |6 - 8 Cystéine neutralise
ragine pCMB . .
Mycobacterium tu-| L.aspa- |9 Pas de cofacteu: pCMB (2) . KCN - Hy-| 3,1 X 10* M Do
berculosis H 37 tagine 9.6 * {Pas de cofactenr droxylamine . Arsé.[20 X 10 M ?
Ra. L-aspa- niate . Cadmium -
a) ragine L-cysiéine - L-cystéi-
b) ne - L-aspartate
Mycobacterium tu.! {.gspa- |9 Pas de cofacteur PCMB (2) . KCN - 31 X 10 M —_
berculosis H 37 ragine | . Hydroxylamine . L.
Rv. cystéine
Mycobacterium Laspa- |7 D-asparagine § X 10 M ?
phlei. ragine
Torula. L-aspa- | | LT
ragine i s
Bacillus coaqulans L-aspa- ; -
ragine
Erwinia aroideae L-aspa- +
(sphéroplaste). ragine
Erwinia caroto-| L.aspa- +
vora. ragine

(% %) L'activité biologique correspond généralement a 1'activité antilym~

phome sur la souris,

olo,/QQD




E) L'ASPARAGINASE ET SES DIFFERENTES FORMES.

A pantin de certaines souches d'E. Colki, AL esl pos-
44ble d'obtenin deux asparaginases EC; et EC, ; ces deux aspara-
ginases differnent d'une part par Leun activité biologique, EC, |
tant inactive et EC, active, et d'autre part, par Leurs propril- {
1248 physicochimiques (CAMPBELL (90)et CEDAR (91).

IL existe Egalement deux Zypes d'asparaginases de
Pseudomonas : ce sont Les asparaginases 1 et 2 sensibles ou non |
aux phosphates et aux acdides o cétoniques (ERRERA (92) et GREENBERG
(93).

Centains auteunrns onit attribué une activité glutamina-
sique a L'asparaginase (DIN EL (94 ez 95)). 1L se peut en effet
selon NEUMAN et coll. (96) que centaines cellules tumonrnales
aient une double dépendance vis a vis de La glutamine et de
L'asparagine. 1L n'est pas exclu non plus que certaines cellules
Lumonales aient une dépendance spéeifique vis & vis de La gluta-

mine (GREENBERG (97)).

Toutegois, Les activités glutaminasiques mises en
evidence semblent dans La majornité des cas dues & des contamina-
tions de L'asparagine pan La glutaminase sauf poun L'asparaginase
de Pseudomonas qui aurait ? sites actifs differents (DIN EL (9§
et 99).

F}] ASPARAGINASE ET ETATS PATHOLOGIQUES

On ne posséde pas de données d'ensemble concennant
Les connilations pouvant exdisten entre Les teneurs en asparagi-
nase des tissus, organes et humeuns et Les Btats pathologiques ;
AL existe cependant certaines affections dans Lesquelles L'aspa-
naginase est diminule et d'autrnes ol elle est augmentie.

ELLe semble Loujouns diminuen dans Les états cancé-
neux (OHNUMA (100) et RAINA (101) ). L'évolution de La glutami-
nase est souvent parallfele a celle de L'asparaginase. Parmi Les
travaux Les plus intéressants on peut citen ceux de BEREZOV (102)




néesumés dans Le Tableau 11 confinmés par Les résultats obtenus
par ERRERA et GREENSTEIN (103) et ceux de MIZUHARA (704) KISHI
et HARUNO (105 et 106). Sefon VALOVICOVA, RASCANI, TURSKY,
BROIMAN et colf. (107 a 112) L'asparaginase du cerveau e de fLa
moelle Epindiere est augmentie dans L'enciphalomyilLite allergique
experimentale du cobaye. ELLe senait Egalement augmentie d'aprlis
NAGAUMT (113) chez La sounis Ainfectée par Le virus poliomyZlitd-
que.

G) ASPARAGINASE ET ACTIVITE BIOLOGIQUE.

De nombreux auteurs ont essayé de détenrminern Les rai-
sons de L'activité ou de La non activité thérapeutique des difdeé-
hentes asparaginases. BROOME (114 et 115) en comparant Les aspa-
raginases E. ColdL et de sérum d'Agouti envisage trois causes
paincipales pour expliquen Les différences d'activité de ces
enzymes

1°) - Les divenses asparaginases ont des cinétiques d'actdion
tnes diéﬁénent&a Les plus actives Etant celles qud ont Le plus
d'agginité poun Le substrat et La plus grande vitesse de néac-
tion aux concenirations physiologiques d'asparagine.

2°) - Les asparaginases différent entre-elles parn une plus ou
moins grande gLxation surn Les tLssus, parn exemple, AL se peut
qu'une nétention hépatique importante permetie une action plus
Longue et plus efgicace (clearance diminude).

3°) - Chez La sounis L'implantation de cellules Lymphomateuses
6 C HED est générnalement associie au virus de RILEY (116) ce qud
augmenterait dans des proportions impontantes L'activité de

L'asparaginase probablement en diminuant sa clearance.

‘H} PROPRIETES GENERALES ET METABOLISME DE L'ASPARAGINE.

La L-aspanragine ou acide L A amino succinamique a
pour formule
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Tableau I1 - Acitivités - asparaginase et glutaminase
de tissus normaux et pathologiques, d'apnés T.T. BEREZOV (z).

TISSUS NORMAUX A partin de A parntin de
La glutamine L'asparagine

Chez £'animal :

- Fode de rat 4,62 11,33

- Fode de sounds 7,40 15,07

- Muscle de rat 0,25 0,14

- Fissu conjonctif 0,12 0,00

- Testicule de Lapin 3,25 9,41

Chez 2'homme :

- Muqueuse gastrique §,96 6,28

- GLande mammaine 3,41 2,10

- Mugqueuse rectale 5,12 3,06

- Fode 14,97 11,66

TISSUS PATHOLOGIQUES| A pantin de A partin de
La glutamine L'asparagine

Chez L'animal : ’
- Heépaiome du nrat 2,56 1,74

- Hépatome de La sou-

i 5,40 1,15
- Rhabdomyoblastome 0,00 0,00
- Sancome PUM 0,00 0,00
- Tumeur de Brown-

Pearce 2,15 1,32

Chez £'homme

- Cancen de L'estomac 3,75 1,22
- Cancen du sedn : 1,07 0,76
- Cancen du rectum 0,55 0,00
- Cancen du fode 7,24 4,86

‘*)Rébuﬁtaié exprimés en différences d'ammoniaque Libénrnée &
partin, s0it de La glutamine, s04it de L'asparagine (par gram-
me de tissus - Chiffres moyens).




0 - NH

7
Hy
H - NH,
COOH

La forme commenrciale La plus répandue est Le monochy-
drate de L'asparagine :
C4H8N203H20.

.Ezﬂe est s0luble dans L'eau et Les s0lLutions acddes
ou alecalines, insolubles dans Le méthanol, L'éthanol, L'éthen,

Le benzéne.

1) Répariition de L'asparagine.

ELLe existe dans Les thois négnes. Dans Le monde ani-
mal qui nous Lintéresse plus particuliirement dans ce travail,
elle semble 2tne undivensellement népandue, des protozoaires aux
mammigeres. Toutefodls, centains onganes possedent une teneun
plus grande en’ asparagine : ce sont Le redin, Le fole, La rate,
Le cenveau. Nous pouvons égafement noten que ces ornganes sont
Les plus niches en asparaginase. Bien que tnes Aimportante pounr
La comprthension de L'action biologique de L'asparaginase, La
teneun des differents types de cellfules en asparagine est mal

connue.

2) Métabolisme de L'Asparagine.

Le metabolisme est nésumé dans Le Tableau 111, qud
nenfenme Les vodles métaboliques essentielles Lssues de L'Aspa-
ragine ;

Les voies situles au-dessus du trhadll pointillé sonit
celles qui cornespondent, en princdpe, au monde animal, Les
autres voies n'ayant jusqu'icd EXE mises en EBvidence que chez
Les microorganismes.
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L'asparagine existante peut etrne utilisée de deux
facons
- une utilisation dinecte dans La synthise des protéines
- des utilisations indinectes pouvant emprunter plusieurns voies,
dont La principale semble 2itrne celle de L'acide aspartique, pudis-
qu'elle peut conduire 404t au cycle citrique et au cycle de L'u-
née, s0it a La synthese des noyaux puriques et pyrimidiques,
Etapes essentielles dans La synthise des acides nucliiques.

12 nésulte de cecd que, 84 pour une halson quelcon-
que L'asparaginase tissulaire diminue ou n'existe plus, Les
voies métaboliques passant par L'acdde asparntique disparadlssent
et provoquent des modifications métaboliques. Ainsi, AL se poun-
rait qu'une plus grande quantité d'asparagine devienne disponi-
ble pour La synthese des protéines. Ces conslquences métaboli-
ques risultant de £ 'absence de L'asparaginase, telle qu'il peut
en existen dans Les tLssus tumonraux sont nésumées dans Le tableau
Iv.

’

L'utilisation dirnecte de Z’aApanagihe pour La synthe-
be protéique a 2L mise en Evidence par divens auteurs en parti-
culien parn HOROWITZ et coll. (117 et 118) et démontrée expéni-
mentalement par BROOME et SCHWARTZ (119 et 120) KIDD et SOBIN
(1271) en utilisant de L'asparagine marquée.

Dans Les utilisations indirectes de L'asparagine mis
a parnt Le nole de L'acide aspartique dans Le cycle citrique et
Le cycle de L'unrieipintenvient galement dans La synthise des
noyaux puriques et pyrimidiques, comme L'a montré MEISTER (122)
et s'effectuernait selon Le Tableau V. Enfin, un rdle analogue
a celudi de La glutamine a &t& envisag?é par plusieuns auteunrs
ad propos de L'asparagine, dans Les néactions de transamination
dans que cela ait enconre pu étrne démontré.

B) Synthese de £'Asparagine.

12 existe Zgalement plusieurs systimes possibles
pour La synthise de L'asparagine et sont regroupés dans Le tabfeau
VI.




|
DANS LES TISSUS NORMAUX |

Synthese protéique

Acide & cétosuccinamique |
ASPARAGINE Oxaloacetareymalate—sfumarate

Aspartate

Purines “Pyrimidines

DANS LES TISSUS TUMORAUX

Syntheése protéique |
ASPARAGI NE<AC ide o(cérosuccinomique

Purines

TABLEAU IV : Métabolisme de | ‘asparagine.
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- Le premien systeéme penmet La trhansformation direc-
te de La cyanoalanine en asparagine. Toulefois, 4L n'a &teé signa-
Lé jusqu'a présent que chez Les viEgétaux.

- Le deuxdieme systeme permet La synihése de L'aspa-
nagine panr thansamination a partirn de L'acdide oecétosuccindique
et d'un acdide o aminé pour donnen de L'asparagine et un acide
o cétonique.

- Le systeme Le plus important est centainement celud
qui gadt appel a L'asparagine synthétase.

Ce systeme exdiste sous deux varlantes principales

- acdde aspartique + glutamine + ATP en présence de Mg++

------- > Aspanragine + Acdide glutamique + AMP + PP

- acdde aspartique + ammondiaque + ATP en présence de Mg++
------- >  Asparagine + HZO + AMP + PP

Des systemes asparagine synthétases (ASases] existent
sous des formes vodlsines dans Le monde animal. 185 sont soumds
en outrne a un centadin nombre de facteuns et de mécanismes de né-
gulation.

Conclusion

12 est de plus en plus probable que L'asparaginase
peut existen sous divernses formes corrnespondant probablement
a des polymenres ou a des agrégats d'une unité enzymatique de
base ce qud a E€£é confinmé notamment pourn L'asparaginase d'E.
Coli et qui pournralt expliquen Les divengences de poids mole-
culaines, Les activités splceifiques, et Les dif4érences d'ac-
Livite biologique des asparaginases. En outrne, LiL semble que
son mécanisme d'action 804t moins simple qu'on ne L'avait ima-
g4ineé inditialement et que son activité biolLogique dépende de
plusieurs mécanismes agissant simultanément(P. LABOUREUR)(123).
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1 - METHODE DE DOSAGE SEMI-AUTOMATIQUE DE LA L-ASPARAGINASE.

La L-asparaginase (L-asparagine amido-hydrolase
E.C. 3.5.1.1) hydrolyse La Liaison amide de L'asparagine pour
donner naissance a de L'acide aspartique et a de L'ammondiaque.

Dans Le prnésent thravail;, nous avons choisdi de dosexn
L'activiti asparaginasique en mesurant La quantité d'ammoniaque
Libende, L'unité intennationale (U.1.) d'activité serna défindie
comme :

- Le nombre de micromoles d'ammoniaque par m& Libérées

d partin de R'asparagine par minute @ 37° C et au pH optimum
d'action de L'enzyme.

