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E R R A T A  ----------- ----------- 

-000- 

: Dans la légende, lire G 200 au lieu de G 100 

: Lire 110' C et 22" C au lieu de 110 C et 22 C 

: A la 2ème ligne, lire "ions phosphates" au lieu de "ions 
sulfate1' 

2 lignes avant le bas de la page, lire KUNERT au lieu de 
KURNET 

- Page 33 : A la dernière ligne, lire "très semblables1' au lieu de 
"très comparables" 

: 3 lignes avant la fin du 2ème paragraphe, lire "5 à 6 
fois" au lieu de"7 à 8 fois" 

: Ajouter : AP 1 
------ 

AP2 + 

i. 

: Ajouter "50Q1' sur l'axe des abscisses 

; A la fin du 3ème paragraphe, lire "les compositions en 
acides aminés sont très voisines" au lieu de "la composi- 
tion en acides aminés est très comparable" 

' -000- 



INTRODUCTION 

Dans le règne animal, seuls quelques larves 

d'insectes et quelques champignons sont capables de 

dégrader les protéines fortement résistantes que sont 

les kératines. 

Pour essayer de comprendre le mécanisme de 

kératinolyse d'une part et de connaitre la nature des 

enzymes responsables d'autre part, nous avons étudié 

l'attaque du cheveu qui est une kératine typique par 

le dermatophyte Keratinomyces ajelloi, connu pour être 

à la fois kératinophile et kératinolytique, 



CHAPITRE 1 

LES KERATINES DU CHEVEU 



Le cheveu, substance de nature essentiellement 

protéique appartient à la classe des kératines qui sont 

des protéines fibreuses particulièrement insolubles 

ayant pour fonction principale de protéger le corps 

des vertébrés des agressions du milieu extérieur 

(agressions ~écaniques, thermiques, bactériologiques....). 

Le cheveu à priori, semble avoir un rôle 

d'isolant thermique analogue à celui de la laine chez 

le mouton alors que la peau joue un rôle de barrière 

sélective entre le milieu intérieur et le milieu 

extérieur. Le cheveu, comme la laine, fait partie de la 

sous-classe des kératines dites "dures" dans la 

terminologie employée par MERCER (1) . 

Les kératines dures ne desquanent pas et se 

caractérisent par ailleurs par un faible taux de lipides 

(6 % pour le cheveu de l'homme adulte, 3,5 % pour le cheveu 

de l'enfant) et par un taux en soufre de l'ordre de 3 %. 

Les kératines dures s'opposent aux kératines "molles" telles 

que celles de l'épiderme qui desquament et qui se caractérisent 

par un taux de lipides plus élevé et par un taux de soufre 

nettement inférieur à 3 %. 

La richesse en soufre des kératines se traduit 

au niveau de la composition en acides aminés par une 

richesse en L-cystine qui, par les ponts disulfure qu'elle 

contient participe à l'élaboration d'un édifice moléculaire 

particulièrement structuré et solide. La richesse relative 

en cystine des kératines dures et des kératines molles est 

illustrée sur le tableau 1 où nous avons rassemblé les 

compositions que nous avons établies et qui nous permettent 

de comparer la composition en amino-acides du cheveu et 

de la laine d'une part et de l'épiderme humain d'autre 

part. 



4 .  - 4 -  

Composition en acides aminés en 

Résicius pour 100 rés idus  

Fragrnenb d e  peau desquamée 
M i ;  C O e B 5 p r è s l e  contenu en cysbine eb 

TABLEAU 1 



Il faut signaler que, contrairement à d'autres 

protéines de structure, les kératines ne contiennent pas 

d'acides aminés "particuliers" (type hydroxyproline 

ou desmosines du collagène et de l'élastine). 

La richesse en ponts disulfure étant une des 

causes essentielles de l'insolubilité des kératines, 

la caractérisation de ces protéines en solution ne pourra se 

faire qu'après rupture des ponts disulfure (S-S) soit par 

oxydation, soit par réduction. 

Nous avons utilisé la réduction des ponts disuifure 

suivie de la carboxyméthylation des groupes thiols (-SEI) 

formés, ce qui ne modifie que les résidus de cystine$ alors 

que les réactions d'oxydation modifient également les 

résidus de méthi~nine~tryptophane et tyrosine. 

Le passage en solution d'une partie des kératines 

peut être réalisé par réduction au thioglycolate de potassium 

0,l M à pH 10.5 sous azote ; les groupements thiols ainsi - 
formés sont bloqués par le rnonoiodoacétaie à un pH compris 

entre 8,5 et 9. Les S-carboxyméthylkératines (SCLIK) ainsi. 

obtenues peuvent être fractionnées par précipitation 2 pH 4)4 

en milieu de force ionique 0,s selon la technique de 

O'DONNELL et coll. ( 3 )  en SCMK-A qui précipitent et en 

SCMK-B qui restent en solution. 

Nous avons réalisé le fractionnement en SCMK-A et 

SCMK-B par filtration sur gel de Sephadex G 200 en milieu 

urée 4 M selon la technique décrite par MOSCHETTO (4). 

En effet, les SCMK-A ont des tailles moléculaires égales 

ou supérieures à 70 000, les SCMK-B des tailles moléculaires 

comprises entre 10 000 et 30 000 ce qui rend possible leur 

séparation. 

?# 
La carboxyméthylation réalisée dans les ccnditions de 

CRESTFIELD et coll. (2) empêche une conversion importante des 

résidus de méthionine en sel de carbo~~éthyl sulfoni,um. 



La figure 1 représente la séparation que nous avons 

obtenue pour les SCMK du cheveu et celle obtenue par MOSCHETTO 

(4) pour les SCMK de laine. 

Nous avons rassemblé dans le tableau II les composi- 

tions en amino-acides des SCMK-A et SCMK--B de cheveu et de 

laine préparées par cette filtration sur Sephadex G 200. 

Les SCMK-A sont riches en acides dicarboxyliques (24 

résidus pour 100 résidus d'amino-acides) et relativement 

pauvres en cystine (5 résidus de 1/2 cystine pour 100 dans le 

cas de la laine, 9 dans le cas du cheveu). 

Les SCMK-B sont pauvres en acides dicarboxyliques 

(11 et 12 résidus pour 100 pour la laine et le cheveü respecti- 

vement). La chromatographie sur DEAE-cellulose à p H  4 , 5  permet 

de fractionner les SCMK-B de laine ou de cheveu (RUFFIN et 

MOSCHETTO, 5) et d'obtenir dans le cas du cheveu une fraction 

homogène en électrophorèse sur gel d'amidon (Fig. 2) et en 

ultracentrifugation analytique, le coefficient de sédimentation 

ramené aux conditions standard est S0 20,w = 1,2* L 

Le tableau III rassemble les compositions en amino- 

acides des 4 fractions obtenues par chromatographie sur DEAE- 

cellulose à partir des SCPIK-B du cheveu et aussi celles de 

SCMK-B de laine que SWART et coll (6) ont purifié par un 

protocole expérimental utilisant la gel filtration sur Sephadex 

G 100, la chromatographie d'échanoe d'ions sur DEAE-cellulose 

et l'électrophorèse de zone en colonne et dont la structure 

primaire a été déterminée (HAYLETT et SWART, 7) (HAYLETT et 

coll, 8) ; (SWART et HAYLETT, 9). 

Une grande similitude de composition apparait entre 

la fraction F2 DEAE que nous avons préparée à partir du cheveu 

et la fraction SCMX-B III-B2 de laine préparée par SPJART et 

coll. En effet, le contenu en acides aminés basiques (Lys + His 
+ Arg) et le contenu en proline sont les mêmes ou très voisins 
dans les deux cas. La plus grande richesse de la fraction 

issue du cheveu en SLMC est le reflet de 1s plus grande teneur 

en cystine du cheveu par rapport à celle de la laine. 



SCMK d e  Laine 

>O 278 nm 

016 

0/4 

012 

48 SCMK de Cheveu 

1 I i I 

150 250 Tubes 
Séparakion des SCMK de la ine ei- 
de cheveu sur Sephadex G 100 
CoIonns:4;1 x108 cm-débik : 1 8 r n 1 / ~  eure 
Tampon: brisO,076M-acide c i b r i q u e  O,OO5M 

E D T A O , O ' I M - U ~ ~ ~ ~ M -  pH 8,6 /- .  
* '  > l  ' 

Col lecbion : 4ml p a r  kube i 

Figure 1 
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Compositions en rés idus pour1OBrés. 

