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INTRODUCTION 



De nombteux a u t w  ont pwtiaié d u  leucine aminopepaXda6a ex&&- 
;ta de didaénenth onganea d 'animaux. Les enzyma de train eA de muade de patrc, 
aimi  que c e l l a  du o l l i n w n  de boeud o n t  éké éRuciiéeb p h  pamYculXèhment. 

Au c o r n  d'une exploiratian de l ' a d v ~ é  enzymdque du nein de 
cobaye, now avom décdé  une cjuantiXE h p o m k n t e  d'une amidue hy&oLy~an/t 
la 1-leucinumde. L'&Rude dea pnop~ékéa phyaico-chhiqua noun a conduAe 

d W a c h a  ce t te  enzyme au gnoupe den leu&ne a m i n o p e p f i b u  de tédénence 
3 . 4 . 1 1 . 7 .  à la n o r n e n W e  intmnaLioMaee. 

Davu ce f iavai l ,  now noun aommu cu%chée à p d d i u  leucine 

amimpepZLdase du nein de cobaye pah  couplage de diddéhenteil methoda phyaico- 
ckimiques ;teiYa que la chhomatogmp~e, 1' UecttLaphonZae tid 1 '  LLetrLacevLfrLidu- 
ga-ti0n en gmdient de aucnoae. 

L u  pnépm&av~cl e n z y m d c j u ~  pwr.aZ&ement p d d i & a  aimi 
o bXenua noun o n t  p m h  d'  éabdia  q u d q u u  pnup~éXéa phyaique~ . 

Le dnactionnwnent c&uRaVLe d'un homagéna;t névat, o h e  La déXm- 
m i n d o n  de la loc&@n de l'enzyme au aein de l a  c U e ,  noun a kévété 
deux donmu activeA de teucine aminopep-tid~e de p a i h  m o l é W e n  eA de 

mignaLionn élec&ophonQfiquea d i$&énenta .  



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 



REVUE G E N E R A L E  DES L E U C T N E  AMlNOPEPTlDASES 

En 7 9 2 9 ,  LINûERSTR(bM-LANG ( 1 , 2 )  a montné que i1étLepb&e e x t n d e  de 

la muqueune in tuL ina le  de p o u  conLient une enzyme q u i  hydtLoly~e hapidement 

lu 1-leucyl-glycine eA lu L-lwcyl-glycyl-glydne. Cette enzyme ut dinfincte 

den aut~~u pep.tida~a et de l'éhepaine q u i  o n t  e t 2  d é d u  p h  to't pm 

Von E U L E R  e/t JOSEPHSON ( 3 )  et part WALDSCUMlDT-LElTZ et coM. ( 4 1 .  PLU x i v ~ d ,  

c&e enzyme, appelée leucytpepixiane a EXé p ihd iée  pam%&ement 

JOHNSON eX c o u .  ( 5 )  q u i  o n t  mont&& l e  hale acLLvcctewr du magn~~.BERGER 

et JOHNSON (6) o n t  démarné e m d e  que lu manganèbe ut l e  meieeew~ a d -  

vaAewr de l'enzyme. SMITH et BERGMANN ( 7 , b )  o n t  con@uné c u  donnéa et 
pWLidi& l'enzyme 3 5  d o h  evtvhon p o u  a d i m  p h  amplement ba bpéc i@. iXé .  

I l  a &té aimi buggéné que l'enzyme b o i t  appd&e Leucine aminopeptidane non 

seLLeemevtt pance yu' &e hqdttolg~e La L -Leucinamide main aunsi d a  L-Lucyl- 

pe@u en o p p o b f i n  à d u  aubnA;rtatn N-acétyléa. Ce nom a p m h t é  quoi- 

q u ' a  b o a  keconnu cluLtmevtt que aon pouvoh hydtLoly;ticjue ne b o a  p a ~  hé-  

bmvé uniquement aux se& lucyl-détUvéb . 

D e n  é t u d u  &u2en de 1940 à 7 950 pah SMITH ( 9 , l O )  en coUabomCLon 

avec HANSON, POLGLASE,  SLONIM et SPACKMAN o n t  démonthé qu'un ghand nombhe 

d ' d u  eX de peptides aynthtW.quen sant hy&alyné~ pm c@e enzyme. De 

p l u n ,  c u  &tudu o n t  p& de péné-txen p l u  en avant dam l e  domaine de 

llac;tiv&on pcu~ lu i o w  m W q u u  et de lu caAdybe. 

C' ut en 7 9 5 5 ,  que la meAYewte duc/UpXbn d u  prop,tiEXéb ckunujuu 

et phybiqua a 61% etabLie quand SPACKMAN et COU. i l 1 1  ont dé& d a  pho- 

cédéb de p d ~ & a t i o n  q u i  p m e L t e n t  d l o b t e n h  une enzyme hadement p k d i é e .  

H I L L  eA SMITH ( 7 2 )  o n t  enbu,Lte obamvé l ' a c t i o n  de la leucine &no- 

pepLdahe am pluhieukb potypep$den e t  p m t é i n u  de attucahhe pumh&e.me& 

ou t o M m e n t  connue. Lu ? ~ é a W  de L1hychoLy/se enzyma,iique h o n t  en accohd 

avec ceux obtenu6 am de p m  a u b a a k a  aynthéXquu,  ce q u i  a p m d  d'u- 

ALL~A~JL la leucUze aminopep,tiùae comme p e p t i b e  lom de l'aviaeyae &i.uctu- 

W e  de p e p u u  et de photéineb, au même m e  que d 'a~&a enzyma t&a 
que Ztypbine, chymofiypine, cartboxypeptidane. . . . . . . 



V1a&en a u h m  d é d v e n t  e m ~ e  L'enzyme obzenue à p u  d~ 

d i d d h e d  ohganu animaux. 7 1  6auX c L t m  HANSON et d e n  colLabotLatew ( 73 ) 

q u i  démivent une Leucine aminopep.tidae de c , t A U n  de boeud, da p/udi-  

c&n e.t d e n  pkophiétéa phydiyuu e,t c h i y u e n .  

Ce 6U.t CUmi l e  p o i n t  de dépa/Lt d1éZudu dcvmia iéen  d m  L u  

leucine aminopep,Ckia en d ' o ~ g i n e  v&Qe. 

71 - DlSTRlBUTlON DE L ' E N Z Y M E .  

Une enzyme idenitiyue ou a h U e  à h Leucine aminopep;tiddcle 

de nein de pohc e,t de muyuewe i n t u f i d e  U A  Lmgement dinMbuée ( 74 , 
7 5  ) dam t e  kègne a ~ m d  ( 16 ) t e  h è g n ~  v é g & W  ( 7 7 ) aann oubfien L u  

mic.hoottganhmea ( 7 8 ) . 

Une a c f i v a é  a~nopepaXdaiyue  a éXE décelée dann la glande 

p-e ( 7 9 ) ,  L u  pournom ( 70, 2 1  1, lu kate ( 2 2 ,  2 3 1 ,  l e  t h q u ~  ( 2 4 ,  

2 5  ) , Le muncLe candiayue ( 26 ) , h h  rnuhc,ten du d c j u d m e  ( 2 7 1, e'u,t&+~u 
( 2 8 ) ,  l e  hein ( 2 9 )  e,t Le p u m a  ( 30 1 .  La d in f ibu f ion  c&d&e de L'en- 
zyme d e  p u i e u m  u a u n  a ézé égdemenA éakdLée ( 31 à 36 ) .  

Cependant, douvent &'identi~ica&ion en a éXé did&LcLte CU la 

pLupa.hA d u  i l b b u ~  conLiennent d'u.u&en potéanen q u i  intmdèhent avec &'amino- 

pep.tidas e . 

I l l  - CLASSIFICATION RE L ' E N Z Y M E .  

R e p d  Len fiavaux de SMITH nuiamment eX ceux d'au-tw~ aaLLteuu, il 

en t  counant de ;Drouvm dann lu LiaXenatwre doua l e  même vacabLe de leucine 

aminopepuane d a  enzymen q u i  en @it dont dthdékented e m e  &a. 

( 7 4 )  JOHNSON ... ( 7 5 )  SMITH . . .  ( 1 6 )  LlNPERSTR(M .... ( 771 BERGER 7939  ... 
( 7 8 ) BERGER 7 9 3 6 .  . . ( 7 9 ) ADAMS. . . ( 20 ) FRUTON. . . ( 2 7 RANNEBERG. . . 
1 2 2  ) F R U T U N . .  . 2 3 )  TALLAN.. . ( 2 4  ) FRUTUN.. . ( 2 5  ) WEISS.. . ( 26 SMlTH.. . 
( 2 7 SMITH. . . ( 2 8 ) SMITH . . . 2 9  ) D E K K E R  . . . ( 30 1 FRUTUN. . . 
( 37 1 PATTERSON.. . ( 32 1 RURSTONE.. . ( 33 1 TABACHNTK . . . 1 34 LUNRqUlSJ . . . . 
( 3 5 )  Mc CONNE1 ... ( 3 6 )  ROBINSON ... 



O h ,  -2 ut muhtemvtt keconnu q u ' d  exinXe p&&bum ho&.tc%h d'amine- 

pepa%ue, nomméu di6dénemmen-t dam la cluaidicaLLon, b d 0 n  Le a u b a W  
qu' &a hy&olgaent. 

On a AOUVC?PI..~ dh igné  sou Le m h e  nom deux enzymu quA. hgdrroLgaenX 

d a  aubaficu2 a u a i  diddénents que La L-leuchumide, ûi L-lwcyl  (3 napktqîa- 

&de ou lu L-leucyl pmanLtxoanLLide Q;t on pakeact indiddQtremment de La Leucine 

a.minopep;t;idcue et d t m y h L & e  en hecommandant L'un au LtauA/te de c a  bub- 

6 f i &  POWL détenminet~ L'actLvLté enzqma&ique. 

C ' aimi que d'aphgs L u  n o u v ~ e h  nohmu de chusidicci.Cbn 

i 37  h leucine aminopepfidacle diXe e tuaique  hydho-tyae la L-Leucinamde eX 

ut d'ofigine cyXophmique:  &e e~t d u t y p e  E . C .  3 .4 .11 .1 .  

L 'aminopepmane d ' o ~ g i n e  micnoaomde, encote appelée atrykkmida~ e 

ou aminopepa%ue pamictLe&e, hljdiLolyae d a  aubnhcu2 chomogèna te,& que 

L a  d w v é a  napktglamidea o u p c u u t ~ o a ~ d e ~  : Q e e e u X d u t y p e  E . C .  

3 .4 .17 .2 .  
f 

11 exinte aunai toute une n & L e  d '  minopepfidanu qui hgchoLyaent 

d a  pepltidu ay& une exfiémLt& N - t m i d e  phécine en puhtic&m deh 

p o l q l - p e p u a ,  mginyl-pepkidu , dispatttql-pep;t;ide~, d c ,  . . . eX q u i  poh- 

t e n t  aimi l e  nom de l ' a c i d e  &né 4u 'e lLa  déakchent ; on a aivini d a  wu- 
fine d n o p e p u a n e h  ( E .  C . 3.4.1 7 . 5 ) , d u  m g i ~ n e  aminopepfidua is €. C . 
3 . 4 . 1 7 . 6 ) ,  d a  dispmA.uZe d n o p e p f i d a b ~ n  (E.C. 3 . 4 . 1 1 . 7 )  d c ,  ... 

IL da& noten cependant qu' en 7 9 6 5  avant L'adopLion d u  nouveL2.u 

nohmu, UANSON et c o u  ( 38 ) ex;trraievtt une enzyme de & U n  de boeud 

qu'& nomment Leucine aminopep.Cidane d d o n t  LLA dZte.4.mLnen.t L'actLvLXE 

hy&oltjae de La L-Leucinmide a l o u  qutLLA m e n t  p o u  Le doaage de 

îa leucine aminopepfidd?le pwre c h i n u é e ,  une méXhode coLohunéMque à 

la L-LeucyL naphkylamide. r 
De c m e  p L W é  de aub6Xta;tn a o n t  n é a  de nombheun~n con6ubhm 

de t m h o L o g i e  de c u  enzqmu et 2 convient donc de 4 e ~ X a  p/tudent dam 

L ' W b d o n  d'un nom à une enzyme donnQe. 



I V  - DOSAGE D E  L1ACT7VZTE ENZYMATIQUE. 

D'apEn lu cXaai~icaLion in,tmnaLionaLe de L'enzyme, nlen,t appe- 

l é e  leuciMe aminopepitidae que t'enzyme quA. hy&oLy/se Le bubdlttLat L-Leucina- 

mide. SMITH W e  eA hecommande ce aubnttat. 

Déjà en 7960, il tecommandaLt La pudence quant à t 'emptoi de 

nubaahah chhomogënu bug-geiLéb pm GOMORL ( 39 ) ,  F O L K  I?A: BURSTONE ( 40 1 et 
G R E E N  e..t SELZGMAN ( 47 ) ,  nokamevtt en ce q u i  concmne la d é t e h m i d o n  

enzymatique d ' ex&a/  ;tiirnuRa&u b i ~ u 2 ~ .  

Now aavonn maivttenant que L ' W d o n  de ces b u b b f ~ ~ ~ A  pmrnct 

de d é t e c t a  p ~ n c i p d e m e n t  une ac t iv i té  mglamidubique. C a e  technique 

d o L t  donc ethe bannie poun d é Z r n i n a  une a d v L t é  Leuoine aminopeptidaclique 

v&e . 

L'activLté enzymaLique peul donc &e d é , t m h é e  à t ' a i d e  du 

nubakhaR L - L u d W d e .  L'hydhotyne perd ettre /suhui.e pan : 

- La t i t r i m é t r i e  selon l e  procédé de GRASSMAN e t  HEYDE ( 4 2  ) 

- La spectrophotométrie selon une modification de la  méthode de microdi? 

fusion de CONWAY ( 4 3  . 
- La colorimétrie selon l a  méthode de BERTHELOT adaptée à Z'auto-analyseur 

Tecimicon f 441 ou non ( 45  ) e t  selon la méthode de NESSLER ( 46  ) . 
- La chromatographie avec dosage de Za Zeucine selon BOHLEY ( 4 7 ) .  

BEHAL ( 4 8  ) , JOSEPH e,t SANVERS ( 4 9  ) buivent a w n i  L' acZLvLté enzy- 

matique à pcm% de L1hy&oLyne de dipepfideb en cle baan t  nurr Le 4 a i - t  que 

La Leucine awinopepfidabe panaède une ac t i v i t é  dipepfidaique. 

V - PURIF7CATION D E  L'ENZYME. 

1 )  Technique de SPACKMAN eL SMITH ( 50 1 

SMITH CLZ SPACKMAN pdrLtent de 2400 g de t t d n  de ponc. A pa,%tih d'un 

homogénat, i h  ebaecRLtent p L w i e w  ext tacf iom : 

( 4 4 )  GIRARD. .. ( 4 5 )  OKUDA ... ( 4 6 )  MARKHAM ... 



TABLEAU 1 : PURIFLCATION D E  LA L E U C I N E  AMlNOPEPTLDASE DU R E I N  DE PORC 

b&n SPACKMAN, SMITH et BROWN ( 57 1 .  

ETAPES 

Homogenat 

7 .  Poucite acéXonique 

2 .  1 &e phécip&aLion au ( N H 4 )  2S04 

3 .  2ème p h é d p U o n  au I N H 4  1 2S04 

4 .  P h é c i p U o n  pan Le MgCL2 

5 .  Phéchu6 Sage 

6 .  Fhac%h nnment acétonLque 

7 .  V i W s e m e v L t  

8. E&x.tkophohède 
L 

C l  = K i  / E  ut le. coeddicient p&otéolgaXque où K I  ut la u c t u ~ e  de 

h é a d o n  exprimée en Log&e~ décimaea et E ut teneuh 

en photéineA exp&&e en mg d 'azote  poZéique ~ C V L  de b o W o n  

enzymatique. 

P h 0 X ~ n ~  
t o t a e u  

( m g  1 

2 9 3  000 

45 300 

7 1 600 

4 770 

2 640 

1 320 

105 

8 7 

2 3 

0,055 

0 ,  2 5  

1 , 1  

2.4 

3,6 

5 , 8  

4 3 

5 2 

8 8 

A h v a é  
enzqmdque 

XoMe 

2450 

7 700 

7 900 

7500 

1430 

1/20 

720 

720 

320 

~ ~ ~ d ~ w  
% 

7 00 

6 9  

3 8 

6 7 

5 8 

36 

2 9 

2 9 

7 4 



TABLEAU 7 7  : PURlFlCATZ0N D E  L ' E N Z Y M E  D E  CRZSTALLZN DE B O V I N  b d o n  

E h p u  

ffomogenat btrult 

Zinc-chaeem 

Enzyme 
cltintuUAée 

H. HANSON, D.  GLABER l H.KlRSCffKE ( 5 2  1 .  

C I  = K , / E  e a t  l e  coeddicient ptoi&oly$ique où K I  es t  la v i t u s e  de 

héac.tbn exphimée en logatcA;thma d é c i m d u  e..t E ut & tenewt 

en pho;téinea exptumée en mg d'azote phoiéique pm m l  de b o h k o n  

enz ytna.Cique. 

0,156 

15,04 

170 

P h ~ t & & ~ b  
toMu 
(mg d'azoie 
phaiELque ) 

602,s 

? , 9 3  

0,497 

Ac$~v~&! 
e n z y m W u e  

io.taee 

1 2 5  

7 1 9  

6 4 , s  

Fctcter~~ ci e 
ph di ch^ 

7 

96 

1 / 7 2  

Rendement 
% 

7 Oc) 

9 5 

6 8 



- dcoo&que puXd acétonLque 

- p a ~  t e  nuRdate dtamnoni.um à 40 et 50 p. 700 de ~atmaLLon. 

Lu ciLeo*6 de a&mgage obtenu pah t e  (NH4)2S04 nont em&e 

&&.ta p a h  Le c k e o ~ a e  d e  magnédiun et la chdeux.  

Un nouveau ~trclca3onnmerzt pan L'acétone, un v i U a e m e n z :  

de 6 à 70 neminen en chumbhe dt~oide doUA toluène à pif d , O  p m e t  d ' o b t e r h  

une enzyme puhibiée 950 do&. 
Endin, une éeecfiophot~ène p t r é p M v e  n w ~  papim t e m i n e  t a  p h d i -  

c d o n  de ce t te  enzyme qCLi ut binalement p h d i G e  1600 do&. (Tableau r )  

1' enzyme aimi 13WUdiée a p p U  homogène à t '  éLe&ophotrèhe comme 

à t ' uR/trraceWduga&Lon. 

2 ) Technique de HANSON ( 5 3  ) . 

HAMSUN eR d u  coflabohateum o n t  donné une ItecknLque di56érLente 

de ce l l e  de SMITH. I l 2  anbacLent un h a e m e n t  combiné zinc-chdewr suivi 
d'une cninZaUhatian de t'enzyme palr du nuldate d'ammonium. L'enzyme crLinhxl 
U é e  ut heckin-ée une deconde do&. 1 'enzyme ut aimi pwr/idiée pnèa 

de 7200 d o i ~  (Tableau 17). 

L'enzyme ut d-tubCe pendant d u  mo& dam pmte  aigni~ica&Lve d'ac- 

XXvLtZ à pii 8 , U  et à + 4' C .  

Comme celXe de SMITH, elLe a p p v d t  hamogEne à C'éeecOwphotrède 

comme à C' uRttLacena2idugalion. 

IC &u.LX ment.iannm égdement la méthoda de pd&Lcat iun  u L i l A é e ~  
palr : 

- JOSEPH & SANDERS à y3attt;ut de mubclu dqu&&fiquu potrcim ( 54  1 .  
- BRYCE & RABIN ( 55  ) , B I N K L E Y  ( 56 ) à pahtVL de hein de pokc. 

- PATTERSUN à pmth d'un dtrac,tionnement c & W e  de ceeeuRa h o -  
d u  d1u&e.(5ir,çg) 



TABLEAU 112 : VALEURS DE KM DES LEUCINE AMINOPEPTIDASES EXTRAITES 

DE DZFFERENTS ORGANES PAR L E S  AUTEURS SUIVANTS : 

O h i g i n e  d e  La LAP 

R e i n  d e  pohc a 

C h i n U n  d e  boeud b 

Mudde d e  pohc C 

F o i e  d e  tLat d 

a : BRYCE et RABIN ( 5 9  ) 

b : HANSON ( 6 0  ) 

c : JOSEPH et SANDERS ( 6 7 1 

d : EMMELOT et VISSER ( 6 2 ) 

fl 

b , 4  

9,o 

b ,4  

b , ~  

Km 

5 , 2 . 1 0 - ~  M 

3 , 1 . 1 0 - ~  M 

5 .   IO-^ M 

2 , 8 . 1 0 - ~  M 



- CINETIQUES ENZYMATIQUES. 

Lu diddhentes v d e u m  de 5 dé tuminéu  p a h  hydnolybe de 

1-LuciMamide leuaine aminopepLidae e M e  de diddélren;ts ohgana 

a o n t  à peu de même anche. Le Tablmu 321 tregtroupe e u  v d w  donnéu 

pah la d iddhenA & e w .  

- PUOPRIETES PHYSTCO-CHIM7,QUES. 

Ellu ont é;té éXudiéu à pa.zL& d '  enzyme p ~ a e m e n t  ou .&&A 

puhidiée. 

L u  p o p i é t Z h  de l a  leucine aminopep;tcdane de m i n  de potrc de 
SMlTff eA SPACKMAN kul tent  toujoum l e  p o i n t  de compahainon avec lu auXxecs 
leucine dnopep;tidanes e W e A  d'ohganu diddélrentn. 

Le Tableau I V  trend compte d u  diddeftenh podh molécuRainu dé Xe^- 

miné6 p v ~  tu au.teum. 

Le Mg2' et l e  ~ n ~ '  a d v e n t  lu l w c o i e  arninopeptidane, l e  ~n"  éXatant 
2 + meAYem acfivateuh que l e  Mg . 

L 'acXivdon  de l'enzyme ne 6 a i . t  p a h  ptreincubation de L'enzyme 
avec lu Lonh. SMITH eA HANSO:J ont mo&C! l ' edde t  du tanph de l a  phGncu- 

bation et de la concevtttrdtion en & n ~  AU l ' a c l t i v d o n  de l' enzyme. ( T a b l e u  

v 1 .  
T o u  deux notent une a d v a t i o n  maximale aptéa 1 5   minute^ de pt&- 

incubafion. La c o n c e w o n  en i o n n  UX toujoum moivu  impohAavLte p o w ~  t e  
2 + ~n" pue pom l e  Mg . 



TABLEAU I V  : POIDS MOLECUiALRES DE LA L E U C L N E  AMINUPEPTIDASE EXTRAITE 

DES DIFFERENTS ORGANES PAR LES AüTEURS SUIVANTS : 

I 

O@ine 

Rein de p o k ~ a  

Rein de potrc b 

Cil is&ziUn de boeudC 

ChiataUin de boeudd 

CeLtuLe d 'a&ee  

a : SPACKMAN g SMITH ( 6 3 )  

b : MELLUS et MOSELEY ( 6 4 )  

c : HANSUN et c o u .  ( 6 5 )  

d : MELBYE et CARPEMER ( 6 6 )  

e : PATTERSON ( 6 7 )  . 

Poids 

molécuRaihe 

300 000 

2 5 5  000 

326 000 

327 000 

700 000 
à 

300 000 

Sou-urLixea 

P M 

6 3  500 

32 600 

54 000 

Nornbke 

4 

I O  

6 



L I 1 I I I 
l 2 3 I l  

4 1 I I 
l 2 3 4 

TIME* HOURS TIME-HOURS 

Fia. 1 FIG. 2 

TABLEAU V : PREINCUBATLON DE LA LEUCINE AMlNOPEPTlDASE AVEC DES SOLU- 

TIONS IONIQUES DE CONCENTRATIONS VIFFERENTES SELON : 

- SMITH : so~iLtion.6 de ~ n "  ( F L g .  1 ) et de M ~ "  ( E i g .  2 )  . ( 68 )  

Lu solu,tionn ion iquu  hont efi nuXieu T& U,O4 M de pH 8,O. 

Lu so ih t io~6  enzymatiquu pkéiflcubéu avec L u  &&3érLentu 

~olcLtionn ion iquu  son t  ennuite incubéu avec de la L-leuci- 

W d e  à p# &,6. 

- HANSUN : (Fig. 3 )  ( 6 9 )  

L e 6  h o U o n 6  en ion6 Mnzf dont nupectivement 12.5 et 125 mM 

pom Les couhbu I O  et 100 de La ~ i g u n e  ; c & u  en i o n n  Mg2' 

sonX kupeca%vment J,25, 2 , 5  et 7 ,5  mM pom .&a c o w b u  1,2  

& 6 de h 5igutre. L ' a c ~ X v d é  e n z y m w u e  ut déteminée apaèd 

hyakoCyse de la 1-leucinami.de. 



' (  $ ou a m 6 y d l  ' ( a ~ 2 7 ~ . ~ l l l ~ f i ~ 1 ~  mod k ap  .von )td) uo?%)v tp  
m d o  ~d ynaâ yr>d ~ F a p  wyow rm ' m w a w 3 9 9 r p  muÇiztra xnap y~la-2 a m  

-dadou?um a u p n a â  q ya a v v p m q h y r i , â  anb m v y l r o q p  nd yuo p b  (NOWH 
'7vH38 ' ~ O S 2 3 l l v d  ) WfaV?99?Q m d  a./dav 273 a P W  37333 
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oa ' ~ n a â - 7 - â f i 3 @ 6  w anb q f l  m d  ~ 0 9  P aavfiao?/pfiy t m  apytmq3naâ-7 

-âfiafiâ6 rr;~ ?WV *a~fiâo?/pfiy,p m a 2  m9 arra9. aunur, a p v , p  ~ 9 p u  amarxmp 
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'7 u . y m m ~ p u o a  aun p auqQ ? u ~  pauradnou6 u n  

rxapavvod p b  n w d a d  ap  p mpyv, p avqlaou pum6  u n  avh~oyp l i y  a m  
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I Subatrate 
En y m e  

tntion I 
Y pcr ml. 