L'activizte spéeifique de L'enzyme sera définie comme
Le nombre d'unités intennationales (U.1.) par mg de protéines.

f

A/ - Dosage de L£'Ammoniaque.

Aprnes stparation parn dialyse automatique, Le dosage
coloniméinique de L'ammoniaque par La néaction de Berthelot au
phénol hypochlonite est néalisé a L'auto-analyseun Technicon
selon une modification de La fechnique de GIRARD., (124).

a) RZactifs.

- o e - s . a- - - o e o o e - - -

ELLe peut &tre obtenue en nredistillant sun quelques
gouttes d'acide sulfurnique en présence de rouge de méthyle, une
ecau distillée de bonne qualité. ELRe sent a4 La priparation de Zous
Les ndactifs.

- e - . - . e am e e o e me o mr W e wm e o - - o w w -
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Phenol purn cristallisé (Prolabo) 25 g.
Soude pure R.P. en pastilles [(Prolabo) 0,1 g.
Eau distiflée privée d'ammoniaque q.s5.p. 1000 me

Solution mére : (consenvation 1 modis en chambre
droide)
- Nitrnoprussiate de sodium R.P. (Prolabo) 10 g.

- Eau distiflLie privée d'ammoniaque q.s8.p. 50 ml
- Acide acltique R.P. crnistallisable
(Prolabo) 50 me

Solution fille : (conservation : 1 semaine en
chambre {rodide)

- Solution mere préciédente 1T me
- Eau distilliée privie d'ammondiaque q.s.p. 200 ml

Phosphate disodique : 12 H,0 R.P. (Profabo) 180 g.
Eau distillée privie d'ammonlaque q.5.p. 1000 me
Soude pune R.P. en pastilles (Prolabo) 6 g.

extemporanément)
Soluztion d'hypochlonite a& 5° chlorométrnique
(Technicon) § me
Solution tampon phosphate précédente q.5.p. 100 mE
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La quatite de L'hypochlonite est trnes impontante ;

AL faut se méfien et rejetern Les solutions anciennes d'hypo-
chlonite, suntout si elles ont sEjourné a La Lumidre ot méme
84 Leurn degrl chlLorométrique est conrect, car elles entrali-
nent une perte de Sensibilité qui peut Etrne #n2s impontante.
On peut Zgalement utiliser des solutions commerciales concen-
Irnées d'hypochlorite a 28° - 30° chlorométrique (B.L.B. panr
exemple) en Les diluant convenablement au moment de L'emplod.

b) Schéma du montage du manifold Technicon.

Le schéma du montage de £'Auto-analyseun Technicon
est déernit sun La Figune 1. Dans un Local non contaminé paxr
des vapeurs d'ammoniaque, {L peut Stre utilisé dinectement.
Cependant, nous préférons munir tous Les §Lacons de néactigs,
ainsi que Les Zubes d'entrde d'ain, d'un piége commun a ammo-
niaque, constitué d'un fLacon-fLaveur contenant de £'acide
sulfurnique en solution a 20 %. Cette prlparation Svite Les
Annegularités de Ligne de base et peamet une meilleure consen-
vation des néactifs.

La Lectunre se fait a 625 nm grace a4 un colori-
metrne neli a un enregistreun. La cadence des dosages est de

60 a L'heure.

c¢) Solutions étalons d'ions ammonium.

L'¢talonnage est effectus a L'aide d'une gamme
de so0lutions aqueuses de sulfate neutre d'ammonium & 0,01,
0,025, 0,05, 0,125, 0,25, 0,5 et une micromole d'ions ammo-
nium par millilitre.

L'absonption suit La Loi de BEER LAMBERT pour des
concentrations comprises entre 0 et 1 micromole d'ammoniaque
par m€ (Fig. 2 - Fig. 3). Au-dela de cette Limite une dilu-
tion de La solution enzymatique est systematiquement fadlte.
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B/ REACTION ENZYMATIQUE

L'enzyme 0,1 ml est placée dans un tube a hémolyse
contenant 1 ml de substrat tamponné constitué par :

- de ZL'asparagine 10 micromolaines
- du Zampon borate 0,01 M de pH 9,2

Le tube est placé pendant 30 minutes dans un bain-
manie @& 37° C sous agitation constante.

Nous avons venigdi& en prolongeant L'incubation de
La solution enzyme-substrat et en dosant L'activité enzyma-
tique toutes Les 30 minutes que La quantité d'ammondlaque LLbi-
née etait proportionnelle au temps d'incubation.

C/ ARRET DE LA REACTION ENZYMATIQUE.

Nous avons remarqué que Les dérnivés ohrganomercunriels
tels que Le pCMB (parachloromercurdibenzoate) ou Le menphéne
inhibent L'enzyme. Nous avons choisi d'arnnéten La néaction
enzymatique par addition au tube d'incubation d'une goutite de
so0lution saturnée d'hydromenphéne.

Cette so0lution est prépanrée pan concentration d'une
solution commenciale a 2 p. 1000, sous vide a 37° C au moyen
de L'évaporateur notatif fusqu'a L'apperition de cristaux blancs
au fond du ballon, indiquant que La solution est saturnie. La
s0lution est §ilLtnie et.gardée en chambre froide & + 4° C. Nous
avons Venifié L'annet total de La né€action enzymatique parn £'ex-
périence sudivante :

- trois tubes & hémolyse A g ¢, contenant 1 ml d'asparagine en

tampon Borate et 0,1 ml de La sofuiion enzymatique sont Lncu-

bés a 37° C. Au bout de 30 minutes, on dose L'activité enzyma-
tique du tube A, s04it D, son activite.

Dans Le tube B, on afoute 0,1 m€ d'une so0lution saturée d'hy-
dromenphine et on procéde a une nouvelle incubation de 30 mi-
nutes poun Les Zubes B et C apnrnés quod Leur activdité nespecitive
Og et U, est {immédiatement deétenminée.

On constate que Vg est &gale a4 D, et que D, est Le double dc
approximativement de Dy. Ce qui démontre que L'annét de La
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nBaction enzymatique a &té total pendant La deuxiime pérndiode
d'incubation de 30 minutes.

ParalléelLement au dosage, un blanc sera effectul
en afjoutant avant R'incubation 0,1 mZ d'une solution saturie
d'hydromenphine, L'activiti enzymatique du blanc correspon-
dant aux Lions NH4+exiézant initialement dans La solution
et a L'auto-hydrolyse pantielle de L'asparagine sera dédudite
de L'activite enzymatique totale du dosage.

Le schéma serna Re sudlvant :

Dosages :
1 me d'asparagine en Tampon borate + 0,1 ml so0lution enzy-
matique ------- > Tncubation 30 minutes puis 0,1 mf menphine,

404t Dy La densitl Lue sur L'enregisireunr.

BLanc :

1 m€ d'asparagine en Tampon borate + 0,1 ml so0lution enzy-
matique + 0,1 me merphéne ------- » Incubation 30 minutes
s04it D, La Densité Optique correspondante.

La densité néelle du dosage D, = Dr- 0y- En
nepontant 0, sur La courbe d'étalonnage (Fig. 3) il Lui
connespond N micnomo&aﬁd'NH4+.

L'activité finale Etant caleculie en U.T. 804k
en michomoles NH4+ par ml et parn minute, de plus, £'enzyme
Etant dilule au 1/122me {on a 0,1 mL de solution enzymatique
pour un volume global de 1,2 me) ; Le nombre d'U.1. sena
donné par La formule :
N x 12
u.1. =

30
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11 - DOSAGE DES PROTEINES.

Le dosage colornimétrnique des proiéines est effec-
tué par La méthode de LOWRY (125) adaptée a L'autoanalyseun
Technicon muni d'un §iLtrne intenférentiel a 625 ppy,

A/ REACTIFS.*

B/ MONTAGE DU MANTFOLD TECHNICON.

Le schéma du Montage de 2'auto-analyseur Technicon
edt déenit sun La Fig. 4.

-

La Lectunre se fait a 625 nm grace a un colorimiztre

nelit & un enregistreun. La cadence des dosages est de 60 &
L'heure.

C) SOLUTIONS ETALONS DE PROTEINES.

Une counbe témoin analogue a celle des ions ammo-
nium e&t construite a pantin d'une gamme de soluitions Ztalons
préparées pan dilution d'une sofution meére de protiines de
titne connu (LAB-TROL).

L'absonption suit La Loi de BEER LAMBERT poun des
concentrations en pkaiéineé allant de 0 & 0,5 mg. Au-dela de
cette concentration une dilution de La so0lution est systémati-
quement fadite.

X Les détails pratiques de La méthode utilisie figurent dans
L'appendice technique.
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ITT - PREPARATION DE L'HOMOGENAT.

Les cobayes de race trnicolore d'un poids de
300 a 400 g. envinon sont anesthésiés au carbamate d'éthyle
a 10 p. 100 a rnaison de 1 mL poun 100 g. de podids.

Poun eviten La contamination par L'asparaginase
du s2rum Les cobayes sont exsanguin€s sous anesthésdie, puds
pernquses pan une solutlion chlorunée Lsotonique. Le fodle est
engduite prélevé et plongé dans La glace puis broyé, Aoit
a £'"ultra-Turnax", s0it 4 L'homogénéiseun "Vintis".

Le foie d'un poids de 20 g. envinon est broyé
a + 4° C dans une solution chlorurie pudls L'homogénat est
centrifugé a La méme température a 10 000 tounrs/minute pen-
dant 10 minutes (Centrifugeuse négrigénée BECKMAN J 21).

TV - PURIFICATION PARTIELLE DE L'HOMOGENAT. -

a) Précipitation parn L'acdide.

Ayant constate que L'homogénat précédent précipi-
tait poun des pH inférnieuns a 6, nous avons entrepris d'étu-
dien systématiquement pour des pH allant de 6 a 4, La concen-
tration en protéines et L'activité enzymatique du surnageant

-

et du culot sE€parés par centrifugation & 10 000 tours/minute

-

pendant 10 minutes a 4° C.

L'homogénat est ajusté au pH désiné par addition
de solution d'HCL N, pudis 0,1 N. Les nBsultats obtenus nous
ont permis de constater que L'activité enzymatique Etalt maxd-
male dans Le surnageant poun un pH de 5,6 et qu'au-dessous de
pH 4, elle devenait nulle ; en outre, que La concentration en
protéines du surnageant diminuait avee Le pH. Nous avons choi-
§4 un pH de 5,6 agin que L'activité spécifique du surnageant
804t maximale.




L'examen du Tableau VII montre qu'au cours de cette
operation La concentration du surnageant en protéines diminue
gorntement, ce qui fustifle L'intérét de cette &tape. Cepen-
dant efle s'accompagne d'une diminution de L'activité enzy-
matique totale d'enviaon 30 p. 100 par suite de La dénatura-
tion parniielle de L'enzyme au contact de L'acdide. Enfin, une
gaible pantie de £L'enzyme reste dans Le culot apris centrifu-
gation de L'homogénat précipdlte.

b) Précipitation par Les sels neutres.

Diggerents auteuns ont utilisé Les sels neutres
pour précipiten Les protéines par Les techniques de nelanrgage.
Le sunnageant obtenu en a) eszt additionné de sulfate de s0-
dium en solution & 30 p. 100 a raison de 12 me de solution
saline poun 10 ml d'extrait (SULD et HERBUT (126) ), sous
agitation magnétique douce, puls La so0lution est Laissée au
nepos pendant une demi-heurne a La température du Laboratoine.

’

On nrecuedille Le pricipditi par centrifugation a
14 000 touns/minute pendant 15 minutes a 20° C. Le précdipi-
18 est ensudite dissous dans un tampon phosphate de sodium 0,02M
de pH 7,35. La solutdion obtenue peut alors servirn pour des

Etapes ultinieunes.
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V - PROCEDES PHYSICO-CHIMIQUES PERMETTANT DE METTRE EN
EVIDENCE DEUX ACTIVITES ASPARAGINASIQUES DISTINCTES.

Intrnoduction.

Panmi Les techniques (Sephadex, DEAE, Hydroxyla-
patite, ultracenirifugation) utilisées par Les auteuns pour
purdigiesr La L-asparaginase provenant de différentes sounrces,
centaines (L'hydroxylapatite et L'ulitracentrifugation) se
_sont névilies dicevantes dans Le cas du foie de cobaye ;
d'autres nous ont permis d'obtenin des nisultats intinessants
(DEAE, Sephadex, Electrophonise préparative, en vedine Liqudide
sun bloc de cellogel, et sun polyacrylamide) et notamment
d'identigien deux pics d'activité asparaginasique disttincts,

Nous présentons ci-dessous Les premiers nésul-
tats obtenus avec ces différentes techniques.

/

Poun L'ensemble de ce travadll, nous avons utilli-
48 un homogénat de foie ayant subi une purdification partielle
dont La préparation a &té¢ décnite aux panragraphes 111 et IV.