L A I N E  CHEVEU 

O SCMC : S-carbowyméthyl cysbéine 
0n.d. : non déFerminé 

TABLEAU B- 



1 D.O. 278nm 

Q2 S-CMK-B de cheveu 1 

60 80 Tubes 
A GAUCHE C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  DE32 
des SCMK-B de la ine  et- de c h e v e u  
Colonne: 2,s x 30 cm-Collection: 4 m I / t u b e  
E l u t i o n  : g r a d i e n t  0,25M à 0,8M e n  N a C I  dQns 

du tampon acét=at-e 0,02M pH 4,s 
A DROITE E lec t rophorèses  s u r  gel d h m i d o n  

dans  un t a m p o n  t r i s  bora1e,urée8M,~H 8,6 

F i g u r e  2 



9 .  

Compos~t ions en résidus pourq00 r6s .  

Analyse de Fraekions DEAEce! 
de cheveu ebde laine 



L'étude aux rayons X de la laine et du cheveu a 

montré que les diagrammes obtenus correspondaient, par la 

distance des plans de réflexion, à une structure en hélicea. 
( 1  O) 

Les mesures faites sur la fibre native de laine ou de 

cheveu indiquent une structure plus compacte que celle obtenue 

avec des polypeptides synthétiques hélicoIdaux, ce qui peut 

s'expliquer par l'enroulement en super hélice de plusieurs 

hélices 4 .  

Dans le cas des kératines, les mesures faites avec 

les rayons X indiquent que deux hélicesaseraient enroulées en 
O 

super hélice pour constituer une protofibrille de 20 A de 

diamètre ayant 200 ou 400 de longueur. Les protofibrilles 
O 

elles-mêmes sont assemblées en microfibriiles de 75 A de 

diamètre qui constitue la fibre élémentaire des kératines 

observées en microscopie électronique (CREWTHER et coll, 11). 

Au niveau moléculaire, on peut dire que ce sont les 

molécules pauvres en soufre (et aussi pauvres en proline) qui 

sont enroulées en hélicee, alors que les protéines riches en 

soufre ( et également riches en proline) constituent la matrice 

servant à stabiliser l'architecture fibrillaire. 

En effet, les travaux en dispersion optique rotatoire 

de HARRAP ( 1 2 )  ont montré que les SCMK-A ont dans l'eau à pH 

9 , l  un pourcentage d'hélicité de 50 % alors que les SCMK-B ne 

présentent pas de structure organisée. Par ailleurs, les SCMK-A 

soumises à l'action de la pronase, perdent environ la moitié de 

leurs amino-acides pour donner un noyau ayant 85 % d'hélicité. 

Les peptides détachés par la pronase n'ont pas de 

structure hélicoïdale et renferment la majeure partie du soufre 

(CREWTHER et HARRAP, 13) . Selon FWSER (14) , les parties 
hélicoIàales de plusieurs molécules de protéines pauvres en 

soufre s'assembleraient bout à bout pour former un brin de 

protof ibrille . 



Les parties non hélicoïdales rempliraient les inter- 

stices entre les différentes protofibrilles d'une microfibrille 

(Fig. 3). Les protéines riches en soufre auraient pour rôle de 

lier entre elles les différentes microfibrilles au sein de la 

fibre kératinique. 



Protéines pauvres en SouFre 

lodèles de protofibrilles dkpr&s FRASER 



CHAPITRE II 

KERATINOMYCES AJELLOI  



Keratinomyces ajelloi est un dermatophyte géophile 

cosmopolite très occasionnellement pathogène. Il a été isolé 

de nombreuses régions du globe et notamment d'Amérique par 

AJELLO (15). 

Ce champignon est suffisamment kératinophile pour 

qu'on puisse l'isoler en mettant des poils ou des cheveux dans 

le sol. K. ajelloi comme tous les dermatophytes, se développe 

très bien sur milieu de Sabouraud (glucose brut : 2 % ,  peptone 

1 %, gélose : 2 % )  et se caractérise alors par des colonies 

poudreuses, Gcre brun, libérant un pigment rouge qui diffuse 

dans la gélose (VANBREUSEGKEM, 16) . 

K. ajelloi qui est un champignon imparfait, se 

reproduit sous forme de macroconidies longues et fuselées, 

divisées par des cloisons tranversales (Figure 4). 

sur milieu 
Favorable défavorable 

F igure 4 

daprès RAGOT 



Les conditions de croissance et les exigences 

nutritionnelles de K. ajelloi ont été intensivement 

étudiées par RAGOT ( 1 7 ) .  Parmi les résultats obtenus 

par cet auteur, il est à noter que les cultures réalisées 

en milieu liquide donnent lieu à un développement 

important du champignon accompagné d'une sporulation 

abondante lorsque le milieu "minéral de base" (O) contient 

0,4 % de glucose et 0,021 % d'azote organique ; à condition 

que cet azote organique soit apporté sous une forme qui 

convienne au champignon. 

La meilleure source d'azote est constituée par la 

peptone Chapoteaut, mais certains acides aminés peuvent 

aussi être une bonne source d'azote pour K. ajelloi : il 

s'agit des acides aspartique et glutamique et plus 

encore de la phénylalanine. 

D'autres mino-acides sont moins favorables : 

glycocolle, alanine, valine, leucine, arginine, tyrosine, 

proline ; d'autres enfin sont défavorables : sérine, 

thréonine, tryptophane, lysine, histidine, méthionine, 

cystéine. 

Par ailleurs, K. ajelloi est capable de se 

développer sur des kératines teiles que la laine ou le 

cheveu. Dans le cas des cultures sur laine, en présence 

de glucose, K. ajelloi sécrète beaucoup moins de protéases, 

mais la laine n'est pratiquement pas détruite (RAGOT, 18). 

Ceci peut s'expliquer, selon RAGOT, par l'inhibition de 

la synthèse des enzymes protéolytiques par le glucose 

ou un métabolite, car le glucose ne gêne pas la mesure de 

l'activité protéolytique et favorise la libération dans 

le filtrat de la faible quantité d'enzymes alors synthétisée. 

(O) Milieu minéral de base : Ca (P04H2) 2, H20 : 0.8 g - K H ~ P O ~  : 

1,5 g - MgSQ4, 7H20 : 0,5g - Fe S04,7H,3 : 0,04 g - Mn S04,7A,0 : 
L u 

0,02 g - ZnSO4,7H20 : 0.02geau qsp 1 000 ml. 



Nous avons fait des constatations analogues : 

dans le cas du cheveu : pas ou peu d'attaque et faible 

taux de synthèse en présence de glucose, il se confirme 

donc que le glucose est défavorable à la kératinolyse 

et c'est pour cette raison que nous avons fait des cultures 
46 sur milieu sans glucose. 

Dans ce milieu, le champignon se développe plus 

rapidement en présence de caséine que sur le cheveu ( ~ i q . 6  1 .  
Il convient de noter que la mesure du développement du 

champignon est difficile à apprécier ; car on ne peut pas, 

comme dans le cas d'un milieu entièrement soluble, peser le 

mycélium après filtration, rinçage et dessication à 110°C 

pendant 15 heures. 

Les mesures faites avec les rayons X (BLANK, 19) 

confirmées par l'action des chitinases (FOSTER et WEBBEZ, 20) 

ont. prouvé l'existence de chitine dans la paroi des 

dermatophytes. 

Or, la chitine est un polymère linéaire d'unités 

de N-acétyl-D-glucosamine liées par des ponts 1-4 P 
glycosidiques (analogue acétamidé de la cellulose). 

C H I T I N E  
* Composition du milieu : (tamponné à pH 7,4 par les 

phosphates) WaH PO H20 : 0,497 g - K2HP04 : 2,486 g - 
2 4' 

KgC12, 6H20 : 0,106 9 - eau qsp 1 000 ml. On ajoute suivant 
les expériences 1,2 y de caséine traitée selon HmLXARSTEN 

ou 500 mg de cheveu pour 100 ml de milieu. 



Nous avons donc pensé que la mesure du contenu en 

glucosamine provenant de l'hydrolyse acide de la chitine pou-. 

vait permettre l'évaluation indirecte de la quantité de 

mycélium développé (RUFFIN et coll, 21). La figure5 montre 

qu'il existe une bonne corrélation entre le poids sec de 

mycélium et le contenu en osamines dans le cas d'une croissance 

de K. ajelloi sur un milieu contenant de la caséine. 

De plus, la figure 6 confirme de façon quantitative 

que la production de mycélium est nettement plus importante 

dans un milieu contenant de la caséine que dans celui contenant 

du cheveu. Dans les deux cas, on observe cependant 2 phases de 

croissance : une phase exponentielle qui dure de 7 à 10 jours 

et une phase stationnaire au delà. 

L'activité protéolytique (Oo0) des filtrats de 

culture est nettement plus élevée pendant la phase statio~naire 

que pendant la phase exponentielle (Figure 7) ; c'est pourquoi 

nousnlavons étudié l'activité protéolytique développée que dans 

les milieux obtenus plus de 12 jours après la mise en culture. 