O .  082 
O. 082 
0.082 
O .  082 
1.37 
l .fi4 

TABLEAU V I  : HYDROLYSE DES AMZVES V'ÂClDES AMINES a d o n  SMITH. ( 7 4 )  



L-Leucyl-L-leiiciiie 
L-Leucyl-D-leucine 
L-Leucyl-L-isoleucine 
L-Leucyl-D-isoleucine 
L-Leucyl-L-v~; rie 
L-Leucyl-D-vitliiie 
L-Leucyl-L-alanine 

1.-:llanyl-L-leucine 

1 ;lvcyl-L-leurine 

Glycyl-t-tyrosine 

TABLEAU V I 1  : HYVRULYSE DE DIPEPTIDES a d o n  SMITH. (75) 



FIGURE 1 : Z N F L U E N C E  DU pii SUR L'ACTZVITE ENZYMATIQUE DE LA L E U C I N E  

AMINOPEPTIDASE DE REIN DE PORC a d o n  SMITH. ( 7 6 )  La couabe 8 

hephésente L1hy&olyae de La L - t e u c w e  en phéaence 

de M ~ "  et Ra combe C en phthence de Mn2' en donotion du 

pif. (La combe A irep&aente L1hydtrotyae de L-LeucyL gly- 

c*ne en pirés ence de MnZ') . 



FIGURE 2 : I N F L U E N C E  DU pH SUR L'ACTZVITE ENZYMTIQUE DE LA L E U C I N E  

AMINOPEPTIDASE DE CRISTALLIN DE BOEUF s&n HANSON ( 77 ) . 
L'acZivLté enzymatique es t  déteminée, avec ou nam activa- 
.tien p é d a b l e  pm l e 6  Loi0116 ~n'' et hig'+, p m  a U n  de & 

l emine  aminopep,tidabe non pwiidiée (combe a )  ou de la 
leucXne aminopepaXdae m A W L M e  (coabe  6 )  s m  la 
L-leucUzamide. 



FIGURE 3 : INFLUENCE RU pif SUR L1ACT1V1TE ENZ)/MAT12UE RE L'ARYLAMI- 

VASE ET RE L ' AMINUPEPTI RASE EXTRAITES DU RUORENUM HUMAIN 

d d o n  i3EHAL & LITTLE. ( 7 8 )  

P o w  chaque enzyme, une vdewr thèhrique de 100 est n m i -  

buée à l lacaXvLté enzymatique déteminée au pH opZ4na.X 

d 'ac&tkn. 



La leucine amLnopepLidae a$ une enzyme the/rnio~&bCe p d q u e  

C'  on pa.& ta b o u m m e  à C'aotian de La c h l e m  au coum de au pwU~icaLion. 

3 g m n d  t y p u  d 1 i n k i b L t w  bont dé& p u t  SMITH ( 79  ).  

- L u  i n k b d e w  de C'ion métalLique 

ex : E.D.T.A., ciR;rLa/te, C ~ J -  

- Lu i n k i b L t e ~  du a i t e  hgdtrophobe de L'enzyme 

ex : dcooib  

C'inkibLCbn augmente avec Le nombne de cutbone de la c E n e  

&phatique d u  alcoo.h W é b .  

- lu LnkibLtewn à ta doin  de t ' i o n  et du a d e  hydmphobe de 

C' enzyme. 

ex : Ceucine, acide A ocapmZque, n- hex yl-amine . 

VI11 - LOCALISATION C E L L U L A I R E  DE 1 ' E N Z Y M E .  

PATTEUSUN et d ( 80 ) a etudié lu leucine d n o p e p m m e  de c e l h -  

C u  d'abcde(e,tl1atrytamhh.ue) à pua% d'un ~hau5onnmevLt c-e. 
1h opé/rent en niLieu de ~ u m o b e  U , 2 5  M tamponné p a h  du &.& & a ptt d , Z .  

7 i b  o n t  bLUvL Le p k n  de &actionnmevLt 4cLivan.t : 



Noyaux 
pobt -  n.uck?éhe 

La din&tibu*tian enzymatirZue es t  donnée dam la Figwe 4 .  

L e s  nitochondrue~ conCiennent d u  m c u  de leucine aminopeptkhe e,t l ' o n  

p e u t  v o h  que la bcaeisa.t.Lon de la leucine &nopepxZ.dane ut cyXopaaelmL- 

que, d e o ~  que l l a / r g h & e  ut awttoLLt mimadomde. 

C u  nédlLeAats dont en accohd avec ceux de HANSON d m  l e  c/t inakUin 

de bueu6 ( b 7 1, de WASCHMUTH et de. d m  Le t e i n  de potc ( 8 2  1 et de EMMELOT 

& VISSER AUA Le Soie de nein ( 8 3 ) .  

Cette étude a d1aLUewrd p m m h  à P F L E L D E R E R  (841 en 7966 d 'é -  
m w e  une hypothè~e quant à La nelaLion q u i  ex in tumi t  enttLe c u  deux 

t y p a  d'enzyme. L1ac.tLvLté enzymatique engagée dam L u  m i m o a o m u  cornu-  
poMdlt& à & Sotme ptLim&ve W v e  de & molécule. La leucine aminopep- 
Lidaae "cytopi5umique" appcvaûhLt  pm déna&mu%n au c o r n  du v i W -  

aement de l a  ptépcvaa%n mictro~omde ou ~ O W  l t a o t i o n  d a  doLvant~ okga- 

d q u u  au c o r n  de La pmL&ic&on. 



FIGURE 4 : DlSTRIBUTiUN DES E N Z Y M E  QU1 HYDROLYSENT LA L-LEUCINAMIDE 

(Leu-NH2) ET LA L - L E U C Y L  NAPHTYLAMIRE ( L N A )  DANS LES DIF- 4 
FERENTS ELEMENTS CELLULAIRES seLon PATTERSON et cou .  ( 8  5 . 
Le @m..iionnmen.t en;t ~66ecltué à p& d'un homogéd d e  

c W e ~  dlaclci;te ELD dam du nucnohe O , 2 5  M Ramponné (TtLin 

0,0I M. aoide succinique 0,002 M ,  MgC12 0,0005 M )  et de pH b,Z. 

La dkaction Fe, est  l e  culot ob.tenu ( a p 2 s  2 Lavaged) pah 

Qr.ad0nnemen-t de l a  zone "duveteune" b s u e  de la c e m d u -  

gation mihchondhiaee. La Fe2 es.t Le m a t é h i e l  

h h é  j u t e  U U - d e d 6 ~  du C & O ~  Fl, kbh6 du jY~Q!tIk?h %vage 

de Fe,. Cette dhaction Fe2 ut lavé 2 do& à IO5 000 g 

pendant 1 hewte. 



1 X  - MECANISME D ' A C T I O N .  

Une hypofithese de mécanisme d'action, basée s w  l e s  dpéOi&k.Lté~ 

de 6 u b s M ,  l lac$ion des OlkibLteum et l e  t ô l e  des bu, a &té phbenté 

patr S M I T H  en 1955 ( 8 6  1. 

Le mécanAme téact ionnd suivirait d o i s  l e  schZma suivant : 

R - C  - C - O -  

BRYCE et RABIN 1 87 1 ptoposent en 1964 un mécanisme héactionnel 

un peu did@~ent de ccfki pkoposé pm S M I T H .  la demontirent en outtre pue 

l l a c f i v i t é  pepaXdan*que et estéilasique de l'enzyme a fieu au même s i t e  

calieyfique. Le ~~ pue ûi leucine amuiopepfidane so i t  iréumiblement &c- 

fivée pm l' E.  P. T .  A .  et h é v m i b l e n i e n t  p a ~  l e  p-mehcwibenzoate, hp f i pue  

ûi lylébence d'un gtoupenient t&ol dam la aZtuctwe de l'enzyme fié à l ' i o n  

métaeecpue. 



L'ion méXaLtQue a m v h d t  d ' i n t m é u e  de L i u h o n  emhe l e  
4uba.tm.X et L' enzyme. L e s  6Ltes  pm bables  d ' M h a n  aehaievLt Les gkou- 
pernem a m i n a  non chatrgéa et L u  atomes d'oxygène des estm ou des a.m.ides 
pepfidiquen . 

Srhcinu 1. h ly . ,  \I\ZK'~ or blri2' ion. 



CHAPITRE 

METHODES DE DOSAGE 3E L 'ACTIVITE ENZYMATIQUE 



La 1 -Leucine aminopepfidae ( L .  A .  P .  ) hgdmlyse l a  1-Leucinamide 

en L-Lucine eA en ammoniaque s d o n  k é a d o n  : 

ck LAP C H 3  \ t CH- C H Z  - C H -  C O - N H 2  , C H  - C H 2  - CH - COOH + RH4 
cHJ N f f 2  I C'-'3 i 

L'acaXvité enzgmatujue peuk donc &e détmminée p a ~ ~  Le dosage 

den paoduia2 de l a  aéaction. 

Nou avom v w d i é  La Libéhation de La 1-Leucine dam Le tnü5eu 

tréaotionn& pn une UechophoaZse pH 3 ,9 .  

L'éXude d u  U d  de colonne n é c ~ h & n t  un &&s gmnd nombke 

de ddsagen , n o u  avom pé6etLé dos ~ J L  L 'ac,tivLté &eucin~nopepf idanQue 

en rnumn-t l'ammoniaque fibetrée à p U  de La Leucinamide p v ~  une technique. 

&omaLLque. 

A /  - Doaage de L'ammoniaque. 

Noun avorzcl c h o d i  la méthode c o l o h i m ~ u e  de BERTHELOT adaptée 

put GIRARD ( 8 8 )  à L'Au;ta-AnaLysew~ Technicon eA mucL~i&e pm GENTTT ( 8 9  ) .  

EUe peuA: &e obtenue en tred-ina%L&nt hwr y u d q u e ~  gouaXu d'acide 

s d ~ w ~ i q u e  en pfiEsence de trouge de mé,thqle, une m u  d c n W é e  de bonn~ cjuuUté. 

Elle seht à h ptrépanation de toun L u  kéacti@. 

- ni&opaunil.bte de. ~ o d h  RP ( P i t o h b a l  ' 0  9 
- acide acLtque c & U a b l e  RP ( P t ~ o h b o )  50 mi? 
- eau d i n u é e  50 m l  



. Solution bARee : --------- ---- 

iae cov~4mve une nemaine en Chambm dxokie) 

- a o W o n  mghe j3kEcéder~te 1 m& 

- eau d i&tZL&e 200 tnL 

4 )  SatuXion de phénol 

- phénol (dondu) pwt cnin,tmYhab& (Ptrolaba 2 5  g 
- aoude R P  en paa%l.&h ?n Pko&bo j 097 g 
- eau d i n m é e  q.4 .  p. IO00 m l  

5 )  Soh-iion & z m p o ~ .  phoaphate 

- plioaphte dhodique, 1 2  H2U RP (PkoLabo) I t i O  g 
- boude RP en p a n L X L ~ n  (Ptolabo) 6 9 
- eau d & i L L é e .  q . 4 .  p. 7000 ml 

- auhkion dlhgpockeu&e à 5 p.  IO0 ( T e c h ~ c o n )  8 ml 

- hotuLion tampon phoaphate pkécEdente y .a .  p. 1 00 m l  

b )  Schéma de montage du manidold T e c h n L o ~ .  

L a  @acovin de nEac;ü@, airzni que &a entiL&u d l & ,  bon-t mu& 

d'un piEge ù ammoniaque c o m ~ ~  d'un ~ . e d c o n - h v m  contenant de l 'ac ide  

ad6w~ique  concef ié .  

C I  Gamme é M o n  d ' h m  anitnavkm. 

EUe u;t comaXtuéc! à pv&~ d'une aolLlltion mërre aqueube de autdate 

d'ammonium don;t lu compoaiAhn ut La auLvaYLte : 

- n d ~ u x e  neuahe d'ammonium p i n  e..t aec R.P .  ( P k o h b o )  0,3661 g 
- a c d e  aLLeddque N (Ti.tttinol M E R C K )  20 ml 
- eau dAtLUée  q . 4 . p .  1000 ml 





C m e  soluRian m&e a f  cüLuée de aaçon ù ubLenh d a  soLuLbnn 
aqueuna de 0,070 - 0,025 - 0,050 - 0,725 - 0,250 - 0,500 et 7 michornoLe 

d ' h m  ammonium m,ilL&&e (Tableau va 11 ) . 

La d e m i A h  opf iquu nQeev&~n am L1ewegh&ewt Technicon amont 

aimi hepoh,téu am une combe tEmoin d'Lam ammovLium, ( F i g .  6 ) combe E h -  

b f ie  avavd chaque n f i e  de dosaga. Poutr d u  concevuhaXiam & g d u  ou dupé- 

hiwa à 7 micltamole d ' i o m  ammonium dam Le miLieu ~ n z ~ ~ u e ,  noun ciXuom 

n ysfEmdquement lu aoLlLtio~ d ' enzyme. 

7 .  Tampon botLa;te de sodium 10 mM pH 9,2 

- Bahde de audulm R. P .  ( PtroLabo 1 709,iZ mg 
- Eau dinXinLée q . n . p .  50 m l  

- L - l e u c i n k d e  i cheohhydzate) :z 33 ,3  mg 
- MgCL2, 6 H20 1 rnM ( M E R C K )  4 mg 
- Tmpon bonde de sodium q.a . p .  20 m l  

. Mode opétratohe. ------ -------- 

La t r é a d o n  enzpaLique skQ86ectue dam un Xube à hémolyse place 

d m  un bain-mcurie héglLeE à 37' C .  

- Rube "dosage" : 

0,7 m l  de n o U o n  enzyma,tique en;t ma à incubm pendavtt 1 5  minu- 

fa avec 7 m l  de auba~,ta;t. 

-> S O ~  D, & derclai? opfique LUC b u h  1'  enhegh~2t42nenX. 

ii Noun noua phopohorcl d '  expfiqum dam Le pmagmphe suivant C ,  page 3 4 
Le bLLt et Le choix de c&e cuncevctrtation de ckeohwre de magnZaium. 



TABLEAU V111: PképmaZion de l a  gamme W o n  d'hm m o n & m  

6 p u  d'une ~ o l l L t i o n  mèhe de a d d a t e  d ' a m o k .  



MI CROMOLE 

D I H H ~ +  

FIGURE 6 : COURBE V'ETALONNAGE D'IONS AMMONIUM abtenue en ~epoh tan t  en 

atrdonnE~ la DenniAc! Opfique d'un tEmain ct en abac in i~n  ha 
+ 

concenttlation en La116 NH4 . 



- A b e  "kémoin enzyme" : 

0 ,  I ml de solutLon enzymaLLque u k  m h  à incubm pendant 15 mi- 
n a ~  avec 7 mi? de ,tampon b o u e  de bodium. 

- SoLt T e ,  la demza**é opfique l u e  nlln &megd&ement. 

- ,tube "kémoin bubn&c&' : 

0,1 ml d'eau dinZLtYée privée d'ammoniaque e s t  ma à incubm 

pendant 7 5  m i n d u  avec 7 mi? de aubaak.aX. 

(un a e d  "Xémoin subn;Dratn ~ n k  eddecxué pm aétue de dosage). 

So i t  T b ,  Ra dennLté opfique l u e  nwL L'emegd&ement. 

C u  deux Xémoia pm&ent  de d&k&w C'activLté enzymaticjue 
+ 

héelle en &&nant &U Aua Nt( contenus dan6 Ca ho,tua%on enzymatique 

d i ~ i  que ceux ~C~uiYcnt de C 'auAoLyne de La 1 - L e u ~ M e .  

e )  Exptresskn de LtactivLté enzymatique. 

L'aCitivLté e~zyma-tique ut expltiwnée en u&én intmvldtiondes 
* * ,  

U . I .  pah mceececRhe d'enzyme. L'uniAQ intmMat;ioMaee be dédi& pah Ce nombhe 

de mimarnala de a u b s m  hycholysée~, (aoza** a i n ~ . i  pm Ce rtombtre de t ruho-  

moLu d ' b u  ammonhm &béhéu ) , patr minute CLZ pm m,dlddx , , ,  
e d'enzyme. 

La d e ~ L t E  opfique h é m e  DR du dosage noua U* donnée pan La 

hé on : 

D = D - (7, + T a i  R 

Le nombtre de micnomoLa d ' h m  ammonium f ib&éu ~k deteminé 

en ~epohtant  La den&té DR b u  ûi counbe d' W o n n a g e  i Figuile 6 1 ,  s o i t  n 
+ 

michomoLes d ' i o a  NH4 . 

L 'act ivLté  enzyrn~cjue a ' e x p h e  p a  La h W o n  : 

n x I , 7  
U.I. = 

0,1 x 1 5  

où 1 , 7  = v o h e  dinul en mL du m&eu tréaclionnd 
0,1 = v o h e  en mC de Ca ptLine d ' u s a i  

7 5 = ,temps en mivuden de C ' i n c u b ~ o n .  



La détumLnation du ;taux des pm;t&Lne, es$ eddeotuée p c v ~  lu mé- 

thode de LOWRY au FOLIN-CIOCALTEU ( 90 ) adaptée à L'Auto-Adydeuc Technicon. 
1 

a )  De6dp, tbn de La méthode : ------ ------------------ 

C&e mézhode ~ i l $  d é U e  dam Ltappen&ce technique, page 7 4 4 .  

b )  Expe,aion de L 'ac t iv i té  d péciaiyue . : -- ........................... - -- 

L'activLté bpécidlcjue ut é g d e  au nappant de LtacLivLtE enzymahque 

exphiniée en uniXé~ i d m n d o n d e , ,  eA du &ux de pkot&Lne6, expituné en W- 
, , ,  

g m u  d'azoite potéique ~UJL mceece/c;ore. 

L'activité dpécidAyue d'exphime donc comme Le nombhe de mirnomo.tes 
+ 

d ' i o m  NH4 Libénées pm mg d'azote pnaXéipue et pm mirniruLte. 

Cl - D é t e m i U n  d e ,  c o W o m  op-t imdu de daaage. 

L e 6  ahuvaux de BERGER e.t JOHNSON ( 97 ) ,  plLin ceux de SMITH et 
BERGMANN ( 9 2  ) ont mo&é que la Le.uche aminopepfidae W une mEXaUo- 

enzyne dont Le ai te  eompaenû des c a t i o ~  bivdent6 ( ~ n " ,  ou ~ g + +  1 .  
La phéaence de &'un de ce6 deux mGXaux aXhnLLee dan ac t iv i té  ou lu kenfi-  
Rue a i  eRee a été p d u e  p c i ~  d i d y a e  ( 9 3  ) .  De p h ,  & La d & b U e n t  ce 

qLU a p d  à SPACKMAN e.t SMITH ( 94 ) de p é p m m  une L u t i n e  aminopepZkfa.he 

haua2rne.n-X @diée. 

Ahin de dUumLnm ce6 c o n ~ o m  op;tunda de doaage naw avom, 

ciand un phetnia Zempb, é.tudié Le6 edd& de  ce^ lem magnaiwn e,t manganèse 

AWL no&e enzyme. Dam un deuxième t e . m p ~ ,  n o u  avom nechaché L a  caiuih%n~ 

optimalu de la héactian enzpatique. 

a )  E d d e t  de la c o n c e W o n  en i o m  ~ n "  et ~ c j ~ ' .  

2 + L e ,  c o n c e W o r t s  en Mn IMnCL2, 4 H20 BleeaLLet F.B.) e t ~ c j ~ '  

IMgC12, 6 H20 Mmchl vahient de 0,5 à 100 mM. 

i 93  SMITH et SPACKMAN . . . . 
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FIGURE 7 : Activation de 4k Lucine  a m i n o p e p e h e  en donefion de la 

concemkmXon en ~ O M  Mntf ( A )  et en Lou MC' ( B I  

Ltact iv.Lté enzyma;tique UR: exp/zimée pah La Den626 Opkique d e  la téactiun de 

BERTHELOT. 3\',$ 
\ i,~ii 

-. + -. - So&u%n ionique non ;tamponnée 3 
Solution ionique tamponnée (Tampon botLLzt~ de ~ o d w n  pi4 9 , 2  ) . 



- en a o ~ o n  aqueLLile d'une p& 
- en a o l d o n  ,tamponnée ( B o u t e  de dodUun R.P .  Phohbu IO mM 

pii 9 , 2 )  dlau;tite p&. 

Mode ------ opehdtohe -------- : 

L'enzyme u.t mine à pkéincubw avec lu ~olu / t ions  i o n i q u u  de 
manganè~e ou de magné&mn dam un b a i n - m d e  kégulé à 37' C .  

Pan q u d q u u  a d a b  péliminaVLen, noM avond ce tempa de 
pZincubation à 10 mLlwlta. 

Le tube de péincubatian contiertt : 
- I v o h e  de aolu;tion enzymaLLque 
- 1 v o h e  de a o W o n  ionique 

P d ,  un v o h e  de a o l d o n  enzymatique peincubée at min à in -  
c u b a  avec de & 1-Leucinamide. 

P M è L e m e n t ,  n o u  edaectwna deux témoins dans luquee6  l a  b a h -  
Lion enzym&que e h X  d e  à p G n c u b m  dam ion. 

Le phUni&h témoin contient : 
- 7 volume de solution enzqm&ique 

- 1 volume d '  eau d inaZl&e 

Le deuxième témoin contient : 
- 1 volume de solution enzyrnatccjue 

- 7 volume de tampon borne  

Noa obamvatiom d o n t  i n d u n a  dans h Figuhe 7.  
I l  en m ~ a o l t t  que l ' a c ~ v a L h n  rnaxhu.te de h leucine aminupepfidane  AR 

&einte pow~ une c o n c e ~ o n  de : 

- 7 mM en ions MCJ" en aolufion d a a  l e  h p o n  b o u e  
- O ,  5 mM en i o m  ~ n "  en aoluAh n aqueun e . 



FIGURE 8 : ACTiVATiON DE LA LEUCINE AMINOPEPTIVASE EN FONCFIUN DU TEMPS DE 

PRE1NCUûATIUN avec : 

- d u  i0M ~ n "  ( A )  0,5 MM en noe<Ltion non tamponnée 
- des ionh M ~ "  181 1 tnM en holuLion kamponnée (gohaXe de hoduun, 

de BERTHELOT. 



L ' d v c c t i a n  de La l u c i n e  a m i n o p e p u e  patr L u  ions magnésium 

en a o U o n  q u e u e  ut n&ement moindhe qu' en aoLu&hn dans Le tampon 

botLate. 

Au wnttraihe, le6 ions manganae ho& PLU d d 4  en a@le b a h -  

f i n  aqueue. En a o U n  daP26 Le h p o n  b o u t e  pH 9 , 2 ,  Ll ae 6ome un épt~L~ 
dépôt bm.nâ.tte de Mn (OH 1 dont L'hpohtance augmente avec la wnce-n 

en mangane6e. Ce pécipLté  accompagne d'une p a t e  d'aaXvLté, voAe d'une 

géne ddnb Le dohage, a u d d i  avonb-noub W é  pah & a d e ,  des ions mungan&4e 

en a o U n  a q u w e .  Le p o b t h e  de du MnlOHll 4e hepose Lou  du 

dosage ( l e  aub6Xm.t etant à pH 8 , B )  m u A  à U R  degté moi&. 

Nous W o m  donc d1aptr2a l e6  tésuetatb pt~écédents de6 a o W o n s  

de : 

- M~~~ 1 mM en W e u  b o u t é  

- h4nZt 0,5 ntM en mik!ieu aqueux 

Le pmtocole de ~ é i n c u b a t i a n  est  l e  même que péctidenanent. L e 6  

temps  de p n i Z h c u U n  de .ta &eucine aminopeptL&ue vanient de 5 m i u t e s  à 

50 mn. (Fhwte d )  . 

L'activetion de la Leucine aminopeptkhe pm l e s  LM Mgzt 

aemb&evl;t &e Rh&6 trap.i.de. EUe a p u q u e  aLizht aon maximum amès 5 va es 
de p&incubatian, c&-ci é&nt aaXeint au boult de 15 6: 20 n i d e 6  ( F i g u e  

8 B ) .  

Fouir te6 ions b4n2*, la moghed.6ion a m U e  étne méne ( Figwre 6 A )  . 

C I  E d d e t  du pH en ptésence d'ions MCJ" et ~ n " .  

N O U A  av0n.h VOU& véhi6 im 6 i  l ' ac t ion  d e s  bnb M~~~ A4n2' 

VU en & m d i o n  du pH de t a  aoluLion enzymaAique. 

Powr c&, mu6 avons amené à diddhent6 pH, pat~ de La boude 0 ,  1 N 

ou de L'acide ckeohCtydrUque &è6 dilué, une boh.dion enzpaLcque abXenue à 

~ ~ M W C  d '  un homogénat t e n d  W .  



EAU DISTILLÉE 

FIGURE 9 : E F F E T  DU pH DE 1' E N Z Y M E  SUR L'ACTIVATION PAR LES IOMS hlg'+ et h4n2'. 

-o-r- Combe 1 : ~éincubnt-ion avec de C'mu d i n u é e  
,-' Cowbe 2 : péincubaLion avec du Mg2' 1 mM en nie*w bouté  

Cowbe 3 : pe0icubation avec du Mn2* O ,  5 mM en wdieu q u w u .  

L ' ao t i v i~é  enzymatique es* exphunée pair Ca Vewi té  OpXique de la 4 é a c t i o n  

de BERTHELOT. 



Chaque solutXon enzymu-tique de ptl d.i&jé)rentb est  d e  à pkéincubm 
15 mirutes avec : 

- d e s  &KA M ~ ' '  1 tnM en do&u%n dai2b du 2mtpon bou te  

- dea ~ O M  ~n'+ 0,5  ni^ en a o w o n  irpuwe 
- de l'm b & m e ,  c&e-ci petun- de daine aivlbi une 

combe témoin denvant d e  &é$énence pom l l&n  des &KA u~~~ et A4n2+. 

avec l e  aubaixat 1 - l u & d e  en ~ o l u t b n  dans l e  m o n  b o u e .  

La FQme 9 naub petun& de cona;fa2eh que l e  pH opa5.ma.l pouh 

&qu& l lact ivLt& enzqmatque es t  m a m e  ut au vohinage de 9 ,  que e t  homo- 
génat a o a  ou non acltivé pm t e  niagné6i.m ou Le manganè6e. 

oe p h ,  ceci rzau.6 p m c t  de muvrittta que L1&n du manganede 
e s X  b u p é t u u e  à c&e du magn&6hm. 