A/ CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGES D'IONS.

Nous avons utilisé& un &changeur anionique : fLa
DE 52 (diéthyl-amino-éthyl-cellulose) Whatman.

1) Préparation de AL'échangeux.

La DEAE cellulose se présente sous forme humide.
ELLe est d'abond mise progressivement en suspension sousd
agitation manuelle douce dans un Zampon phosphate de sodium
0,02 M de pH 7,35 (SULD et HERBUT 127).




On procéde ensuite & une équilibration d'ions
parn Lavages et décantatfions successifs au moyen du Zampon
précédent. L'opiration demande 10 Litrnes de tampon environ.

La DEAE est ensudite soigneusement dégazée a La |
trhompe a vide et introduite dans une colonne 1,5 x 52 em,
surmontée d'une entonnoin, Le tout placé a La températunre
de + 4° C ; on Laisse tassern La colonne 48 heunes a écoule-

ment Libre. Pudis elle est ajustie au niveau choisi.

2) Chromatographie de L'homogénat de foie de cobaye.

2 mg d'homogénat sont introduits au scmmet de
La colonne a L'aide d'une serdingue. On fait penitren et on
Lave Les panodis avec 2 volumes de tampon d'élLution.

Le bas de colonne est nelié a une pompz péristal-

tique. L'¢2ution, se gpait par un gradient de tampon consti-
tué panr :
- 138 mg de tampon phosphate disodique 0,02 M, pH 7,35
0,5 M en NaCl.

- 225 me de tampon phosphate pH 7,35 (SULD et HERBUT 128)

Ces deux fampons sont placés dans deux fioles
coniques Ldentiques nelites entre-elles par un siphon, une
agitation magnétique assure Le mélfange des solfutions. La
vitesse d'élution est de 6 ml/heune et Les fractions col-
Lecties ont un volume de 4,5 ml.

Dans une premiére etape, nous avons déposé L'ho-
mogénat seul. On observe deux pics d'activité distincts
(Fig. 5) que nous appelons Asparaginases 1 et 11 dans L'onr-
drne nespectif de Leun &lution.
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6 ml/Heure et les fractions collectées ont un volume de 4,5 ml,
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Dans une deuxi2me Ztape nous avons déposé L'ho-
mogénat + 2 ml de sérum de cobaye. Outre Les deux pics con-
nespondant aux asparaginases 1 et 11 du fodle, nous voyons
apparailire un troilsieme pic cornespondant a L'asparaginase
du sérum (Fig; 6).

Dans une thoisdieme Etape, nous avons déposé suxn
L'8changeun d'ions 1 ml de sérum de cobaye seul : 1 seul
pic d'activite etait alorns décelé (Fig. 7) et permettait
de Localisern L'asparaginase de sérum sun Le diagramme
‘précédent, eLiminant ainsi L'hypothéese que L'asparaginase
1T pouvait nésuliten d'une contamination de La 1 par L'aspa-
naginase du serum.

Nous avons remarnqué que L'addition de sérum de
cobaye aux asparaginases du foie, accéliérait L'éLution des
protéines, permetitant ainsd d'obtenin pour L'asparaginase
T une meilleune activité spécifique.
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F?|<3 6 Chromatographie sur "DEAE Cellulose" d'un mélange des asparagina-
ses de foie et de sérum de cobaye (colonne de 1,8 x 52 cm)(équili-
brée par un tampon phosphate de sodium 0,02 M, pH 7,35 et élude
par un gradient de NaCl 0,5 M). Les opérations sont effectudes i
+ 4° C 4 la vitesse de 6 ml/Heure et les fractions collectées ont

un volume de 4,5 ml,
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FIG 7 Chromatographie sur "DEARE Cellulose" de l'asparaginase de sérum

de cobaye (colonne de 1,8 x 52 cm équilibrée par un tampen phos-
phate de sodium 0,02 M, pH 7,35 et élude par un gradient de NaCl
0,5 M). Les opérations sont effectudes & +4° C & la vitesse de
6 ml/Heure et les fractions collectées ont un volume de 4,5 ml,
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B/ CHROMATOGRAPHIE DE TAMISAGE MOLECULAIRE : Gel 44il-
thation

1) Pnépandtion du gel.

Nous avons utifisé un Sephadex G 200 (40-120 mi-
cnons) (Phanmacda Fine Chemicals) 10 g. de gel sont vernsés
Lentement sous agitation manuelle douce dans 3 Litrnes de
sd0lution de chlorure de sodium 0,02 M.

Le gel est ensuite mis a gonflern a + 4° C, La
Aolution saline &tant fournellement nenouvelZe. Au bout de
72 heunes envinon, fLe gel est dégazé a La trhompe a vide
et placé dans une colonne de verne (1 em x 60 cm) nemplie
d'une solLution de NaCL 0,02 M dégazie. La colonne est tassiée
48 heunres d'abord a écoulement Libre pudis a écoulement
Lent : 4 & 5 goutfes/minute.

2) Chromatographie de L'homogénat.

"2 me d'homogénat identique a& celfud placé sun
L'échangeurn d'ions sont introdudits a L'adide d'une sendngue
en haut de La colonne. L'8Lution est néalisée avec une 80-
Lution de chlorunre de sodium 0,02 M ; La vitesse d'écoule-
ment est de 9,2 ml/heure ; Les fractions collLectées ont un
volume de 2,3 ml. Tous Les travaux sont conduits & La tem-
pérature de + 4° C. Le dosage de L'activité enzymatique
sun chaque fraction, nous a permis de meitre en Euidence
deux activitis distinctes nettement séparnies entrne-elles.
(Fig. 8).

3) Relations entre La chromatographie d'échange
d'ions et La gel filtration.

Nous avons pu déteaminern, en nepassant sur gel
de Sephadex chacun des pics séparés sun DEAE, que Le pre-
mien pic de DEAE cornrespondait au polds molLéculaire Ze plus
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ELevé en gel filtration, et que Le 2&me pic de DEAE au
poids moléculaine Le plus faible. Ainsi, L'orndre d'élution
des asparaginases 1 et 11 est Le méme en chromatographie
sun DEAE et en gel filtration.

4) Identification des deux activités enzymatiques

1 et 11 4sGpandes par gel filtration & deux activitiés aspa-
naginasiques 1 et 11.

- Avant de poursudivre L'expérimentation, nous avons vErLifiE

que L'action des deux activitis enzymaiiques sEparles par

gel filtrnation sun des solutions de L-asparagine tamponnées
Libirait non seulement de L'ammondiac mals aussd de L'acide

L-asparntique et que nos activités enzymatiques catalysaient
bien La néaction.

2 H,0 + L-asparagine -------- > Acide L-aspartique + NH OH

’

- Dans une premilre Etape, nous avons séparé a partin d'un
homogénat parntiellement punigié, Les deux activités enzyma-
tiques distinctes parn gel 5L£tnation sudivant Le protocole
décnit précédemment, pu&é nousd avons rassdemblié Les 51act&on4
correspondant aux pics 1 et 2.

- Dans une deuxiéme Etape, cinqg tubes a hémolyse sont pré-
parés de La maniére sudlvante

Tube 1 : 1 m€ d'une so0lution & 2 mg/ml de L-asparagine +
1] mt d'une solution a4 2 mg/ml d'acide L-asparnitique.

Tube 2 : 1 mf d'une s0lution & 1 mg/ml de L-asparagine +

0,2 mt de so0lution enzymatique 1, pudis incubation
2 heures a 37° C, et enfin arnét de La néaction
par 1 goutte de solution saturée d'hydromeaphéne.
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Tube 3 : 1 mf d'une so0fution a 1 mg/ml de L-asparagine +
0,2 m€ de so0lution enzymatique 1 + 1 goutte de
so0lution saturie d'hydromerphine, pudls incubation
2 heunres a 37° C.

Tube 4 : 1 m& d'une solution de L-asparagine & 1 mg/mf +
| 0,2 ml de solution enzymatique 11, puis incubation

2 heures & 37° C, enfin arnét de La néaction par
1 goutte d'hydromenphine.

“Tube 5 : 1 me d'une so0lution de L-aspanragine @ 1 mg/mf +

0,2 m€ de solution enzymatique II + 1 goutte d'hy-
dromenphéne puis Lincubation 2 heunes & 37° C.

Le tube 1 est un témoin interne de L-asparagine
et d'acide L-aspartique.

, Les tubes 3 et 5 cornrespondent nespectivement
au blanc ou au temps zéro des néactions enzymatiques effec-
tules dans Les:tubes 7 et 4.

Dans une troisidme &tape, nous avons déposé sun
un papien Whatman n® 3, 3,50 microlitres de chacune de ces
so0lutions.

(Les 50 microlitrnes de L-asparagine déposés comme témodin
intenrne cornespondent & La quantiti de L-asparagine initia-
Lement présente dans chacun des autrnes tubes).

- -~

- Ces so0lutions sont soumises a4 une ELectrophorlse a pH 3,9
dans une cuve en toit.*

X les détails pratiques de La méthode figurent dans L'appen-

dice technique.
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Sun £'¢lLectrophonégramme n8vele (Fig. 9) Les
positions (1 & 5) cornespondent aux numénos des tubes dé-
cndits précédemment.

La Ligne de taches inférieure , correspond a La

position de £'acide L-aspartique : La Ligne supérieure a
celle de La L-asparagine.

- La position 1 est occuple pan Les témoins internes de La
L-asparagine et d'acide L-aspartique.

- - Les taches de L-asparagine en position 2 et 4 ont fornte-
ment diminu? alons que de L'acide L-asparntique est apparu.

Parn contnre, Les taches de L-aspanragine en posi-
Zion 3 et 5 sont nesties sensiblement Egales, au témoin ;
seule une petite parntie due & L'auto-hydrnolyse spontanie
de £L'amide a disparu.

les activitisenzymatiqueal et 11 séparies par gel giltration
catalysent donc une réaction d'hgdnolyée,‘de La L-aspiragine
pour donner naissance a de L'ammoniaque et & de L'acdide
L-asparntique. Ce sont donc des asparaginases ou dans La no-
menclatune internationale des L-asparagine amido-hydrnolasesd
E.C. 3.5.1.1.

5- Application de La gel filtration : Estimation
des masses moLéculaires des deux asparaginases du foie de

cobaye.

En €talonnant dans des conditions expérimentales
ddentiques (vitesse d'ELlution, temps de gractionnement) fLa
colonne de Sephadex G 200, nous avons pu estimer La masse
moléculaire des deux asparaginases.

Nous avons utilis€ comme étalons :
des immunoglobulines G P.M. 150 000
de La sérum. albumine P.M. 67 000
- de La trypsine 3 fois cenistallisée P.M. 25 000
de £'inhibiteun thypsique du s0ja P.M. 21 500
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Nous avons passé dans un premien temps L'homogénat de
goie, pudls Les Etalons un par un, puis de nouveau, L'homogé-
nat de 4eile ; afin de verifiern Le bon fonctionnement de La
colonne en fin d'expérience.

Nous avons dosé Les protéines par La méthode de LOWRY
(130) et L'activit? enzymatique par La méthode au phénolLhypo-
chlorite (GIRARD 131).

Le diagramme obtenu (Fig. 10} nous a penmis une estima-
tion -des masses moléculaires, en portant sur un graphique en
abscisse La fraction correspondant au maximum de concentra-
Lion des produdits et en orndonnée, Le Logarithme des masses
moléculaires correspondantes (Fig. 11).

On peut attrnibuer un poids moléculairne voisin de
150 000 * 25 000 a L'enzyme 1 et de 21 500 + 2000 & L'enzyme
I1. L'ernreun attrnibule a chaque podids cornespond & plus ou
moinsd une fraction de part et d'autre du maxdimum de concen-

tration pour chaque pic.

Nous avons déposé sunrn cette meme colonne un s8rum de co-
baye apres repérage du pic d'activité, et en reportant sur La
droite d'étalonnage, nous avons attribué un poids moléculaine
de 125 000 + 20 000 & L'asparaginase du sérum de cobaye ce
qudi cornespond au podids moléculaine indiqué dans La Litténa-
ture. [TOBIAS 0. VELLIN) - Thése de Doctorat - Univernsity of
Delaware pH D (1966).
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moins correspondants déterminé lors de la gel filtration,
(rig. 10)
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C/ ELECTROPHORESE PREPARATIVE EN VEINE LIQUIDE DE
L'HOMOGENAT.

1) Maténiel utilise

L'appareil utilise est un ELphor Vap.

_ Le tampon d'électrode est constitué pan de L'aci-
de citrnique 0,0256 M et du This 0,24 M. Son pH est de §,6.

Le tampon de chambre est constitué pan :

- 500 mf d'une solution A contenant de L'acide borique
0,1 M dans KCL 0,1 M.

- 120 m€ d'une s0lution B contenant de La soude 0,1 N

- 4380 mL d'eau dAistillée.