.............................................. ------------- 
( O0 O ) Mesurée sur caséine traitée selon HA&IPdARSTEN 



Jou rs  
Croissance de - K. ajelloi - s u r  caséine 



CROISSANCE DE K.AJELLO1 

s u r  caséine sur cheveu 



ACTIVITE PROTEOLY TIQUE DES CULTURES 
SUR CHEVEU EN FONCTION DU TEMPS 

. . #  
C a c t i v ~ t e  est m e s u r é e  de la fason suivanpe: 

à Iml de f i lk rak on ajouke 2ml de tampon 
p h o s p h a l e  0,IM pH 7 4  e t  1 ml de caséine à 1 % 

Après 1 heu re  à 40°C, l 'hydrolyse est- a r r ê t k e  
p a r  oddikion de 0,s ml d'acide b r i ~ h l o r a c é b i ~ u e  
à 45 % 



CHAPITRE III 

MISE EN EVIDENCE DE LA KERATINOLYSE 

DE LA F I B R E  DE CHEVEU PAR K .  AJELLOI  



La culture de K. ajellci sur cheveu se fait dans 

un milieu minéral tamponné à pH 7,4 par les ians sulfate. 

Les sources de carbone, d'azote et de soufre sont 

exclusivement contenues dans les kératines du cheveu, 

ajouté dans le milieu. La kératinolyse se manifeste de 

plusieurs façons : 

1') Au niveau de la fibre 

La destruction de la fibre apparait à l'examen 

microscopique de 2 façons : la cuticule se hérisse et 

des perforations apparaissent dans le cheveu (Fio. 8). 

Par ailleurs, après attaque des cheveux par K. ajelloi, 

il est possible d'isoler après réduction et alkylation 

des quantités de SCMK 2 à 3 fois supérieures 3 celles 

que l'on isole à partir des cheveux non attaqués (Fig. 9). 

2') Formation de sulfates 

Après attaque des kératines du cheveu par le 

champignon, on note l'apparition d'ions sulfate dans les 

filtrats de culture. Le dosage de ces ions par le réactif 

de gélatine chlorure de baryum selon la technique de 

CHOPKA (22) nous a permis d'établir que la quantité de 

sulfate obtenu correspond en moyenne à la transformation 

de 5 à 15 % du scufre kératinique (c'est-à-dire en majeure 

partie de soufre cystéinique). Dans le cas de certaines 

cultures, le taux de soufre transformé en sulfate atteint 

22 %. La présence de sulfate dans les filtrats de culture 

semble générale chez les dernatophytes se développant 

sur kératine, car KUNERT (23) en a trouvé dans les filtrats 

de cultüre de Microsporum gypsrüz ( 1 7  % de soufre transformé) 

et CLERIVET (24) dans ceux de ~richophyton verrucosum : 

(10 % de soufre transformé) . 
3') Sulfitolyse 

Les ions sulfate ne sont pas les seuls produits 

d'oxydation du soufre présents dans les filtrats de 

culture ; en effet, la transformation des ponts disulfure 

se traduit aussi par l'apparition de S-sulfocystSine 

(CyS-S03H) ce qui a priori indique une rupture par 

sulfitolyse. La sulfitolyse a été proposée par KURNET (25) 

pour rendre compte de la proteoiysr du cheveu par 

Microspor~m gypseurn. 



. . 
O R G A N E  P E R F O R A T E  U R  

ATTAQUE d e  l a  î 
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Attaque du c h e v e u  par - - -  K.ajel loi  
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F i g u r e  8 



Cheveu atkaqué 

--- Cheveu non aH=aqué 

Chromahographie su r  ~ é ~ h a d e x  G 200 des 

S CM K de 700 mg de cheveu n o n  a tboqué et  de 

7 O0 m g  de cheveu  abf.oqué p a r  K.ajelloi 

La colonne(4,8x 108cm) est gluée p a r  du 
t a m p o n  T r i s  0,076M -acide c i b r i q u e  0,005M 

EDTA 0,01M-urGe4M- pH8,6 

Figure 9 



Cet auteur a mis en évidence la présence 

d'esters thiosulfuriques au niveau des perforations 

par la réaction à la benzidine de BRACCO et CURTI (26) 

et par la méthode au tétrazonium de GEYER (27). Ces 

deux réactions qui sont positives disparaissent si o n  

élimine au préalable de faqon spécifique les esters 

thiosulfuriques. La sulfitolyse se ferait selon le 

shéma réactionnel proposé par SWAN (28). 

R-S-S-R' + SO;-->Rs- + RS SOj- 
ester thiosulfurique. 

Nous avons pu démontrer la présence de 

S-sulfocystéine dans les filtrats de K. ajelloi cultivé 

sur cheveu en mettant au point la séparation et l'analyse 

de cet acide aminé particulier sur résine échangeuse 

d' anions (voir appendice technique) (RUFFIN et BISERTE , 2 9 )  

et en appliquant cette technique aux filtrats de culture 

de K. ajelloi (RUFFIN et coll, 30) . 

La figure 10 représente deux analyses typiques 

obtenues dans notre système chromatographique ; d'une 

part la séparation de 3 composés d'oxydation de la 

cystine : 1 'acide cystéine sulf inique (CyS02H) , 1 'acide 
cystéique (Cy COjH), le S-sulfocystéine (CyS-S03H) en 

absence d'autres acides aminés et d'autre part la 

séparation des 3 mêmes composés d'oxydation de la cystine 

en présence de tous les acides aminés habituellement 

présents dans les protéines. La figure 11 rassemble deux 

chromatogrammes relatifs aux filtrats de culture montrant 

la présence de S-sulfocystéine. L'un des chromatogrames 

correspond à l'analyse d'un ultrafiltrat obtenu par 

passage d'un filtrat de culture au travers d'une membrane 

UM2 laquelle laisse passer les espèces moléculaires d'une 

taille inférieure à 2 000 daltons. L'analyse de cet 

ultrafiltrat, sans hydrolyse préalable, indique la présence 

de S-sulfocystéine à l'état libre. Les calculs montrent 

que la S-sulfocyst.éine à l'état libre représente moins de 

1 & du soufre kératinique. 
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100 mira. 

Temps de ré ten t ion  

A - A nalyse d'un FiIlrat ul t ra  f i l t r é  

B , A nalyse d'un filtra1 hydrolysé 



Le second chromatogramme correspond à un 

filtrat de culture dialysé, lyophilisé puis hydrolysé 

d'abord par la pronase, puis par la leucine aminopeptidase 

de rein de porc? 

La présence de S-sulfocystéine sur ce 

chromatogramme indique qu'elle se trouve aussi dans 

le filtrat de culture, engagé dans des peptides 

adialysables. Ces résultats prouvent qu'il y a bien eu 

sulfitolyse du cheveu. 

4 O )  Interprétation 

la formation des ions sulfate peut s'expliquer 

par une réduction de ponts disulfure en groupements thiols 

qui seraient ensuite oxydés en acide cystéine sulfinique 

selon un F-écanisme proposé par PIRIE (31) pour l'oxydation 

de la cystéine. 

COOH COOH 

I 
COOH 

CH-NH2' 
l 
CH-NH2 

I 
CH-NH2 

I - 1 . I  
ÎH2 SH rH2 CH2 

SOH 
I 
S02H 

acide cystéine acide cystéine 

suifénique sulfinique 

L'acide cystéine sulfinique peut être tansaminé 
I en acide P-sulfinyl pyruvique (FIIOfiîAGEOT et ~011.31) 

qui se décompose spontanément en acide pyruvique et 

anhydride sulfureux. 

Une hydrolyse enzymatique est nécessaire car l'hydrolyse 

acide détruit complètement la S-sulfocystéine. L'hydrolyse 

est réalisée à 37OC pendant 24 heures en présence de 

pronase puis à nouveau pendant 24 heures en présence 

de LAP de rein de Porc. 



acide acide acide 

c6toqlutarique glutamique sulf inyl 

pyruviquê 

L'acide cystéine sulfinique peut aussi se décomposer 

directement en alanine et anhydride sulfureux (SODA et coll, 

32). 

Les ions sulfites ainsi formés s'oxyderaient 

en solution en sulfates pour une large part et pour 

une faible part attaqueraient les ponts disulfure pour 

former 6es asters thiosulfuriques et en particülier 

de la S-sulfocystéine. 



CHAPITRE I V  

A C T I V I T E  PROTEOLYTIQUE E T  K E M T I N O L Y T I Q U E  

DE K. A J E L L O I  



1 - MISE EN EVIDENCE 

K. aielloi au cours de sa croissance sur cheveu 

développe une activité protéolytique et une activité 

kératinolytique qui diffusent en partie dans les filtrats 

de culture. 

En nous inspirant des travaux effectués par 

YU et col1 (33) sur un autre derrnatophyte, Trichophyton 

mentagrophytes, nous avons fractionné les cultures en 

2 parties : le filtrat et la fraction liée (L). 