NOUA pouvon6 m a i  i ~ m m q u m ,  que L'activLté enzymatiiue augmente 
à pH 7,s en p/taence de rnangm&e et de m a g ~ ~ .  Noud ne pouvonb dana 
l'hmécü..u.t que conbAx.terr ce @.iX, aaru pouvoh l ' exp f iqua .  CependaMit, il 

naud /rwwqum que ceci a.t obitenu avec un hamogépzdt 6m.t d' où l 1  hélé-  

mgénéiAé e n z y n i w e  de ce M e u .  

Nous avovtd é t u d i é  l a  v a u a e  de Lu kéaction eulzymmXque en U-  
sa& d e s  h o t u t h a  de dubh2m.t d o n t  le c o n c e m n  v&e de 0,3 mM à 40 mM 

(Figrne 10). 

NOUA avom obaettvé que les  ~otuaXons de L-leucinamide pmduhent 

avec lu tcéad6a de La méithade de dobage de BERTHELOT une calotration pm- 

poiLtiannae à lu c o n c e m d o n  en aub~.thCLt. CaXe colomtion h é m e  
ne vaniant pan avec Le itemph et la Zempéhatuhe d'incubatian, mud avom 

pevcbé qul&e &tait due à une k é a d b n  panadte de % L-Leudnamide au 

contact d u  kZau26a p&écédenanent c i t es .  (F igue  IO - combe T, 1 .  
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FlGtlRE 70 : ACTlVlTE ENZYMATIQUE DE LA L E U C I N E  AMlNOPEPTTDASE EN FONCTION 

DE LA CONCENTRATION EN SUBSTRAT 1-LEUC7NAMlDE. 

L'act iv i té  enzymatique es t  e x p h é e  pm La Deri6Lté OpZque 

de la néaction de BERTHELOT. 

+- Combe 7 : La 60.tu&Lon enzymatique W é e  es* un homogénat b u t .  

-CC Combe 2 : La aolu,tion enzymatique W é e  es t  un é l u u t  de Sephadex G 200. 

a-*- Combe Ta : Hy&olgae spontanée du a u b a M  L-leucinamide en tampon bohate. 



A u a i  avona-now kctenu une c o n c e ~ o n  en auhd%.& de 10 mM pom 
&aqu&e la v d e u ~  du témoin aubaA~ut n' ut PM &op éeevée QX pom LaquelXe 

l'hydhotyse du aubsltrra;t pcvr 421 Lucine aacivwpepiidabe s0i.t bu6$hasment 
app~éciable W.&-à-VA de ce ;témoin s u b a r n .  

La Figrne 1 7  now pmQA:  de c o u m a  que c W e  hydttalyae ut f iné-  

aVLe en d o n d o n  du temp . 

Pou noa d a a q u ,  ~ U A  avom c h o b i  den temps vaniant de 10 6 20 

m i u u  delan La c o n c e w o n  en enzyme de noa ~olu.tiona, ce qui. p m e t  

p m d o h  de aupphimm. L a  d i e ~ v l c l ,  Q;t dimi d ' U n m  l e6  m u  &pu- 

XabLu à c&u-ci .  

6 )  C o n U n  6WL L'a&ucu%n de La leucine awLinopepXid.uhe pah Le6 " " 

NOUA avom pu meLtxe en Zvdence une activation pm l e  magn&h 

f mM en b ~ h t i d n  akmponnée eA pm l e  manganèse O ,  5 mM en h o u o n  q u e u e .  
Nous avona pensé que l'aciiva&ion parr L a  .iam R I @ ~ M ~ A ~ W I ~  4aai.t d'un u a g e  

IJ-eu6 daciXe pwt no&e technique de dobage, 6tun;t donné 6otuna;tion du 

pkécipité de Mn ( O H )  n<r*sible pou  Ra Lectute de no6 dosages .tom de L ' A -  
2 + L&z..tXon d u  iond  Mn . 

P'uudxe m, now avom pensé que a i  m u  inttLodu.ib.iana l e  magné- 
a h  dam h solution de L-leuci,mmid~, l 'ac t ivat ion  s~& a a e z  compm- 
bLe à cel le  p o d d e  apnéa pirtiincubdon de E' enzyme avec CU mêmu ion6  . 



FIGURE 7 1  : HYDROLYSE DE LA 1-LEUCINAMIDE EN FONCTiON DU TEMPS. 

L 'a&vLtE enzgmdque A ' expttune p m  l a  VemLté OpXique 
de la t é a d o n  de BERTHELOT. 



- ptéincubé un hurnogénat b u t  avec de l 'eau c L b W & e  d'une pa~.X (Témoin) 

et avec d e s  COM M~~~ 7 n*( d f a e  p a h t .  
1 

C&e p&incubdtion es$ suivie du doaage habLtue.l avec La L-leucina- 

mide. 

- e&jecfué un dobage du mhe homogénat btuLt avec.& a u b a r n  L - L e u c i M e  
cott-tencrnt ou non du maguriibh 1 M. 

Le Tableau 1 X  /rendme les  n Z h W .  

Noua pouvom m;tm une aotivdtion de : 

2 + - 76 p. 700 patr l a  p/r&&cub&n avec lu ionil Mg . 
- I I  p. 100 pm L'incub&n dihecite d m  l e  aubaitruz;t contenant l e s  i o m  

M ~ ~ + .  

Noua pemon6 que c&e did&kence n '~6 . t  au,j~imnment gtande 
povr que c&e ph&Lncuba;tion aoL t  de ~guewr .  avant Lu doaagen. Povr noa 
mmbtLeux doaagu, mitamment pou  l es  éeuat6 de colonne, mub auon6 c h o b i  
de aupptrAmm la ptLï5incuba&bn et de l a  t ~ m p h c m  p a h  l e  6 ~ 6 6 -  L-leut.inam4.de 

conte& du Magné6ium 7 mM. 



TABLEAU 7X : COMPARAlSON DE 1 'ACT1 VITE ENZYMATIQUE DETERMINEE : 

- p a ~  hydholyae du b u b h a h ~  1 - l e u c i m e  pttécédge dl une 

d v a t i o n  p a ~  l e s  &VIA MCJ" I mM 

pai hydiroltjse du s u b s M  1 - L u W e  contenant du M~~~ 

1 mM han6 acZiv&n phEaLa tee pm CU m & u  h r ~ r l .  



CHAPITRE I I  

EXTRACTION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE 

A PARTIR D'UN HOMOGEMAT BRUT. 



A/ - P R E P A R A T Z O N  D E  L'HOMOGENAT B R U T .  

L u  cobayu de nace " ~ c o C o t e "  hont anecl.thédi& pah une ao&d&m 

aqueube dlwteth&ne (Ptrohbo] à 10 p.100 à haibon de 1 m l  powr 100 gtiamne-4 

de po& cotpot&. Noua pmZLquom em&e une e x s a n g h - & a m  ~ u b h n  avec 

une a o M o n  de cheouhe phyablogique h é p d n é e  ( i i é w n e  Fowrnietr) ~ w t  

L u  d e u x  c m l t i d u .  Louque Le6 cobayu aont puu2quemen-t exsangua, now 

~ U e v o m  Le6 t e i v i b .  C&e op&aLLon a POL& bu.X d1iiLbrinerr au maxUnum d ' é -  

ventu& con.&miW du héhum. 

A p t r b  a v o h  edev2  tu c a p u t a  s r n é d u ,  n o u  n o u  d é b m a o n s  

de la g d a e  e,t d u  membtanes q u i  enbwtevû L u  w i n s  ainsi que decl pécii- 

c u t a  ténaux, au niveau du m e ,  domb d u  vabaeaux aanguim e,t canaux 

uhinaVLu. 

Lecl t e i n s  n o n t  a l o u  Lava dam du a h u m  phyaiologique. 

Rmanque : Lorrdque tu t&m ne 60YLt pu aunaiXôt ap/rèa Leuk ptré- 

Lèvement, iR ecllt p/rE@tubte de L u  cangctu  ( à  - 25' Cl entom& de L e m  

g d a e ,  ce qui é v a e  aimi Le declaèchement de6 ohgana. 

Lecl t& a o n t  b t a y b  à t ' a i d e  d'un h o m o g é n é i 6 ~  ULt4.u-Twrtrax 

(JANKE g K U N K E L )  dam 10 m l  envhon de a o M o n  c h l o u é e  phyaiologique 

pendant quelquecl necondecl, de aaçon à a v o h  une b o W e  homogène. 

8/ - SOLUBlLlSATlON D E  L'ENZYME A P A R T I R  D ' U N  HOMOGENAT BRUT : 

V E T E R M l N A T l O N  DU pH O P T I M A L  D E  SOLUBiLlTE. 

A13)~èa ce&&juga t ian  d'un homogéviat m, noua avons temuqué 

que t t a d v i . . t é  du amnageant ut bmucaup p . tu  &ibte que ceUe  du c d o t  



TABLEAU X : OETERMTNATION DU Ph O P T I M A L  DE S U L U B I L L T E  DE LA LEUCLNE 

AMTNOPEP7ïDASE : t e  ;témoin à pH 6,7  a Z  le. amnageant 

obtenu apa ceWduga t ion  d'un homogénat b u t  à 1 5  UOO Zlmn 

p w d &  15 minu?tu. L'homogéMdt b u  a-t amené à ciid6ihem 
pif et les  du - tab leau cornupondent ~ L L X  doauges 

d a  ciiO~é~eYLtb ~ m g u Y L t 4  ob-te~~e) aptèh une ce&dugation 

de 7 5 O 0 0  Xuurrn lmn pendant 1 5 rniuu. 



A u a i  avom-naus chmché à obteMXh h o u  dome aoluble l e  maximum d 'ac t iv i -  

t é  e n z m q u e  en dahant v a h a  Le pH de Lt homogénat. 

1. Technique : 

. Cette ;technique ut eadectuée à pcm% d'un homogénat de pH 6, ' f  

envhon . 
1 ' hamogénat a eté &vAé en 7 2 ~nact iond.  7 1 ~ m u 5 . u ~ ~  on t  é t é  

amenéch à di.dd&e& pi4 pm addiLion de boude N ou 0 ,  l N (Ti.Or,i~ol M m & )  

ou d'acide ckeoMzydiuque dieu2 (Mmch) . La douzième ~ n a d b n  a &té U b é e  

au pH I M  de 6,7 : &e nmv& de hédéhence. 

Tvu;te~ l e n  6 t ~ a c X h n ~  o n t  &té centrUdugéu à 15 000 ; t / m i d  

pendant 15  m i d u  dand une c e ~ ~ u g ~ e  trebtLoidie à + 4' C (JOLIAN L 65 R ) .  

T a u  L u  culad  o n t  é té  t e j e A b .  L'ac;tivLté apéci&i.que d u  b ~ w i a -  

g u d  a Ué marnée eA compmée à lu pr~épahaCi.un de né&kence. 

IL noua @u.t n m q u m  qu'au-de~aou~ de pH 6,0, l 'ao t ivLté  

enzymdque d u  bmnageanix c i h i m e  dom qu'&Le u.t maximale à un pH 

&Za banique (Tableau X 1 . Cependant, ce t  opRAmum e6.t dttcint apk2a une 

mobaance en dent4 de sc ie ,  ce qui peuit pahdtttLe p d o x d  6.i l ' o n  ne 

s1a&kche p u  à cond iàé~~m Lthé.téJLogénéilé de lthomagénat de d é m .  I l  

u.t poabible que ce bnoyat c a d e n n e  d u  in&bLteum q u i  aghbent de manièile 

diddaente ndon  lu candLtionA dam L a q u e U u  ih ae aouvevLt. 

C ' u t  à pi4 9 , g  que noub atte. .Lgno~ l e  maximum d'activLté enzynta- 

fique dam Le arnnageant, ce ~ L L  noun p m e t  d 'ob tenh  un d ~ ~ n u g e a n t  d o n t  

L'actiui-té e n X  de 20 p. 100 env&an a u p w e m e  à cel le  du amnageant de 

hédhence o b;tenu à pH 6,7 (Tableau X I  ) . 

C'en2 ce pH de 9 , b  q u i  u Z  d ide ment &denu p o u  p ~ l i p a h e t l  une 

soliLtion enzymatique d 'ac t iv i té  maxUnde. Le auhnageant a i ~ i  ob.tenu (SI ) 

a m  soumin aux u s a i n  de p&~icatiun. 



TABLEAU X7 : RENVEMENT DE LA SOLUBlL7SATlON DE L 'ENZYME A pif 9, b 

A PART7 R V ' UN ff OMOGENAT BRUT. 

PH 

UomogZna;t 
697 

S u t r n a g m  
fl 6 2 '  

Swtnagcunt 
fl 9,b 

ActivLtZ 
enz grnaXique 

( U . 1 .  ) 

O, 79 

1 

O,19 

O, 35 

Pltotii&u 
(mg/&) 

1 ,9  

1 , O  

194 

AcLi.viA& 
hpéci&Que 

O; 42 

O, 79 

O,27 

A ~ v ~ é  
hpécidique 

e 

100 

4 5 

6 4 

I 



CHAPITRE I I I  

PURIFICATION DE L'ENZYME 



NOUA LWUA aoma &chée, dans ce RhavuiL am la leucine d m -  

pep.tida6e de h& de cobaye, à mettrte au point de6 kechniquen W a b t e 6  

en vue de ta p d ~ i c a t i o n  de ce t te  enzqtne. 

Dam un pft.enim temp, noa e~~ain o n t  posé am la techniqua 

de /teAugage pm lu A& Preu;trLa Ceaaiquement W é e 6  dan6 la p w i -  

d'enzynlu. La d u e t u p t h n  de c a  expéiuenca @ia Ltobj& d'un 

pn&m pcutaghaphe. 

Pevavtt L a  héhuR;ta;tb obxevlun, a v& dirre peu encowuzgeam, 

mub auon6 hemncé à une Uupe de neeahgage ptréaeable, au ~ o & L t  de l'u-ti- 

U & n  dVLecte de mUhoden ch~onsa;taghapkiqueb et éLecOwphonétiyue6 q u i  

a e m n t  dévetoppées dam un deuxième patraghaphe. Endin, t e  dév&ppemevLt de  
2 + no4 noua a m n é e  à O ~ ~ ~ J L V ~ A  LthpotLtance d u  b n b  Mg q u i  ae ho& 

h é v U é ~  non aeutment ae;t.iva&am, m a i s  a u a i  ph0Zecta.m de t t  enzyme. 

Dans ce deu&me pamgtraphe now d é u d ~ o n n  donc égalment l en  n é 6 W  

obteviun b ~ q u ' a u  corn d u  di86éhentes é i a p e b  p h é p u t i v e d ,  t' enzyme en t  
2 + c o n 6 h e n t  maintenue en p a e n c e  d'ians Mg . 



A /  - ESSAIS PRELlM7NAlRES : R E L A R G A G E  ET C H R O M A T O G R A P H I E  : 

Da CUAL& p n i 2 h n l h e . b  dam la puni~icat ion noud ovçt c o n d d  à 

atudim Le h&gage patr Le sutdate de sodium, p d  b couplm ce t t e  technique 

avec ûi chhamatagmph d' échange d'ion6 su iv ie  elle-même d'une g d  &-i.&ha- 

ZLon AWL Sephadex G 200. 

NOUA avona hep& une technique W é e  pan SULD eR: HERBU7 ( 9 5  1 : 

au swnageant S I  ex&& d'un homogémt b u ,  nou6 ajoLLton6 s o u  ag**ation 

douce & avec pkEcau;tian, -une s o U o n  de buR6de de hoduun à 30 g pouh  

100 rd!, à &on de 7 2  rnt de sutdate ~ O W L  10 me de bolution d'enzyme. Dèb 

que L1ad&Xion du b d d a t e  a.t tetuninée, noud LaAdan6 la ao&.t%n 30 minu- 

.tu à lu kemp-e du lubottako&e et naw t a  centnidugwrzn à 15 O00 t o m /  
niivu.de. Moud n e c u ~ o n 6  Le Amnageant S2 d o n t  mud meswwm l e  volume adin 

de hepnendhe Le cuPo.t C 2  nedpeotiument obtenu duna un même v o h e  de hunpon 

bohate pfi 9 ,  b . 
b f  R é A W  : --------- 

N o u  avoM c o n d m é  j~~*1qu'à 996 % d ' a u g m e W o n  de L'acfivLté spéci- 

dique dam Le euLot de irdmgage pah  happo& b ûi 6oluZLon enzymdque S 

de dépatrit avec un kendement de 30 p. 700 (TubLeau X I I ) .  

Cette technique now ayc-nt bemblé encowLageavLte now avom tenté  

de La couplm avec d a  methoda ckttomabgtcaphqua. 

2 .  Couplage du fiehngage avec d a  rnélthodes c~omatoghapkirjue~. 

Noud avonn d '  abofid chornatoghapbié, swr une colonne de c-ose à 

échange d'aniom, l e  p n o d d t  evvLiclti obtenu p a ~  neeahgage I C 2 )  . 
PuAn now avonn hanbembLé concentlLé L a  Q ~ ~ ~ v l c s  e n z w u e m e n t  

activen U u é a  de La colonne de DEAE-CeeeuRose, que n o u  avonn boumina à 

une chomatagtrapkie de g e l  au on s w ~  Sephadex G 200. 

'La &CA ghande s e n n i b U é  de lu muhode de dosage de ûi leucine uminopep- 
m e  patr m u w e  de L'ammoniaque Libhée à du subsahat Lucinamide 
ne noun petunet pan d ' W m  Le hehhgage p m  l e  a d d a t e  d ' m o n h n .  



TABLEAU X I  7 : ReXmgage pm l e  au&u.te de hochm à 30 p. 100 : c v m p ~ o n  
de L1ac;tivLté enzpaLique, avant et aptrèa k-gage, dan?, 

la ho-etLtion enzgrnaüque de. dPpaM S I ,  dam l e  culot C 2  et 
Le amnageant S2 amèn une centm&jugation de 15 minuitu 

à 7 5 000 tom /minu;te. 



Le c d o t  de it-gage ( C e )  e6.t déposé am une colonne de D E A E - c W d e  

DE 5 2  de 14 x 3,5  cm éq&b/Lée dam un h p o n  botrate 0,025 M de pH d , 0  belon 

h &chuque d é U e  dans l 'appendke  technique, page 1 4 7 .  

L 1  ULLtion de l ' d v i X é  enzytmtique tut trapide : entrLe lu ~hactiom 
2 5  et 30 avec un maximum à 27. Un pic & p o m k n t  de p m t é h e ~  es t  Uué avavLt 

l'enzyme (Tableau X 7 T 7 ) .  

L e s  ~ m a X o n s  25 à 30 40n.t maemblées PUA concentrté~ patr lyophi- 

t & x t i o n  avant d'  W e  chhonaatogmp&&e~ auh une colonne de Sephadex G 200. 

' n d e s  ~mctian~ actives obtenuu apèb La chhotnato- b)  dee-6- ------ ........................... ---------------- 
ggphie  d' échange d ' ions : - ----------- -------- 

1' éecrat enzym@uemed Aau  de .ta chrtomah~gmpkie pécédente 

es t  dépo~é hua une colonne de Sephadex G 200 de 0,60 x 7 m. Le g e l  e6.t gonXLé 

e,t éq1LieibtLé a elon l a  technique d é U e  dam C 'appendice technique, page 14 6 .  

L ' enzyme en t  é b é e  p t ~  l e  &unpan d' équXb&an du g e l .  

Le pic d'&&.&-ion de L'enzyme névèle une bonne hamogénUé avec un 
maximum dlactLvx;té à la @m-t.ion 7 6 q u i  ae a i h e  dam une déphuaion p/tot&que 

~ U J L  l e  chttoma.togtranane (Tableau X 7  11 ) . 

L'ensemble d e s  i t ~ ~  ut hé~umé dam l e  Tableau X 7 7 7 .  

NOUA con~Xatonn que l e  couplage du iteeatLgage avec ch/romatogmpkce 
d'  échange d ' i o n s  p m e t  d1obZenin une p h & W 0 n  enzyma;ti<gue evvtickie 9 , 5  

6 o A  ( @.action 2 7 du chhomatogtramme) jw~ /tappotLt à L1 homogéizat b u t .  Cependant, 

aphèb g& &i&maXon, Le aactem de pwtidication itetambe à 2 do& (pom la 
imc t ion  1 6 ) .  

Le itelmgage W é  Aolément p&a& à p t U o ~  pouvoh &the 

appliqué comme &.tape de ph6icatLon mdib bon couphge avec d a  méthadu c h -  

matagrraphiques a ' at hévéLé i-able. 



TABLEAU X717 : TABLEAU RECAPTTULATIF DES ESSAIS PRELIMLNAIRES D E  PURIFZCATIUN 

* A c t i v L t E  e n z y m ~ p u e  exp/LUnée pm l a  DensLté  OpLique d e  La 
t r é a c t b n  de BERTHELOT. 

+-O- P m i t e i n u  e x p h n é u  pa/r h DensLté  Op;ticgue d e  h k é a d i o n  
d u  LOWRY. 



L'iZhination de l 'excès du sd@Ae de sudun pm didqse  ne n o u  

p m e t  pan d' o b t e h  de m & w  h~bu&k& ( 9 6  1 . 

Am& ces t r & W  peu encoutageant6, nous avon6 donc abandonné 
Le hdmigage comme é&pe pobbible de La p&,jicdon de l '  enzyme. 

La supphuaion du tteRahgage ne su46i.t pa6 à QU, seul poun amC.&ohm 
& p ~ ~ ~ ~ n  de l'enzyme ( 9 7 ) ,  ct l e  coupluge DEAE-CefXuXose + g e l  

f$%uuXon monttte que t'enzyme ut dénalrhée au c o r n  de c u  & t a p a  chhoma- 
toghaphquu. 

SMITH et COU. pense& que t e  magnébh a l b b U e  t'enzyme. CeecLi-ci 
Uant  absent d e s  Xumpom u L ü 2 ~ é s  juque maidenanit, naub L' avonn i n t r r o u  
dam lu diddt%e& mitieux poun a i x b U u t  l'enzyme. 

81 - METHODES D E  P U R I F I C A T I O N  E N  P R E S E N C E  D'IONS t d g Z ' :  - 

On sa i t  que les  * 0 n ~  M ~ "  ac.tu>ent l'enzyme et peuvent la s t a b U m .  

C ' u t  powquoi now Les avom iMRhodLU/t4 dam Lecl Jlunpon~. N O M  avom c h u h i  
la conceYttttation q u i  p m e t  d'obZenLt t 'aotivLté maximute, c 'est-à-dhe une 
conce-n de 0,001 M ( C d .  page 3 6 ) .  

La phemièhe &tape de h phdicaZion conddte en une chtrormzltaghapkce 
am DEAE-CeeeuRose. EUe se  hévèle &e une Cubez bonne méfiode p o u  W- 
n m  d e s  photéineh ban6 h o p  de dommage p o u  L'enzyme. 

Nous expasam t e c l  &~~&t ten tn  c o u w e s  de c&e phdèhe  etape, avec 
d u  méthodu d'éLecthophohèse, de gci? &L&a.thn ou d'u.&zaceWdugaAhn, 
ce (sL nou  a p W  dlobXen& une a o U o n  enzymaZque e h c k e  et aunbi 
p u  déviatwrée que pasbible. 

N O ~  noun d o m m u  i m p h é e  d'une technique d e  en oeuvrre p u ~  S U L D  

et HERBUT ( 9 8 ) .  

( 9 6  et 9 7 )  V I N C E N T  O.. . (D.E .A . )  
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FIGURE 1 2  : CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS ~ W L  colonne de DEAE-CWone DE 5 2  en 

.tampon bomte 0,025 M ,  pH 8,0 d'un swnageant S I .  €&on pan un oystème 

.tampon NaCl 0,5 M - Tampon borne  0,025 M ,  pH 8,0. 

A c L i v a é  enzymaaXtique e x p h é e  pm & DeuisLtits Optique de la kéau5on - de BERTHELOT. 

- - Phoh?in~ expuniées p a h  La DenbLté Optique de la heaotion de LWRY. 



Now W o v i n  une colonne ( 9 4  x 3 , 5  cm) de DEAE-CeeeuRa~e DE 5 2  

humide (Wiuhnan) que noud éqWbiron6 dan4 du itampon boirate 0,025 M ,  pH 8,0.' 

Du d i ~ ~ ~ é ~  ;tecCrCque~ d '  CquXRib-n de La QEAE-CeeeuRoae à 

ptl 9 , t  (pii o p W  de aohbiLi.mdion de L'enzyme) now ont c o W e  ~iMaeement 

à adopta  un pH de 8 , O .  

L ' W n  de La colonne a ' e66ecAue au moyen ci' un gtradient &tné&e 
de NaCL phépmé de t a  manièire buivartte : 

- un piremim e,ttenmeym de 500 m l  conCient 2 2 5  tnt de aiunpan b a W e  0,025 M, 

I3H t , 0 .  
- un deuxigme d e n m e y m  de 500 m l ,  contient 138 de NaCe 0,5 M [Ptrohbo 

R.P. 1 .  
NOUA uX.Uovin une pompe p W U q u e  EX now coUe&m a i n s i  

d u  ~ h a c L b v i n  de 3 nat ;tada lv 20 mi rude^. 

Lu ~m&m 5 acfivLté leucine a m i n o p e p ~ i q u e  ~ o n t  é h é a  de4 

Le tube no 35 avec un maximum cru Rube no 5 1 ( figrne 12 ) . C e s  ~nacZLovu aoni2: 

hepthabla à l' oeie nu, Lem cou,.tm de a L t m n t  dam tu ltovlb hOUge ohangé. 

Le piro&iX du c h o m a t o g m e  pirotéique morne d w x  p h .  Le phemien 

ut éeué au débat de fa chomatagttapkie e.t ne comapond à aucune activLté 

L a d n e  aminopeptichuique. Le aecond e ~ ; t  UuZ en même &mpA que L' enzyme. Ce 

dmnim pic de pnatéinu ~ A X  Z o u j o w  h p o h h x n t .  

Le hendemevtt de c u e  chaoma;tughaphie v d e  enthe 15 et 2 5  % eA 
Le dactewt de @&ica&kn de 1 , 5  à 3 do& ù chaque chomatogmpkie de ce 

type ( T a b t m  X i V ] .  

L u  dhacLion?l à acAivLté Luc ine  atninopepti.dat,ique tu p h  a c i i v u ,  

h~ph%e&nt un volume d'envhon 50 mL, a o n t  m b e m b l é u .  EUu h o n t  concenahéu 

pc;ur d idyae  conthe du polyethyLène gQco1 en vue d'une W d o n  u R t W m e .  

' La compoaUan du h p o n  6iguile dan6 L'appendice technique, page 147. 