, Le pH de ce tampon est de §,6 et sa conductivite
est de 1710001 .

2) Conditions techniques.

5 m€ de L'homogénat sont Ainjfectés a La vitesse
de 2 ml/heure dans La chambre maintenue d + 5° C pendant
toute L'optration. La vitesse d'injection du tampon dans
La chambre est de 100 ml/heure, La difference de potentiel
appliquée aux ELectrodes est de 1900 volts, L'intensité
de 100 mA.

3) Résultats.
Apres avoir dosé La concentrationen protéine et
L'activite enzymatique de chaque fraction, nous avons mis

en Zvidence deux pdics d'activité distinets (Fig. 12).

Les gractions cornespondant & ces activitis ont
EL% nassemblies et reconcentries jusqu'd 2 ml environ par
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dialyse contre du polyéthylLene glycol 20 000 (SCHUTHARDT)

d + 4° C et dépostes sépariment sur une colonne de Sephadex

G 200. Le pnemiei pic de L'éRectrophorise conduit a un mé-
Lange d'Asparaginase 1 et d'Asparaginase 11 (Fig. 14).

La présence d'Asparaginase 11 peut s'expliquer par La conta-

mination du pic 1 del'électrophonrise par Le pic I1.

Le deuxieme pic condudlt a L'Asparaginase 11
nettement majonitaine (Fig. 13).

D/ ELECTROPHORESE PREPARATIVE SUR BLOC DE CELLOGEL.

1) Matéried et Technique utilists.~t

2) Découpage du bloc.

Sur L'authe moltil cornespondante, hassemblie
cote a cote avee La moitié colonée, on effectue un décou-
page avee une Lame de rasodin, en tenant compte de La po-
sition des bandes de protéine névélées. Ces bandes sont
Censudite ELules pan simple compression du gel dans une se-
hingue de notre 4abrication.

Le volume necuedilli est de L'orndnre de 1,7 m€ &
2 mL parn bande compressie.

3) Mesure de L'activité enzymatique de L'BLuat.

L'activité enzymatique est dosle sun chaque graa-
tion parn La néaction au phénol hypochlLonrite décnite précé-
demment. 100 microlitrnes de L'éfLuat sont incubés avec un
me d'asparagine boratée pendant 30 minutes a 37° C. Panral-

LefLement un blanc est effectué en nemplacant Les 100 micro-
Lithes de L'tluat précédent par celud Lssu de La compres-
sion d'une bande provenant de La partie anodique du bloc.

X le matériel et La technique utilisls sont déerits dans

L'appendice technique.
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4) Mesunre de La concentration en proféines de
L'¢luat.

La concentration en protéines de chaque fraction
est détenminée par La n€action de LOWRY décrite précidem-
ment.

5) Resulitats.

12 nous a paru préférable de soumettre a L'élec-
trhophonese préparative sur un bLoc de cellogel, non pas un
homogénat parnitiellement purifié contenant Les deux activi-
tes enzymatiques madls chaque activité enzymatique sEpanie :

- 404t parn une gel {filtration sun Sephadex G 200.
- 504t parn L'isolement de La phase cytoplasmique parn ulira-

-

centrifugation a 105 000 g.

a. Résulitats pour L'Asparaginase 1.

- L'Asparaginase 1 a &t séparée de L'Asparagi-
nase 11 par uftracentaifugation a 105 000 g dans un milieu
sérum physiologique 0,25 M en saccharose, peamettant L'is0-
Lement du cytosol. Celudi-cd est ensulfe soumis 4 une purd-
gication partietle analogue a celle diZcrite dans Le tableau
VII.

La Figune 15 a neprésente La migration é€Lectrno-
phorgtique sun bloc de cellogel de ce cytosol partiellement

purifie aprés névélation a L'Amidoschwanrz.

La Figune 15 b nous montre Le découpage rn2alisé
sun L'autrne moiti€ du bloc, et La Figure 15 ¢, La distri-
bution de L'activiti enzymatique de ces difjérentes bandes
découpies et ELules parn compression.




FIG:15

A:Electrophorese préparative sur bloc de cellogel
de | ‘asparaginase,

B: Decoupage réalise surle bloc.

C:Distribution de I"activité enzymatique.
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Le diagramme d'activité enzymatique nous Lndique
que Le maximum d'activité se situe dans La zone 4 avec une
dégradation progressive de part et d'autrne de cette zone.
Cette zone 4 cornespond sun La Fig. 15 a a une bande fonrte-
ment cofornle qui devrait em principe cornrespondre a L'empla-
cemenit de La presque totalité de L'aspanraginase 1 du foie
de cobaye.

L'2talement de L'activiié pourrait etre due a La f4-
xation d'une partie de cellfe-ci sunr des protéines migrant
modins vite ou plus vite que L'enzyme elle-méme.

L'Asparaginase 11 a EX& séparée de L'Asparaginase 1
par gel filtration sun Sephadex G 200 pan La technique décnite
précédemment. Les fractions collecties cornespondant a L'acti-
VALE enzymatique 11 ont été nassemblées, neconcentrées panr
dialyse conthe du polyéthylene glycol 20 000, et déposies sun
bLoc de cellogel. '

Les conditions Electrnophonétiques sont Les mémes
que celles utilisées poun L'asparaginase 1, d savoirn :

- Dunée 6 heures : 25 mA/bloc sous une tension con-
tinue de 250 volts environ.

La Figure 16 a reprisente La mighation é€Lectropho-
neétique sun bloc de cellogel de La solution d'asparaginase 11
apres névélation a L'Amidoschwanrz.

La Figure 16 b nous mentre Le découpage rnéalisé sur
L'autre moiti€ du bloc, et La Figure 16 ¢ La distribution
enzymatique de ces différentes bandes découples et 2Lules
par compression.
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Le diagramme d'activité enzymatique nous Lindique
que Le maximum d'activité se sifue dans La zone 3 avec une
dégradation progressive de L'activité de pant et d'autne
de ecette zone. En comparant Les Figures 15 et 16 nous nre-
marquons que L'Asparaginase 11 mighe moins vite vens L'ano-
de que LX'Asparaginase 1, ce qui nefodint Les ntsultats trou-
vés poun L'Zlectrophonrese en vedine Liqudide (Fig. 12, 13 et
14). Cependant, L'éLectrophorlse préparative en bloc de
cellogel sur un homogénait contenant Les deux activités en-

- zymatiques méme partiellement purifdl, semble thnes diffi-
cile d exploiten poun une bonne séparation de ces deux
asparaginases en raison de L'intenpénétration plus ou moins
grande des activitiés due a L'effet de trainie que L'on
constate apnis La migration et a La petite distance qui
sEpane Les deux bandes d'asparaginase 1 et d'asparaginase 11.

Par contrne, nous L'avons utilisée surn chaque
enzyme sépariment comme une Zfape de purificalion intéres-
sante et pratique, meme AL Les nendements trnouvés ne sont
pas toujours excellents.

E/ ELECTROPHORESE ANALYTIQUE SUR BANDES DE CELLOGEL.

1) Maténiel et technique utifisds.™

2) Découpage et ZRution des bandes de cellogel.

La technique utilisée est analogue a celle em-
ployée pour Les blocs de ceflogel et permet de neconnaithre
sun des bandes bien individualisies, L'emplLacement de £'en-
zyme en mesurant L'activité enzymatique de L'ELuat obtenu.

Xlo matériel et La technique utilisdssont décrnits dans
L'appendice technique.




3) Résultats.

Nous avons utilisé cette technique & des §ins
purement analytiques : elle nous a permis de vérifien non
seulement La punrneté des produdits obtenus apres chaque
étape de purification mais aussi L'activité ou La non-acti-
viteé de bances bien individualisées sun L'élLectrophorié-
gramme .

F/ ELECTROPHORESE PREPARATIVE SUR GEL DE POLYACRYLA-

 MIDE.

1) Matériel et technique g;iﬁiééé.x

2) ELectrophortse préparative de L'homogénat par-

tiellenient purigié sur fa grosse cofonne PDZ/220.

Toutes Les mandipulations se font en chambre
§roide a+ 4° C. )
Aprnés avoirn placé un parafilm au bas de La colonne
/]

un gel de séparation a 10 % de néticulation est d'abond
coule, sa composition esrX La sudvante :

- 1,5 ml de A

- 3 mf de CN

- 1,5 me d'eau bidistillie
- 6 ml de G.

Le volume total du gel est de 12 ml, sa hauteur
dans La cofonne est de 3,5 cm.

Apnres pelyménisation et au-dessus du lTer gel,
on wule Le gel de L£'échantillon qui, dans ce cas, sernt
gatement de gel de tassement. Sa composdition est :

- 0,66 ml de ©
- 1,97 ml de DN

Xle maténiel et La technique utilfisés sont décnits dans
L'appendice technique.




- 5% -

- 1,31 mg de E
- 6,55 mk d'échantillon
- 5 gouttes de 7J.

La polyménisation complete de ce gel photosen-
sible qui utilise La niboglavine comme indiiiateur, néces-
site L'intervention d'une sounce Lumineuse provenant
d'un tube au néon.

Une fois celle-ci completement teaminie |(on
retounrne délicatement La colonne poun s'en assurern), on
entléve Le parafilm du bas de colonne puls on remplit Les
comparntiments anodiques et cathodiques avec un tampon
constitué pan :

]

1 parnt de Zampon Tris
9 parts d'eau bidistillie

, Son pH est de §,5.

Le tampon d'élution :

I part de A
7 parnts d'eau.

de pH 8,5 acheminera Les protéines apnes Leun migration
vens Le collecteun de gractions.

L'intensdite constante délivnie aux éLectrnodes
est de 10 mA.

La vitesse d'elution Lente au début sena amenée
a 3 mt/minute dés L'élution de L'indicateun colord. On
recuedllle 70 fractions dont Le volume est de 3 mf environ.
La dunée totale de L'Eélectrnophonise est de 15 heurnes envi-
ron.
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3) Résultats.

L'activite enzymatique de chaque fraction ainsd
que Leun concentration en protéines sont neprésentied surn
La Fig. 17. Deux pdcs d'activiti enzymaiique sont mis en
¢vidence. La concentration en protéines des fractions
actives esit faible surntout en ce qud concerne Le premienr
pic d'activite asparaginasdique. Les fractions 40 a 62 ras-
semblies et neconcentries parn dialyse contre du polyéthy-
Léne glycol 20 000, sont nedéposées sun La moyenne colonne

PD2/150.

4) Electrophondse préparative des fractions 40 a
62 surn La moyenne colfonne PD2/150.

Le gel de séparation a 7 % de néticulation est
d'abord coulé, iL est composié de :

0,6 mg de A

0,84 me de CN

1 m€ d'eau bidistillée
2,4 m€ de G.

Son volume au total est de 4,8 mL pour une hau-
teun de Z cm environ.

Aprnés polyménisation de ce gel, nous coulons Le
gel de taAAement.comp&ehant :

m{ de B
mf de DN
ml de E
mf d'eau bidistillie.

-

'
- OO

-

N W & W

Son volume est de 2,4 ml pour une hauteun de 1 em
envinon.

La polymenisation compléete se 4ait a La Lumdiire
d'un tube au néon.
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Electrophorése préparative sur gel de polyacrylamide de

1'homogénat de foie de cobaye (colonne PD2/320).
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Le troisieme gel ou gel d'échantillon est
ensuite introdudit dans La colonne en mélangeant :

3 mg de B
6 mf de DN
,3 mf de E

»2 ml d'échantillon
- 3 gouttes de 7J.

?

- o o O
-

Son volume est de 2,4 m€ pourn une hauteun
de 1 em environ.

La polymernisation se fait & La Lumilre d'un
Zube au néon.

Les tampons, L'intensité du counrant sont iden-
tiques a ceux utilfisés poun La colonne PD2/320, seule
La vitesse d'élution est plus Lente (1 & 2 m a La minute).

i

5) Resultats.

La Figure 18 neprisente L'activits enzymatique
et La concentration en protéinesde chacune des 100 §rac-
tions necuedilldies. La encore deux picsd d'activiti peu
s8pants et faiblLes sont mis en évidence. La concentration
en protéines tn2s faible se trouve pratiquement a La L4i-
mite de La sensibilité de La néaction de LOWRY (152).
Nous n'avons pu pour cette raison, neconnaitre £'amplace-
ment de chacune des activités enzymatiques par gel f{iltra-
tion surn Sephadex G 200 par exemple. Par contre, Les frac-
tions 60 a 84 ont EtZ nassemblies, neconcentrées, et dépo-
s2es sur une bande de Cellogel. L'ERectrophordse analyiti-
que sun ce support a monial L'existence de deux bandes
bien sépanies entre-elles et présentant une activité as-
paraginasique (Fig. 32 a).
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G/ ELECTROPHORESE ANALYTIQUE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE.