La filtration de la culture brute sur un verre 

fritté de porosité 2 permet de séparer Is filtrat de 

l'ensemble cheveu + mycélium. Cet ensemble, agité pendant 
une heure à température ambiante dans un tampon phosphate 

de pH 6,8 contenant du NaCl 1 M  - conduit, après filtratior,, 

sur verre fritté, à une solution correspondant au matériel 

"lié" au mycélium et au cheveu que nous désignerons dans 

la suite du texte par le terme de "fraction Ln. 

1°) L'activité protéolytique est déterminée après 

hydrolyse d'une solution de caséine (traitée selon 

HAMMARSTEN) par les solutions actives, par la mesure de la 

densité optique (D.O.) à 278 nm des peptides qui restent 

en solution dans l'acide trichloacétique à 5 % (voir 

appendice technique). Une unité d'activité protéoiytique 

(U.P.) correspond à la quantité d'enzyme libérant par 

minute une quantité de peptides dont la D.O. 278 nm équivaut 

à ly g de tyrosine. 

L'activité protéolytique spécifique est l'activité 

protéolytique d'une solution enzymatique contenant 1 mg 

de protéine (dosée par la niéthode de LOWRY) . Elle s'exprime 
en unités protéolytiques par mg (U.P .hg) . 



Les mesures effectuées à 37OC indiquent des valeurs 

d'activité spécifique variant selon les cultures de 

30 à 300 U.P./mg pour les filtrats et de 100 à 600 U.P/mg pour 

les fractions L. Ces activités protéolytiques spécifiques sont 

très nettement supérieures à celles mesurées par NARAHASHI et 

col1 (34) pour la pronase de Streptomyces griseus qui est de 

45 U.P./mg. 

2 O )  -- L'activité kératinolytique est mesurée selon la - 
technique décrite par NOVAL et NICKERSON (35), mais en 

remplaçant le poil de cobaye utilisé par ces auteurs par du 

cheveu délipidé du même lot que celui mis dans le milieu de 

culture de K. ajelloi. 

50 mg de cheveu sont mis à incuber en présence des 

solutions actives dans 4 ml de tampon phosphate 0,025 - M de pH 
7,4 pendant 1 heure à 37OC. 

La valeur de l'activité est obtenue par la mesure de 

la D.O. à 278 nm des peptides libérés par hydrolyse 

protéolytique des cheveux. Une unité d'activité kératinolytiyu~ 

(U.K.) correspond à la quantité d'enzyme qui donne à la 

solution du test ci-dessus une D.O. à 278 nm de 0,100. 

L'activité kératinolytique spécifique est l'activité 

kératinclytique d'une solution enzymatique contenant 1 mg Ge 

protéine (dosée par la méthode de LOWRY) ; elle s'exprime en 

unités kératinolytiques par mg (U.K.]mg). 

Les mesures effectuées à 37OC indiquent des valeurs 

d'activité kératinolytique spécifique variant selon les 

cultures de 0,s à 2 U.K./mg pour les filtrats et Se 10 à 35 

U.K./mg pour les fractions L. Les valeurs publiées pour un 

autre dermatophyte, Trichophyton mentagrophytes sont de 

1.35 U.K./mg pour le filtrat (36,37) et de 19,9 U.K./mg pour 

la fraction L (33). Les résultats obtenus sont 6or.c trGs 

comparables. 



Le domaine des activités tant protéolytique 

que kératinolytique se situe entre pH 6,5 et pH 8,5. 

Toutefois, on observe un maximum caractéristique à pH 7,4 

pour l'activité protéolytique et à pH 6,8 pour l'activité 

kératinolytique (voir figure 12) . 

L'étude du filtrat et de la fraction 1, en 

électrophorèse en film liquide (voir appendice technique) 

à pH-8,6 fait apparaitre deux familles de protéases ayant 

des mobilités électrophorétiques différentes. (Figure 13). 

A ce pH de 8,6, l'une a donc un comportement anodique, 

l'autre un comportement cathodique. 

11 - PURIFICATION DES EKZYFIES DU FILTRAT' ET DE LA FRACTIONL 

La fraction filtrée et la fraction L sont 

dialysées contre du tampon phosphate 0,010 M - pH 7,4 
de force ionique 0,002 pendant 24 heures, puis lyophilisées. 

Les produits obtenus sont redissous dans du tampon 0,001 M - 
de pH 7,4 et dialysés contre ce même tampon peildmt 24 

heures. Les solutions ainsi équilibrées sont déposees sur 

une colonne de DEAE-cellulose (DE 32 Whatman) de 1,9 cm de 

diamètre et de 9 cm de hauteur équilibrée dans du tampon 

phosphate 0,025 M - pH 7,O force ionique 0,025. Nous avons 

trouvé que l'équilibration de la solution à chromatographier 

dans un tampon de force ionique inférieure à celle de la 

colonne assure une meilleure fixatio; des enzymes et des 

pigments. La chromatographie a été réalisée de la façon 

suivante : après dépôt de la solution à purifier, les protéines 

non fixées (Fraction A) sont recueillies par passage d'un 

volume de tampon phosphate 0,001 M - de pH 7,4 égal au volume 
mort de la colonne. Les protéines retenues sur la colonne 

sont ensuite éluées successivement par du tampon phosphate 

0,028 M - pH 7,4 (Fraction B )  par NaCl 0,5 M - dans ce même tampon 

(Fraction C) et enfin deux fois de suite par N a C l  1 M - dans le 
même tampon (Fractions D et E) . 



ACTIVITE PRO'TEOLYIIQUE ET KERATINOLYTIQUE EN FOhCTION DU p H  

t 

Activité kératinolytique 

spécifique (U.K./mg) 

Activité protéolytique 

spécifique (U. P. /mq) 

Maximum pour ,-'activité protColytique : pH 7,4 

!.laximurn pour l'uctivité kératinolytique : pH 6,8 



ELECTROPHORESE EN FILM LIQUIDE 

D'UN F I L T R A T  DE CULTURE 

.... .. 278 n m  
--- 2 7 8  n rn (activi l-6 p robéo l y~ ique )  

B.O. - 6 6 0  n rn ( L o w r y )  

A- 10 20 30 40 48 Nombre U,- 

Condibionç  o p é r a f o i r e s  - 
Apparei l :  E lphor  VAP 
Tempérabu re :  + 5°C -Tension: 2200 Volks 
Inkens iké :  160 m A - F o r c e  ion ique:  0,002 
Tampon :ac ide  c i t r i q u e :  0,008M - Tr is :  0,08M 
pH 8,6 - Poinb d ' in jeck ion:  b u h e  38 



Nous avons caractérisé ces fractions par leurs 

activités protéolytiques spécifiques et kératinolytiques 

spécifiques et par leur composition en acides aminés. 

Les tableaux IV et V rassemblent les valeurs 

d'activités spécifiques des différentes solutions 

respectivement.préparées à partir du filtrat et de la 

fraction L. 

Les tableaux VI et VI1 présentent les compositions 

en acides aminés pour les solutions provenant respectivement. du 

filtrat et de la fraction L. 

On peut remarquer que parmi les fractions obtenues à 

partir du filtrat, c'est la fraction A gui possède à la 

fois la plus forte activité protéolytique (126 U.P./myl et 

la plus forte activité - kératinolytique (13,4 U.K./mg) . 

Par contre, parmi les fractions obtenues à partir 

de la fraction L, si la fraction A a toujours la plus forte 

activité protéolytique (1 040 U.P./mg) c'est la fraction C 

éluée par NaCl 0,s M - qui a la plus forte activite 
kératinolytique (226 U.K./mg) . 

la valeur de 1 040 U.P./mg mesurée pour la fraction 

non retenue (tableau V) est pratiquement la même que celle 

mesurée par SEKINE (38) pour une protéase neutre extraite 

des cultures de Aspergillus sojae (1 050 U.P./mg) et purifiée 

par gel filtration sur Sephadex G 100 et par passage sur 

hydroxyapatite. 

La fraction d'activité kératinolytique maximale 

(226 U.K./mg) est nettement plus active que les kératinases 

purifiées à partir des cultures de T. nentagronhytes. 

En effet, la kérâtinase 1 du filtrat a une activitE 

spécifique de 30,l U . K . / r n g  (36) et les kératinases II et III 

issues de la fraction L ont des activités spécifiques de 36,.? 

et 39,4 U.H./mg. 