Le ch/tomaXogt~amme enzyma-tique movz;tlre un pic d'aeeuhe ~yméhique .  

Le TabLeuu de trendemerLt (Tableau XIV 1 de c m e  chrromatoghapkie 

imiique une dode  dunivlu;tian du ;taux de pLotéinu pm mpp0a.X à .tfhomogénaA 

bhLLt . 
Noun avons donc c h o h i  de couplm La ch.xoma.togmpkie d'échangu 

d'ionn avec d'auXxe~ ,techniqua. 

Le Tableau au,ivant héaume LM é h p e ~  ~ é c Z d e n t u  qui nont à & 

b a e  den  &dd&entcr couplaga que n o u  avom pu / ~édAm : 

7 

HOMOGENAT 8RUT 1: iii Z/mn - 1.5 tm 

SURNAGEANT SI  

1 
DEAE-CeUuLoa e 

J 

2 .  Couplage : DEAE-CelXuRoae + G d  &iLOuu%n AWL Sephadex G 200. 

L'éeuat enzymaALque cuncevLttré, h a u  de chtLomatoghapkie d'échange 
d ' i o n s  u,t ~~é am une caeanne de Sephadex G 200 d o n t  Le hmpon d'équXRc- 

bYLtion contient du M ~ ' '  0,001 M. 

a )  Technique - - - - - - - - : 

La phépa&Lti~Vt du g d  ut inhquée dam l'appendice technique, 

P g e  1 4 8 .  

L ' W o n  de La colonne he &il p u t  Le Rampon d'éqLLieibtLatiun du 

g c t  (Xumpon bohate 0,025 M de pH 8,0, M~~~ 0,001 M I .  
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FIGURE 13 : CHROMATOGRAPHIE D E  G E L  FILTRATION OLVL Sephadex G 200 d e s  &LUC- 

fiom acfivives enz ymwumevLt O b2en.u~ aphèd chmmatog&.apkie 

d'échange d'iom. L '  Z d o n  n'eadeotue pm du h p o n  borne  

0,025 M, pH 8 , O .  - A d v L t é  enzyma,tique e x p h é e  pm Pen~Lté Opfique de .ta 
héacltiun de BERTHELOT. 

-a>- 

-O - * Photéines expttunée6 paii & VemLté Opfique du LOWRY. ,/, ;, -.\ 
i i d  4 
. -,-A*2 





Le débit de La pompe p W w u e  2 PP 60 QUlCKFlTT e ~ l t  héglé 
à 4 gouftta pm minute, a o a  au &Aae un volume de 1 , 5  rd p.m ~ m c L i o n  

coUedée  Xou;tes l es  1 5  minu;te~. 

C&e c h l r o ~ o g h a p ~ e  a égdemen;t &eu en chambhe dirode ~ ~ 0 4 -  

m é e  à + 4 O  C .  

La aoLruXon enzyma;eujue ob;tenue aphh chomdtoghapfie am DEAE- 

CeeeLLeoae at c o n c e h é e  pcvr diaeyae c o r n e  du polyWyLène glycol puXd 

dépoaée am la colonne de Sephadex G 200. 

Le chhoma&gmmme n o u  hévèle un pic homogène d 'ac t iv i té  enzymatc- 
que dont l e  maxulium a e ~ i i x e  à la @.action 14 ( Figune 1 3 ) . L ' éludion de 
l'enzyme se  h Q p M  am 7 ~haca%onb e n e e  Leb t u b u  1 1  et 7 7 .  

Pan contrre, l e  ptro&i.l photéique n o u  trZv&le d u x  p i a .  Le p~emim 

contient L'enzyme kandin que l e  aecond, inacLt6, nmble  comapondtLe à d a  

photéinu d'un p u a  moLécLLenine v o h i n  de celui  de la a h  albumine. 

Le Tableau XV &end comp;te de la p w t i ~ k d o n  de l'enzyme pan ce 

couplage : L'enzyme a L v i n i  w d i é e  J 1 &~i.h avec un hendement de 3 % h a t e  
aa2ve  cd a pu ettLe W é e  p o u  etudim 4 t h  ph op hi été^ physiquu, nahnn- 
ment aon pu& molécutahe ( C d .  C h a p a e  I V  d u  phoptueta phyaiquu ) aiui 
que pou4 contrrôlm sa pme.té pnaXéique pan Uectxophahèae. 

CONTROLE DU DEGRE PE PURETE PüOTElQUE DE L ' E N Z Y M E  P U R I F l E E  pm 

l e  couphge DEAE-CeeeuRoae + G e l  &&!mu%n. 

Ce coui;trtGle a ' e 6 6 e m e  auh élecAxophonèaeA dtacéh.te de c w o a e .  
Lu Ue&ophon&u a o n t  ~a,i.tu en double avec Le ma.tén.id e.t 4 d o n  la 
techncque déaLte  dana L 'appendice Zechnique, page 150.  

Aw&b ~ . E v é U n  à l '  A m d o - a c h z  de l ' une  d'entxe &a, nuw 
o btenonn un nepéhage d u  pnoZéines hous dome de banda colohéeb . En donct ian 



DEPOT 

FIGURE 14 : ELECTROPHORESE ANALYTIQUE SUR ACETATE DE C E L L U L O S E  d'une soecLtion 
enzynatique pahti&ment puici&Ze pan couplage D E A E - C W s e  + 

Sephadu G 200. 
Tampon vt9~oru.t pif 9 , 2  - 200 vol.& - 7 5  muuLtu. 

Eleetrrophoaue 1 : // / / / / / /  pnoXeutu névéeées à l'Anudo-sclwanz 
Elec&cophorri!se 2 : +++ aotcvLt& eitzzymcttique d ~ ~ & e  pm incubl.Ltian 

dam Ce 6ubakha;t 1 - t u c u l e  amide d u  bandes 
découpéa ~ & n  l e  schéma 2 .  



de ce trepétrage, mub découpon6 l?u aecon.de &eec;t/rophom?ae en I I  bandes dont  
5 c o m e s p u n d ~  à des  p&.ot&uzu, &a 6 auttru A des &tactionh i n t m é u u .  
Chaque bande aimi aépahée ut coupée en p& motrcawx qLU aont iwubé.6 
dans Le auba.t)Ldt L-teucivuunXde en vue du trepémge de la Lucine aminapepZi- 

h e .  Ce doaage m u  p m w t  de t o U m  Luze adv i - t é  enzyvraatique au n i v m  

de 2 bandes pt~ateiques ( FLgwre 74 ) . 

P u m i  L u  techn&uu aucepables d 'amWotrm la pwti~i&n, noub 

avona tretenu ltuRtnaceW6ug&on ~épcutmXve c m  e,$@ctuée am un ghadievct 
de aaccha/roae, &e p m e t  d' obtenh it ptm% d'un homagénat b U  un &action- 
nement encoum.gunt ( F-igwre 1 5 A )  . 

a) 7echQg.g ------ : 

NOUA avon6 M é  une tù%ace&dugation B E C W N  L350 Equ*pée 

d ' u n  trohtr SU 41 à godetd mobLtu. 

Sm p . a u  ltuLbu de gna&ient (p~épatLéb deton la méthode d é d e  

dans l'appendice technique, page 155)  . NOU auorC6 dépohé 0,2 m l  de l'enzyme 
pahAieUeni& pr,u&j.LGe t e  couplage D E A E - C W s e  + C d !  -n. 

L e s  tubes dont équdXbh& b 0,7 g ~4.24, puiÀ ptucéb danb tu poa 
de cw&i,$ug&n q u i  a o n t  &Lx& am Le m$otr pt~é&Memen;t /redm.i.& à + 4' C. 

La centrudugatian dwre 7 f f  A 4 7 000 Xowrb/mim.te ( 2  86 000 g )  et à 

+ 4 @  C. 
Chaque tube est  enbdte ,$/racltionné adon  la méthode d é W e   dan^ 

L1 appendice techique,  page 157. Sm chaque ~uc&Lon  dont doaéu l ' d -  
v a é  enzymaiAque et t e s  ptraiéinu. 

La Fhme 75 C m e t  en évidence 2 picb dtae;tivLté enzymatique dont 

l e 6  maicinia ae d&e& au niveau d u  ~uc t iam 20 et 2 5 .  La ~ m c Z b n  25 

est moitu a d v e  que dnac.iXon 20. 
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FIGURE 15 : ULTRACENTRIFUGATION D E  7 H EN GRAVIENT DE SUCROSE 5-20 p. 100 

d'un hornogenat b W  ( A l ,  d'un élu& de DEAE-C&Yuibse I B ) ,  de la 

~ m c Z b n  enzymdpue 4 é ~ W v L t  du couphge DEA€ + G 200 ( C ) ,  de l a  

~haot ion  enzymtatipue 4 é o W n t  du couplage DEA€  + 2ect>iophohène 

p a E p W v e  ~ W L  b l o c n  de c&og& (O). 



Le pm6i.t p t é i q u e  est dr&en4Lté assez @&Le. Seuttu, d a  

p to t é ines  Légatu baiun& un p i c  q u i  ae dé&che ~ W L  ce ptta$Lt v m  la 

awdace du gtuzdient. 

L u  pna&L.f2 enzymatique et potéique mppeU4wLt ceux obtenu6 
p a ~  h h p i k  ul&ucent&i~ugation de L ' homogénat b u t  ( Figwre 15 A )  . 

kinbi  Le amudérte d l  homogénWé enzïjmaLQue du couplage Da€- 
CeeeuRoae + g& &tOuu%on ML Sephadex G 200 paécédent n 'es t  p t u ~  bondé. 

L 'uetrracWbugation aépahe deux ac;tivLtéa enzymdtiques de p o d  molécu- 
ik&u d.Lb@hents. 

D'oaes & déjà, noua pouvons nou  demanden s i  ces deux adivLtéb 

q u i  ne sont déc&bLes qu'à L'uettracent%i~ugaitian 60n.t t e  ~ a L t  de la d e  

en évidence de sou-unCta de L'enzyme, ou encou de Sumes enz-ues 

didb&&es. 

Cet;te Uecittlopho/rlrae es t  Le f~~~ d'un couplage pfiéaeable avec 

une ch~omatogmphLe d'échange d'ions sw DEAE-CeU!ubae. 

b )  Rés- : --------- 

Ap/réa c o b W n  du demi-bLoc & en aegartd de ~&-ci, nou  décou- 
pou Les b b u  en $oncCion d e s  bandes cobtréu à L' Amido-achwattz. NOUA 

m m n 4  aimi en évidence 4 bandes chbLLncttu nwn&otées de 1 à 4 : lu bande 

no 4 étant lu p b ~  q k i e  a l1arwde (Figrne 16)  . Pm~oh, lu bande 1 ut 
h é 4  daibLe. 

Chaque bande q c o m w  lu zone de dépôt es t  W é e  à L'aide d'une 

amhgue ( W e  SPUF-CAem&on) patr bXmpte p/r.esaage. Le doaage enzyinatique 

de chaque &rractLon aiui abXenue nou  kévéLe que Les bandes 3 et 4 d o n t  

' La technique et .ta m W d e  W é e a  sont d é W  d a u  L1 appendice &ch- 

nique, page 148. 
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F I G U R E  16 : ELECTROPUORESE P R E P A R A T I V E  S U R  BLOC DE CELLOGEL D'UN ELUAT D E  

V E A E - C E L L U L O S E .  

A : Schéma de la m&ce du bloc 

D : zone du dépÔ;t 

8 : D h g m e  de l lae t ivCté  enzpatigue de chaque bande découpée 
a d o n  la matrUce du bloc. 





ac;tivu, suntau.t en ce q u i  conceme La bande 3 ( Figwte 16 ) . L e s  bancies 

3 e l  4 é&nt bien di~;txnctes, il semble did&ikile de c o n d u e  que L'enzyme 

h û n e  s ~ r  Le bloc. 

La ~mei t ion enzymatique de La bande no 3 ut puhidiée 1 9 , 5  6o.d 
pm mppo&t ii L'hamogénat de d é w  avec un hendement de 5 %, i t a n h  que 

c&e de .ta bande no 4 e s t  pwUdi&e 3 , 5  do& avec un kendement de O, 8 %. 
(Tableau x y ~  1. 

IL aemble donc que Le couflage VEAE-CeeeuRobe + &LecXmpho&èbe 

ptrépmative m&e en évidence deux ac t ivL té~  enzgmaLque6. 

VtembLée, Le c o u ~ g e  an tweuh  (DEA€-CcUutobe + G d  ~ i i%aALoni  

n'avait /Uen ~ é v é e é  de semblable. S& Le coVLthOLe pmtéique de ce couplage 

m e t  en évidence 2 bandu de pmté inu  a c t i v a  enzymdtiquem&, eA ce n ' u t  

qu'awèd un hohième couplage (DEAE-Ccz.kYutoae + G d  ~~n + i.iUtu- 

c e ~ ~ u g ~ n l  que deux ac;tivLtéb e n z ~ q u e a  appamibsent. 

Le ké4LLe;fdt du coupkkge VEAE-CUobe + EeectrLopho&be pképa- 

d u e  MOU a donc c o n U  à Le cornpLétm p a t ~  une uetrracentrLi6ugalian en 

grnaXent de bumode 5-20 %. 

Aupanavant, wu6 avond concentrré lu cinq  action^ obtenues 

pah Ue&ophohèae j c v ~ é ~ v e  abin de conthôtm parr. éee&ophoirède a d q -  

fique la quaLLté de lu kécupémtXon. 

NOUA avovtd 6aL.t deux conah6Lu : 

- L'un 4wt a c W e  de ceAtuRo~e p o m  chacune d e s  ~rnc/tiann abte- 

 nue^ aptëd éeeotitophokëa e pké p-ve . 
- LtauA;tLe au/r g e l  de p o l y a m y ~ e  a chacune d a  Uupe~ phépana- 

~ v e ~  q u i  conduLt ii une enzyme pmidiée 1 9 , s  6 0 A .  

Chaque ~ m e t i o n  es.t déposée d e w .  d o h ,  L'une d a  Uectrrophckè~es 

amvant de mpètre awEa coRottlLtion ii t ' Amido~chulahz h n d h  que L'&e ut 
découpée adon L u  bandes mines en évidence. 
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Lu @.ac.tium i e t  2 de L1éee&ophohèae pépahakive monihent 

chacune en &Lec&ophohèbe a d y f i q u e ,  de.ux banda photéiyue.~. Pm conthe, 

L u  ~ h a m 5 o n - h  3 ct 4 de cette même é&ec&ophon&be p t é w v e  ne hé~i?&VLt 

yu1 une a d e  bande à Lt é l  ?ctPLopho)tebe andyi2.que. Seule, LI U e W p h o h h ?  

de h ~huctA.on 3  phéaente une & u a é  enzymdique qLki be bupehpobe à & 

bande de pmté ina  ( Figue 7 3 ) . 

Now pouvom donc neananqua que l ' a c t i v i t é  enzymatique mineme de 

la bande 4 d '  éeec;tnaphoh&be p.tépuutive a &pu, barn dou;te daacaivée 

10th de la concenthat*on phéahbLe à L1éle&ophoh~be anaQ2xque. 

Nou avum dépoaé en éLecttLophot&~e g e l  de p a ~ g a a y M e  

lu ~ n a c t h n  majeme a d i v e  h u e  de 1 ' U e c ~ a p h u t t a e  pnépamitive, m d  
m a i  un homogénat b n d ,  un auhmgmnt S I  et te6  ~ h a u 5 . a ~  a c t i v a  U u é ~  

de h PEAE-CcUuRuae. 

La techuque de doauge de L'ammoniaque pm la mUhode de BERTHELOT 

ne nou  pmne/t pab de metttte en évidence une activLté e n z y m w u e  decl banda. 

En eddet, n o u  avom obnenvé que lu diddé>rents téaoti6a A', c', 8. E', HX 

et t e  teemedX p e b e n t  la nEauXon de BERTHELOT : L u  néactida C (acnyh- 

nide + b h  e;t G (ami9 pmuldaite) appottent de & ' m n i a q u e  en q u a W é  

&èa bnpotLtante. Le M p o n  d '  Uec;tnode H (glycine + hh ) e;t awdou;t Le 

teemed aont den i n k i b L t e w t b  de la coLotr&tian. TL en at de mhe  powr Le 

héaci2d A (Teemed + Trtid + HU) q l U  en p.tu .inhibe la n é a d o n  e n z ~ y u e .  

Noub c o n s m m  la cLhinu;tiun du nombne de banda au caum d a  

EZape.~ de puh&icatian, 4ann toLLte6oi~ pouvoit n e p a m  phédémevLt l'enzyme. 

A i n n i  L a  éeectiLophohèaa de co&ÔLc! de L'éeUat enzymatcque 

m a j u  ( bande no 3 )  obtenu apt~èd U e W p h o n è ~ e  phépahative awr bloc de 

c&og& noua donnent 2 bandu photQuen en geL de poQacngLaméde d o m  

qu'&-te n'en donnait qu'une a e d e  am a c W e  de ceReLLeoae : (Figwre 7 8 ) .  

Le nom de ces h ~ a d i d d  et LW compob&n d o n t  indiqua dam L'appendice 

technique, page 7 5 3 .  



FIGURE 78 : SCHEMA DES ELECTROPHORESES EN DISQUES SUR G E L  DE PULYACRYLAMTDE 

d a  cliddehentes étape4 de p d d i c d o n  pm couphge de la 

clvromatogirapkie hwr DEAE-CWone + ELechophohèa e phépamti re 

awt  bleu de c&og&. 

8 = Homogénat b u t  

S I  = Solution enzgmaLque à pH 9,b 

U = E U  de DEAE-CeUutone 

81 = EL& de bLoa de c&gel (bande m a j m e  no 3 ) .  



Le covtth6le éLeC-ttLophohèbe analyZLque movtthe que lu deconde 

~ m c t b n  enzymatique (@zaction m i n m e  de La bande no 4 )  de L'Uectrtophonè/Je 

phépa t~dve  n ' u t  pan aXubLe eX a ' i n a d v e  a p è b  c o n c e M n ,  méme en 

p a e n c e  de mcrgnhhn. A u n s i  s e d e ,  la d n a U n  emymatcque majme.  (bande 

no 3 )  a été  aownine il Lt1LetnolceWdug&anM 

Nou avona W é  une centhidugeuse BECKMAN L350 équipée d'un 

hoXon SW 4 1 à g o d a  mobi lu .  

Noun avovccl déposé 0,2 m l  de L'enzyme pahAi&e.meuLt pUIU&iEe 

pah UectrLophonèae ptépa/rative aphh une c o n c e ~ o n  pm diaeyde co&e 

du poLyékhyLène gL yco& . 
Pmf lèLment ,  dann un a&e Xube noun avoMb dépobé comme hédenence 

un homogémt bnLLt am un gnadient i d e d q u e .  

Apéa une c e ~ ~ ~ ~ o n  de 7 ff à 47 000 t/Fni~zuXe ( 2 8 6  000 g) ,  

chacun d a  2 ahbu es t  ~mckianvté en 32 @m.ti.o~cl dan6 L u q u U u  n o u  avom 

dosé L ' activLté enzymaLLque Q L a  p o t é i n u  . 

Vann l e  ptremien ,tube comebpandant à l a  ~~n phé&bLement 

pmidiée en Uec&ophon&ae, on ma en évidence ( Figme 15 0 1 un serd pic 
dlacfivLté enzymcuXque dont Le malcimm de s&e à lu dm&on no 20. 

Le pm@ pk~;t&i(jue ut d1intensLté ansez SaibLe h i - a u h i .  

S e d u ,  d u  pnoteUza Légènu doment un Saible pic q u i  s e  déakche du 

pkofja.. 

Vans Le deuxième Xube qt.&i cornupond à L'homogénat bnult, L a  
pm&& enzymatique et photéique aovlk identiyueb à ceux déjà mib en évidence 

dam un pmagtraphe phgcédent ( f i g u e  15 A ) ; A montrtent deux zona 

d '  a&vLté enzymatique avec un maximum aux @acCiovid 20 et 2 5 .  



La ~/racXion enzymaAque obtenue a p è s  & dxiple éape  DEAE- 

CeeecLeoae + EecttLophokkse phéparr&ve + üLtmcenttLidug&on en-t h è a  

daibtement active et bien yu' m e  ne montne pa6 d ' he;tehogénéi/té la 1té4u.t- 
W ku.tent & ~ ~ i d e m c ) &  intehphé.ta6l~n. 

L u  did~ehevu2 couplagu den techniquu pt~écédenta avec l 'd- 

; t r t a c e d 6 u g d o n ,  nou  ont c a n u e  à c o m d é h a  l a  d e d e  ch.omatoghaphie 
d' échange d'iom couplée avec L'u.Uxacenitrudug&on en gmdient de huaose 
5-20 %, aam au&e aitade in tméduWLe.  

a )  Technique ------ ----------- W é e .  

L '~.&UA enzymdtique concenthé, h 4 u  de l a  chnomdtogrrapkie d'  é- 

change d ' i o m ,  u.t dépoaé am un tube de g w e n k  de AUWbe 5-20 %. 
A p è 8  une ce&dugatian de ? H à 47 000 ;t/tnim.de ( 286  000 g )  

t e  Zube ut dna&nné en 32 ~mcLLoM duqu&e~ ,  now doaonn l lac t ivLté  
enzipzXLque et la pmté inu .  

La f i g u e  15 8 morne, deux ~ u u t ~ ~ v i c , ,  r_lzzymatcqu~ ac f i va  dont 
lu maxima se  a&ent au niveau de6 Quz.ctbn6 nwnérLoa 20 tz.t 2 5 .  

Le pmb.ie enzymatique névèle un daible pic au niveau de l a  @LUC- 

i i on  no 20 ,tandis qu'un pic cotchtupondartt à d u  p m . t h e b  p l u h  Légè~eb 
ae dé i khe  v m  la butdace du ghadient. 

Now tretrrouvom donc ioi L u  f~é~UeRafa o b k e w  aphèa l e  couplage 
DEAE-CWose + G d  &i.k%m%n + LiLtmcenttUdugation d'un homogénat 
bnLLt. 

7 .  ConcluLon ~ é n h . z t e  de l a  puri@t..tion de l'enzyme. - 

L u  didde/ren.& couphgeb de h chnamcxltaghaphie d'échange d ' b u  

avec d u  méAodu de geL &üLtmthn ou d 1 i % e ~ p h o ~ è a e  hwr c U g d  oYLt 

monhé que noud pouviom pwd,(im une enzyme qui h u x e  he.btivem& aakbte 



Apèa Le couplage DEAE-Cc&tuRose + Elecxhophot~èbe 6 u h  c W g & ,  

noud avom pwUbi& L' enzyme envhon 20 do&. Le co&ôLe de pme.Xé pho&&ique 

p a t ~  élecXxophohèae suh g e l  de poLyactLytamide ne monthe que 2 banda. C m e  

enzyme a in .b i  ptLépahée e ~ k  moiu  a-table que c&e pwUdié~ I I  do& pah l e  

couplage DEAE-Cc&t&oae + G d  &iLOzmZon, c ' a i  d'aLUew~n pouh c&e 

m A o n  que now avom choiai ce d a n i e h  couplage powr obxenh une enzyme 

pcmk&mevct pwtidiée en vue d'en ph eh la pnophiétth phyhique~. 

Noa n'avom pan pu juqu 'à  pkhent  0bXeni.h une puni6icatian 

p4.u~ pouasée, c m  noua h o m e s  en ptéaence d'une enzyme q u i  ae kévèle xhèa 

inndabte dèa que L'on a o w u  d e s  ptotéines de bon tniXu. 

1' Uecttraphon&e p t é p W v e  suh g e l  de poLyamyLami.de ke~; te  

i W a b L e  à c w e  de l1inXadé/lence d u  héackida QUA. entrtent  da^ la 
c o m p o a ~ n . b  du g e l  et d a  2xmpon.b. 

La chtromataghapkie dtaddini;té appliquée à la leucine ami.nopep.zX- 

dase de hein de cobaye n ' a i  p a  encoke d e  a .  point. Noa pt~emiem a a &  
c o n ~ h e n t  à nouveau L 1 i u . t a b U é  de L'enzyme, ce q u i  kend d i d ~ i d e  Lecs 

études uR/t~ewra. 

L ' W c e n M ~ u g u t b n  de L'enzyme W d i é e  p u t  L u  di6 @-te& 

couphges pécédemment c d é n ,  a  mi^ en évidence, dam La pLupatrA:  de^ tan,  

deux activité6 enz+queA, ce q u i  i n ~ h e  t '  homogénéité appahente de L' en- 

zyme patr t e  coupkhge chomabgnaphique DEAE-CeeeLLeoae + G e l   on. 

Cc? dehnim ~ é n d ~  n o a  a condu,i.te à abokda lté&de de l'enzyme 

b d 0 n  une &e technique, c&e du dhadionnem& c-e ( V o h  C h a p h e  

VI  
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CHAPITRE I V  

PRBPRI ETES PHYSIQUES 



1 1  ne n o u  a p u  nembLé. poanible d'abondm L'&&de d a  p h o p ~ é i t é ~  

phybiqua nawr L a  p~épmationn enzymatquen L a  pZucs p d d i é u  en naibon de 

lm gmnde innabbilAé. Noun avoM pnZ6Eh.é U 4 m  la pnépamLcon evrzyma- 

Zque  pantc&emenX pwUbiEe obtenue page 6 1 .  Rappdom que cQA;te puni&ka- 

Xion ut obtenue apnëb lu a;taden auccanian nuivaru2 : 

Le Leucine aminopeptidase hydtrolybe comme bon nom L'indcque & 

U o n  amide d a  L-Lucyl pepiidu QA: de l a  L - l u C M e .  Mdin bon aOtian 

d o i t  &e p u e  au nenn Lmge du t m e ,  cab now avonn c o m m é  qu' &e 
hycholy~e d'au-ttu anudea a h n i  que d u  di e.-t ahi-pepf ida.  

7 .  ffy&oLybe d'&den. 

a. Muhodu. -------- 

NOUA avovt-1 ~ b a y é  l a  6pécibieLté de la Luc ine  aminopepkdane du 

nein de cobaye en nmptaçant l a  L-LeuciMamide pan un c&n nombne d ' k d e a  

à une concenXmLbn de 70 mM dam du .tampon bottate 70 mM pH 9 , 2 .  