Le principe est identique a celui de L'ELectrophonise
preparnative sauf qu'il n'y a généralement pas d'élution de pro-
Leines. Nous avons employ? cette technique uniquement pounr
contrnolen Le degri de pureté des gractions apris Les dif4é-
rentes Etapes de La purnification des deux activités enzymatiques.

Les gels sont a 5 % d'acrylamide, L'intensit? cons-
tante est de 15 mA par tube. Le tampon d'électrhode est Lidenti-
que @ celud utilisé dans L'électrophonrise préparative. La dunrée
de £3é£ectnophonébe est de 40 minutes envinron.

Les gels colonés a L'Amidoschwarz sont décoloniés
par passage du courant €Lectrique suivant La Zechnique préco-
nisée parn Le constructeur CANALCO.

Comme poun Les blocs ou Les bandes de Cellogel, nous
avons dans centains cas découpl Le gel de pozgac&yﬂamide.en
Zrnongons de fagon a4 pouvoirn Localisern L'activité en Lei incu-
bant avee une sofution d'asparagine tamponnée & 37° C.

H/ ULTRACENTRIFUGATION PREPARATIVE EN GRADIENT DE SUCROSE.

1) Maténiel utifisé.

Nous avons utilist une centrifugeuse BECKMAN L .50
Equdipde d'un roton SW 41 TL a godets mobiles.

2) Prlparation du gradient de sucrose.

Deux so0lutions de sucrnose FLUKA "puriss", L'une &
5 p. 100, L'autre & 20 p. 100 sont pripartes et disposées dans
un apparedll & gradient constitué parn deux chambres nigoureuse-
ment identiques, reliles entre-elles par un canal germé par un
nobinet.




La solution a 20 p. 100 est déposée dans La chambre
exténieune ; Re nobinet est ouvent de fagon a remplin Le canal,
puis on dépose dans La chambre intérieure La solution a 5 p.
100, Le nobinet ayant eté préalablement fermé. Les volumes de
deux solutions de sucrose V1 et V2 sont tels que 44 dl et d2
sdont Les densités des solutions, La nelation vy d, = vzdz 041
vinigite. Une agitation magniétique douce est maintenue dans La
chambre de mélange contenanit La soluition & 20 p. 100. Le canal
de sontie est naccordé au moyen d'un tube de polyéthylene
PE 60 Technicon a une pompe péristaltique dont Le débit est
néglZ a 12 m€/30 minutes. Le gradient est ensuite Laissé quel-
ques heunres au nepos. Toutes Les opérations sont menies
en chambre froide a + 4° C. |

3) Contrnole de La Lindanité du gradient.

Le gradient €tabli est fractionné de La maniéne
sdudvante :
une aiguille creuse nekife & une pompe plristaltique par un
tube PE 60, est enfoncle Lentement et paralfilement aux pa-
nodis du tube de cellfulose fusqu'd ce qu'efle bute au fond
du ftube ; La pompe est alors mise en route et nelile @ un
collecteun de fractions. Le débit est de 0,35 m&/minute.
Les fractions au nombre de 40 ont un volume de 0,35 mf.

Ces gractions sont ensudite placles surn Le prisme,

d'un négractometre d'Abbe, La Lectunre se falt directement
sun une &chelle saccharimétrique et Les nésultats obtenus
sdont exprimés en pourcentage de saccharose.
En porntant sun un systime d'axes, en abscdisse Le numénro de
La graction et en ordonnée Le pourcentage de saccharose de
celle-ci, nous avons pu vérifiern La Rinéanité du gradient
de suchose ainsi obtenu (Fig. 19).

Le pourcentage de saccharose diminuant Lintairement
du fond vers La surnface du tube.
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Fl G 19 Vérification de la lindarité d'un gradient de sucrose 5-20 P. 100,
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4) ULtracentrifugation.

Sur un gradient ainsi préparé on dépose 0,2 ml
d'homogénat contenant Les deux enzymes a@ L'adide d'une pipette
Pasteurn mundie d'un tube PE 60. Les ftubes sont ensuite Zquili-
brés a 0,1gprnes, et déposés dans des pots de centrifugation
que L'on fixe sun fLe noton prérefrodidi a + 4° C.

La tempénrature de La chambre du rotor est fixie

-~

& + 4° C. La centrifugation est effectue a 41 000 touns/mi-
nute. (286 000 g). La dune vanie de 3 heunes a 7 heures sudi-
vant Les expénriences. Le contenu de chaque tube est ensudite
fractionné, et un aliquot est prélevé sur chaque fraction de

maniere a dosen L'activité enzymatique et Les protiines.
5) Résultats.

Les counbes obtenues (Fig. 20, 21, 22) présentent
un seul pic d'activité que L'on a pu Ldentifiern comme Etani
Llenzyme 1. )

Le meilleun nésultat est obtenu pour une centnrni-
fugation de 7 hcunres. L'activité spécifique de La fraction
19 (Fig. 22) s'éf2ve a 1 ce qui neprésente par napport & L'ho-
mogénat un facteur de purnigication de 30. .

6) Discussion des nésultats obtenus.

L'absence du pic d'activité de L'enzyme 11 sun Le
diagramme sera discut® dans Le chapitre concennant Le frac-
tionnement cellulaine des hépatocyites. TouZefodls, nous nousd
sommes apencus que L'enzyme 11 sépanée préalablement par gel
giltrnation puis soumise a4 une ulitracentrifugation analogue,

a perdu toute activité aprés fractionnement du gradient el
dosage des fractions nécupérées. En neprenant une série d'ex-
périences analoguesd & des vitesses progressivement déerodlssan-
tes, nous nous sommes apenrcus que L'enzyme 11 conservait son
activité poun une accéliration égale ou Linférieune & 25 000 g.
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FlG 21 Ultracentrifugation préparative en gradient de sucrose 5-20 p.100

d'un homogénat de foie de cobaye, Température de centrifugation :

+ 4° C ; Vitesse : 41 000 tours/minute (286 00C g. pour le rotor
SW 41 Ti) ; Durde : 5 Heures.
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SW 41 Ti) ; Durée : 7 Heures.




7) Applications. Verifications du podds moliculaire

de L'enzyme 1.

Le podids moléculaine de L'enzyme 1 déterminé par gel
piltration a e estimé a 150 000 + 25 000. En soumettant &
une centrifugation analogue et dans des conditions identiques,

des témoins de podds connus

- Immunoglobuline G

Y

- Inhibiteur Zrypsdique du sofa (Fig. 23},

nous avond pu vérndlLijler que Les Lmmunoglobulines G
occupadent sun Le diagramme 'ne zone cornespondant a celle
qu'occupe L'enzyme 1 (Fig. 22,23) ce qudi nous a permis de
congLrmen Le podids moléculaire witenminé pan gel filtration.

Conclusion.

La plupart des procédés physico-chimiques que nous venons de
décrhine nous ont permis de mextitrne en évidence deux activitis
enzymatiques possédant

- des podds moléculaines difgérents

-~ des mobilites ElLectrophonétiques difgerentes

- des comportements différents vis & vis notamment de £'accélé-
nation.

- Res deux activités enzymatiques, que nous avons appelies Aspa-
haginase 1 et Asparaginase 11, sont donc vraisemblLablement
des activitis distinctes, que nous allons maintenant essayer
de Localisen a L'inténdieun de L'hépatocyte.




Inhib.Tryps.
DOa P

0.4 ¢

0.2

o N R N . N " || N . N 4
10 20 30 N° Fraction.

F | G 23 Ultracentrifugation préparative en gradient de sucrose 5-20 p,100
d'un mélange d'Immunoglobuline ¢ et d'Inhibiteur Trypsique du
soja, Température de centrifugation : + 4° C ; Vitesse : 41000
tours/minute (286 000 g. pour le rotor SW 41 Ti) ; Buréde : 7 H.
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ESSAIS DE LOCALISATION DE CES DEUX ACTIVITES ENZYMATIQUES

DANS LA CELLULE HEPATIQUE
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I - FRACTfONNEMENT CELLULAIRE DE L'HOMOGENAT DE FOIE DE COBAVE.

A/ PREPARATION DE L'HOMOGENAT.
CLe gfoie pesant 17,5 g. est prélevé sun Le cobaye
selon La technique décrndite précédemment. 1L est finement haché
au scalpel, puis Lntrodult dans un broyeun de POTTER-ELVEJEM
contenant une solution physiologique 0,25 M en saccharose.

Le broyage est effectué a + 4° C.

B/ FRACTIONNEMENT CELLULAIRE DE L'HOMOGENAT.

. Nous avons utilisé une ultracentrigugeuse BECKMAN
' L350 munie d'un rotor SW 41 Ti a godets mobiles, thermostatie
& + 4° C. Toutes Les opérations de nemplissage, de pesée et
de transvasement des tubes en nitrate de cellfulfose sont effec~

tuées en chambre 4roide a + 4° C.

L'homogénat est fractionnié selon La méthode de
APPELMANS (133).

Homogénat total

10 minutes a 600 g
Noyaux L‘\-\~*4/5 du surnageant
Cellules non bnagéeéf/ post-nucléaire
15 minutes a 10 000 g

4/5 du surnageant
\\\*Qabt—métochondniat
. 20 minutes a 25 000 g
Lysosomes 4/5 du surnageant
post-Lysosomal

‘Métochondnieée___

1 heurne a
105 000 g

Microsomes phase cytoplas-
mique non par-
iicutainre.
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Aprnes avodin soutine a La pipette Les 4/5 supérnieuns
du surnageant Les fractions sédimentées sont rnelavies 3 fois
dans La so0lution de broyage, et recentrifugées autant de {fois
a L'accélération chodisdie.

Un aliquot de chaque fraction esit prélevi et examiné
en micnoscopie 8Lectrondique (Fig. 24) afin de s'assurern de L'in-
tégnizté des structures et du degné de pureté de chaque graction
obtenue. Le neste est nepnis dans 3 mf de sérum physiologique
et broyé & L'homogénéiseun VIRTIS, de facon a détruire Les
structures. Sur chaque homogénat on dose ensuite L'activitié
enzymatique en £'incubant d& 37° C pendant 30 minutes avec 1 ml

d'asparagine tamponniée.
1} Résultats.

La Figure 25 neprésente L'activitié usparaginasique
des différentes structurnes cellulaines et du cytosol.

¢

Mise & pant celle normale des cellules non broyées,
nous pouvons constater une activité mitochondriale et cyZoplas-

mique.

C/ ETUDE DES STRUCTURES PARTICULAIRES ET DU CYTOSOL.

Agin de précisen s4 de L'Asparaginase 1 ou 11 est pre-
sente dans L'une ou L'autre des deux phases, nous avons entre-
pris un autre fractionnement cellulaire, permettant de sEparen
en un seul culot toutes Les phases parficulaires de La phase
aparticulaine {Cytosol). Sur Les deux fractions et aprés avoinr
nemis en suspension et homogéntisé Le culot, nous avons entre-
prdis une pundification primaire, puds une gel filtration sun
Sephadex G 200. Le schéma des oplrations successives faites
Lons de cette Ztude est Le sudvant :




FI1G:24

Microscopie ¢lectronique de la phase

mifochondrigle.
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17 g. de foie grais dans 70 m€ d'une solution
de sérum physiologique 0,25 M en saccharose

Broyage au Potten-ELvefem

Homogénat

Centrifugation 600 g pendant 10 minutes

Cellules non bnogéebl?//»—m—ﬁ;Sunnageant podt-mitochondrial

noyaux
(culot nejfeti)

Centnifugation 105 000 g

pendant 1 heure

Phases panticulaines Cytosol

(mitochondrnies, Lysosomes, amentZ a pH 5,6 par HCL
. 0,1 N

michosomes) -

Suspension rephrise avec
un volume Lidentique au
cytosol de sérum phy-
s40Logique et broyée

a L'ultra-turrax

Homogénat (culot)
amené & pH 5,6 (rejete)

par HCL 0,1 N

Centrifugation 14 000 %
pendant 10 minutes

Centrifugation 14 000 touns
10 mn avee une J 21

{Beckman)

\\NSunnageant

Pnékipitation par
Na,S0, 30 3

Centrifugation 20 000 £
pendant 10 minutes avec

une J 21 (BECKMAN).
(culot)
(Refetsk >Sunnggeant
priéedipitation
par Na,SO, 30 §  Cufol (surnageant
‘ nejeti)
repris

Centrifugation 20 000t
pendant 10 minutes

Culot J|surnageant)
< 7 (rejeté)
hepris dans 5 em3

de tampon phosphate
pH 7,35

¢Ge£ giltration sun Sephadex G 200
dur Les gractions collectées
- dosage de L'activité

- dosage des protéines

Fig. 26

dans 5 em3 de Zampon
phosphate pH 7#.35

, y gel filtrnation
sun Sephadex G200

dun Les fractions
collectées

- dosage de L'acti-
vite

- dosage des pro-
téines

Fig. 27

|
|
|
|
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1) Résultats.