~ c t i v i b é s  ~ r o k é o l ~ t i ~ u e  (enU.P.) el- 

Ké rak - ino l y I - i que  ( e r 3 U . K . )  des F r a c t i o n s  d e  
F i l t - r a t  obtenues p a r  c h r o r n u t o g r o p h i e  

s u r  DEAE-cel lu lose DE 3 2  

* V o i r  page 3 4  



K é r o k i n o l y ~ i ~ u e  ( e n  U.K.) des F r a c t i o n s  

de la F r a c i i o n  L obkenues p a r  
c h r o m a k o c j r o p h i e  su r  D E  3 2  

9 V o i r  page 34  



Cornposibion en acides aminés  des f r a c k i o n s  

( e n  r é s i d u s  p o u r  100 r é s i d u s )  



r *  

Cornposit-+ion e n  ac ides a m i n é s  des FracI-ions 

o b t e n u e s  sur  DE 3 2  à pa rk i r  delaFrackion L 
I 

( e n  r é s i d u s  pour 100 rés idus  ) 

r. -- K.1 T. m.: ké rak inase  1 isolée d e s  Fili*rabs 
d e  T r i c h o p h y ~ o n  ---- -a- -- --- m c n ~ o a r o o h y  .J -W.i ---- -.-- I-es p a r  

Y U  ek colI.(43) 4 

r 4 ;;U 
a J-  



Il faut remarquer (Tableau VII) que les compositions 

en acides aminés de la fraction C (qui possède la plus forte 

activité kératinolytique) et de la kératinase de 

T. mentagrophytes sont voisines. 

L'activité des fractions les plus actives : 

fraction A obtenue à partir du filtrat et fractions A et C 

obtenues à partir de la fraction L, n'est pas stable. Après 4 

jours de conservation à + 4OCt on ne retrouve que 1 0  à 15 % de 

l'activité mesurée juste après la purification sur 

DEAE-cellulose. 

III - SPECIFICITE DE L'ACTIVITE PROTEOLYTIOUE 

La détermination de la nature des liaisons 

peptidiques que les enzymes de K. ajelioi -- hydrolysent peut 
expliquer éventuellement son activité "kératinolytique". 

Nous avons donc étudié i'action des enzynes de La 

£raction L non purifiée qui renferme les enzymes directemext 

impliquées dans l'attaque du cheveu sur des protéines dont la 

structure primaire est connue afin de connaitre le potentiel 

protéolytique des enzymes synthétisées par le champignon. 

Nous avons donc utilisé l'histone H 4  (GAR-h j - s tone )  

du thymus de Porc dont la structure primaire a été déterminée 

par SAUTIERE et coll. (39) et le peptiae N-terminal de la 

myoglobine de Boeuf obtenu aprss coupure au bromure de 

cyanogène dont la structure primaire a été déterminee par 

HAN et coll. (40) . 

L'hydrolyse enzymatique est réalisée de la façon 

suivante : 1 0 0  mg de substrat sont mis en solution dans 

1 8  ml de tampon phosphate 6/05 - M de pH 7 ,4 ,  et on ajoute 

6 ml de sol-ütion enzymatique qui, d'après dosage par  la néthoàs 

de LOP:RY, representent L ng Ze protéine et on laisse incuber 

2 heures à 40°C. 



L'hydrolyse est arrêtée par addition d'acide 

formique en quantité suffisante pour ajuster le pH à 3. 

La solution est ensuite évaporée à sec puis reprise par 

2 m.1 d'acide acétique à 20 p. 100 et cette solution de 

peptides est chromatographiée sur une colonne de résine 

"Chromobeads P" équilibrée en tampon pyridine-acide 

formique pH 2,9 et maintenue 2 60 O C .  

L'élution des différents peptides est réalisée 

par un --- double gradient linéaire Sn nolarité de pyridine 

allant de 0,l M - à 2 - M et linéaire en pH de 2,3 à 5,O 

puis par un tampon de 2 - M en pyridine de pH 3,O. 

Les fractions obtenues sont ensuite purifiées 

par électrochromatographie sur papier selon un protocole 

défini par SAUTIERE et col1 (41). La composition en 

acides aminés des peptides purifiés a permis, pour le 

plus grand nombre d'entre eux, de les replacer dans la 

protéine et de déduire la nature des liaiscnç peptidiques 

rompues. Pour d'autres peptides, la déterminatj-on de 

l'extrémité N-terminale par la méthode de dansylation de 

GRAY et HARTLEY (42) a été nécessaire. 

Sur les tableaux VI11 et IX qui représentent 

les structures primaires de l'histone H4 de thymus de 

Porc et du peptide N-terminal de myoqlobine de Boeuf, 

nous avons indiqué les points d'hydrolyse et la structure 

des peptides isolés. Les différentes coupures de liaisons 

peptidiques sont rassemblées dans le tableau X ; il apparait 

que les enzymes de la fraction L sont capables de déterminer 

des coupures analo~ues à celles qui scnt classiquement 

obtenues par la trypsine, la chymotrypsine, la thernolysine. 

!%!ais, de nombreuses autres liaisons peptidiques sont 

coupées. 



H y d r o l y s e  d e  iOi- l istone H 4  
de Thymus d e  P o r c  p a r  

les enzymes  d e  - K .  o je l lo i  - 

Ac Ser-Gly-Ar 9-GIy-L.ysGly-Gly-Ly r s-GI y - - 

V Poinb de c o u p u r e  



Hydro l yse  di!n pepkide N-kermir:oI 

( 5 5 ~ ~ )  d e  M y o g l o b i n e  de BoeuF 

p a r  les e n z y m e s  de - K. a j e l l o i  - 

Gly- Lys-Val- Glu -Ala--Asn-Val- 

v V "" 'Pt e -" 

Ala-Gly -His-Gly-  Gin-G u-Val-xz 

Y;? - His-  Pro-Glu-Tkr  L ~ U ~ G I U  Y i y s - ?  

Aia - Glu -Hse 

v Point- d e  c o u p u r e  



LIAISONS PELTIDIQUES COUPEES PAR LES - 
ENZYMES DE K .  AJELLOI 

k coupures observées  s u r  l es  6eux s u b s t r a t s  

2% cou-cres  obse rvées  éyalement  -par YU e t  -- c o l l .  ( 4 3 )  a~rss 

hydro ly se  de p e p t i u e s  s y n t h é t i q u e s  pa r  l a  k é ï a t i n a s e  1 

Coupures obse rvées  
t 

s u r  l e  p e p t i d e  N- 
t e r m i n a l  de  Mÿoqlo- 
b i n e  d e  Boeuf 

Arg-Leu ( 8 )  

Lys-Phe 

Lys-Thr 

Tyr-Ala 

Ala-Val (2%)  

Glu-Val 

Val-Leu 

Leu- I le  

Thr-Leu 

Hiç-Leu 

Leu-Ser Glu-Ala 

Gly-Glu 

Gln-Ala 

Leu-Asn 

Trp-Gly 

Gly-Gln 

Leu-Phe 

Thr-Gly 

Leu-Glu 

Glu-Lys 

Asp-Lys 

Leil-Lys (*) 

Hydrolyse d e  
t ype  t r y p s i -  
que 

Hydrolyse de  
t ype  chynotryp-  
s i q u e  

Hydrolyse d e  
t y p e  ther~iio-  
l y s i q u e  

Au t r e s  c o u p u r a  
de  l i a i s o n s  
p e p t i d i q u e s  
obse rvées  

Coupures o b s e r v é e s  
s u r  l ' h i s t o n e  H4 
du Thymus d e  Porc  

------------------------------.--------------------------- 
Lys- (méthy l )  -Val 

Arg-Arg 

Ary-Leu (k) 
--------------.------------------------------------------- 

Phe-Thr 

Phe-Asp 

Phe-Lys 
--------_--__---_------------------------------.---------- 

Gly-leu (%%) 

Asn-I le  

A l a - I l e  

Gly-Leu 

Gly-Val 

V a l - I l e  

......................................................... 

Gly-Gly 

Ala-Lys ( a c e t y l )  

Leu-Arg 

Gln-Gly 

I l e -Thr  

Pro-Ala 

I le-Arg 

Ala-Arg 

I l e -Ty r  

Leu-Lys (k) 

Thr-Tyr 

Met-Asp 



Sur cet ensemble de résultats on peut faire les 

remarques suivantes : 

1 - On observe beaucoup de coupures de liaisons 
peptidiques où se trouve enjagé soit le 

groupement carboxyle, soit le groupement 

miné des leucines. 

2 - Les coupures Gly-Leu et Ala-Val que nous 
observons ont été aussi observées par YU 

et col1 (43) sur des peptides synthétiques 

incubés en présence de la kératinase 1 

de T. mentagrophytes 

Cette kératinase qui hydrolyse de nombreuses 

protéines r caséine, collaqène, éiastine, fibrine, qÊlatine, 

hémoglcbine, insuline, ovalbumine et de très nombreux pepki8e.s 

et amides de peptides a en outre la particu1arit.E de couper la 

liaison peptidique Ala-Val mais de ne pas couper Val-Aia. En 

fait, les enzymes de la fraction L de K ,  âjelloi coupent A l z  

(9)-Val (10) du peptide N-terminal de myoplobine de Eoeuf, mais 

ne coupent pas la liaison Val ( 2 1 )  - A l a  (22) de ce mGme peptiae. 