L ' hycholy~e évevLtu&e de ces dia6éne& aubnahu2 n ' eb6e.ctue de 

la mavLièhe nuivante : 
- 1 m l  de b u b a W  en p~iiaence de 0 ,  7 mL d'enzyme U X  incube pen- 

dant 20 tnbuda dam un bain-m&e à 31" C .  

6 .  R é h W .  --------- 

La k é s W  no& i n d u  dam l e  Tableau XV11. 

NOUA con~ZaXonn que 1' enzyme n'a aucune a d o n  p o w ~  c W n a  a m i d a  

XeRRu que g L y & d e ,  a c é h d e ,  batyrramide, nicoLhami.de. 1 1  en a;t de 

même powr l e  n u c d n b i d e  eA La N-canbobenzoxy an p a g i n e .  

Ta& comme SMITH eA c o u .  ( 100) L ' o n t  n e m ~ y u & ,  C'action d e  Leu- 
oine aolcnopeptidane a* augmentée lonaqut*e e x h t e  un g h ~ ~ p W e &  N U 2  fibne 

à phoxUnité de La fiainon amide. lnvmement ,  on com;tate l'abnence d'action 

a u n  L1ack;tamLde cd l a  N-cmbobenzoxy aspahagivte pah exempte. 



L- p h é n y w w e  

L-adpmqke 
0-ab pahagine 
0- L-abpahlzg~ne 

NH 2-CO-CH2-CH-COOH 

L2 
< 5 < 5 < 5 

1 5 , 2  

O 

O 
O 
O 
O 

O 

O 

a 
? ,t: , + > \ l d  

\ 3 d b i  

J 

L -g.&îmine 

N-cairboxybenzoxy- 
L-abpmqhte 

F o W e  
Ad.tmn.de 
Z3uAyuW.de 
n- v d f i W e  

8enzumi.de 

N ~ o ~ e  

S u c W e  

TABLEAU XVII: HYDROLYSE DE PIFFERENTES AMIVES PAR LA LEUCINE AMINOPE?T10UE DE 
REIN DE COBAYE. Le powcen&zge dtactivLtZ ut c d d %  p~ mppo&t 

il l'hy&okjhe du bubaa%t L-lacUzamide. 

1 NH2-CO(CH2)-CH-COOH 
L, 

NH 2-60-CH2-CH-COOH 
t 

~ H ~ - O - C O - N  

H-CO-NH 
CH3-CO-NH 
CH3- (CH2) 2-CONH2 
CH3- CH2 ) 3-CONH 2 

0 - CONH~ 



L'action de kk Leuchte dnopepLidane dlau;tant p h  ghande 

que h chaZne & p W q u e  d e s  acded amina en$ longue. La L-gluhnLne 

en$ pR.u~ aucilement hydrrolqaée que la L-apatragine. L e n  amides  dtacideA 

aminés attornaLLqueA aonX é g d m e n t  aenaiblu à l ' a c t i o n  de l a  leucine 

aminope@& e . 

Son ac;tiun e ~ ; t  p&quement d e  p o m  la amidu d ' a d e b  

aminb de lu a f i e  D (V-anpmagine) . 

a. Méthodu. -------- 

Powt éXudim Ltaca%n de L'enzyme am d e ~  di ou ;DLi-pepUe~,  

now avonn uAii%é Lecl mé;thodu clutomdtagtrapkiquen ou ~ e ~ o p h o t r ~ u e d  

pom déterAm ou non La pkEsence de p k o d u i h  d'hyditoLgae. 

L e n  peptides u5iLiaé.h a o n t  à une. concentxdion de 70 mM dann du 

ahmpon botrate de aadium. Il55 h o n t  min à i n c u b a  pendant 3 hewten à 37' C 

en pnbence d'enzyme pahtcellement p d d i é e .  Mou dépobona un &quo;t de 

5 0 p  du W e u  néactionn&  ina al (temps t ) .  Le dép6L cornenpond à un 

tnilieu néactionnd pepfide-enzyme non incubé. Pam~UèLement à cen dépôh 

now dépoaona den  Xémoina d'acides aminéa covLtevuLIs dana ceb pept idu.  

Nous avonn W é  : 

- l'&~e&ophohèae à pH 3 , 9  en W e u  Acide acetiquelPqhidinel 

Eau (40/12/1000) pendant 3 hewren aow 450 voet6. 

- La chtroma;toghapkie unidimenaionn&e ducendante A ~ L  papietr 

dana Le tnd2.u BLLtanoL/Acide acétLquelEau ( 4 1  115) pendant 20 tl. 

NOUA avovu &mi ubayé L'action de La Leucine dnopepLi.da6e 

awr lu peptidu auivam2 : 

- gLudatkion 

- L-Leucql-gLycyL-glycine 

- L-Leucyl-glycine 

- DL-&nyl- L - u  p a g i n e  

- L-kintidyl-L-kinLdine 

- G L ycyL- L -pnofine 



FIGURE 79 : ELECTROPUORESE A pH 3,9 EN MlLlEU ACIDE ACETI2UE/PYRlDlNE/EAU 

(40/72/70OO) 3 HEURES SOUS 450 VOLTS. 

tiqchotgbe du nubbhat glLLtat&on pak t a  leuchte aminopeptidahe. 

7. Témoin glgcocoUe 

2 .  Témoin cghtéine 

3 .  Témoin acide g4kZimique 

4. Témoin g U L o n  

5. TO : p k o d d d u  W e u  héaCtionn& non incubé0 péulabke- 
ment à 31' C .  

6. PtroduiA4 du milieu téactionncd apkèb une incubation 



FIGURE 20 : CUROMAT0GRAPfflE UNlVlMENSlUNNELLE VANS L E  BUTANOL/ACLDE ACETTQUEI 

EAU ( 4 1  7 1 5  1 : fiydholyhe du hub6Rtta;t L -Lucyl-gLycyt-glycine 

Le Leucine dnopepItidan e. 

1 .  Témoin gtycocokXe 

2 .  Témoin glycyl-glycine 

3 .  TZmoin L-lucyl-glycyl-gLydne 

4 .  Témoin L-Lucine 

5. TU : P t r o U  du mil ieu héaotionnel non incubEh pZ&- 
blement à 37' C .  

6 .  PtrociuARIil du milieu tréactionnet a p è a  une incubatian de 

3 ff à 37' C .  



FIGURE 2 1  : CHROMATOGRAPHIE U N I D I M E N S I O N N E L L E  DANS L E  BUTANOL/ACTDE ACETIC$JEI 

EAU (411 /5) : ifydholybe du aub/s&uzt L-Leucyl-glycine pah la 

Leuchte aminopep;tidm e. 

1 .  Témoin l u c i n e  

2 .  Témoin gLycocoUe 

3.  Témoin L-leucyl-glycine. 

4 .  T g  : Pnoduh du milieu iréactionnti? non incubaphé&bLe- 

me& à 37' C .  

5. P t i o U d u  tnUieu n é a d o n n e t  apnès une incubation de 3 H 
2 + à 33' C barn i o n  Mg . 

6 .  PhodlLitndu mitXeu n é a d o n n e t  apeb une incubation de 3 H 
à 37' C avec d u  i o m  Mg 2 + 



FIGURE 2 2  : CHROMATOGRAPHZE UNIDIMENSIONNELLE DANS L E  BUTANOLIACIDE ACETIQUEI 

EAU ( 4 . 1 . 5 )  : Hydrrolyae du aubb~t;rrat DL-aihnyl- L-apahagine pcvr 

1 .  Ternoin DL-&nine 

2 .  Témoin L-aclpattagine 

3 .  Témoin DL-&nyL-L-apahagine 

4. Tg : P~oduh3du W e u  tréaotionnd non incubedp&é&- 

b lmen t  à 37' C .  

5 .  PtroduiA du m&eu t r & a c ~ o  nnel aptrèa une incubation 

de 3 H à 37" C barn ion Mg 
2 + 

6 .  PkoduARddu m U e u  hiréacfknnd aptrZd une incubation de 
2 + 3 ti à 37' C avec d u  iorn Mg . 



FIGURE 2 3  : CifRUMATOGRAPffiE U N L U I M E N S T U N N E L L E  DANS L E  BUTANOL/ACIDE ACETIQUE/ 

EAU ( 4 / 1 / 5 )  : ffydnolyhe du h u b h M  L-kinZidyt-L-hhZt.c$cne p h  

1 .  Témoin if infidine 

2 .  TEmoin L-hbltidyl- L - i f h u n e  

3 .  T g  : PhoduiLsdu m&eu h E a d o n n d  non incuba phlia- 
tablement à 37' C .  

4 .  Phodux;tddu &eu tréactConnd aphèa une incubation 
2 + d e 3 f f  à 3 7 ' C a a ~ i o n M c j  . 

5. PhoduA2du m U e u  héacXionn& aphèh une incubaAion 
2 + de 3 ff à 37' C avec d u  i o u  Mg . 



FlGURE 24 : CHRUMATOGRAPHLE UNLDLMENSLUNNELLE DANS L E  BUTANUL/ACiDE ACETLQUEI 

EAU (4/7/5) : HydhoLybe du aubhz2a.t Glycyl-L-paofine kh 

leucine d n o p e p f i d a  e . 

1 .  Témoin glycine 

2 .  Témoin ~ o f i n e  

3 .  TZmoin g l y c y l -  L-paoLhe 

4 .  TU : PkodlUtd du rnL&ieu kéaotionnel non uicubedptédable- 

ment à 31' C .  

5 .  P t o U d u  W e u  kéaotiannd après une incubation de 3 H 
2 + à 37' C barn ion  Mg . 

6 .  Phadu&du fia h&aotionnd apkéb une incubat.io~ de 3 H 

à 37' C avec d a  iovin Mg 2 + 



Lu F i g u r t u  19 à 24 momhent que a e d  Le gLuXdkion n ' u t  pah 

hy&oLyaé patr la Leucine aminopeplidcine du hein de cobaye, tréduRtat ceab- 
aique pudque L'acide g lu; tdque  engage don -cr~rbouyls dam la e*aison 

pep2Lciique avec La cy~t l i ine .  

Pouh Lecl a&u d i p e p t d a ,  naun cout?lXaXom l p a p p ~ n  d'&du 

aminéa G b k u  dam Le miLieu t ~ é a c t h n n d .  1' hy&olyae ut compLëte pow~ Le 

a e d  dipepX.de 1-Leucyl-glycine. 

1' hydnolyhe du &upepLi.de rnon0z.e bien la pkéAence de 1 - l u c i n e  

eA de dipeptide gLycyL-glycine. Cette hydmlyae ut incomplète. 

La Leucine aminopepWase du hein de cobaye hydwlyae &g&ment 

d u  aubahm2 ckrtomogëna X& que lu 1 - l e u c y L p ~ ~ e  ( 101 ) e.t lu 
~ - ~ w c y t  n a p k t y h i d e  i 102 1 .  

11 noua ut di66iciLe de campana ~gowteuaemevct L'aotivLtE de 

L'enzyme am de t& auba- pm m p p a ~  à L1ac;tivLté 1-Leucine amcdanique, 

L u  conciLCbnb dlhy&oLyae, no,tmmnent de pH, de c u  ahoh aubaahaA &tant 

diddlitentu. 

TouZedoA, dam CU c o n m m  exp&h~enta.te~, non n-i.r;iLictement 

compahabtu, noua com;tdtom que L'enzyme hy&oLybe  ce^ deux dubaktuLtd 

de maniae apptéchble.  

N O M  avom W é  Lqeddet d'wr c&n nombke d'e6decte.u-m 

d a a i q u u  de la néactian enzym@ue de l a  Leucine dnopepLi .dae bon 
subaXmt. C m t a i n n  d o n t  d e s  a c i i v a t e m ,  d ta&u au eovLtiL&e h o n t  d u  

i n h i b i t m .  

( 1071 ANDREWS ... ( 702) ARST ... 



Pom c a ~ n  e d d e o t e w ,  .il ~ d R e  meme une inveh5ion dtacAion 

auivant que L'enzyme ut ou non en p/r&ence de magnéniun. Dand CULXLZLM~ 

cab, L0 étude a été &&e avec e.X sam magn&&h.un a d u n  que L' W n  de la 

g e l  &il&mthn de L' enzyme a &té eddectuée r~crh Le h p o n  bunate contenant 

ou non du magné&um 1 m u o h h e .  

7 .  T y p a  de compoaéa 2,tudiéa. 

NOUA a v o a  éXudi2 touA: dlabo/rd l t e d d e t  : 

- de compoaa à c M n a  & p h t i q u a  hydhophoba ( L a d n e ,  lm- 

Leucine, VaLine, Acide ,hacap~oXque) . 
- de q u d q u u  acidao( cétuniquen. 

- d'iond rn&t&yua t& que ~ n ~ ' ,  M ~ " ,  ~ o ~ + e t  ~ a ' .  

- de campoai2 &vem d o n t  d a  agentn bloqua& L a  gttoupme& 

;thLa& ou compLexant &A i o ~ n  m W q u u .  

N O U A  avovu mociidié Le milieu ttéactionnd de La daçon auivavtte : 

- 0,65 m l  de 1-Le.udwnide 10 mM ;tamponnée dam du akmpon botlaXe de aoduun 

10 mM. 

- 0,35 d'inkibLtewr ou d'acfivateur à cii6d&ente~ c o n c e W o m  en ao-  
.&&ion dam du ,tampon bunate de nodiwn 70 mM. 

- 0,7 de ~olha%n enzymuLque p a m 5 ~ m e n t  p d d i é e  contenant ou non 

du magnéahm. 

PahaUUement, noun ed~ec tuom poccn chaque eddectewc : 
- un t h v i n  aubsa9~a.t Ta dam eequee L' enzyme est ~emplacée pah O ,  1 m l  d '  eau 

dinLüXée. 

- un Xémoin enzyme Te  dam &qu& l e  aubn.t>iat et L'eddectwtr sont iiemplacé6 

p a t ~  du h p o n  botLdte. 

a. A c i d a  aminéa et auAten cumpoha vobivln de % L-LaGnamide. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

A l~ concenttLation i w e  de ? O  mM, La L-iaoLeucine, et en p d -  

CULL~A, la 1-Le.ucLne n'ont aucune action am la /réac;tion enzymatque eR: ceci 



TABLEAU X V 7 1 1  : ACTION D E  LA L EUCLNE AMINOPEPTIDASE S U R  LE SUBSTRAT 

1-LEUCINAMLDE EN PRESENCE DE COMPOSES D E  STRUCTURE 

VOlSZNE D E  C E L U I - C I .  L'QXude esX baiXe en phésence 

de magnédh saud p o w ~  Ru composés mmqués d'un 

aXé/Linque ( 2 ) .  

Le W e u  héacfionnd se  compose de : 

- 0,65 de L-&u&Wde 70 mM ;tcunponnée pv~ du buhate 

de sodium 70 mM 

- O , 3 5  mL d'eddeczewr i?;) 
. * 

- O ,  7 m l  de ~oluaXuu enzymaitique t - \ L L ~  -._ - 

L a  héacaXon enzpaLique a ' eddeche à 3 7 '  C pendant 20 mn. 



en ptrésence de magnéabm (Tableau XV111). 

La 1-v&ne ut un acfivateuh à 70 comme à 30 mM. 

Powr une conce&cLtion s u p é ~ i e ~ ~ e  (30 mM) la L-leucine a un légui 

e66e.X d'a&vcu%n. 
L'acide ~ocaptroQue a une crctbn v d a b l e  b d o n  que C' enzyme 

2 + ut ou non en ptrésence d ' L o u  Mg : 

- bk ib i t ewr  à 10 et 30 Mm en absence de M~'' 
- ac/tivatewr aux m h a  concen.tmLion6 en phaence de magnahm 

( 3 b  p. 700 e.A 3 p. 100 h u p e ~ ~ Q m t d ) .  

SUA  ce^ composa, naun ne aomrnu que pa.cLi&e.ment en accotrd avec 
la h&u&& de SMITH eA c o u .  ( 703 ).  l a  mo&ent en ed6et que la 1-leucine 
ut un inhLbLteuh à l e u t  c o n c e ~ o n  de hav& ( 50 mM) , dom que noun ne 
h&evon4 aucun eddet, de même, pouh  C'acide docaphoZque, i n k i b a ~  (à  100 mMi 

en péaence de manganèae. I l  ut V)L& que SMITH a d v e  bon enzyme ph du munga- 
nèse et que t o d u  CU ditj6énencu sont p u t  L i é u  à P m p l o i  de ceA i o n  
méAa4Eque. 

I c i  encotre noun treahouvo~ une i n v m i o n  d'action powr un même 
composé, inhib-Ltewr e.t activatewr belon que l ' o n  a d v e  ou non 1' enzyme p m  

du magnénim. 

En L'absence de cdhi-ci, Xoa l e n  aoidefi cekonique~ inhibent L'ac- 
fion de la leucine aminopepUane don aub6.tm.t. CuXe LnhibLtion ut d'au- 
Rant p h  do&e que h concevuhaLion en a c i d u  céXoniqueb ut élevée (aaud poun 
l ' ac ide  pytruvique et O( céto-vdihique)  . 

En phéaence de magnaium 7 mM, l'enzyme ut au comYmh~e actLvée, 
baud dam deux CUA de $UA d o & u  c o n c e M a n 6  patr la c l d u  C( cuo-aucci- 

n iqua et o( céto-gkuimique. (tableau ~ 7 x 1 .  



TABLEAU X I X  : I N F L U E N C E  DES ACIDES CETON12UES SUR L 'ACTIVITE ENZYMAT12UE DE LA 

L E U C I N E  AMZNOPEPTIDASE D E  REIN D E  C O B A Y E  SUR L E  SUBSTRAT L - L E U C I N A -  

M I D E .  La a a U a n  enzymcuXque e ~ 2  activée ou non pah du m a g n & h  

7 mM. 

Le W e u  h ~ ~ ~ t i c i n n d !  se. compose de : 

- O ,  65 m l  de 1-leucUz&de 70 mM tamponnée pm du b o u e  de a o h  
70 mM. 

- O ,  35 m l  d'acide 4 cEXonique &? 
( 

- O ,  7 m l  de soLtuian enzymatique 'a ,.de 

La héaction enzymdque a ' eabectue à 37' C pendant 20 ~ ~ e ~ .  

1 

sang 

1nkibiaXon 
% 

3 7 

8 9 , s  

2 6 

9 5 

32 
i 

2 7 I 

16 1 
i 

5 I 

7 6 

4 2 

A d d u  
c e t o ~ u ~  

Acideg cé20 
succinique 

COOH-CH2-CO-COOH 

Acided ceta 
gluLanique 

C O O H - I C H 2 ) 2 - C O - C O O H  

Acide pyhuvique 

CH3-CO-COOH 

Acide o( cé2o 
v d f i q u e  

CH3-  ( C H 2 )  2-CO-COOH 

Acide o( c u o  
.i~ ocapoZque 

CH 
3 ' ~ ~ - ~ ~ 2 - ~ ~ - ~ ~ 0 ~  / 

CH 3 

t 

M ~ ~ +  I r n ~  

C o n c e M a n  
in.Ltide (mM) 

7 O 

3 0 

7 0 

3 O 

7 0 

3 0 

I O  

30 

1 O 

30 

InkLbLtLon 
% 

5 9 

9 7 

Ac;tivaZian 
% 

3 5 

2 6 , 5  

2 1 

50 

4 4 

3 5 

32 

2 3 , s  

- 



Naun avom déjà vu d a ~  l e ~  m&itbdu de doaage comment lu i o n ~  
magnéah eA mangan?!ae aghaent am l ' a d v L t é  enzymakccjue. L'advcLtian 

u A  maximale p m  la pkEincubaAion à d u  c o n c e m m  de I mM en tampon 

botrate pom Re magnéniun ei de 0,5 mM p u a  l e  manganèae en miLiu aqueux. 

En W a n t  Le phoXocole de dobage ( d é a L t  page 89 1 ,  noub corn- 

M o ~ n  que l'enzyme ut a&LvEe de 71  p .  100 part l e  m a g n b h  ct de 130 p. 700 

powL l e  mangan5ae à une c o n c e ~ ~ o n  i W d e  de 200 mM (Tubteau XX).  

Noun avom hé&& d u  c iné f iqua en.zqma.tiqua avec l e  magnénh que m u  déve- 

loppmom dam un d u  pahçrgtrapha bubard2. 

Quant au cab&, comme pOUh Le manganèae, & do&n d'un hydtLoxyde 

(Co (OU 1 2] uIbohble  en ,tampon bohate phOV0que une gène hpoktante  dam l e  

doaage : R u  rnontéu de l igne  de baLse kende& did~icLLc7 L ' i n t ~ p ~ W o n  d u  

ewregAXheme&. Powt plLiet cen dL6~icuRt&,naun avom modi&ié Re kéacXLd 

phénol de la methode de BERTUELOT habLtu&me& u,tilhee, en y ajou;tant 

de ~ 'E.D.T.A. '  qui comflere lu h i o n ,  m U q u u  au c o r n  de la kEacXLon. 

k i n a i ,  n o u ~  cam;tatom que la  h m  cab& hont inhibLteum (70 p.  700 d ' ink i -  

b L t b n ] .  

Noun avom usagé  de modidim l e  ptf du mi..&e.u d ' i n c u b d o n  de 

L-Rucinumide. Un h p o n  v & o d  de pli 7,0 a &.té W é .  A ce pH, -ie n 'y  a 

ymn appcvi tan de Co ( O H )  2. NOLLA c o m i i z t o ~  ( ~ l d a i  une inkibi.CLon ( 5 5  p. 100 

c o r n e  2 2  p. IO0 d & t d n é n  dam la condi.Liona n o m a l u  de doaage). 

?unt au sodium, il u A  ac$ivaAewt, q u ' a  a o L t  aoun dome a d d a t e  
ou phosphde (Tableau XX) . 

New avom EXudié L'inhibition pm 1'E.D.T.A. Q-t l ' ac ide  U q u e  

am une aolu-tion enzymaAique non activée pm Re magné.hm. Le T a b l e u  f i 1  

hanamble L u  / r é a W .  

D'apkëa GRASSMAN e.2 COU. ( 704 1 R'inhLbXon patr  le^ i o m  cyanme 

C N -  con&hne encoke la n d w e  m é M o  enzymatique de l a  l u c i n e  amimpepaXdane . 
' Set  dAodique de l ' ac ide  ethqlène t é h a  acE-tiqte en aoLci.tion dam l e  

héac$id phénol : 4 , i  5 g / l .  



TABLEAU X)( : ACTION DES IONS METALLZPUES SUR 1 'ACTIVlTE LEUCZNAMZNU- 

PEPTIDASIQUE DE R E I N  D E  COBAYE.  

Le mil ieu kéacZLonnel de compoae de : 

- 0,65 m l  dc. 1-1euckrnLde 10 mM ,tamponnée pm du bokate de 
b a d h m  10 mM 

- 0,35 m l  d ' i a n n  m é ~ q u u  

- 0 ,  1 m l  de boluLion enzqm&que non act ivge pm t e  magnéa&i 

au pk5dab1e. 

La kéacfian enzqmaahque a ' ed6ectue à 37' C pendant 20 mn. 



TABLEAU XXl : lNfflB1T1ON DE LA L E U C L N E  AMINOPEPTZVASE PAR INCUBATION EN 

PRESENCE D ' A C I D E  ETUYLENE DIAMINE TETRAACETIQUE, OU D ' A C I D E  

CITRIQUE, OU DE CYANURE D E  POTASSIUM. 

1nhib.iXem 

E.D.T.A. 

Adde W y u e  

Cyanme de p o a 2 u d k . m  

- O , 6 5  m.t de L-Reucinamde 10 mM h p o n n é e  pm du borne  de 
hodiwn 70 mM. 

- O,35 m l  d'inkibitewr. 

- O ,  I mi? de dotu;tion enzymatique non activée pm du magnédh. 

/' y?, 
/ J ( La héaot;ion enz ymdquc  ' edaeckue à 37' C pendant 20 mirutu. , , .k. j  '.- .-. 

C o n c e M a n  
~ L d e  en mM 

7 6 

8 

4 

7 9 6  

098 
O ,  32 

3 2 

16 

8 

3 , 2  

7 9 6  

O?  8 
O ,  32 

3 2 

7 6 

8 

1 9 6  

InhibLtion 
% 

5 8 

2 7 

14 

O 

O 

O 

98  

9 5 

90 

4 1 

19 

7 4 

7 O 

6 7 

5 3 

4 3 

20 



TABLEAU X X Z Z  : lNii78ZTZON D E  LA L E U C I N E  AMlNUPEPTZDASE DE R E I N  D E  COBAYE PAR 

U N E  DZALYSE D E  24 ii CONTRE DE L'EAU DZSTZLLEE OU D E  L ' E . D . 7 . A .  

2 5  rnM au 50 mM. 

Apn& 24 h u a  lu adiabj.?1able6 dont héactLv& pendant 
75 mi&a pm du magnéniun d o n t  L u  c o n c e ~ ~ o n ? l  4 i n u . t ~  
vatuent de 0,5 à 2 5  mM. L'act iv i té  enzymdtXyue i t W : v s  

t e  m p p o ~  de L'acfivLté enzyma,z%que apkb  diaeyde à c e l l e  

C a m e  
Didyde 

0 
(ZErnoin non 

&qdé) 

f f20 d i n u é e  

E.D.T.A. 50 mM 

E.D.T.A. 2 5  mM 

du ,témoin non di.dg/sé. 

R e c k g e  en iom 
Mg2+ apitb 

cüdyde (en  mM) 

0 

0 

0,5 

2 , 5  
5 

7 2 , 5  

2 5 

0 

0,5 

2 , 5  
5 

1 2 , 5  

2 5 

0 

0,5 

2 , 5  
5 

72,5 

2 5 

A&vLté 
enz ymcu.2.q~~ 

(U.1.) 

0 ,  094 

0,054 

0 ,  080 

0,096 

0,108 

0 ,  724 

O ,  724 

0,070 

0 ,  008 

0,008 

0,008 

0 ,  004 

0 

0,070 

0,076 

0,004 

0,008 

0,009 

0,070 

AcRAvLté 
e n z y m m u e  
it&ative 

100 

58 

8 5 

1 O2 

7 1 5  

7 32 

132 

1 7 

8,s 

8,s 

895 

492 
0 

1 1  

17 

4,2 

8,5 

9 9 5  

7 7 

1 



T A B L E A U  X X 1 1 1  : Z N i i Z B Z T 7 O N  D E  L A  L E U C Z N E  A M l N O P E P T Z D A S E  D E  R E I N  D E  C O B A Y E  P A R  

U N E  D l A L Y S E  D E  2 4  ff C O N T R E  DE L ' E A U  D Z S T Z L L E E  OU D E  L I E . D . T . A .  