La Figurne 27 neprisente L'activiti asparaginasique
du cytosol apres gel filtration surn Sephadex G 200 ; un seul
pic cornrespondant a L'Asparaginase 1 est décelé.

Comme L'activité asparaginasique 1 est nulle ou Angi-
me dans L'ensemble des phases particulaires (Fig. 26), on peut
done conclure que dans La cellule hépatique de cobaye, L'enzyme
1 semble Localisie au cytosod.

La Figure 26 repriésente L'activitZ relative des aspa-
raginases 1 et 11 de R'ensemble des structures particulairnes |
de {L'hZpatocyte apnis gel filtration sur Sephadex G 200. S&
L'asparaginase 11 est majonitaine, L'activité mindime retrouvie
ne cornespond pas et de Loin a La totalité de son activité
prisente dans £'homogénat de foie de cobaye, en prenant comme
néférence L'activité asparaginasique 1 trouvée dans Le cytosol
(Fig. 27) et Le napport activité de Enzyme 1/activité de Enzyme
1T constat? dans Les difgernentes gel giltrations sur Sephadex
G 200 effectules au couns du travail. (Fig. 10).

D/ CHROMATOGRAPHIE PAR GEL FILTRATION SUR SEPHADEX G 200
DE L'HOMOGENAT TOTAL, DU SURNAGEANT POST-MITOCHONDRIAL, POST-
LYSOSOMAL, ET DU CYTO0SOL.

Nous savons que £'homogénat complet avanit Le frac-
tionnement cellulaire pnébente deux activitis asparaginasiques.
1L est donc inténressant de rechenchen & quelle étape du frac-
tionnement cellulaire R'activité de L'Enzyme 11 disparait.
Nous avons donc chromatographi? par gel filztration et dans des
conditions aussd Ldentiques que possible :

- L'homogénat total

- sunnageant post-mitochondrial (homogénat amputé des
mitochondaies)

- sunnageant post-Lysosomal (homogénat amputé des mitochon-
drnies et des Lysosomes)

- La phase cytoplasmique (homogénat amput?é des mitochondries
Lysosomes et microsomes). |
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F I 627 Gel filtration sur Séphadex G200 de 1a pPhase ¢y toplasmique,




1) Résultats.

L'activite enzymatique des fractions &Lules dans
chacun des cas est neprésentée sun La Fig. 28, La concenthra-
tion en protéine surn La Fig. 29.

En ce qud concerne Les activités asparaginasiques
La 1 est présente dans chaque surnageant Lorsque L'on passe
de £L'homogénat complet a La phase cytoplasmique seule. Ce
qudi confdirnme notrne hypothtse précédente & savoin que L'Aspa-
raginase 1 est bien d'ondgine cytoplasmique.

L'activite de L'Asparaginase 11 disparailt Lons de
La séparation microsomes-cytoplasme.
- ELLe est encore présente dans Le surnageant posit-mitochondrnial
ce qud exclut L'hypothese que La totalité de L'enzyme 11 A04it
d'onigine mitochondriale comme nous L'avions déja Aignalé
a propos de La Fig. 26. ELLe N'est pas non plus Lysosomale.
Donc pan dédaqﬁion, elle ne pournrait etre que micrnosomale.

Deux gaits expérimentaux nous ont pourntant permis
de nrejeter cette dennilre hypothése :
- Le premien est que L'activité asparaginasique des miciosomes
est thes faible (Fig. 25) et ne peut en aucun cas correspondre
a L'activité de L'Enzyme I1.
- Le deuxdieme est que nous n'avons pd hecnien son activité en
neassociant La phase microsomale et La phase cytoplasmique
ainsdi sEpanies.

Nous avons donc pensé que L'activité enzymatique 11
pourrnait etne détrudte inntvensiblement Lorsqu'on La soumet
a une accélération de 105 000 g.

Poun tenten de confirmen ou Linfirmer cette hypothise,
nous avons soumis une solution asparaginasdique 11 sépanie de
. £L'homogénat par gel filtrnation sun Sephadex G 200 & une ultra-

-~

centrifugation pendant une heure a 105 000 g et nous nous
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o .
N°Fraction
F]Gza Activité enzymatique des fractions collectées lors de la
chromatographie de gel filtration sur Séphadex G200 de:

 1'homogénat du foie de cobaye Ge—-e—e—)

du surnageant post-mitochondrial (-@—@—@—)

du surnageant post-lysosomal (—t——A——A—)
de la phase cytoplasmique (—-‘—‘———-A—).

' 4
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sommes apercus en dosant L'activité avant et apres L24
effets de L'accéliration, que L'enzyme 11 avadit perdu

[}

approximativement 96 % de son activité.

Ce fait confinme L'absence du pic 11 constaté
apres Les ultracentrifugations en gradient de sucrose
a 286 000 g de £'homogénat de foie de cobaye (Fig. 20,21,
22). Mais nous n'avons pu eLucdider Le mécandsme d'action

de L'accélération surn L'Enzyme 11.

. Conclusion.

Si La Eocaliéatéoh cytoplasmique de L'Asparagi-
nase 1 semble étrne acquise, celle de L'Asparaginase 11
pose de nombreux problémes : mis a part Les mitochondries
qui coniiennent une pefite activiil asparaginasique 11T,
LiL semble que La majeunre partie de celle-ci doit provenirn
du cytosol ; mais Le fait qu'elle s04it détrudte aprnis une
accélénation a 105 000 g., et que L'on n'a jamais fusqu'a
maintenant pu La retrouver dans La phase .cytoplasmique,
Laisse pensisten un doute sun sa Localisation. Cependant,
SULD et HERBUT, (134) en étudiant L'activiité asparagina-
sique du fodle de cobaye surn une préparation de L'homogé-
nat comportant une centrifugation a 105 000 g. n'ont mis
en Evdidence qu'une seule asparaginase que L'on peut Lden-

-~

Ligdien vraisemblablement a notre asparaginase 1.




CHAPITRE 1V

ESSAIS DE PURIFICATION DES DEUX ACTIVITES ASPARAGINASIQUES

DU FOIE DE COBAVE
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1 - ESSATIS DE PURIFICATION DES ASPARAGINASES 1 ET 11 DU FOIE
DE COBAVYE.

En partant d'un homogénat partiellement purigit
parn Les Etapes dicnites dans fLe tableau VITI. Nous avons essaytl
en combinant Les divenses techniques mentionnées dans Le
premien chapitre de préparer une solution tres ennichie d'As-
paraginase 1 et d'Asparaginase 11. Toutes Les manipulations

-

sont effectules d une température de + 4° C.

De nombreux problemes se sont posés, du fait de L'ins-

tabilité des préparations au fur et a mesure de Leur enndchis-
sement et de La petite quantité de maténiel que nous pouvions
traiten en une seule 048 poun 2tre compatible avec La capaci-
1é de stpanration des procédés physico-chimiques utilisés.

Les nombreux essais néalisés pour EtablLirn La Liste des techni-
ques et L'orndrp dans Lesquelles nous devons Les employer, nous
ont suggléré que vu L'instabilité des activitéis enzymatiques,
Les Eétapes dodlvent 2tre néalistes dans Le minimum de temps,

et Leun nombre doit etre Le plus petit possible.

En outre, des essais de stabilisation de L'activitié
enzymatique par de La sérum albumine, ou un s8rum humain nor-
mal se sont nEvilés Linsatisfaisants, de méme que £a combinai-
son de certaines techniques comme La chromatographie iun
Zchangeuns d'ions (DEAE Cellulose] et La gel {iltration sun
Sephadex G 200.

C'edt en tenant compte de fous ces crnitires que nous
avons choisdi Les différentes Ztapes que nous allons mainte-
nant déenine.

A/ PREPARATION D'UNE SOLUTION ENRICHIE EN ASPARAGINASE 1.

1) Séparation de ' L'Enzyme 1.

Pour separen el elLiminer L'enzyme 11, nous nous sommes
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senvis des nésultats acquis Lonrs du fractionnement cellfulainre
en. soumettant L'homogénat brut a une accélLération de 105 000 g

-

pendant 1 heune & + 4° C.

2) Les differentes tapes de La purigication.

Nous avons néalisé successdivement sun L'homogénat brut :
- une centrifugaiiona 105 000 g. pendant 1 heure
- une précipitation du sunnageant par HCL 0,1 N a pH 5,6
- Une précipitation du sunrnageant obienu parn Les sels neutres
(Na,S0, 30 %).
- une ELectrophonrise préparative sun bloc de ceflogel du culot
nepris dans du tampon phosphate disodique 0,02 M, pH 7,35.

Enfin, une &Lectrophonése analytique sur bande de
cellogel, de La fraction active 2Luée du bloc.

3) Schéma détaillfe des étapes

14,5 g. de foie grais

broy® dans 75 ml d'eau bidistillie
a L'uktra-Turrax VIRTIS.

, Homogenat brut
<r——"’13§fna-centnééugation'105 000 g. 1 heure
{Culot nejeté) Sunnageant {(Homogénat 105 000 g)
précipitation des protéines
a pH 5,6 pan addition d'HCL 0,1 N
Centrnifugation 14 000 t/minute pen-
dant 10 minutes.

(Culot nejeték;\\\~\l_#7$unnageant

pricipitation par SO ,Na
30 $ a naison de 12 mL poun
10 m€ de surnageant

Centrdlfugation 20 000 t/minute
pendant 10 minutes

Culot o *4J->Sunnageant nejeté
nepris dans du tampon phosphate disodique
ELectrophorise préparative sur blLocs de celflogel
ELution de La bande active par compression
3 aprls nepérage et coloration d'un 1/2 bloe
Solution enndichie en Asparaginase 1
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4) Contrnole visuel du degré de pureté des sclutions
obtenues apres chague Etape, pan &Lectrophorise analytique
sun bande de cellogel.

Un aliquot de 2 a 3 microlditres des solutions enzy-
matiques obtenues apris chaque etape est prélevé et déposé
sun une bande de Cellogel pourn contrélen Le degrné de puneté
et visualisen Les protéines présentes apris coloration des
bandes a L'Amidoschwanrz.

La Figune 30 neprnésente ces bandes d'élLectrophonrise.

- La bande a cornespond au surnageant de centrifugation a
105 000 g

- La bande b au sunrnageant obtenu apries précipitation a pH 5,6
c

- La bande au culot redissous dans Le tampon phosphate
disodique aprnes préceipitation par Les Aseds neutrnes.

- La bande d cornespond a £'élution de La fraction active du

bloc de cellogel apnes ELectrophonise préparative.

- La bande e'a L'électrophortse analytique surn gel de polyacry-

Lamide de La so0lution finale déposée surn La bande d.

La solution ennichie présente une bande unique de
protéine, et nous avons veErifié que seule L'¢Lution de cette
bande aprés découpage de La feuille de cellogel donne naissance
a une so0lution enzymatique active. Le surnageant a 105 000 g.
ne contenant au départ que de L'asparaginase 1, cette bande
unique de protéine active sun une so0lution d'asparagine zampon?
née ne peut conrespondre qu'a L'Enzyme 1.

5) Résultats de La purnification.

Les nesultats des différents paramitres de La sofu-
tion d'asparaginase 1 obtenue apris chaque 2tape de La punrni-
gication sont consignés dans Le tableau VIII.




FIG 30: Electrophorese analytique sur bandes de cellogel:

A.

B

Asnase”

Traceur

Du surnageant 105000g.

De la solution preécedente aprés précipitation des
proteines a pH 56 par HCI 01N.

De la solution precedente apres relargage des
proteines par les sels neutres,

Dela solution precedente apres électrophorése
preparative sur bloc de cellogel.

Electrophorese analytique sur gel de polyacrylamide

de la solution finale.
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6) Conclusion.

Nous avons obtenu une solution d'Asparaginase 1
ennichie 230 f0is par rapport a L'homogénat brut avec un
nendement de 26 %. Si Le facteur de purification et L'activité
spéedifique obtenus ne sont gulre sdignifdcatifs en raison de
La baisse impontante de L'activité au cours du temps, La bande
unique de protéine présentant L'activit?é asparaginasique obsen-
vée aussdi - bien aprés ElLectrophorise analytique sur feudllle
de Cellogel que sur gelide polyacrylamide, permet de pensen
que La priparation obtenue est beaucoup plus enrichie en As-
paraginase 1 que ne Le Ladissent prévoin Les valeuns de £'acti-

VALE splcifique, et du gacteur de purification du TablLeau VITI.

B/ PREPARATION D'UNE SOLUTION ENRICHIE EN ASPARAGINASE 11.

1) Séparation de L'Enzyme 11.