L'analogie constatée entre les enzymes de la fraction L de 

K. ajelloi - et la kératine 1 de T. mentaqrophytes au sujet de ia - 
composition en acides aminés (tableax VII) se retrouve aussi al-1 

niveau de certaines spécificités de coupures. 

Par ailleurs, les enzymes de la fraction L libèrent, 

à partir de l'histone Hq ou du peptide N-terminal de myoglobine 

de Boeuf, les acides aminés suivants à l'état libre : valine, 

isoleucine, phénylalanine, arqinine et surtout tyrosine et 

leucine. Ces mêmes acides aminés se retrouvent aussi à i'état 

libre lorsque l'on incube du cheveu en prése~ice des enzymes de 

K. ajell-oi. Le grand nombre de coupures observées d 'u i i e  part et - 
le fait que l'hydrolyse va jusqu'au stade des acides amin55 

nous fait süpposer la co-existence dans les cultures du 

champijnon d'activités enc$opepl idar iques  et d12ctivitCs 

excpeptid~siques. Kous avsns "onc zxé nos tr~vaux vers La mis- 

en bvidence,avec des substrats de synthSse,dtactivités 

exopepti-dasiqueç . 



CEAFITRE V ---- 

ACTIVITE EXOPEPTIDASIQUE DES EXTRAITS 

DE CULTURE 



1 - MISE EK EVIDENCE ---- 

La recherche dkctivités exopeptidasiques a ét6 

rcalisée en utilisant des substrats synthétiques dont on 

peut suivre l'hydrolyse par la ciesure de la densité optique 

de l'un des produits formés. 

1') Recherche d'activité carboxypeptidasique avec --- -- 

les hiypuryl-amino--acides --- - 

Les hyppuryl-a~ino-acides sont des composés OU le 

groupement aminé de l'amino-acide est amidifié par le 

groupement carboxyle de l'acide hippurigue (ou Senzoyl 

glycocoll.e). Leur fornule développée peut s'écrire : 

Za carboxypeptidase A (CPA) hydrolyse la N-hippuryi- 

L-phénylalanine en phénylalanine et acide hippurique qui 

absorbe à 254 nm (44). La carboxypeptidase B (CPB)  hydrolyse 

la N-hippuryl-L-arginine en araiiiine et acide hippurique (45). 

La courbe A de la figure 14 représente I'aügnentûtiv:: 

de la D.O. à 254 nm résultant de l'action à 23OC de 50 pl de 

CPA Worthington à 1 , 5  unités par mg sur 2 ml d'hippuryl- 

phénylalanine en concentration m Xolaire dans du tampon 

phosphats 0.1 M pH 7 . 4  (1 unité est la quantité d'enzyne qui - 
I 

transforme 1 p mole de substrat par rninute) . 

La courbe E de la même figure 14 correspond à 

l'action de 20 pl de CPB hierck à 150 unités/mq sur 2 ml 

d'hippuryl-arainine en concentration rn !dolaire dans le même 

tampon. 



Hydra yçe d'hippury 



On observe dans les conditions utilisées une 

inactivation rapide des carboxypeptidases qui est totale 

pour la CPB après 4 minutes d'incubation. Cette inactivation 

est sans doute dûe à l'action des produits d'hydrolyse qui 

renferment des groupements -COOH connus pour inhiber les 

carboxypeptidases (46) . Les extraits de K. ajelloi : filtrat 
et fraction L incubés en présence d'hippuryl-phénylalanine 

ou d'hippuryl-arginine ne provoquent pas d'augmentation de la 

D.O. à 254 nm et apparaissent donc dépourvus d'activité 

carboxypeptidasbq~e A et B. 

2') Recherche d'activité aminop2ptidasique avec les 

para-nitro-anilides dfamino-acides 

Les -- p-nitro-anilides sont des co~posés dans lesquels 

le groupement carboxyle de l'amino-acide est amidifié par le 

groupement amine de la E-nitroaniline. Leur formule dévelcppée 

peut s'écrire : 

ERLANGER et coll. (47) ont montré que de tels 

composés pouvaient être des substrats pour les aminopeptidaseç 

dont l'action entraine la libération de la 2-nitroaniline, 

produit jaune 2bscrSaat fcrteire-t P 4 0 5  nm ( E , A $ ~ ~ = = ~ O  000 
-1 litre x Mole x cm-"). 

Les filtrats de culture comme les solutions L 

hydrolysent très rapidement la L-leucine-p-nitroanilide (Leu- 

p-MA) . 

L'utilhisation de ce substrat nous a. permis de suivre 

les essais que nous avons entrepris dans le but de purifier 

les aniinopepiidases de K. ajelloi. L'activité aminop~ptidaçiq~:e --- 
des ?.ifLSrentes çoluticns est mesurée en unités 

arnli.:opepi-.i6.asiq~:es. Urie unité an~ir~ûpeiptidaçique (U .A. ) 

correspor~d à l'activité qui libère 1 .ncle de 2-nitroanilii~e Y 
par. minute. 



L'activité aminopeptidasique spécifique est 

1' activité d'une sol-ution enzymatique contenant 1 mg de 

protéine. Elle s'exprime en U.A./mq. L'activité 

aminopeptidasique des différentes solutions actives est 

mesurge de la façon suivante : 

à x y  1 de la solution essayée, on ajoute 

(2 3 0 0  - x) y 1 de solution tampon de pH choisi et 200 
de Leu-p-NA 1 6  m Molaire en solution dans un mélanqe 

Y "  

diméthyl f ormamide/eau ( 1/2 vol. ,'vol. ) (voir appendice 

technique) . 

Après 15 minutes d'incubütion à 30°C,  la réaction 

est arrotée par addition de 5 0 0 ~  1 d'acide acétique à 23 %.  

La D.O. à 405 nm, corrigée de celle du tube témoin (sans 

enzyme) est convertie en unités amincpeptidasiqueç U.A. 

par la relation numérique suivante : 

N0mbr.e de U.A. - 0,30 x D.Q. à 4 0 5  nm -- - 
nombre de minutes 

relation qui peut s'écrire, dans le cas d'une incubation de 

15 minutes 

Nombre de U.A. = 0,02 x D.O. à 4 0 5  nm. 

La figure 15 qui représente les variations de l'activité 

Leu-p-NA en fonction de la concentration en Leu-p-NA d'une 

part (courbes A et B )  et du temps d'incubation d'autre part 

(courbe C) montre que les conditions utilisées pour la mesure 

de l'activité des différentes préparations enzymatiques sont 

justifiées. En effet, on observe sur la courbe A que la 

saturation en substrat est atteinte pour une concentration 

finale de 1 , 2  m Molaire alors que toutes les mesures sont 

faites à une concentration finale en substrat de 

1,28 m Nolaire. 



Act iv i I -6  aminopepkidasiaue i des F i l i r a k s  de 
c u k u r e  à 30°C, e n  knmpon bo ra t -e  de p ~r f 1 Q d ~ w . 4 '  = A C  

O 1") E n  F o n c ~ - i o n  ~ii.tP*;n ( C O U ~ ~ C I S  A c i  D )  L. -3 

2")  E n F a n ç b i o n  d u  bernps ( c o u r b e  C ) 



Par ailleurs, la courbe C indique que le temps 

de 15 minutes que nous avons retenu pour nos mesures se 

situe dans la partie linéaire de la courbe : activité = f ( t )  

Le tableau XI donne, à titre d'exemple les valeurs 

d'activite aminopeptidasigue -- spécifique d'un filtrat de - 
culture, d'une solution L et de qüelqiles enzymes 

commerciales. Les valeurs qu'il renferme situent I'activitG 

aminopeptidasique spécifique des sécrétions de K. ajelloi -- 

au niveau de celle de la pronase E (MERCK) de Streptomyces --- 
yriseus ; au dessus de celle de la L . A . P .  de rein de Porc 

et nettement en dess~us de I.'aminopeptidase K (MERCI<) de 

Tritirachium album --- 

II - ESSAIS DE PURIFICATION DES AMINOPE13TIDASES PAR ------ -- 
CHROMATCGRAPHIE D'AFFINITE - - 

La chromatographie d'affinité apparait, à 

priori, une méthode de choix pour isoler dans un 

mélange une protéine telle qu'une enzyme qui, par sa 

nature possède une affinité très sélective vis à vis 

d'un substrat ou d'un inhi.biteur. 