70 mM ou 5 mM 

Apèa 2 4  H ,  Lea adidyaableo sont néaotivéd pendant 15 mivilitea 

du magnediun d o n t  Len c o n c e ~ ~ o u l c l  &indu v d e n t  de 0 , s  Li 2 5  mM. L ' a c t i -  

v a i ?  enzymatique he&Ltive ebt l e  kappoht de l 'ao t iv iXé  enzynïLtcque apEd 

&yae à ceUe du ;tévain non diaeyaé. 



Cette inkibh5an e ~ t  mohaante  avec l a  c o n c e m o n  en c y a w e .  (Tableau XX1) 

P d  n a u  avaMn VOULU u é ~ i 6 i ~ h  dam quelle mawte L t a ~ v . i A é  enzy- 
ma.tique, inhibée p m  l ' E.D. T .  A. , pouvait G2.e 4 e ~ h z w ~ é e  pah la prré-incubation 
avec du magnéhh. 

Une aoluLion enzymaaXque Quûchment pnépa,tée e ~ t  diaeyaée covuke 
de l lm b i d i n u é e ,  de l l E . V . T . A .  50 mM, 2 5  mM, 10 mM e.t 5 mM pendan;t 24 H .  

L ~ A  adiaeyaableA sont 4écupQtrén e.t h é a d v &  pudant 1 5  rniYULte6 patr 

du magnéhiun dont la concenttL&o~ &inalu vahient de 0,s à 2 5  mM. 

Vanh l t a d h t y ~ a b L e ,  noM avonh 4emmqué un prrécipLté hpontant  de 
coLLeu blanche p a m  une d i a l y ~  canahe de l l E . V . T .  A .  50 mM. A cekte cancen- 

& d o n ,  l'enzyme UA:  inactivée LmQvcrncsiblment puAncju'i2 ne naun a p u  &té  

poaaible de he~akw~m ltacLLvLté enzymatique. I l  en e ~ t  pmtLqument de même 
powr une diaeyae conA;tLe de LIE.D.T.A. 2 5  mM où La 4 a a ' % W n  de l1ata%vLté 

t r e ~ t e  daible. Ce n ' u t  qu'aptèb une &yae covtttte de l'E.D.7.A. 5 mM que KOUA 

4 u i t a w n n  taXu,te.ment l l a c t i v i t é  enzyrndcque powr  de^ c o n c e M o v k l  en magné- 

a&, compdeA e&e 2 , 5  eX 2 5  mM (Tableaux XXT1 eX XX111). 

e. Blocage d u  gtLoupemen& fh io i?~ .  ----- ------ --- ------------- 

Naw avanb W é  d e ~  a g e w  de blocage d a  grraupment~ i 5 ~ L a h  te4n 
que l ' ac ide  iodoacékique, l e  panacheo4o mmcdbenzoate ,  L u  a& ménicaux 

à dtcnenic i x i v d e n t .  Ceux-ci inhibent l' enzyme. Cette inkitiLiion e ~ t  maximale 
a i  l'enzyme n ' u t  p u  a d i v é e  patr l e  m a g n d h  (Tableau XXTV ) . ( N a u  avonh 
pu notm pa,t aieeewzn, que l ' a t~sén ia te  W iizkibLteuh à c W n u  concentm- 
LLom ) . 

C ~ A  e d d e c t w  rnavi;ttrent donc La pkbence de gaoupementz tfih au 
niveau du aLte acXL6 de l'enzyme. 

6 .  Compoa & v m .  --- ----------- 

L1hydrtoxylamine e,t l e  W e  de aodUun ne dont t é v é e é ~  &e d e ~  

inh.ibLtcum de la héact-bn enzymaixque (Tableau X X l  V )  . 



TABLEAU X X l V  : ACTION DES AGENTS BLOQUANT LES GROUPEMENTS THlOLS ET LES COM- 

POSES DIVERS TELS QUE LtARSENIATE,  L t H Y D R O X Y L A M I N E  ET L E  NITRITE 

DE SODIUM. 

Le m.&eu t & a ~ n n ~  ae campoae de : 

- 0,65 m l  de 1 - l e u c i w d e  10 mM h p a n n é e  pah du b o r n e  de 

a o d h m .  

- 0,35 m l  d ' i n k i b d e m  

- 0,I m l  de a o l u t b n  enzymdique non act;ivée p a ~  du magn&lum 

La t é a d o n  enzymatique ateadectcce à 37' C pendant 20 t n i v u t e ~ .  



De c&e Uude am &eh e d d e o t e m  de l'enzgmo,, d. hchaottt que L u  

i o m  métaeeiyuu nord ac-tkvateum de La L u c i n e  aminopep;tidae. 

Au coYLtttdine, LIE.D.T.A. cd l ' a c i d e  L t h i q u e  en ch6-d l e  

magnéah  nécun&e à l'ac;tivLté Leucine aminopepXuiaique, ao& Lnh ibL tew  

de L'enzyme. 

1 ' inkibiLion pan len  héacti6a bloqua& lu ghoupementz X&o& 

pkouve La mésence de cen g x o u p m e ~  dam l e  aLte actia de l'enzyme. 

Da eOdeckewt6, comme L a  aciden d cetoniquu montunt une invemiun  

d a u  L'action de l'enzyme 64R0n qu'&e ut ac,tLv&e ou non pah l e  magnésium. 

Den compoaéa de adxuotwte v o d i n e  de lk 1-LeucLnumae comme L a  
a c i d u  minéa hamidiéa n 'ont  aucune action (baud powr l a  vaXine) à la concen- 

.tft&on ivuX~kdc  de 70 mM. Pan covLtte &'aci.de .hocapoZque ut un inh ibLtem 

de l'enzyme. 

C/ - C I N E T l Q U E  ENZYMATIQUE. 

Cette ézude a E X E  héa-thée avec une boluLion enzyme p a m 2 a m e n t  

p ~ h i é e .  

Len aoLu/tiann e n z y m d y u u  W é u  sont de deux Rypen : 

- Le pernieh t ype  ne coi&n,VLt pu de magnésium (g& ~ L L t u t i o n  en 

Xampon bomte a w L )  . 
- Le deuxième t ype  conCie& déjà du rnagni%Lum ( g e l  &i.L.txdon en 

tampon bohate corztenant du magnésium 7 m M ) .  

La concevLfrLdtion en aubs;Dtdt vahie de 0,3 à 40 mM. 

Pom chaque type  d'enzyme now avann h é a l h é  p & i e m  &n&cjuu 

d ' hyciholyae : 

- a a ~ n  phé.incubdon avec du Mg 2 + 

- avec phéuicubation de I O  m i r u t u  avec du M~~~ 7 mM 

Le doaage de l'enzyme dteddecRue X o u j o m  pm lk m&e technique. 
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FIGURE 25 : VITESSE DE REACTION DE LA LEUCINE AMINOPEPTZDASE EN FONCTIOM DE LA 

CONCENTRATZON EN SUBSTRAT 1-LEUCINAMIDE SELON LA REPRESENTATION DE 
LINEWEAVER-BURK. L'enzyme ne con.Cient pu de ~g" dam na p é p m a -  
.tion IGmphe 1) : m e  es t  evclu*te a d v é e  pm du M~~~ 1 mM (Corn- 

be BI ou non activée p m  ce, même6 i o m  ( combe A) . L'enzyme con- 
Xient déjà du M~~~ t o m  de na puhidication (Giraphe I I )  : &e ut 

également acAivée pvi du M~~~ 1 mM (combe C) ou non aotiuée p r ~  

c u  même6 brin (combe D) . 



La cou;tavcte de M i c h a m  Km noub en2 dcnnée p u t  Le ghaphque 

de la vLtenne de n é a d o n  ~n 6 u n d o n  de La conce&ct;tion en n u b b m ,  selon 

h hep~énen td ion  de LlNEWEAVER-BURK. L ' a c ~ i v ~ é  enzgm&gue ut donnée en 

U&én 1vLtehnaXiolzaeeh ( U. 7 .  ) QAc La c u n c c W o n  en bubnLtat en molell. 

Nouh hepo/r;tonb davln un axe de coondonnéen, l ' i n v m e  de t 1 a c ~ v . C t é  
1 7 enzqmatigue - en ohdonnée e t  l ' i n v e n ~ e  de l a  concenthat?on en subda3aX 3 

en absc-hse. V 

Nouh obienovin une dnoite qui coupe l ' a x e  den abbc&~eb au p o i n t  
'1 

a. Enzyme - - -  ---------- dam magnéab.  ------ (Figrne 25  Ghaphe 7 ) .  

La cinéLique d'hydrtolyne de ce type d'enzyme, nom conduil à d é & ~ -  

mulm sa conbakvLte de M i c h a u  à l 7 , 8 .  ? 0- 3 ~ / l .  (DtroiXe A du Ghaphe 2 5- 1 ) 

S i  noud ac t i vou  l'enzyme avec du magnehiun La comXunte de 

M i c h a m  ut de 1 4 , 7 . 1 0 - ~  M/L. (DiroiXe 8 du Gmphe 25-1). 

Nom pouvom donc con&dmen que l e  magnénh ea;t un a c A i v a l m  

de t'enzyme puAnque non addinit& powt l e  aubdA;rtat eat p h  gmnde Lotrdqu'elYe. 

activée pm du magnéhium. 

b. Enzyme ---  ------------------ contenant du magn&iun. ------ ( figwre 25 Gtraphe 71 ) . 

Que l '  enzyme a o L t  aca5vée pair du m a g n & h  1 mM ( ptréincubatcun 

de 10 minuXeh) (VtroiXe D ,  du Gtraphe 25-17). , ou non (VhoLte C ,  du Guphe 2 5 - 1 7 ) .  

norra R;IZauvou La même vdewi  de Km égale à 8,3.  w3 MIL. 

La couXante de M i c h a d i ~  en$ d a u  ce can  moi^ élevée que pécé-  

dmrnent. Noua pouvom donc d h e  que non ad&inLté p o u  l e  buba&at ut encotre 

 ph^ dose. P '  où  l e  trôle h p o t t t a n t  du magnésium d a u  l'acLivLté enzymcLque 

de l a  leucine cunLnupep;tidae. La gel?  on p m  un h p o n  contenant du 

magnénh condud à d a  trendmentn nmement  m u 2 . t e i . m  e.t la néacfivatian 

uetéhieune de l'enzyme pah adcidion d ' i o m  MLJ" a p g s  la. gel? ~ ~ a t i o n  

nt at p u  n é c e ~ n a h e .  
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FIGURE 26 : CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION SUR SEPHADEX G 200 DES OZFFEREhrrS 

ETALONS DE POIDS MOLECULAIRES CONNUS ET DE LA LEUCZNAMINOPEPTZDASE 

PARTZELLEMENT P U R Z F I E E .  

-c-c FibhinogEne Les ptraXéines aont exp&bnées 
<+c- S b  dbwhine p m  kk DevcllLtZ Up-ue de la rtkct ion de 

Inhibdewr hypsique du no ja h f iéadion de L W Y .  

4- Leucine aainopeptidase du t e i n  de cobaye : t1aot ivLté  es t  exphonée pan 
ût DemLté Opa2que de La i~Eaotion de BERTHELOT. 



C&na h é a d d a  evtthavd d a a  La c o m p o a ~ o n  d a  g e h  de potyachy- 

U e  pw3ut.ben.t la n é a c t b ~  du BERTHELOT. kunsi auovin-naun c h o h i  de déR;m- 

k n a  l e  p o i h  maLécuU&e de La l u c i n e  aminopep;tidae p c ~  g e l  @.tuLLon 

am Sephaùex G 200. E M  é;taeonnank daa d u  con&ons eiipéhunevi;taea d e n -  

t i q u u  ( v d u a e  d1?.&u%n, temp de ~ m c ~ o n n m e n t )  & colonne de Sephadex 
G 200, ROUA avona pu e?l.timen Le p a d  maLécuhhe de Ra leucine aminopepti- 
d a e .  Now avom dépose auccu~ivement  : 

- du &ibtUnogène de P M 330 000 

- de La &bumine de P M 6 7  000 

- de L ' inkibdewr ;thqp~ique du a o  ja de P M 2 7 500. 

Now avonn eddeotué deux chhamatoghapkiu de l'enzyme patLti&ement 

putLdiée hm la même colonne, avant et apkèa étdonnage p o u  vérUdia bon 

bon donctionnement. (Figwte 2 6 ) .  

L u  pkoteinu et l 'ac t ivLt6  enzymaLique d o n t  doaéu pm L u  méXhodu 

habAu&a. 

Le chkomatogmme (Figrne 2 6 )  n o u  a petunin d'  esx%nen l e  p o d  maté- 

c&&e à 790 000 - + 50 009 en pohA%tnt am un axe de ~00kd0nnééed Lea nwnékua 

de dtracaXoa en absci6seb et L a  . togcud thme~ d e s  p o a  moLécccaaines en ok- 
donnéa. (Lu écam3 - + 50 000 comupondent it - + uvle @ . u W n  k e c u w e  dun 

l e  c o & e o t m ) .  

E /  I N F L U E N C E  DE LA TEMPERATURE. 

NOUA avonn déteminé & ;tempémubte o p W e  citaclion de t'enzyme 

et sa démhuuvtion à Lu c h a e m .  

7 .  TcmpéhaAuu opamde  d'acLLon. 

a. Technique ------ --- : 

O ,  1 m l  d'enzyme pahtieklement p d d i é e  es;t m h  à incubm avec 0,s rd 
2 + de 1- tuc inamde contenant du Mg 1 mM peruiunt 7 5 mim.ta dam un b h - m d e  

kégLLeé aux dLdd&entu i t e t n p w a  de ce t t e  &tude. P W è L e m e n t  aux dubaga 

now eddectuona un itémoin enzyme et un témoin subs&c.uA p o m  chaque te.wp~atuhe 



FIGURE 27 : DETERMlNATlUN DE LA TEMPERATURE 0PTlMALE D'ACTION D E  LA LEUClNE 
AM1 NOPEPTTDASE : 

L'hydhoLyae 6 ' eadectue pendant 75 minu;tu à d u  itempé/ratwra va tuan t  
de 30 à 75'  C. 

kéaction d e  BERTHELOT. 



FIGURE 26 : DENATURATION DE LA LEUCINE AMINUPEPTIVASE PAR LA CHALEUR : 
l'enzyme ut pkéincubée. à diadénentu t e m p é h a t m e s  pendant I rniru.de 

( + -4 tt pendan:t IO mi&u ( .ct ) 

Ce pkéchauddage u;t: su iv i  d'une hydtoly~e du suba-0m.t L - l e u & d d e  

à 3 7 C pendant 1 5 minutu. 1 ' a c ü v L t é  enz m u e  A ' exphune pm 

D e m L t é  Opfique de la héaction de BERTHELOT. 



La cowtbe de l a  Figwre 27 tend comprte de La r t e m p w e  o p m e  

dtac.Cbn de l'enzyme. C&e-ci ut au vohinage de 60' C .  Ncub pouvond hernah- 

qum a u n a i  un épaulement dam l a  combe d u  tempéi.atunes a u x  d e n t a m  de 

4u0 C .  

2 .  D é m o n  de l'enzyme pm chaeew~. 

L'enzyme en$ ptéincubge à ciiddéhevLtu X e . m p & a . t m ~  pend& 1 et 

10 muULtu RnCb exuckme&. 

Au bout d'une minuXe un aeiquot de 0,l m l  e~t  phéeevé et min à 

h c u b m  avec 0,5 m l  de aubaR/ra,t pendant 15 mLvu&c)6 et à 37' C. 

Powz chaque tempa de ptéchauddage e-t chque  X e m p é W e  nocLb da id on^ 
un témoin enzyme dans lequel noUA h m ~ ç o n ~  l e  b u b a M  pan du m p o n  b o M e .  

Un d e u t  témoin sub4;ttrat au6di.t à R.a hihie  de dobaga. 

Poun un pt~échaU66age de 1 mirute à 4U0 C ,  l'aca%viXé enzymakclSue 

cihinue avant d'aA/teindtLe un maximum e&e 60 et 65' C. Au-de& de 65' C C ,  

l'ac;tiviAé de l '  enzyme duninue à nouveau phoghesbivment lomqu'on la 

a0urne.t à d u  XempertatWru de p l m  en p l u  girandes. A 100' C l'enzyme ~ A X  

cornplErtemeni dé&lLite. ( Figme 2 8 ) . 

Powz un ptéchauddage de IO m i n a u ,  L'activLté enzymdtique es t  
maximate à 55' C .  C m e  aca2vité diminue crnaez mpdment Lomyue tu Xmpé- 

tratwe augmente : U e  u X  pha-tiquement nulle à 80' C c .  

F /  - plt o p t i m d  d ' d o n .  

1. Techniaue. 



FIGURE 29  : DETERMINATION DU pH OPTIMAL D'ACTION DE LA LEUCINE AMINÙPEPTZDASE. 

Le auba ika t  1-Lucinamide  ~ A X  amené aux diddéhenth pii pah addiakon 

de  aoude ou d ' a c i d e  ckeahhycbque.  L'hydtLaLybe du a u b a M  b'edbectue 

à 37 C pendant 1 5 m i n u t a  e,t 1 ' ackivLté  enz ym-ue 6 ' expmhe pah 

La DemLté Op$que de  la 4éac;tian d e  BERTHELOT. 



pah adcfh2on de houde N ou d'acide c k e o h h y ~ q u e  O, 1 M .  

Le milLw héactionnd! U R  Le 6LUvun-t : 
- 0 , 5  m l  de aubn&aL à dLddettents pH 

- O,7 m l  d'enzyme. 

PairaeeèLement aux dobaga, n o u  eddecRuonn d a  témoinn "hubsahaA" 
pou4 chaque pli LtudLé en hemplaçant L ' enzyme p a h  O, 7 rnt d ' eau b i h  W é e ,  

un helLe témoin "enzyme" ut nu6&i~an-t powr llendembLe de l '@&de. 

L'hydhoLyhe btedde&ue à 37" C pendant 15 minuXea. 

La Figw~e 2 9  montte que ltac;tivLté enzymdtique ut maximale 
aux envhom de pH b , 5  - 9 , O .  Un t é g a  épaulement exAite aux enviton6 de 

pli 7 , 5 .  Du épauRe.me& a d o g u e n  dam Ca c o w ~ b u  de .pH ont é té  d é U  
pst SMITH ( 705 ) . 



CHAPITRE V 

!{ISE EN EVIDEllCE DE DEUX FORFIES ENZYMATIQUES 



Lu muhodes de p~lhidication ayant monthé combien la &bicLttion 

de l '  enzyme W d i d d i d e ,  nous avom é té  amenée à u.LüUm La technkque 

du &m!ionnemeMA: c&uR&e, d '  une pcmt  powl localhm l t  enzyme dans la 

c W e  n é d e ,  et, d t ~ e  p a h t ,  poun obdmvm compohtement de La l d n e  

amLnopepltida6e &i obtenue v h - à - v h  d u  méthodes de bépanatian déjà 1Ltiei- 

déen dam lu a s a A  de puti~iccriticrn de l'enzyme. 

C ' e n X  au corn  de c a e  é h d e  que no~d avons pu m&e en évidence 

deux domu enzqmaxXquen de po& moléculaitu et de migm$ion éeec&.opho- 

&&tique d i d d h e m .  

Nous ne p4édeM;to~n i c i  que C u  diddéirenix d & d u  du Qt.actianneme& 

ceReueaine aimi que Lté;tude q u i  nous a p& de mettne en évidence la 
deux domu enzymatiquen de l a  leucine aminopep-tcdane de cobaye, Ladbunt 

pom une &tude LLeti%iewre La p ~ ~ i c ~ o n  enzyma;tique de  ce^ @.a&n~. 

A/ - PREPARATZON DE L'UOMOGENAT. 

Lu 4& aovLt p4&Levéa buh l ' a W  h d o n  lu condiAions énoncéa 

au Chap&e 7 2 .  

1.h d o n t  puén , p u i 6  coupéa en d-im mameaux à L'a.i.de d ' un acdpet.  

Z& dont &m bnoyéa dam un homogén&&ewl de POTTER-ELVEHJEM 

(type PoaXm de Thomab) dam 9 volumecl de aacchcvrose 0,25 M contenant du 

Magnéah O ,  001 M. Lom du bnoyqe, l ' h o m o g é n é i n ~  ut maintenu d m  un 

béchm contenant de l ' e a u  glacée. 

N o u  obtenons aimi un homagénat bhLLt. 

B/ - FRACTZONNEMENT C E L L U L A I R E  DE L'UOMOGENAT. 

NOUA avom W é  une centu6ugeUde BECKMAN L350 équipée d'un 

40x04 SU 4 1 à g o d a  rnobGu et trégutée à + 4 C .  

ToLLtu L a  opétratiovln de &amvament2 dam lu gode& d o n t  

@itu en chumbte 6hoi.de. 



Ce dt~actionnement, d o n t  l e  plan ut indiqué dans LU TabLeaux 

X X V  X X V i  ,, a powt b a e  l a  technique de M. L E V Y ,  R .  TOURY g 

J .  ANDRE ( 706 ) m d e  au p o i n t  pm HAREL & JACOB g MOULE ( 707 ) . 11 a p o w  

bu,t llobternXon de mLtochonditiu puna. 

Cette ,technique a 6% compLé.tée J~CVL  c&e LI'APPELMANS CLX COU. 
( 708 ) tLephine p m  B E R T f f l L L I E R  ( 709 ) .  EUe petund d'obtenih à patLtvr de La 

p h e  cyabphmique amitochonduaee S3 ,  une dnaotion comolespondant au cy to-  
so l ,  t m e  LLetime du ~ m o t i o n n m e n t  c-aine (Tableau X X V 1 ) .  

Au Ito&x.l, noud avoVLcl U E  l e  photocole suivant : 

. L1homogéMdt aoumin à une cenxki~ugation de 600 g pendant 70 m i -  

viulte~ conduAk à : 

- un culot C I  contenant d a  noyaux et de6 c&&u non b t o y é ~  

- un sumagan t  post-nucRéahe S I .  

. Le sunnageant p o a t - m d E d e  oownin à une dotce c e W d u g e  de 

6500 g pendant 1 0 miru~Zu canduiA à : 

- un culot C 2  q u i  contient den mLtochonditied c i i t e ~  " l o w u i u " .  Ce 

c l&~z  ut &tu& du d ü ~ ~ h U h 0 6 ~  0,25 M pûh 4 Ce*dug&m A U C C Q A ~ ~ V U  

de 70 minu;tu à 8500 g .  

- un sunnagunt S 2  q u i  contient une zone n é b d e u e  n&ée a u - d u d u  

du c&oL C 2  et q u i  est  coVLclX.Ltuée de &chundhien 0 X - t ~  " l é g è t u " .  Ce sont 

d u  mLtochondhies dont .ta skruc;twte n ' u t  pan intacte .  

. Le nwviageant S 2  es* centudugé à 20 000 g pendant 10 rnhutu. 
On obtient : 

- un culot C 3  de mLtochondhiu "Lége*u'l 

- un sunnageant poat-nu*ochondhiae S 3 .  C'est  un cytopûinme amiab- 

chond.4i.d. 

. Cet t e  phae cytoptaamique S 3  ut dom soumi~e à une centubu- 

g&on de 705 000 g p~ndant: 60 m i n d u .  On abfiont : 



(noyaux + 
c U a  non bno y é a  1 

U o  clzo ndhi.e.b C y toplcmme 
"Lég2h~n " &chandiuae 

TABLEAU X X V  : PLAN DE FRACT'IONNEMENT D ' U N  HUMOGENAT SELON L A  TECHNLQUE 
,,--* , . . ? Y  

M I S E  AU P O I N 7  PAR HAREL & J A C O B  & MOULE. ( 1 7  O) 1 q:'.' , 
, sLL\  1 "k+& 



TABLEAU XXV l  : PLAN D E  FRACTIONNEMENT S E L O N  LA T E C H N I Q U E  D E  A P P E L M A N S  ( 7  1 7  ) 

DU CYTOPLASME A U I T 0 C H O M ) R I A L  S 3  OBTENU P A R  LA T E C H N I Q U E  

DE H A R E L .  



3.  Contxôle mimoacopique de chaque @action obtenue. 

Chacune d a  ~/racLi.om obtenue6 esx exminée au michoscope éee&o- 

nique adin d l  en confirôla L' i n t é g L t é  et Ce degtlé de puheAé. 

L'examen michoscopique con@me l a  nakwLe ~ o c h o ~ e  du d o t  

C 2 .  W g t l é  Les lavages nucce6aids. des ao-es hiboaornates aubaLstent 
( F&me 30) . 

La Figiqune 31 montne que l e  cyxophme  och ho^ S 3  contient 

awAu;t  CU membmna du hWclLewn endophmique autsi que den p e X i 2 ~  

gtranul&om de d o m a  sphehoXdes qW. contrrateizt &èd nuXement avec &CU 

v&ic&CU rnernbmnaih~~ . 

Le c d o x  C 4  obtenu ap6a une uRttlacevLtrUdugaR;ion de 60 miriLLtes à 

105 000 g montrLe ha d c h a s e  en tLibobome6 et en membilanen. SUA h FigwLe 3 2  

un lyaoaome CU$ même v h i b t e ,  v o h e  p u t  &e un p u  de Golgi. 

Le cytoaol Sq  co.vre6pondant d ce c m *  C 4  montrre encoke La phibence 

de quelquen membttanen e l  de.  CU m ê m e ~ s  p e Z i t e ~  g~anuRatiom déjà v L s i b l a  
 dan^ & p b e  cy.topla6rnigue amLtochondhiaee S 3 .  (Figrne 3 3 ) .  

4 .  Locae/i6ation de 1 'enzyme. 

a. V é . t e m i W o n  de C'activLté enzyrna-tque des é l émem c e e e u a a i h ~ ~ .  ............................... ---- ........................... 

Vèa que l e  &xLionnement c m e  C U ~  t d n é ,  l e s  cuLo2x a o n t  

tlephin dam de l ' eau  d&tLUée qui pcur osmobe, &.i.X éc&a;tm l e s  di66&erztu 
4f t ruc turQA.  

Les amnageam sont homogénéinb quetquu aecondu, à l ' a i d e  d'un 

homogénéhew~ de type VlRTIS. 



FIGURE 30 : MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DES MITOCHONDRIES C1. 