La seule méthode physico-chimique intéressante pour
obtenin une bonne sEpanation des deux enzymes est La chroma-
tographie de gel fiLtration sur Sephadex G 200. ELLe permet
d'eliminen pratiquement toute L'activité enzymatique 1. Nous
L'avons donc Lncoaporie d'office parmi Les Etapes choisies poun
La pundigication del'Aspanraginase 11, bien que Le nendement de
cette méthode s0it médiocre dans ce cas.

2) Les difgérentes Ztapes de La purnification.

Nous avons néalisé successivement sun L'homogénat
brut :
- une pricipitation des protéines & pH 5,6 pan HCL 0,1 N.
- une préedpitation des protéines du surnageant obtenu par Les
sels neutnes (304Na2 30 %).
- une chromatographie de gel fiLtrnation sur Sephadex G 200 du
culot neprnis dans du fampon phosphate disodique 0,02 M, pt
7,35.
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- une éLectrophortse préparative sur bloc de cellogel des
gractions actives de La chromatographie rassemblées et ne-
eoncentrnies par dialyse contre du polyéthyline glLycol 20 000.

- Enfin, une €Lectrophorise analytique sur bande de cellogel
de La fraction active ZLuie du bloc.

3) Schéma détaille des Etapes.

37 g. de foie 4rais

broyes dans 90 m& eau bidistillie
a L'uttra-Turrax VIRTIS

.
Homogénat brut

précipitation des protéines & pH 5,6
par addition d'HCL 0,1 N

Centrigugation 14 000 tounrns/minute pendant

10 minutes.
(culot refet) =

Sunnageant

précipitation pan SO, Na, 30 %
a rnasison de 12 m€ pour “10 m€ de surna-
geant.

Centaiéugatidn 20 000 touns/minute pendant

10 minutes.
Culot & l d (surnageant nejeté)

| hepris dans du tampon phosphate disodique 0,02 M, pH
7,35
Chromatographie de gel filLtration sun

ELectrophornese préparative sun blocs de cellogel.

Elution de La bande active par compression
apres repérage et coloration d'un 1/2 bloc
Solution enndichie en Asparaginase 11

4) Contrnole visuel du degréd de punreté des solutionsd
obtenues apnés chagque &fape, parn 8Lectrophordse analytique
sun bande de cellogel. o

Un aliquot de 2 & 3 microlitres des solutions
enzymatiques obtenues apris chaque etape est prélevi et
déposié sun




une bande de ceflfogel pour controlern Le degrné de pureté et visu-
alisen Les protéines présentes apris coloration des bandes a
L'Amidoschwanrz.

La Figure 31 neprésente ces bandes d'élLectrophonriése.

- La bande a cornespond & £'homogénat brut

- La bande b au surnageant obtenu apres précipitation a pH 5,6

- La bande'E au culot nedissous dans Le tampon phosphate di-
sodique, apres précipitation parn Les sels neutnes.

- La bande d a La solution obtenue en nassemblant Les frac-

tions apres gel filtration sun Sephadex G 200.

Nous n'avons pu obtenirn une visualisation des pro-
teines apres La derndiire Ztape, La sensibilité de £'@lLecitro-
phorise n'étant pas suffisante pour La concentration en pro-
téines de La solution ginale.

5) Résultats de La purdification.

Les nésultats chiffres des différents paramétres de
La solution d'Asparaginase 11 obtenue aprés chaque étape de La
purigication sont Aindiqués dans Le tableau 1X.

6) Conclusion.

Nous avons obtenu une solution d'asparaginase 11
ennichie 40 fois par rappont & L'homogénat brut avec un nren-
dement de 1,3 %. Ces nésultats modestes n'ont pu etrhe amélio-
nes malgne tous nos effornts. La gel filtration utilisie poun
L'asparaginase 11 diminue forntement Le rendement (Tableau IX),
ainsdi que Les autrnes paraméines, de plus elle amEne une dilu-
tion impontante de La so0lution, et La nreconcentration provoque
une peate d'activité trés importante pour L'Enzyme 11 dont

La stabilité est moins grande que L'Enzyme 1.

La concentration en protéine Ztrnop faible de La




FI1G 37: Siectrophorese anaiytique sur bandes

1

de ce!oge.

A: De I"homogenat brut,

B: De la solution préecedente apres Drecipition
des proteines a pH 56 par HCl 01N,

C: De la solution precedente apreés reiargage
des proteines par les sels neutres.

D: De la solution precedente apreés gei filtration
sur séphadex G 200,
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s0lution finale, ne nous a pas permis de névilen L'électro-
phornégramme. Nous avons donc essayé de trouver une méthode
qui permettrait La suppression de La gel filtration.

C/ PREPARATION D'UNE SOLUTION ENRICHIE EN ASPARAGINASE 1
ET 1I1I.

1) Maténiel et Mézthode.

Nous avons utilisé L'éLectrophornise préparative sun
gel ‘de polyacrylamide.

Les deux colonnes utilisies, Les gels, et Les tam-
pons sont Les mémes que ceux dicnits au chapitre premien.

Apres une premiere ElLectrophorse del'homogénat brui
surn La grosse colonne PD2/320 (Fig. 17) Les fractions actives
necueillies sont rnassemblies reconcentries par dialyse contre
du polyéthyline glycol 20 000 et nedépOAéeA'Aun La moyenne
colonne PD2/150. '

Aprnes une deuxdiéme &Lectrophonrnése (Fig. 19) Les frac-
tions actives rnecuelllies, sont Egalement nassembliées et recon-
centrnées.

Un aliquot de 2 a 3 microlitres est déposé surn une
bande de cellogel et soumis & une ELectrophorise analytique.

2) Résultats.

Aprnes coloration des feuilles de cellLogel a L'Amido-
schwarnz et décoloration, deux bandes de protéines sont nette-
ment visibles (Fig. 32).

Les eLectrnophonises etant faites dans des conditions
ddentiques, et &tant trnes nreproductibles, nous avons comparié




Asnase
Asnase 2

FIG 32 :Electrophorese analytique sur bandes de cellogel:

A

. . \ - .
De la solution obtenue par électrophorese préparative

sur gel de polyacryiamide,

De la solution d asparaginaseq! secrvant de

reference,




avec L'éLectrophornese de L'Asparaginase 1 (Fig. 32 b) obztenue
précédemment (Fig. 30 e].

La bande supérieure cornrespond bien & L'Asparaginase
1 et comme nous  avons démonirné que seules Les deux bandes
apnls découpage et tlution de La 4euille de cellogel présen-
tent une activiti asparaginasique, nous pouvons penser que La
bande ingerieure est due d L'Aspanaginase 11 qui migre pan
conséquent moins vite vens L'anode que L'enzyme 1, ce qud
cornnespond aux rnésultats obtenus parn électrophonise prépara-
Live en vedne Liquide (ELphorn Vap) (Fig. 12) et par éLectro-

phortse préparaiive surn bloc de cellogel (Fig. 15 et 16).

3) Conclusdion.

Nous avons pu obtenir un &Lectrophorlgramme prisen-
tant deux bandes protéiques distinctes conneApbndant vhadlsem-
blablement a L'Asparagine 1 et I1. 1£ nous fut impossible de
separen ultenieurement ces deux activités par gel filtration
sun Sephadex G 200, a cause de La gaible concentration en
Enzyme.




CONCLUSTON

GENERALTE




- 9§ -

Nous avons mis en Bvdidence dans Le fodie de cobaye
deux activitis asparaginasiques distinctes sépanrdes pan

- chromatographie d'échange d'ions sun DEAE-Cellulose

- chrnomatographdie de gel filitration sun Sephadex G 200

- &lectrophonise préparative en vedine Liqudide (ELphon Vap)
- Electrophonise préparative sun blLoc de cellogel

- Electrophonise préparative sun gel de polyacrhylamide

et cornespondant a des poids moléculainres différents

- 150 000 + 25 000 pour L'asparaginase 1
- 21 500 + 2000 pour L'asparaginase 11

Si La Localisation de L'enzyme 11 dans La cellule
hépatique n'a pu &tre déterminée de facon certaine du fait de

son inactivation a 105 000 g, L'asparaginase 1 par contre, est
présente dans La phase cytoplasmique de La cellule.

De méme La purification poussée del'asparaginase 11
nous a posé beaucoup plus de problemes que cellLe de £'enzyme 1,
en radison de sa modndre stabilité & La congélation, a La
concentration, et de La prisence de protéines accompagnant
Le pic d'activité, difficilement séparables parn Les mé thodes
classdiques que nous avons Enuménées. 1L en nésulte que 44 neus
avons pu obtenir une solution d'asparagine 1 dont L'activité
spledifique s'2Leve a 27,5 et Le facteur de purdification a 230,
pourn L'enzyme 11 ces valeurs ne sont nespectivement que de 1,3
et 40.

Ces deux activités asparaginasiques du foie de co-
baye posstdent des poids moléculaires et des mobilités ELec-
trhophonétiques différents.

La présence de deux activités asparaginasiques
distinctes dans Le foie de cobaye n'avait pas Et& nelatie jus-
qda présent dans La Littiratune : en effet, H.M. SULD et P.A.
HERBUT (135} n'avait 4i40L8 qu'une seule activité dans cet




ongane sans en déteaminen Le poids moléculainre ni Les propril-
tes physdco-chimiques.

12 es% possible que cetfte activité corrnesponde &
L'une de celles que nous avons renconirnies. Cependant, ces
auteuns opirant sun un suranageant 105 000 g, 4L est peu
vraisemblable qu'il s'agisse de La L-asparaginase 11 qudi nous
L'avons montré 4'inactive Lorsqu'on La Aoumet d cette accili-
nation.

Nous avons egalement démontrné que Les poids molé-
culaires, et Les nisultats de La chromatographie sur Echangeun
d'ions (DEAE Ceflulose) des deux activités sont differents de
ceux de L'enzyme sangudine.

Les poids moléculaines ne cohneépdndent pas non plus
ad ceux des asparaginases d'E. Coli WHELAN et WRISTON (7136)
ont montrnée que Les poids moléculaires de L'Asparaginase d'E.

Coli vaniadlent de :

- 139 000 pour L'enzyme en so0lution & 0,1 p. 100
- 225 000 pour L'enzyme en solution a1 p. 100
- 64 000 pour L'enzyme en solution a 0,01 p. 100

et qu'il etadit possible en présence d'urée 8 M de guandidine

5 M d'obtenin des sous-unités de poids moléculaire 19 & 24 000.
125 ont suggéné que L'enzyme de poids molLéculainre 255 000 était
compose de 12 sous-unités dépaurvues d'activitd enzymatique ;
ces neésultats ne concordent pas avec ceux de HO et MILIKIN
{137), qud ont montrné que L'enzyme d'E. Coli (poids moléculaire
130 000) etait transformable en dimere (P.M. 270 000) et en
tétramene (P.M. 520 000) et que Le momomdne Efait dissociable
en dous-undites de poids molLéculaire 32 500 dans Le chlonhydrate
de guanidine 4 M ou L'urnée 7 M.

1L n'est pas question de comparen La structure de
L'asparaginase de foie de cobaye, avec celle d'E. Coli : SULD
et HERBUT (138) ont montré qu'elles sont antigéniquement
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diggerentes. Mais par analogie, on peuif se demandenrn s4i Les

deux activités dyu 4oie de cobaye reprisentent des formes
differentes d'un enzyme polyménrique. Au couns de ros expé-
niences, nous n'avons famadis mis en Evddence fusqu'a présent

La trans formation de L'asparaginase 1 en 11 et vice-versa,

et aucun argument expérimental ne milite en faveunr de L'existen-
ce de sous-unités.

L'enzyme 11 bien que moins stable a une activite
nelativement importante, et nien ne permet de La comparen
aux "sous-unités de méme poilds moliculainre de L'asparaginase
d'E. Coli qudi sont inactives. Par allleunrns, nous avons montré
que Les deux activités du foie de cobaye Etaient séparables
par chromatographie surn échangeuns d'ions du type DEAE et
par eLectrophonise en vedine Liquide (ELphon-Vap). Cecd constitue
un argument en faveur de points Lsoélectriques differents.

Natunellement, beaucoup de problémes se posent et
Leun Ztude nécessite une expéirimentation plus développée qud
comprendra s4 La puretd des sofutions enzymatiques Le peamet :

- une Ztude des propriités physico-chimiques des deux enzymes
L80L%es

- une détenmdination de La composiiion en amino acides

- une 2tude {mmunochimique

- une &tude biolLogique surn L'activité antilymphome des deux
activitis sépanrnies.