1) Avec la D--1eucine HNDA Sepharose - - 

L'hydrolyse du substrat Leu-p-NA indique une 

"reconnaissance" de la leucine par les aminopeptidases 

de K. ajelloi. - Nous avons donc pensé à purifier les 

aminopeptidases en fixant la leucine par son groupe carboxyle 

sur une matrice insoluble portant des groupes -NH 
2 ' 

Nous avons utilisé la D-leuclne susceptible 

d'être "rsconnue", rnais dont la liaison amide avec ia 

matrice insoluble ne devrait pas être hydrolysée. Corne 

matrice insoluble, nous avons utilisé l'hexaméthylè~e- 

Sépharose 4B (SivlDA-Sépha.rose) que nous avons fai'rri-quSe 

à partir de Sésharose 4 E et dlhExaméthyiène diamine 

sclon une technique d6cri te par CUATRECASAS (4 8 1 (*voir 

appendice 'ceciiliique) . 



ACTIVITES AMXWCLEPTIDASIOUES SPECILIOUES 

Les mesures sent faites en ta~npon borate-KCl 

de pH 9,3 ; Incubation de 15 minutes à 30°C. 

Produit essaye Activité sp6ci.f ique en 

m U.A./mg 

Filtrat 

Trypsine 

Therrnolysine 

inopeptidase K 

L.A.P. rein de Porc 946 
P 

inopeptidase M L L -  126 

(1) Culture de 16 jours (les conditions de culture et de prgparation 

de la solution L sont décrites dans l'appendice technique) 

(2) Pronase E de Streptomyces griseus ---- (MERCK) 

(3) Trypsine CALBIOCHEM 

(4) Thermolysine cristallisée (MERCK) 

(5) Protéinâse K de Tritirachium alb um (BOEI-IRINGER) -- 
(6) Aminopeptidase K de Tritirachium album (MERCR) à 12 000  

m U.A./mg à p H  8 ,O (sur Leu-p-NA) 

(7) Leucine aminopeptidase de rein de Porc type IV (SIGMA) à 

6 600 m U.A./mg à pH 7,2 (sur Lteu-p-NA) 

(8) Aminopeptidase M du pancréas ( MERCKj à 1 600 m U.A./mg 

à pH 7 , O  (sur Leu-p-NA) 

TABLEAU XI 
P V  



LP couplage D-leucine-HMDA-Sépharoçe a été réalisé par une 

carbodiimide R-N=C=N-R' selon une méthode introduite par 

SEISEHAN et HESS (49) après blocage du groupe -PI'!S2 par 

l'anhydride maléique (50) afin d'éviter la synthèse de 

poly-D-leucine (voir appendice technique) . Les carbodiiniides 
les plus utilisées sont : la N-éthyl,N1 (3-diméthyl- 

aminopropyl) ccrrbodiimide qui est hydrosoluble et la 

dicyclohexylcarbodiimide qui est soluble en milieid 

organique mais qui peut etre utilisée par exemple dans un 

milieu eau/dioxane (1/1) . 

Le meilleur résultat, en quantité de D-leucine 

fixée pour un ml de gel, a été obtenu en faisant réaqir 

pendant 24 heures à + 4OC la N-nialéyl-D-leuclne et la 

HMDA-Sépharose dans t7.n mélange compose en parties &gales 

d'eau et de dioxane en présence de dicyclohexylcarbodiimide 

à pH 5. Le produit obtenu peut s'écrire : 

O 
CH-C'= 
II OH 
CH-@ 

k~ CH3 
H \4- NH-~-CFI-CH' 

2l6 \CH3 
Après couplage, le groupement maléyl est enlevé 

par déblocage spontané 2 pW 3,5 et à 37OC pendant 2 heures ; 

on obtient ainsi la D-leu-cyl-HMDA-Sépharose. 

o. b 

qui sera utilisée pour essayer de puricier les a~niriopeptidaçês, 



Une partie du g e l  obtenu est soumise à une hydrolyse 

acide par HCl 5,6 N pendant 24 heures à 105OC. Le contenu. 

en amino-acides de l'hydrolysat évaporé à sec, repris par 

du tampon citrate 0,2 - M pW 2 , L  et fiitr6 est déterminé 

en utilisznt un analyseur automatique BECKMAN de type 

MULTICHROM. 

On a trouvé ainsi que un ml de qel transformé 

contient 10 nanornoles de D-leucine. Ce faible rendement 

en fixation peut s'expliquer par le déblocage d'une partie 

de la maléyl-D-leucine et par la formation de poly-D-leucine 

au détriment du couplage de la maléyl-D-leucine sur la 

HMDA-Sépharose . 

Néanmoins, si on admet qu'une mole de LI-leucine 

fixée sur le gel peut retenir une niole dlenzyl?e, un ml 

de gel pourrait retenir 2 0 0 ~  q d'iine aninopeptidase de 

masse moléculaire de 20 000 daltons. Or experimeztalement 

nous avons constaté que ce gel de D-Leu-HMBA-Sépharose 

ne retient pas les aninopeptidaçes de K. ajelloi, la 

configuration D de la leucine doit jouer un rôle importarit 

dans ce résultat. 

2) -- Avec la méthyl-L-leuc'ine fixée - sur Sépharose -ÇH -- 

Une fixation de L-leucine analogue à celle utilisée 

pour la D-leucine ne peut en principe être utilisée car la 

liaison amide entre la L-leucine et la partie HMDA-Sépharose 

serait coupée par les amii.iopestidaçeç puisque ces enzyrnes 

coupent la liaison amide du Leu-p-NA. Il convient donc 

d'attacher le radical L-leucyl par un autre type de liaison 

qui ne sera pas coupé par les aminopeptidases. 

Nous avons choisi de transformer 1-a L-leucine en chloro-- 

m6thyl-L-leucine selon une techilique décrite par BIIICEJ, et COIL (5- : 
-----------------.--------------.----.----------------------.----.----.------- 

La synthCse de la c h l o r o - m é t ? ~ > ~ l - l - i e u c f n e  à partir 

de - t - b u t y l o x y c a r b o n y l - L - l r i ~ c i i ~ e  et de d i a z o  méthane a éte 

réalisée ~ 2 %  KOICEL dans le ser-rice du. P r r ~ f e s s e u r  Charles 

LESPAGNOT~ ( U . E . R .  de Pharmacie, rue du Pr 1,AGUk:ÇSZ 2 Lil.;c.l . 



Nous avons coupié cette chlororr ié thyl- l - leucine  sur 

du SIi-Sépharose que nous avons préparé à partir de HPIDA- 

SGpharose et de N-acétyl-h~mocystéineth~olact~ne selon 

une technique décrite par CUATllECASAS (48) (voir appendice 

technique). On obtiei~t ainsi u.n gel modifié siIr lequel 

le radical leucyl est fixé à l'agaroçe par l'intermédiaire 

d'un bras à 13 atomes (tableau XII) . 

La capacité de ce gel à retenir l'activité 

aminopeptidasique est essayée de la façcn suivante : 

une petite colonne de gel (1 cm de diamètre x 8 cm de 

hauteur) est équilibrée dans du tampon phosphate 0,025 M - 
pH 7 ,4  ; après dépôt d'un volume de 10 ml de filtrat de 

culture, la colonne est rincée par le tampon phosphate 

0,025 PI - de pH 7,4.  Le matériel fixé est ensuite élué 

par NaCl 0,5 M - dans le même tampon. On observe que la 
majeure partie du matériel protéiqüe et de l'activité 

enzymatique n'esi; pas fixée sur la colonne. Cependziit, La 

fraction éluée par NaCl 0 , 5  - M dans le tampon a une activité 
aminopeptidasique spécifique 7 à 8 fois plus élevée que 

celle du filtrat de départ et une activité kératinoly~ique 

spécifique 7 fois supérieure à celle du filtrat de départ. 

Par ailleurs, on observe que la fraction non fixée 

a une activité protéolytique spécifique supérie~~re à celle 

du filtrat de départ (Tableau XIII) . Ceci peut s'expliquer 
par une "re-conformation" des enzymes lors du passage 

sur la colonne de S-méthyl-L-leucyl-Sépharose. 

3) Avec - 1.a HMCA-Sépharose -- 

L'hexaméthylène diamine Sépharoçe 4B a ét6 

utilisée par VOSBECR et coll. (52) pour isoler la trypsine 

contenue dans la pronase de -- Streptomyces - griseus. 



SYNTHESE DE LA S-NETHYL-L-LEUCINE SEPHAROSE-4 I3 A PARTIR DE 

HMDA SEPHAROSE ET DE CHLCROMETIIYL-L-LEECINE . 

CH- 
/ %# 



CHROPlATOGlWPHIE D 'AFFTKITE SUR --- ----- ---- 

(k) pour la définition des unités U.P./mg et U.K./mg voir 

chapitre IV - paragraphe 1. 

TABLEAU XII1 ---- 



Ces auteurs ont constaté que ce gel retenait 

également deux composants ayant une activité aminopeptidasique. 