G&oclbh,clemevct : 45 000. 



FIGURE 3 1 : M I C R O S C O P I E  ELECTRONIQUE DU CY7-OPLASML AbIITOCHONVKlAL .i ? .  

G~oaa-hhement : 4 5  000. 
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Un aehquot de chque  ZEmevct c e U m e  ut pkéeevé adin d'en dé;teh- 

minm L'activLtt  enzymdque eA La Xeneuh en y3t~oitéinu. 

Le Tableau UV11 u n d  compte de tlac;tivLté enzym@ue de chaque Ué- 

ment c-e. IL m o ~ e  une k é p U o n  hetkogEne de La leucine aminopep- 

fidase que l ' o n  ketrtouve d a a  lu mi/tochondhia, la dmciAon tuboaomo-membxa- 

n a h e  du culot C 4 ,  Le cytoplasme amiAochondhiae et Le cyioaol S q .  

Ce sont l e  c y t o ~ o l  Sq et l e  c y t o p h m e  &ochondhiae Sg q u i  contien- 

nent La p h  gmnde quanXité de Leucine anknopep&idabe avec une pkédominance 

dan, Le cyXophme Sj. 

Lu mLtochon&ia en contiennent &ès peu, ce qui ex& l ' o ~ g i n e  

& o c h o n W e  de L'enzyme. En eddet, il ut didt+ite d 'envhagm que la 

pkaence de Leucine arninopepfidtidase ciam Le cytoplkume Sj, en q u a W é  assez 

apph&&bLe, puhse ~ o v e n L t  de rnihchovzdruu ae;té.héu au coum du 5mCtion- 

nement c-e. 

La cemXi~ugc&ion à 705 000 g montte que Le cyhao l  est  p l u  tuche 

en enzyme que Le culot comapondant. 

Ceci tend donc à monx7tu  L ' o ~ g i n e  cyXop&.amique de L'enzyme. 

ZL da& cependant aemanquu que La daible acîivLté apécidique du 

culot Cq n' ut pas négfigeabte. Une n o W e  cy;topLasmique ne p m e A  pas 

d '  expLiqum La h ichade  enzymuakque du culolt, e2 1' hypoihèbe d'une otugine 

pam!icLLe&e d'une &motion de l'enzyme, a o L t  (tubadomde, a o L t  memb/ta&el 

amble  donc devoh &e envhagée. 

b. Gd ~ L W m t i o n  de chaque élément c W a h e .  ----  ---------------- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1' hypothEae de deux uhigin~i)  de l a  leficine antinopep~dtidase, n o ~  a 
cond&e à t e n t a  une a é p W i a n  patr chomatoghaphie de g e l   ilh ha Lion, d e  

c a  didbé.hen& élémentn c-aih~i). 

- TECHNIQUE 
Nos avoM dépoaé dm 6 colonnes de Sephadex G 200' : 

I . Le culot C 2  de W c h o n d h i e a  " l o ~ d e n  " . 

La phEpamAhn du geX  ut indiqué dan, t'appendice technique, page 1 4 8 .  



2 .  l e  d o t  C 3  de mhbchovhien " L é g è a c ~ ~ ~  

3 .  la phase cy-toplaniiyue amilochondhiaee S 3  

4 .  l e  cLLeot C4 

5 .  Le cy.tonol S 4  

6 .  un homogéndt b u  de aédhence 

- RESULTATS 

Le dodage de llacLLvLté enzymakque eA  de^ poXéineA d a  &&.a& 

de chaque cobnne, a conduiA aux chomcttogtrawaneA a e p a e n t é a  d a a  lu 

Figrne 34 .  

. L e A  clutomcukgtuwmia phokéiqueA pkêhentenf deA po&!A pkaque Xoujom 

A d e d q u u .  

On dhf ingue  toujoum : 

- un impo- paemia p k  de p a o t é h a  é h é  en débu2 de colonne 

donc de po i ch  molécuR&e Zevé .  

- un second pic d ' i n t e m d é  p l u  &bLe cottrteApondant à d u  w o -  

tGneA Légèna. Ce deuxième pic ut p&atiquement inexinXunt 

l e  chtomatogmmme du culot C d .  

- une dép&eAaion paotéiyue bien n&e ae a&e evtttre c a  2 p h .  

. Vu p o i n t  de vue' enz grnaXique, p L u i w  a n d o g i u  h o n t  a&ouvéu : 

- 2 pica cihfinc& d'aca%viXé enzym&yue d'impoxtance a G a  inEgale 

auir la choma-tugmeh de û1 phase cy*ophmique S g ,  du clrLo-t 

C4 et de L'homogéndt b ~ u *  de dépaht. 

Le. pkemieh pic majeut, comenpondact à un p o d  m o t é c W e  Zevé  

a;t f i c i  au nivwu de La dépLuhion pkoXdique. 

Le decond pic ayanX une IntemLté p&d @ibLe, come~pond à 

un p& p o k b  moLéd&e. 'Il ut é h é  en même twnpb  que Le deuxième pic  

de potéinen . 
- un a d  pic enzymaAkque am L a  ckomatogmmma den  miZocCzoMciUen 

"légèaa" C j  et du cy&~aoL S 4 .  



FIGURE 34 : G E L  FILTRATION DES ELEMENTS CELLULAIRES D ' U N  HOMLÿiENAT RENAL SEPARES 

PAR U N  FRACTIONNEMENT C E L L U L A I R E .  

C p  = " . t o c h o n ~ a  "eowrden" 

C 3  = ".tochonchia " tégèka"  

S g  = phane cyxophwique amlochondtLiaee $y,$. 
L\~it 

C q  = hibo~omen + rnembmne~ 

S4 = cyto6oe 

O 
* aotivLté enzymatique exphvnée p m  la V e r n i t é  Opaque de lu héac- 

Lion de BERTHELOT. 
*+- pote*nes expuhéel pz& l a  DemdP Optique de la héacLion de LOWRY. 



Pair aUnple gel ~*e&&on de l a  phase cytoplasmique S 3 ,  nom avom 

min en évidence, d u x  picn d'a&vLté enzymatique : Le phemim u f  h è h  

Unpotr;tant, a un poich rnolécutcwte Z e v é  en oppoaLtion avec Le second, q u i  
at minewc ct poabède un p h  daible p o i h  moLécuRaine. 

Pm conthe, l a  gel! &ih%zLLon du c y ~ ~ o l  Sq ne montne qu'une h e u l e  

actLviXé enzymaAique de hu;t po,idn moléclleahe. L'acaZvLtE enzymdque de 

p& po& m o l é c w e  ne de 4etzouvaMAc que dam Le culoot C 4 .  

Un exmen en trichabcopi~ Uec&onique d a  deux ~ n a c t . L o n ~  aépakéen 

pvr g e l  ~ i e t l a t i o n  de l a  phase cytopLmmique S 3  movuhe pue : 

- la ~iracfion Légèhe contient bwr/tou;t d a  membmnen ( F i g u e  36 1 ,  
- &t dkacLion Louhde eA2 pha~.%que.menX ajxv&cLIRdirre b i  t ' o n  conhdéJ~c. 

que L a  ghanLLea;tioa ovoZd~n ne a o n t  p a ~  d u  é l é m e d  c & W e n  c a n u  

au aeMn phopte du X m e ,  et que la  ~ b o h o r n a ,  d'apt~èa L u  poich molé-e, 

a o n t  exdku, de c u  ~ i r a c t i o n i l  i Figwte 3 5  ) . 

Ceci c o n ~ h m a L t  donc l a  double oLgLne de h l u c i n e  d n o p e p -  

t i d m e ,  déjà obamvée lom de l'Eakde du Tableau X X V i i  : 

- une ofigine cyXophmique 

- une odgine  pamXcLLeaite, p l u X Ô X  membkancuhe d'apfièa L a  obaa- 

vaAionn @Ltea am la Fig~he 3 6 .  

Lu p o A  m o l é c u h i t a  EXant di&j&en.th, d ut d o i c n  da&e 

d'imagina que La dome enzymdque ~ c ~ e  et de p e L L t  poidamotécu- 

l u h e  d o i t  d C ' o ~ g i n e  de l a   dom^ enzymatique lomde cyotophmique. 

5. Uise en évidence et étude de 2 boi ima enzqmatquea de la ~ ~ l c t h n  S 3 .  

nement c & W e  ayant monthé que l a  phaie cqZop.lhm.Lque S 3  condient deux 

ac f ivdéa enzym-ueA h épahabla pm une aimple chhom&ogfiap&e, une 

é h d e  p u  apptoJondie de c&e phase cytopl.minique amLtvchondhiale S 3  s 

donc eté envhagee. 



FIGURE 35 : MZCROSCOPIE ELECTRONZQUE DE LA FORME 1 OBTEIUE APRéS SEPARA- ----- 
T70N PAR GEL FlLTRAT1ON SUR SEPHAPEX G 200. 



'Z .- ' 

FIGURE 36 : MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DE LA FORME I l  OGTENUE APRlS SEPAPA7Ic.L 

PAR GEL FILTRATION SUR S C P H A D E X  G 200. 



a.  Gel &ih?m!ion de La phase cytopLamiyue S3 : detuunination du ---- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  -- - ----  ---- ---------------- 
p g k b  rnoléculahe d u  deux h o m e ~  enzymadiyuu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  --------- ---- --- 

Comme n o u  ~ ' U V O M  manthé, LFCgme 34 - S 3 )  t a  g d  dL&mtion 

b u t  Sephadex G 200 dépme : 

- une dome enzymdque  majeune, lautde app&Ee dome 7 

- une dome enzymaAque mineme, tégéhe appdée  @une 12. 

NOUA avom &hz.lanné La calanne de Sephadex en opéhant danb LU 

mêmen conWov in  exp&imenhz.la. Noun avant, dépobé bucce6~ivernent : 

NOUA avant, eddectué 2 chnomatogtrapkieA de La phase cy;toptanmirjue 

S3 m La colonne de Sephadex, C'une avant e,t t1  auf ie  apkën éhXannage p o u  

v Wdim son b n  donc-tionnement. 

L u  photé inu c;t L'activiXé enzymatque ont é té  dobéu  pan lu 
méthodu h a b h a u .  

- R E S U L T A T S  

Le choma;togtramme ( F i g u e  37 ) m u  a pmmin de d E t e m i n a  t e  
poidn m a L é c W e  d a  ~ o i u n e ~  1 e;t 11 en trepo/Ltan;t b u t  un agbtème d l a x u  

ouhonokmén, la nwnérLoa d u  ~ ~ a c t i o m  en abcsc in~a  eA L a  Logahi,thme~  de^ 

poidn rnoLEcuL&Lu en o~dannéQn. 

Cen p o d  molécuRaha a o n t  donn& à plun au moinb une &r.acLLon 

paèa . 
A La buLte de c d  &;Wonnage n o u  avom conxhâlé l e  degtré de pwre.Xé 

pnatéique de c u  deux d o t r m u  ~nzymaLquen 7 et 71. 
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10 15 20 25 30 FRACTIONS 
FIGURE 37 : CHROMATOGRAPHIE D E  G E L  FILTRATION SUR SEPHAVEX G 200 DES D I F F E -  

RENTS ETALONS D E  POIDS MOLECULAIRES CONNUS ET DES FORMES 1 ET I l  

DE LA L E U C I N E  AMINOPEPTIDASE SEPAREES A PARTIR DE LA PHASE CYTO- 

PLASMIQUE AMITOCHONDRIALE S g .  - F i  bhiflog è ne po2éuies expJLunées pm l a  DemLté Opaque 
-o-o- IL@ de l a  k é a d o n  de LOWRY. 

S h m  Albumine 
<$4 '& 

9-C InhibLtewr hyph ique  c) \./ 
- Enzyme : activLté e x p h é e  pm La DemLté Optique de la fiEaction de 

BERTH ELOT. 



FIGURE 38  : ELECTROPHORESE SUR ACETATE DE CELLULOSE AVANT ET APRES GEL 

FILTRATION DE LA PHASE CYTOPLASMIQUE AMITOCHONûRIALE S3. 

S 3  : Uec t tophokëbe  de  la phase c y ~ o p ~ r n i y u e  a m i t o c h o n U e .  

1 et 11 : é l e c t x o p h o k è 6 ~  d u  ~0mu 1 et II a é p m é u  p m  h 

g e l  &d%.ation. 



- CONTROLE PROTEIQUE PAR ELECTROPHORESE SUR ACETATE DE CELLULOSE. 
J 

Noun avavlcl dépode t a  p h e  cg j top~mique  avant g e l  diAXm.thn 

la fjtradonn contemn;t la deux doturiecl 1 et 11 O bzenuu a ~ è d  g e t  
&ik&aAion ( Figune 36 ) . 

Avant g& ~i.&huXion, t a  p h e  cytoplasmique mo&e un gmnd 

nombhe de banda p h ~ x é i q u ~  d o n t  deux mighent à 3 e,t 3,s cm du dépôt v w  

l'anode. A chacune de c a  deux banda phoféiquu s e  supmpose une a c t i v a é  

enzymatique, Ra bande act ive la p h  trapide v m  l'anode é M  la p u  

LmpomuLte enzqmaLi..queme& davlcl l e  cas de La dome 7 comme de Ra dame 17. 

De c a  éeecZ;ltopCiohEse, noun ne pouvonb donc tretenin qu' un simple 

covukâle de p u ~ d é  ptojtéique, Cu mig/rakiovlcl U e c t h o p h o / ~ ~ u u  d a  don me^ 
1 eX 11 obxenua pcvr g e l  ,$iLttaf:kn &;tant i d e d q u a ,  ce6 2 ~ o m u  s&ent 

kécipoquement s o W é e c l  l ' u n e  pcvr 1' au;the. 

- PROTOCOLE 

PcvraLl2Rement à c&e c L e ~ a c e n t t u ~ u g ~ o n ,  noM avem choma;to- 

g u p h . i Q  butr Sephadex G 200, c m e  même p b e  cg.topLa~mique adin de v W d i m  

ptéhence d a  doma 7 eX 71 (Figuhe 39 - A ) .  

- RESULTATS 

Le dosage de t 'aca2viXé enzymaakque et de?, phoZéhu petunet de 

tcécdAm Le diagmmme de La Figu~e 39-B . N o u  dh-tinguovlcl deux aot ivi-  
té4 : 

- une ~trac;tion majeme ex lowrde 

- une ~ m c t i o n  m i n m e  l é g a e  



N o  DES FRACTIONS 

10 2û 30 NO DES FRACTIONS 

FIGURE 3 9  : A : G E L  FILTRATION SUR SEPHAVEX G ZOO RE LA PHASE CYTOPLASMIQUE 
S3 ( l e s  poXéines ne A o n t  pas teptés  entéen l . 

B : ULTRACEMRIFUGATION DE 1 H EN GRAVIEM DE SUCROSE 5-20 p. 100 

D E  LA PHASE CYTOPLASMIQUE S 3 .  .a 1 LI LC/ 
' -  

Activai!  enzymatique expiwnée pm l a  VenaitE Opfique d e  la téac-tcw 
de BERTHELOT. 

++- PtoXéinu exphunées pah l a  R e m d é  OpLique de la téact ion de LOWRY. 



10 15 - 70 25 30 
NO DES FRACTIONS 

FIGURE 40 : CHROMATOGUAPHli DE GEL FILTRATION SUR SEPWEX G 200 D'UNE 

PHASE CYTOPLASMIQUE AIIITOCHONDRIALE S j. 

Elution p < ~  du tampon bomte 0,025 M .  pH 8.0 M~~~ 1 mM 

-0 - C 
Phcrt&.Lnu e x p h & u  pak  la DemLté Opfigue de & héac.ktbn 
de LOWRY. - A d v L t é  enzymdgue expthnée p.m la DemLté Optique de & 
kéactian de BERTHELOT. 



FIGURE 41 : CîiUOMATOGUAPfiIE DE GEL FILTRATION SUR SEPHAPEX G 200 DE LA FORME 

1 OBTENUE PAR GEL FILTRATION DE LA PHASE CYTOPLASMIQUE AMTTOCHON- 

DRIALE Sg (dnacUon6 1 2  à 17 - C d .  ( i g u e  4 0 ) .  

EûLtion pair m p o n  b o u t e  0,025 M pH 8,O M ~ ' '  1 rnM 

-c-. - PtLotéina exptwnéu p m  la Den.Lté OpZLque de la r réadion de LOWRY 

- Activ*té enzymatique e x p h é e  pah la Denadé OpLique de  la eahéaWon 
de BERTHELOT. 



C u  deux (ohmu ont tupecaXvement lm maxima d ' ao t i v i t é  aux 

@.acLhn~ 27 eA 27.  

Le ptod.ie pmtéique phGdente un pic impon;tant pmche de l a  hwdace. 

IL ut donc conALitué de pto;téAn~ l é g ë h u .  

Noun t ~ o u v o n ~  a i n ~ i  lu deux act;ivLth enzymaLquu de p o h  

molécLLeaiha did6étLenth d é p m h  pm g e l  @%aLLon. 

La g e l  ~ ~ d o n  comme LfcLettLacevcthidugdon m c t  en évidence deux 

dotma enzymaLLquu de p o A  m o l & c W u  diddétLed. 

Noun avom vékidié pm g e l  @ % k d o n  que La dome 77 ne p t o v e ~  

pan de La Qotme 1 pm dété.Jziodon de ce l le -c i  au c o r n  de la chtromatogm- 

pkie : La dotme 1 aépmée de l a  dome 11 pm une pkemiëhe g e l  dAWuuXon 

donne, a)31~èa une seconde chhomdtagh.apkie du même Xype, un a& pic d 'ac t i -  

vLté e n z y m m u e  de p o i d  mo1écLLeahe iden tque  à la dotme 1.  (Figrnu40 & 
4 7 ) .  

Ain& La pthence de c u  deux dotuna n o u  a con&e à lu 
&dien a épahément. 

Noun avom c h o h i  la gel ,$X&a;tion comme méthode de déparration 

d u  d o t m u  1 eA 17, ce l l e -c i  é h n t  une méthode daciLe, /rapi.de cd acsaez 

tenAabLe du p o i n t  de vue quaM-ti.tdd. 

Sépahée de l a  dome 7 7  ~CUL gel ~ ~ o n ,  la dotme 1 ut con- 

cenahée pLLin dépaée d m  un gtaciient de duchode 5-20 p. 700. 

Aphèd une dédunen-tuLion de 7 H à 2 8 6  O00 g awL un pto,j.ie pkoXéique, 

~ o m é  u ~ e n t i e l l e m e n t  d'un unLque pic, q u i  comapond à d u  ptoteinen légè- 

ta,  ae d&che un po&iL d 'ac t i v i t é  enzymdque mo&ant deux p i u  ayant 

l e m  maxima d ' intemLté aux ~rrrrcXLon~ 2 3 eX 2 8 .  ( Figue 4 2  ) . 



COURBE 1 

10 15 20 25 30 35 N O  DES FRACTIONS 

COURBE 2 

0,2 

- 10 15 20 25 30 35 N o  DES FRACTIONS 

FIGURE 42 : ULTRACEMRIFUGATION D E  7 H A 286  000 g EN GRADIEM D E  SUCROSE 

5-20 p. 700 DES FORMES 1 (combe  I l  et I I  (combe 2 )  APRES 

L E U R  SEPARATION PAR G E L  FILTRATION. 

* A c ~ u L t é  enzymaLLgue e x p h é e  p l a  Demc*é OpZipue de t 4éaction 
de BERTHELOT. 

+-e P4otéuien exphunEu p a h  l a  Deri6Lté 0 p W u e  de û1 4éaction de LOWRY. 



Pm LLettraceWdug&on, lu dome 1 ae dépane donc en deux ~hactians 
A et 8 (Figune 42-7 ) aemblan;t comapondhe aux &~hmes 1 ctA 71. 

Nous avom Ltudi& en éLe&xophohèae l e s  @.aotiom A et 8 o b t e n u ~  

pm uRfrLaceWduga%ion à p a m 2 . t  de l a  dome 7 .  

Le dohage, aphèa tlepaage d a  bandes photéiques cobhéecl ( FLgwte 4 3 )  

donne l e s  n & W  hLUvavu2 : 

- Poun la ~ h a c t i o n  A : 

. 6 bandecl photLLcjue~ v h i b L e ~  avec une aupertpobLCion de L'activLté 

enzymaLLque au niveau de l a  4ème bande, b o a  à 3 , s  cm du dépôt. 

- Poun la @.action 8 : 

. 6 banda pmkéiyue~ v i ~ i b l u  avec une a u p ~ p o a ~ n  de l 'au5vLtC 

enzym@ue au  eau de l'.a 2ème bande a o a  à 2 , s  cm du dépôt. 

Cette Qeecttophohi?ae d a  ~hactioizll A ctA 8 o b t e n u ~  pm ~..&%CC&- 

&qation à - de la dohrne 1 6on-t p k h ~  qu'un bimple contrrOLe de pl(neAé 

photCique : noun comXaOiz?l en edhet, que la @action A aédhente comme la 

dome 1 et la dhaction 8 corne Ca dome 11 : ceci implique donc bien que 

la dome 7 donne nainbance à une patLtie de & dame 1 7 .  

Cu d e u x  dhaCa%m A cd 8 ,  donc L a  deux dohmu 1 ctA 17, k g h e n i  

di66étlemmea en éeectxophohèae. La dome 1 mighe p h  hapidement v m  l'anode 

que la dome 17, ce que n o u  n'aviom pas pu démo&ux à l ' d a u e  d'une aeeLee 

g e l  &iLûm5on ( Figrne 38 1 . 



A B C 

FORME 1 FORME 11 

FIGURE 43 : ELECTROPHORESES ANALYTIQUES SUR ACETATE DE CELLULOSE DES 

SOUS-FRACTIONS A ET 8 OBTENUES PAR ULTRACENTRIFUGATION DE LA 

FORME 1 ET DE LA SOUS-FRACTION C OBTENUE PAR ULTRACENTRIFUGATION 

DE LA FORME 11. 

/ / / / / / /  P ~ o Z é h u  ~Cvéléecs à llAmidoachwahz 
++++ ActLvL té  enzymatique détuuninée pair i n c u b d o n  dann 



Aphèa c o n c e w o n ,  h ~ o m e  7 7  ut 6oumiAe à une hédune-n 

de 7 H à 2 8 6  000 g. Le donage d u  @ z a a n r ,  ob2en.u~ p m e t  de m&e en évi-  
dence un ne& pic d ' a d v A / t é  enzqmaLque, ayant un maxUnum à la ~ttact ion 26,  

eA un pic de pho2éina l & g è t u  ( Figwr~ 4 2  - 7  7  ) . C m e  ducLion unique, que m u  
appdmom C ,  aécümevLte au même evidttoA/t que h dnacaon 8 obtenue à pam% 

de La dame 7 .  C u  d e u x  dtaedium i3 et: C semblent donc iden t iquu  eX ainsi  
asaimLlabla à lu dame 7 7 .  

NOUA avovin dépan é en électnophotQae La @action C ob-tenue pan. ui%a- 

centkidugation. 
NOUA abtenom 5 bandu ptoXEiquu. Lewr doaage montte que l ' a c ~ v L t é  

enzymatique ne aupmpoae â h deuxième bande aoA/t à 2 , 5  cm du dépôt (Figwre 4 3 ) .  

La dame 7 7  t a x e  homogene à 1 1 u R h c e W 6 u g a t i o n  et donne une 
@.act ion  C unique de aécümevLtation deul;tique à h ~ o m e  7 7 .  

L ' éXectrtophonène de La dtradon C montte une m i g u n  identique 
à la ,pmction 8 ,  ceci con@r.me donc bien que L ~ A  ~ n a c f i o n ~  B eA C aovLt d e n -  

f i q u a ,  eA aimi ashimdkblu  à lu dame 7 7 .  

Le ~hac-tiannement c&uRahe d'un homogénd-t héKd morne une 
hé-n m a j m e  de l a  l u c i n e  aminopepiicbe au niveuu du cytoao&, avec 

cependant une  traction minewre dann Le culut ~boaomo-membttanahe. 

La g d   on d e s  did6éhenLb élémentb c m d a i h a  bac auguha 



La pttésence de deux domu e n z y m ~ u ~ .  Lem Uude a ' e ~ t  edhecltuée à p u  

de La p h e  cy;tap&amLque a m L t o c h o n ~ e .  

On dinangue : 

- une dame majewre, Xowuie ( dottme 1 )  

- une dome mineme, 1Eghe ( dome 1 7 )  

SelLee 1a ~ o m e  1 a e  h&ouve  da^ l e  cyXoao&. Pm conake, la borne 17 

ae tr&ouve d u n ~  Le culot fiboaorno-membmnahe, accompagnée de s o ~ ~ L U w ~ e s  

c o m m é e ,  pah la ~ o m e  1 1 figwen 34 C4 et S4 ) . 

L'examen de mimoncopie éLe&oCque d u  d o m u  7 et 77 bépméu  
pan chtromatogtrapkie de geR @Xa'xmXon a w t  Sephadex G 200 dembLe montrLm que 
~nac t ion  contenant lu dome 1 U A :  a p a m X c W e ,  Xandin que La @,action conte- 
na& &a dome 17 hen@hme de nornbkmu mmbhanes. ( f i g rna  35 & 36). 

L'&de de c u  deux domu 1 e.2 1 7 ,  aépcurablu pm g e l  , $ ü % h n  

a p e . m i ~  d' en d é t e m i n u  Cern po& m o l é c ~ e  : 169 000 et 2 1 800 tupecti- 
vement. 

L ' ~ a c e n f t u ~ u g ~ o n  de La ~ a m e  I a monttLé que c a e - c i  d o M  

d a a n c e  à une pmake d e  Cc dume I I .  

L'  Ue&opGrottZae de CU 2 d o 4 m ~  ~ E ~ L V L E U  pan l ' ~ a c e n t r U ~ u g ~ o n  

a morttrté que La dome I m i g d  p h  hapidement que La dome 7 7 ,  à l'anode. 

Nouh avonh donc deux dohma de p o d  r n o l 7 ; _ c ~ ~  diddé.hen& et 
de m ig&omUec~opho t ré~qu~ég&emen t  cliddéken&. 



COPICLUS 101: S E N E R A L E  



La puhi6icatiUn de La Luch te  minopepLLdase de m i n  de cobaye 

noun pehmet de mettte en évidence une enzpe  u s e z  inbtable axx d i d ~ é ~ e n t a  

a?t.aite.me& de pmidicaLhn. EUe ut doun la dépendance h è a  é&oLte du 

magnénh p h q u e  nann cet  ion,  ha d é s a ~ v ~ o n  u A  &en hapide. 