RESUME
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Nous avons mis en évidence deux L-asparaginates
(L-asparagine amido-hydroLase E.C. 3.5.1.1) du foie de cobaye
par diverns procédés physico-chimiques, parmi Lesquels on peut
citer : La chromatographie d'échange d'ions sur DEAE Cellulose,
La gel filtration sun Sephadex G 200, AL'ElLectrophornise prépa-
rative en vedine Liquide (ELphon Vap), L'éLectrophoridse sun
blocs de cellogel, et sur gel de polyacrylamide. Une estima-
Iion'deb poids moLéculaires a &t¢ effectude : L'une des aspara-
ginases a un poids moléculainre plus bas que celul des enzymes
analogues connus. Pan gfractionnement cellulainre, nous avons
pu Localiser L'Asparaginase 1 de plus haut poids moléculaire
dans La phase cytoptaémique. L'asparaginase 11 se taouoant
en petite quantité dans éeé mitochondnies, Le neste de 2'ac-

TLvizeg pouvant étre vraisemblablLement RLocalisé-au cytosol.

En groupant centains procédés de punifdlcation
cit8és plus haut, nous avons pu obtenin des solutdions enni-
chies d'Asparaginase 1 et 11 ne prlsentant plus qu'une seule
bande de protéine en ELectrophorise analytique sur cellogel

et sur gel de polyacrylamide.
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I - DOSAGE DES PROTEINES.

Le dosage coloniméitrnique des protiines est ecfgectud
par La méthode de LOWRY (139) adaptée a L'autoanalyseurn Techni-
con mundi d'un §iLtre Ainternférentiel a 625 nm.

A/ REACTIFS.

a) Solutions ménes,

—
.

Réactif de FOLIN-CIOCALTEU.

- Tungstate de Na 100 g.
- Molybdate de Na 25 g.
- Eau déminéralisée 700 mL

Apres dissolution, nous ajfoutons

- Acdide ornthophosphornique a §5 % 50 mg
- Acide chlorhydrique pur 100 me

La so0lution est soumise d L'ébullition a rneflux
pendant 10 heures, pudis nous ajoutons

- Sulfate de Lithium 150 g.
- Eau déminiralisie 50 mk
- 10 & 15 gouttes de Brome jfusqu'a décoloration partielle.

La so0lution obtenue est de nouveau portée a L£'ébul-

Lition pendant 15 minutes. Aprnes nefroidissement, nous complé-
tons @ 2000 mL avec de L'eau déminéralisée, et nous fiLtrons.

2. Solution de canbonate.

- 84 g. de bicanbonate de Na (NaHC03) sont dissous dans
500 m€ d'eau démingralisiée.

- 25 g. de soude R.P. sont dissous dans 300 ml d'eau déminira-
Lisie. '
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Apr2s nefroidissement, nous mélangeons ces deux
solutions, et nous complétons a 1000 mf avec de £'eau démi-

nénaliste. La solution finale est garndie a L'obscunité.

3. Solution de tanrntrate double de potassium et de sodium.

- Tarntrate de Sodium et de Potassium 8§ g.
- Cau deminBralis€e q.8.P . enennns 1000 mL

4. Soklution de sulfate de cuivire.

- Sulfate de cudlvre 2 g.
- Eau déminéralisée q.4.p.1000 ml

b) Sokutions de travail.

1. Solution' de FOLIN-CIOCALTEU préparie extemporanément.

- Réactif de FOLIN 1 volume
- Eau déminéralisée 3 volumes

2. Solution cuproalcaline préparée extemporaniment.

- Solution de tarntrate double 1 volume
- Solution de sulfate de cudlvre 1 volume

3. Solution de canrbonate.

Solution mere {LiLtrnée avant L'emplodL.
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11 - ELECTROPHORESE A pH 3,9.

La cuve & ELectro nhéo phonese utilisée esi une
cuve en todt qui permet La mesunre des mobillités selon
MACHEBOEUF, DUBERT, REBEYROTTE.

Le tampon d'électrodes est constitui pan :

- Acdde acétique 40 mt
- Pyrddine 17 me
—-HZO distillee qg.5.p. 2000 mL

Son pH est de 3,9.

La dunge de L'éLectrophontse est de 4 heunes poun
une tension de 450 volis. La migration teamine, La feuille
est netinde, sbchée puis pulvénisée pat une solution de nyn-
hydrnine a 0,2 % dans du butanol saturé d'eau.

I

-

La névélation des taches se fait @ £'étuve a
100° C.

111 - ELECTROPHORESE PREPARATIVE SUR BLOC DE CELLOGEL

1) Maténiel utilisé.

Les bLocs de cellogel de 6 x 17 em et 2,5 mm d'épadls-
sdeurn nous ont eté founnd parn BIOMAT InZennational -
HAZEBROUK 59. La capacité de séparation est d'environ 0,5 mi/
5 em. ILs sont consenvis dans du méthanof a 30 %. La cuve &
eLectrophonese est de type classique, elle est munie d'un
portoin sun Lequel sont déposés Les blocs parn L'inteamédiaire
d'une plagque de vernrne, d'une dimension anafogue a ceux-c<.
Le. pont entre La so0fution tampon et Le bLoc est constitul
par un talon de papier Whatman T.
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Le tampon d'élLectrode est un fampon Véronal/HCL
dont La composition est :

- Véronal sodique 17 g.
- HCL N 23,5 mt
- H,0 distillie q.5.p. 1000 me

Son pH est de §,4.

2} Technique.

Les blocs sontis du méthanol & 30 % sont sécnés déli-
catement entre des feudllles de papler §iLtre, puds sont Ammen-
gés dans Le tampon pendant une durle pouvant vardier de 2 heures
a une nuit. L'exces de tampon est ELiminé en pressant doucement
La sungace du bloc avec une feudlle de papiern filtre. 1Ls sont
ensudlte placés sur Le porntoin de La cuve a &lectrophorise, et
nelies aux solutions de tampon cathodique et anodique parn L'in-
tenméddiaine d'un tafon de papier Whatman 1 préalablement trem-
pé dans Le tampon. )

La gouttigre du dépit est faite du cité cathodique,
a L'aide d'un parallélipipede métallique mund d'un manche dont
La surnface de contact avec Le gel est équivalente a celle de
La gouttienre pratiquée.

La profondeur est de 2 mm environ, sa Longueunr de
4,5 em. »

ELLe se Adtue & 2,5 em du bord cathodique du bloc.
Poun avoir une bonne migration Electrophorétique, La gouttiire
doit étrne La plus néguliire possible dans toutes ses dimen-
sions, 4L ne faut jamais craquelern Le gel de part et d'autnre
de celle-ci, ni transpencer le gel en appuyant trop fort.

0,5 mf de La so0lution enzymatique sont déposés a
L'aide d'une pipette Pasteur par fracition de 50 a 100 miecro-
Litnes a La fodis. Le temps nécessaire entre chaque graction
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déposée dépend du pouvodir absorbant du gel. 1L faut Zvitern
que La solution enzymatique ne déborde hors du godet de
dépot.

Le couverncle de La cuve Etant fermé, L'intensite
constante appliquie pour chaque blLoc est de 25 mA poun une
tension continue de £L'ondre de 250 volts. La durle de La
migration est de 6 heures.

Les bLocs sont ensulte netirés puds coupés en deux

Longitudinalement avec une fame de nasodin.

a. Colonation et décoloration des blocs.

- A - e o A e e ah e e o e e o - - -

Une moitié du bRoc est colorde a L'Amidoschwarz :

0,5 g. dans 50 mL de Méthanot
40 me d'HZO’deLAtLZZée
10 m€ d'acide acétique

Le temps de coloration dune 15 minutes sous agiia-
tion manuelle intenmittente.

La décoloration se¢ fait par bains successifs dans
un Liquide de Lavage dont La composition est :

- 100 m€ d'acide acétique R.P.
- 900 mf de méthanol technique

Les blLocs ainsi névElés sont consenvis Andégindment

dans une solution d'acide acétique a 5 %.
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IV - ELECTROPHORESE ANALYTIQUE SUR BANDES DE CELLOGEL.

1) Maténiel utilisé.

Les bandes de cellogel 2,5 x 17 em ainsdi que La
cuve a ZLectrophornise 2 PAC/5 et Res applicateuns d'échan-
tillon CHEMETRON sont distrnibués par BIOMAT International,
HAZEBROUK 59.La capacit? de séparation est de 3 microlitnes/

[*)

16 mm. Les bandes sont consenvées dans du méthanol a 30 %.

Le tampon d'electrode utilfisé est un Zampon

- vénronal dont La composition est La sudvante :

- 8,24 g de vEronal sodique.
- H,0 bidistillée q.8.p. 1000 mL.

Son pH est de 9,2.

2) Technique.

Les bandes sont pressies entre deux feudllles de
papien filtrne de fagon a éLiminen L'excls de méthanol puds
sont immengées dans Le tampon pendant 15 minutes. L'excls de
Lampon est enlevi de La méme facon pudis ellLes sont tendues
sun Le pontoin de La cuve. La surface mate, seule pénétrable
parn Les protiéines est nepérable grace a un angle coupé mis
en bas a drodite.

L'échantillon de 2 microlitres environ est déposé
du c6té cathodique a L'aide d'un applicateur constitul panr
deux §4iLs métalliques tendus.

La dunie de £'élLectrophontse est de 75 minutes
poun une tension continue constante de 200 volts.

a. Coloration et décolornation des bandes.

Les bandes sont plongées dans un bain d'Amidoschwarz
pendant 15 minutes.
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La décoloration se fait par 4 a4 5 bains successifs
de quelques minutes dans une solution constitule par

- de £'acide actique 100 mL
- du méthanol technique 900 mL

Les bandes peuvent &tre s0it transparisées pounr
une evaluation quantitative des protéines par densitoméitrie,
4042 conservies indéfiniment a L'état humide dans une so0fu-

tion d'acide acétique a 5 %.

V - ELECTROPHORESE PREPARATIVE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE.

ORNSTEIN (140) et DAVIS (141) 1964.

1) Maténiel utifdsié.

L'apparedil utilisé CANALCO se compose de trhois colon-
nes Ainternchangeables

- PD2/320 pouvant recevaeir au maximum 30 mf d'échantillon
contenant 500mg de protéines.

- PD2/150 pouvant necevoir au maximum 14 mf d'échantillon
contenant 200 mg de protéines

- PDZ/?0 pouvant nrecevoir au maximum 6 ml d'échantillon con-
tenant 80 mg de protiéines.

Nous n'avons utilisé dans Le cadre de ce travall
que Les deux premilres colonnes PD2/320 et PD2/150.

Les gels de forme annulairne Aont nefrigérés par L'in-
ténieun et pan L'exténieun de L'anneau avec une circulation
d'eau & + 4° C. Les elLectrodes sont reliles & un générateur
de courant stabilis?é en intensiité.
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2) Principe.

Trois types de gel sont utilisiés et superposes dans
Les colonnes
- un gel d'échantillon
- un gel de tassement, a bas pounrcentage de néticulation
{2 a 3 %)
- un gel de séparation, a haut pounrcentage de néticulation
(7 a 10 %)

Le gel d'échantillon sent & déposen de fagon homo-
géne un centain volume de so0lution enzymatique.

Dans Le gel de tassement, toutes Les protéines mi-
grent strnictement sudlvant Leur mobilité élLectrophorétique
sans effet du poids moléculainre et permet de rassemblen
dand une bande trnes tassie des fractions concentries sans
espace entre-elles.

Dans Le gel de siparnation, Les protéines migrent
sudivant Leun mob{iLité ZLectrophorétique et La taille des mo-
Lécules. Le choix de La néticulation primondiale pourn une
bonne séparation de molécules protéiques ayant une mobilité
et un poids moléculaire différents, nécessdite denombreux essais.

Les protéines sont €Lules a La sontie de La colonne
par un tampon qudi Les achemine vens un collecteur de fractions.

L'existence de nombreux paramétres varniables (cnoix
des difgérents gels, des tampons, de La concentration des pro-
téines a déposen, de La vitesse d'élution) font de cette
méthode & priori intéressante pour La séparation des protéi-
nes, une technique tn2s difgicile a& mettre en oeuvie pour
obtenin des nésultats connrects.
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3) Composition des tampons et des sofutions servant

a La fabrication des gels.

Sokution A Solution B

1 N HCL 48 mL 1 N HCL 48 ml
Tris 36,3 g. Tris 5,98 g.
Hza q.4.p. 100 me HZO qg.8.p. 100 mt

pH §&,8 a 9,0 pH 6,6 a 6,8

Solution CN Solution DN
Prep/Cryl 40 g. Prep/Cryl 14,0 g.
Bis 0,12 g. Bis 0,25 g.
H20 q.4.p. 100 me H,0 q.5.p. 100 me

Solution E (catalyseunr)

Solution G (catatyseunr)

RibogLavine 4,0 mg Persulfate d'ammonium 0,14 g

Hy0 q.46.p. 100 me Hy0 q.48.p. 100 me

Solution J (Indicateur colori) Tampon Tris

Solution & 0,005 % de bleu de This 3,0 g. —~

Bromophénol GLlycine 14,4 g. (!Egj
Hy0 q.8.p. 1000 mt

pH 8,2 a 8,4
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