L'enzyme aiai puhidiée possède une hpé&di&é d'aotian w d é -  

 tique den  Leudne arrinopepliducu ut~&a. 

ElXe e s t  acdivEe pm Len i o a  M ~ "  et ~n'' m d  &e ut inhibée 
2 + pa)t L u  iom Cu . 

La Leucine arrinopeplihe UZ inhibée pan L u  inhibLteum d ' i o n s  
m U q u u ,  E.D.T.A., acide W q u e ,  C N - .  P o w  de da ib lu  c o n c e W o n s  

en E.D.T.A., c&e i n h i b a o n   nt nEvmibLe.  L'é.û.uie d u  a g e d  bloquauiits 

d u  ghaupemem2 Ahiol2 mo&c que La Leucine atninopepfidahe pos.ilède den  ghou- 

pemevu2 ALol2 fibtru au niveau du a d e  acfid.  

San pH o p t h n u l  d'action MZ nLtué e&e 8 , 5  eX 9,0. EUc? u;t 
AhmosZubLe et son Km U A  de 8.3.1 0-3 MIL à pH 8 , 8 .  

Au c o r n  du couplage DEAE-CauRose-éLecfiophatrèse p & é p W v e  suh 
bLoc, on peu2 mef/ttte en évidence deuy d o m a  enzymcu2quu de kghat ion  ciiddé- 

&ente et en quant.Lté i n z g d e .  La dahrne mineutre ne be hetirouve pan au c o r n  

de sMu L c e t é ~ m ,  &nt en éLec&ophol~èse andy;tiVue qu'en W c e v L t r u d u -  

gation de auchose 5-20 p. 100. Pm con;DLe, Le coupkkge de La cinomataghaphLe 

nun UEAE-CUose  e.X de La gQR &iLtuu5on avec l ' W c e W ~ u g a t i o n  de 

nuchose 5-20 p. 100 U s e  augutreh .ta phEsence de deux d o m u  de L' enzyme. 

L'étude de l a  phae cyAopladmique anitochondhiaee obtenue aphèh 

un ~hac,tionnem& c&uRaihe con&i.tme 1' exinAence de cen 2 @t.tnu enzyma&,quu 

1 e l  11. ElLu ont d u  po i& maLEdaVtu diddikevcb eA d e s  t n i g u v ~ ; ~  Z e c -  

2tophoaéfiquu cLdd&enta : 

- La dame 1 posaède un poidd moléculaAe de 169 000 envh,on 

e.X La dohme 7 1  un poidd moLécLLe&e de. 2 1  800 envhon. En Uec,tmphohè/~e, 

.ta dome 1 tnighe p . l u  hapidement v m  L'anode que la ,@me 11. 

- La aor,me 11 ne.mbLe poveLWL de ka dome 1 puXnqulà l ' h ~ u e  d'une 

uRttacenttidugaLion en ghadient de surnone 5-20 p.  700, la dome 1 donne L u  
a u x  ~ohmeis à !A d o h .  



Le ~hac;tionnement c a m e  ~embLe i n d i q u a  une L o U a t i o n  
cg;tap~tnique et pcmXcuRcLUte de L'enzyme. L'&de en micho~copie U e c m w u e  

den d o m a  7 eX 7 7 ,  aEpairéea p a t  gek d-iLtmXAn montte que L u  &.actianb 

coMkenaMk La dome 7 u;t apcur;ticLLe&e ct que la &m.t iov lb  contenant la dome 

I I  x endment  d u  membnanu. 



APPENDICE TECHIiIQUE 



1 - COSAGE DES P R U T E T N E S .  

Le doaage d u  pto;tZina u X  e66ectu.é pm ta méXhde c o l o t L u n ~ q u e  

de LOWRY au FOL1 N - C T O C A L T E U  ( I 1 2 )  adapXEe à l' Au&-AuuLey~eun Technicon. 

A/ - REACTTFS. 

7 .  SaluaXun c u p o - M q u e .  

- nohZLon A : CuS04, 5 H20 R . P .  (Pholabo) à O , Z  poun cent. 

- aoLLL;tio~ 8 : Xam3ate double de aodUun & de p o ~ ~ ~  R.P.  

(Pnolubo) à 0,4 paun cent. 

Méhnga exXe.mpomnément : 

. I volume de a o l u ~ o n  A 

. 7 volume de acr&u~on 8 

- 84 g de bicmboMdte de saduun R.P.  ( P h o l a b o )  à dinsoudite dam 

500 m l  d l  eau ~ X i . U é e .  

- 4 5  g de soude en p m W a  R .  P .  (Ptolabo) à dinaoudne &VIA 

300 m e  d eau c l b m é e .  

AphQa heaitokbhernent de La boude, noun rnélangeo~~~~ l e c l  deux holu- 

Lionh et noun complEXonh à 7000 & avec de l ' e a u  d i n m E e .  

C&e a o U o n  u;t covinuvée à L 1 o b a c ~ é  ~LZ &Xttée avant 

chaque unage. 

- TungaUe de a o d h  R . P .  (Ptrohbo) IO0 g 

- Mot-qbdcLte de aodium pm (Pholabo 2 5  g 

- eau d i n W E e  700 td 

' Cette noluLion peuA éthe nernplacée pah l e  4éaotid de F O L I N - C I O C A L T E U  (Mmcb) 
q u i  ut dlauhai banne quulité que l a  aoLahLon que noun dabtticguovin. 



- acide phosphohique à 8 5  % (Pholabo) 50 m l  

- a d e  chlokhydiLiyue pwr (Phohbo)  100 ml 

C&e a o U o n  ~ A X  boumde à une ébulLüion à hedlux pendavLt 10 f i .  

à l ' a i d e  d 'un c h u d d e - b a o n ,  plLin noun ajou;tovkl : 

- alLe@.te dli -i52kuun ( Phohbo ) dinsoun dann 

50 r d  d'eau d i n W Z e  150 g 

- &orne ( R . P .  Pt~oXabu) gouZte à goutte 

junqu'h décolotrdan p ~ & c  10 à 15  gouA;tu 

C&e ~ o l u i i o n  ~ A X  à nouveau pohtée à ébuLL&ion pendavLt 15  tninutu 

adin de c h a m  llexcEa de btome. 

A@Qa tte~koidinaement, noun complé;toa à 2000 m l  avec de l ' e a u  

dintikYée eX noun ~ L L t x o ~  La aolu;tion. 

La noLuXion de Itnavab? ~ A X  diluée au quahA: avant chaque unage. 

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

Le achéma de montage de L ' A u t o  AvraRysem ~ A X  d i i a i . 2  dam la 

Figwte 4 4 .  

C /  - GAMME-ETALÙN DE PROTEINES.  

Une gamme-ZixLon de j2noXéineA a-t d&e à p m t h  de ~~n d'une 

a o ~ o n  de LAB-TRUL (VADE-Divhion A m d c a n  H a s p W  SuppLy Cohpottatian - 
U.iamy) de LLtte connu. 

A pua.tm de c&e c r o l u ~ o n ,  didd&ente?s ~ ~ o v ~ ~ s  sant ed&cXuéen 

de daçon à ce que. l a  concenakation en p h o X Q i ~ u  v d e n t  de 0,035 à O , ?  mieec- 

gtramma de pt~oXéine~ pm m,dYdiXte.  

La combe dléXa,lonnage ~ A X  f i néahe  junqu'à d u  concertfrLatiom de 

0 ,  5 U g ~ a m m a  de po- té inu  pm mceececttr , . ,  
e.  Au-dusun de c-e concentta- 

fian noun di Lu on^ k aoLuLLon enzymdtujue. 

Le Aaux de p o X é i n a  a'expkime en m&gtlamma d 'azote  photéique 

p a t  m,LUXihe de. ao&LLan. 





11 - C U M P O S l T I U N  D U  TAMPON B O R A T E  ( 7 7 3  ) : 

7 1  ut compoaé d'un muange de deux aoluaXom-m2tru. 

S o U o n  A : ----- ----- 
- acide boiUque 0 ,  7 M ( Pholabo) R. P .  

- cuotuure de poXaahm 0 ,  7 M ( B a &  F . B .  ) 

SoluLLon A 50 m l  

S o W n  8 3,91 tn l  

Eau d i n w é e  q . 6 . p .  200 mX 

171 - P R E P A R A T l O N  D E  L A  DEAE-CELLULOSE. 

P o u  une colonne de 74 x 3 , 5  cm n o u  penovtcl 60 gtummen envihan 

de DEAE-C&uRose DE 52.  

L ' é q ~ b t ~ o n  du geL a ' e d ~ e c t u e  dam Le tampon botutte pH 8,0 

0,025 M .  E u e  nécusL te  une dizaine de l a v a g u  Ls de décavttatiolu a u c c u s i @  

pm ce même ,tampon powr adYeindrte pti 8 ,  0 .  

Le g e l  ut cm&e dégazé à L'aide d'une hampe (r v d e ,  pub cou- 

l é  dam La colonne a m o n t e e  d 'un entonnoh.  Le $marnent du g e l  a 'ed$e&ue 

p m  écoulement fibtre de l a  coLonne à + 4' C .  La hau;tm du g e l  u X  a j w t é e  

au niveau chai&, a o a  74 cm. 

( 1 7 3 )  CLARKS g LUBS ... 



ZV - P R E P A R A T I O N  VU G E L  S E P H A V E X  G 200.  

3 g de Sephadex G 200 (40- 7 2 O l  Phamnach) aont i n t > i o U  p t r o g ~ u -  

aivement dam 2 LLt t ec l  de ;tampon bonde .  Le g e l  u X  ma à gondlm 5 j o m  

à + 4' C .  Le h p o n  ecl$ kenouve.lé chaque jowt. 

Apkèa dégazage, Le g e l  U X  i&oduiA dam une coLunne (70 x 7 cm) 
awunontée d'un embnnoh .  

Le ;tan~ement du g e l  cs'eddecXue à + 4' C pendant 48  h m u  pa/r écou- 

lement fibke de La caLonne. 

La hau,te~h du g e l  U X  cijunXée au niveau c h o h i ,  noix  60 cm. 

V - ELECTRUPHÙRESE P R E P A R A T Z V E  S U R  B L O C  D E  C E L L U G E L .  - 

. Noun u t A L h o a  d u  hLoccl de cQeeageL de 6 x 77 cm e,t de 2 , s  mm 

d ' é p a h a e ~ h  de chez CHEMETRON duwtni pm La d h e  SEBZA-PARIS. 

Ceux-ci bonX comenvZa d a u  du me;thanoL à 30 %. 

. Noun W a ~ n  La cuve CHEMETRON (ModèLe 2000) munie de 2 éLectiLa- 

d u  de p k t i n e  e..t d'un p04.Xoh dant L a  dimenniam aont adaptéecl aux bloc6 

de daçon yu'& évixent L'uLi&hcu%n d'une phque de v m e  comme auppotct 

de bloc pendant LIUecIxaphotrQcse. 

. Un p o n t  de pap iu  WhaRman 2 Q ~ X  uLü%é entrLe Le h p o n  dlZLec- 

Ixode Q;t L u  bloccl. 

- V 2 u n d  sodique IPtraLabo) 17 g 
- Acide ckeotrhydttique N ( T i h . A o L  Mmck) 2 3 , s  m l  
- Clieohwe de magnélium I M g C 1 2 ,  6 H20 Mehck) 0,2 g 
- eau d i & i U é e  q.a.p. 1000 mL 



Avant d l  é h e  W é a  , L u  bLaca de cQeeogeL h0n.t e~hohéb e&e 

deux 6ec.l.ieee-l de p u p i e h  &iLtte, p& imme.hgQn daMn Le Xampon v&ouide pendaa 

2 he.wte~ au m i h u m .  ( 7 1  ~ n ; t  canheXlé de ne p a ~  pxotongm ce temph au-de&? 

d'une n d )  . 

PlLin L'excéh de ;tampon e ~ ; t  ELimné en épongeant L u  bLou emhe 

2 &adXu de papim &LL.tte. C e u x - c i  a a d   do^ pLac& hm une plaque de 

v m e ,  elle-mQme ptacée A U  Le poh;toh de La cuve à Uectxaphokèse. 

Lu 2 e & é d Z a  d a  bLocn aanX xecouvem% d'un pont de papim Whatman 1 

pké&blement ahempé d a ~ n  Le ,tampon dlELecLtode. 

A 2 , 5  cm envhrin d o  L'une d a  exlxémdéa, naun meunana une peAite 

ttigoRe néguRièke à L'aLde du doa d'un a c d , o d ,  ou wieux encoke, à L'aide d'un 

p U é L é p i p è d e  dont La nmdace de conLact avec Le bLoc ut é g d e  à ce l l e  

de h k@Le. Sa pkodondewt ehX de 2 mm e;t ha Long!~em de 4 , 5  cm envhan. 

IL e ~ f  p m d e n t  de v Q A R ~ Q ~  à ne p u  dépanam Le-l 2 mm de pko6andeu.h 

adin de ne pan X ~ ~ m p ~ t r c r n  Le gel de pattt en p a h t .  

Le dépôit de La solution enzymadique ne do i t  p a ~  excEdu 0,5 m l  et 

c~uL-cA. eait  ait en 5 à b 6o& ù L'aide d'une pLpQ;tte P a ~ t e u l r ,  Le itemph 

d 'abaakpLLon de La aoluAion enzymaaZque dépendanA du pouvoh abaot~banX du 

bLac Q;t de la vi~caaLtE de La b0Lufhn enzymaLiyue. 

ApkCh Le d E p Ô t  de La a a L ~ o n  enzymalique, naun e d e v o m  La 

plaque de v m e  auppoh_;tant Le bloc, p a ~ h  p a a e h  h e c t e m e n t  c d u i - c i  am Le 

pot t toi~ de La cuve pkévu à cef ~ 6 6 ~ 5 .  

L u  ZLectmdeb é h n t  k d i E u  à La cuve (cathode, cûfe d e p o t )  noun 
apphquoru une iYLtemiAd de 25 mA p a t ~  hLor pe~dant 5 h m u .  

Lon,lque La rnigxaLLon UA:  kehrnA.n&e, noun caupo~n,  en deux, un bloc 
 da^ Le aenh de la Longum à l ' a i d e  d'un ncdepel a a e z  6Ln au d'une. &me de 

kacloh. 



NOUA co lornu  une m o ~ &  de bLoca davu, L' A m i d o - a c h z  dont .ta 

- Amido a c h m z  10 il3 (Mach)  1 9  
- Acide acQAique (PhoLabo) 10 m l  
- MZXhanoL (Mwck) 90 m l  

La auLuLion e ~ ; t  rnh e aoun agiahtion magnetique pendant unp. w : X .  

ApkQa &ilAmXbn, l e  culottant eaX pké% à l r  emploi. 

L' immmion dann l e  calottant UA.  de 15 minutecl. 

La dEcolohaLion he @it pah  d a  b d i n ~  buccaah~d  daMn un &quide 

de b v a g e  dont La compudia5on en;t la cluivante : 

- MEZhunoL ;technique ( PnoLabo 1 900 m l  
- Acide acEXque (Pirolabo 1 IO0 rnL 

Lu bLou d inn i  kévZ&Ca ne cuizclaveni dana de l ' a c i d e  acWque  à 

5 p. 700. 

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

. !.a banda de c o m ~ h v e n t  ~ndC&L~Lijl;tvl.t dam du méXhanr~1 à 35 p. 700. 

. L1QLeOtlLophoh2he cl1edd~c.tile dum une cuve du k p e  2 P A C I 5  

C h m e t k o ~  poc!vant contenih 6 banden. 

. L'  eximtence de  pont^ dc pap ia  Whahmn 1 n' e ~ ; t  pan nQcaaauLe, 

L a  banda a u ~ d ~ a m m e n t  l o n g u u ,  Xhempent, aphgb dixation am &euh poaoih,  

dhncAnment davu, Le Xampon d '  éleotttode. 



2 .  Dépôt. 

Avant d '  &e h m u g é u  da~d l e  kampon d '  ZLecXtode pendant 15 minute4 

(une n d t  au maximum) L a  d e a e n  de ceReogd a o n t  uso&ée4 entne 2 decl.ceee4 

de ppiw @Lthe. 

L '  excèa de ;tampon en2 éliminé pm La méme technique. Lu d e W u  

sont d o m  tenduea sut  LE paMoh, de daçon à o ~ e n t a  l 'angle  coupé de cha- 

que deuille en b a  eA à & o d e .  La auhdace de4  dQcuRea a i n d i  tendue ut d e ,  

a e d e  p é n W b L e  aux pkokéinen. Lr .  potttoh u R  hmédhtement placé davin La 
cuve corztenant ce kampon, adin d' Q v L t a  l a  duaicaXion des @d!La. 

Le dépôt de l t E c h a W o n  u R  de 2 mimol.Aha. l l  U R  eddectué 

à L ' d e  de B 'apptkcateuh d '  é~CZanf&~an Cheme&on, conbtiXué de 2 d ~ &  m W -  

Liquu p u L i ! è L u .  Aphèo abaotrpfian de L' E c h a W o n ,  il ut poaaible de 

J a h e  ptunieukil dépôa L'un hm l'aLLttre ; l e  pk&m k a k a n t  b m 2 u n t  p a  

m p p o f L t  à La nwt6ace de h bande de c&ogd, il am de point de kepehe 

powr la dépôh nLvantb. 

Lu Qee&oda éXaM;t teLiQu à h cuve icahode, cÔX& dEpôt) noun 
appfiquom un volXage connXan2 de 200 v o b ,  pendant 75 mhu;tu .  

4 .  ColotLatiun eA décolo&on d u  banden. 

Lu banda oont  C o l ~ h é ~  dam une s o U o n  de hOUgc? ponceau S 

(SEBIA-Pahin ) pendant 5 m i n d u .  

La décolonation areddectue pm 3 ou 4 baim auccaaiQa dam une 

aolLct/ian aqueune d'aci.de acéfique fi 5 p .  700. 

Lu banda aimi irévéléu se comaven t  &nn la même so&ZLon 

d'acide acétique à 5 p. 700 que pt icédmme~t.  



L'éqLMRib&on du g e l  a1eddec;tue dam l e  &unpan b o M e  pH 8,0 

0,025 M .  Elle nécehkte  une dizaine de h v a g u  eA de d é c a W o ~  nuccenbida 

pah ce meme ,tampon peuh aZXeindhe pft 8,  0.  

Le geL ut e ~ u k t e  d&gaz& à t ' d e  d'une ;ttLompe à vide, p h  couté 

dam h colonne 6wunordEe d'un entonno,&. Le Waement  du get  s ' e 6 ~ e c t u e  

patr écodemevLZ: f i b m  de La coLonne à + 4' C .  La haukem du g e l  ut ajuszée 

au niveau c h o h i ,  a o L t  74 cm. 

V I 1  - E L E C T R O P H U R E S E  A N A L Y T I ~ U E ' E N  DISOUE S U R  G E L  D E  P U L Y A C R Y L A -  

L'élechophotQae u X  tédecnée d a ~ n  un miLLeu conn$Ltu& pa/r la aupa-  

poaLtLon de 3 couchen de g e l  de poLqacngLamide. 

- l e  g e l  de changemerd : m&hngé à 1 ' E c h U o n  à L t u d i e ~ ~ ,  a g a  
comme un rnXieu a d -  convecfion pendu& l ' Xectxophoaène. 

- Le g e l  de Xaaemevct : d paéconcemhe L'échantceeon en auiv~vt t  

L w  6 e d e  m o b U é  é lech iyue ,  L u  ~ t r a c f i o ~  lu p b  c h g é u  &tant L a  
p h  hapdeA. 

- l e  gel! de a é p a h ~ o n  : de pohoaLté p h  dine ~2 de pti p l u  Uevé 

que la deux p m n i e m  g e l n ,  d pehmeA de aépanm d o t c n  lu  vu nelon 

un nouvel on&e b a ~ é  en p d e  a u  h mobilAé Zlecttophoaéaque e l  am l e  

poi& m o l é c W e  de c&u-c i .  

81 - APPAREILLAGE. 

L'appanexReage u;t connt-üxé pan. un ememble de 2 cuvu  du type 

7200 eA d'une nomce généhatruce de counant du Xype 300 de CANALCO RESEARCH. 

Ce modèle de cuve p a r n e t  de ddixe 72 éle&ophoaQaa en même tmpa. 



1 .  REact.Ld A : pH b,b - 9,0. 

. H C l  N (Much) 24 ml 

T t i A  7891 g 

. Teemed 0,12 m l  

. Eau d i n u é e  q . a . p .  100 m l  

2. RZacfid 8 : p H  6,6 - 6,b. 

. H C l  N (Mach) 48 m l  

. T t u n  5,9b 5 

. Temed 0,46 mL 

. Eau d i n W & e  q . a . p ,  100 m l  

3.  Réact.Ld C : 

. Actylamide (à 7 p. 100) 28  g 

. B A  0,735 g 

. Eau d i n U E e  q . a . p .  100 ml 

4. REadd D : 

. Achylhmide 2 0  9 

. gin 5 9 

. Eau d i n w é e  q . a . p .  100 m l  

5. Réactid E : 

. R i 6 0   lav vine 4 mg 

. Eau d i n w é e  q . a . p .  100 m l  

6. REadd F : 

. .LIucto.LIe 4 0  g 

. Eau d=&iiUEe q . b . p .  100 m l  

' T o u  lu néaotids poviennent de CANALC0 RESEARCH. 



. p e m d d a t e  dtammonhn O,14 g 

. eau d i n W é e  q . a . p .  100 m l  

. 7-4A 3 9 

. Glycine 74,4 g 

. Eau din-tiUée q . a . p .  1000 m l  

. N o h  amide 

. Acide acCfique à 7 % 
7 g 

ZOO me 

D /  - CONSTITUTION DES GELS.  

- 1 volume de A 

- 1 volume de C 

- 7 volume de G 

La p o l y m W d o n  a'eddectue à tempénatwLe ambiante  pendant une 

&ïenkaine de minutu. 



- I v a h e  de 8 0,5 m l  

- J volume de D 0,5 ml 

- I v o h e  de E 0 , s  ml 

- I valume d' eau dinLdYée 0,5 ml 

- 4 volume de F 2 m l  

'Il e s X  dépaaE awr l e  g d  phécEdent p d  poLymWé patr une aawrce 

lumineuae pendu& 30 minu/tes. 

3 .  G e l  de chgemevLt. 

- 7 v a h e  de 8 

- 1 volume de D 

- 7 vulume de E 

- y v a h e  d'éckarztieeon 

- x volume de f 

SoLt au t o t a l  b vuLumes dam l u q u e &  x + y = 5 v a h e ~ ,  Le vaLume 

maximum de ce g e l  powt chaque Aube d '  éle&ophohèae E & n t  de 0,2 m l .  

Le g e l  ut dépoaé am Le )~m_écédent p u i ~  polyméahé pan une aawrce 

lumineune pendant un Xempa pLu~ ou maim h p a / t f a n t  ( 30 miMLLtes envhan)  

v d a b l e  avec .P.a c a n c e W o n  en p a t é i n u  de L 1 é c h a W a n  dépoaé. 

VI11 - GRADIENT D E  SUCROSE 5-20  2 .  

Naun wépahon~  2 cloLu~2aa de auchode F L U K A  'IpwLina1l, l ' u n e  à 5 %, 
llaLIR;rte à 20 %. Efiu a a n t  d&paa&c)/s dam un appmeAR à gmdien t  c o ~ ~ é  

de deux c h a m b ~ e ~  a a w ~ e u e m e n t  i d e d q u u ,  h&éu e&e & e ~  pm un 

c a n d  dm& pan un ho b i n a .  

La ao.k&Lan à 20 % ~ A X  dépoclze dam l a  chambire e x A & L u e .  Le 

m ~ b i n e t  ut auvetLt de daçon à hmp& Le canal. P U A  ~ O U A  dZpaaom La 40- 

llLticrn à 5 % d a u  .P.a c h b h e  ivLtenieuhe, t e  mb in& ayant éLé phédublement 

&mé. Lu volumes d u  a o l d o ~  de auchose V I  et V 2  aont teA que a i  d l  

et d2 h o n t  l e s  d e ~ L t E a  d e s  no&om, l a  n&ation V l d l  = V2d2 6 0 2  v W y f , e .  



FRACT 1 ONS 

POURCENTAGE 

DE SUCROSE 

FIGURE 45 : CONTROLE DE LINEARITE DU GRADIENT DE SUCROSE 5-20 p. IOO. 



Une agLta%n douce ut maintenue dam La chambhe de mUange contenant 

Ra ~ o U o n  à 20 %. Le canal de d o d e  d e  c&e chambhe ut haccohdé au 
moyen d'un Aube. de poLyéthyLéne PE 60 Technicon à une pompe pWta&iqide 

d o n t  Le d é b a  ut hégLé à 36 m l l h m e .  Le gmdient ut ensuiXe U d é  qud- 

qua  h u a  au hepod. T v u X ~  Len o p W o n ~  d o n t  eddeotuéen en chambhe 

 hoi ide à + 4' CC. 

Apèa cevLfiU~ugaAion, chaque ,tube enX ~mcLLonné au moyen d'une 

Lgu.iUe cneune poMée pah un auppo&t à c h é m d Q n e  eA k&ée à une pompe 

p W U q u e  pah un tube de poLy6thyLëne PE 60. C&e aiguLUe U X  enbon- 

cée doucement junqu'au dond du -tube. La ,pompe rreLLée à un c o U e c t m  de 
@acdiom, ut d o m  m h e  en t ~ o i ~ t e .  

Le d & b a  u X  de 0,35 mtlmi&e. L e n  ~ n a c f i o m  o n t  un volume de 

0,35 m l .  

Une p W e  de chaque @ac,tion ent mine am Le p d m e  d'un né~tracta- 

mèxhe d ' A B B E  q u i  n o u  donne &ectement,giiace à une é c h U e  aacchahunéthique, 

Le powrcevi;tdge de dacchanoae d u  dmc;tionA. 

En hepon/tan;t en ubacinse Len méhod de dhacfion~ et: en ohdonnée 

Le pomceulltage de dUOfLOde, n o u  pouvonil L m i  v@h.idim La fin&ahd& du 

giiadient, l e  pomcentage de aacchahoae diminuunt du dond v a  la nmdace 

du Aube (Figuhe 4 5 ) .  
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