Nous avons donc finalement essaye la HMDA-Sépharose non 

modifiée que nous avons préparée soit selon CUATRECASAS (48) 

soit selon MARCH et coll. ( 5 3 )  (voir appendice technique) . 

Ce support a nettement plus d'affinité pour les 

aminopeptj.da.ses que les 2 autres synthétisés l'un à partir 

de la N-maléyl-D-leucine, l'autre à partir de la chloromGthy1- 

L-leucine. Cette observation s'explique facilenent si l'on 

considère qu'eri réalité seule la strucrare HNDA est de nature 

à retenir les aminopeptidases dans les conditions utiiisées. 

Le même mode opératoire que celui décrit 

précédemment pour la S-méthyl-L-leucyl-HMDA-Sepharose 

donne une purification nettement supérieure (Figure 16:. 

La fraction non retenue est évidertrnent trSs 

hetérogène et ccntient la plupart des constituants 

protéiques qui existent dans le filtrat. La Eraction 

éluée par Na.Cl O,5 M - a une activité spécifique de 6,6 U.A./mg 
le degré de purification est de 11. et le rendezent en 

activité est de 97 %.  

Cette fraction est Ggalement hétérogène en 

électrophorèse sur polyacrylamide (Figure 17) mais le 

nombre de fractions est nettement diminué. 

Lorsque la migration s'effectue dans un gel de 

polyacry1dmi.de à 12 % sous une tension Ge 10 volts/cm 

pendant 2 heures, la révélation avec Leu-p-NA (voir 

appendice technique) permet de visrialiser deux aminopeptidases 

dont ieç vitesses de migration par rapport à celle d'un 

marqueur de migration, le bleu de bronophénol, sont de 

0,6 et 0 , 7 .  Nous les d6siçneions dans la cuite du texte 

respectivenent par AP (aminopeptidase 1) et AP2 1 
(aminopeptrdase 2) . 



Pic *I 



F N R  E 

Electrophorèse sur gel de polyacrylamide à 

12 % à pH 8,6 d'un filtrat de culture (F )  et des fractions 

obtenues par chromatographie sur H?IDA-Sépharose à partir 

de ce filtrat : fraction non retenue (NR) et fraction éluée 

par NaCl 0,5 M (E) . - 

L'électrophorèse est réalisée dans le système 

de DAVIS (54) avec un appareillaqe et une technologie 

décrits par KERCKAERT (55) . 

FIGURE 17 



Cette differenee de migration nous est apparue 

suffisante pour que nou.s tentions d'integrer une étape 

d'électrophorèse préparative dans notre protocole de 

purificatioc. 

III - PROTOCOLE DE PURIFICATI0'C.J DE AP1 

En effet, la meilleure puri.fication de AP1 et 

de AP2 a été obtenue en utilisant successivement la 

chromatcgra2hie d'affinité sur HMDA-Sépharose, 

l'électrophorèse préparative sur polyacrylamide et la 

gel-filtration sur Séphadex G 100, 

1) Première étape : chromatographie d'affinité. 

Cette étape est réalisée corrime suit : sur une 

colonne de BJT$IDA-Sépharose (1,s x 20 cm) équilibrés dans 

du tampon plloçphate 0,025 M -- de pH 7,4 et rnaintenzr 2. 
+ 6 O C ,  on dSpose 200 ml de filtrat de culture. AprSs 

pénétration de cette solutbon et rinçage par L e  tarti-pon 

d'équilibre, les aminopeptidases qui sont retenues sur 

la colonne dans ces conditi.ons sont gluées par N a C l  0,5 31 - 
dans le tampon phosphate 0,025 - M pH 7,4, 

2) Seconde étape : Electrophorèse préparalive 

La fraction active est ensuite concentrée par 

ultrafiltration sur membrane Diaflo UM 10, puis soumise 

à l'électrophorèse preparative sur un gel de polyacrylamide 

à 12 % sous une tension de 8 volts/cm pendant 6 heures 

(Technique de KERCKAERT - voir appendice technique) . 

Les bandes actives correspondant à AP1 et AP2 

sont mises dans du tampon phosphate 0,025 M - p9 7 ,4  de 

concentration 1 M - en NaCl et broyées pendant 2 minutes 
à 15 000 tours par minute dails un "WLRING BLUNDOR" . Le 
gel est ensi~ite éliminé par passc757e 6e lfhorr:ocj-én~t 311 

travers cl'cn filtre Mi1Zipcz.e G,45 p .  



Troisieme étape - : Filtration sur gel de! Sépkadex G 100 

Afin d'éliminer d'éven.tuels contaminants tels que 

produits d'au-tolyae ou particules de gel de taille inférleilre 

à 0,45 p ;  les préparatives de AP1 et AP2 issues de 

l'électrophorèse préparative sont soumises à une 

chromatographie de gel filtration sur Séphadex G 100 (40-120~ ) .  

La colonne utilisée (2 ,5  x 58 cm) e s t  équilibree 

et éluée par du tampzn phosphate 0,025 - M pH 7 ,4  de 

concentration 0,15 M - en NaCl. La filtration est faite à 

6'C sous une pression de 60 cm d'eau. Ce protocole en 3 

étapes nous a permis d'obtenir l'aminopeptidase AP 1 avec 

un rendement de 15 % et un taux de purification de 50 et 

l'aminopepti8ase AP2 avec un rendement de 42 $ et un taux 

de purification de 78 (Tableau X I V )  . 

Les activités spécifiques au pH optimum de 9 , 3 5  

et à 30°C sont de 95 U.A./mg pour AP1 et de 148 U.A./mg 

pour AL , c'est-à-dire nettement au dessus de celle de 
2 

la L.A.L. de rein de Porc type I V  SICbW (4 à 8 V,A.,/mgf 

et celles de deux aminopeptidases de Tineola -- ~bsseiii.el!.a 

(56) qui sont de 1,4 et 6,8 U .A./mg. Elles sont par contre 

inférieures celles d'une aminopeptidase isolée de 

Penic.il1iu.m - - roqueforti (57) , laquel-le est de 461 U.A./mg. 

1) Homogénéité 

Les aminopeptidases AP1 et AP2 se caractérisent 

en électrophorèse analytique sur gel ds polyacrylamide 

à 12 % et à pH 8,6  par une seule band? active sur le 
Leu-p-NA, ccrresponà à la seule bande importante de protéine 

révélée nar  - le bleu de Coomassie (Figure 1 8 ) .  

Par ai.lleurs, le profil d'activité Lcu-p-NA 

obkenu après gel filtration sur Scphadex G 100 est 

constitu6 d'un s e u l  pic sÿinêtriquc (Figure 1 9 )  . 
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Electrophorèse sur gel de polyacrylamide à 12 % ,  à -H 8,6 

du filtrat brut (F), de AP1 et de A P 2 .  

Les bandes de l'électrophorégramme correspondent aux protéines 

colorées au bleu de Coomassie. 

Les petits trous indiquent la position de l'activité 

aminopeptidasique révélée avec le Leu-w-NA avant coloration - 
des protéines. 

F igu re  18 



sur  S e  phadex G 100 d e s  aminopepi- idases 



Cependant, on p e u t  obse rve r  s u r  l ' é l é c t r o p h o r é -  

gramme de l a  f i y u r c  18,  en p l u s  de  l a  bande majeure courespondant  

à l l a m i n o p e p t i d a s c ,  d ' a u t r e s  bandes ,  c e r t e s  t r è s  m!~neures, 

mais dont. l a  p ré sence  est  i n d i s c u t a b l e .  

C e s  bandes cor respondent  s o i t  5 l ' h y d r o l y s e  

des  an inopep t idases  p a r  des endopep t idases ,  c a r  l e s  p r é p a r a t i o n s  

l e s  p l u s  pu re s  dramir ,opept idases  o n t  encore  une l e g è r e  a c t i v i t o  

s u r  l a  c a s é i n e  ; s o i t  à l ' a u t o i y s e  d c s  arninopeptidases,  s o i t  

encore  aux endopept idases  elles-mêrnes, 

L 'acyt ivi té  " c a s é i n o l y t i q u e "  n ' e s t  p a s  l e  f a i t  des 

aminor>eptidcLc,es c o ~ m e  l e  niontre l ' é l e c t r o p h ~ r è r e  réali .sGe sur: 

un g e l  de polyacrylamide con tenan t  de  l a  czsCine (F igu re  2 0 )  

s e lon  une technique  d é c r i t e  p a r  F- i J4 INSKI  e t  BUSHUK (vcjir 

appendice t echn ique )  . 

I l  a p p a r a i t  c l a i r emen t  s u r  l e  g e l  que l ' d c t l v i t e  

s u r  1.e T.eu-2-NA e t  l ' a c t - i v i t é  s u r  la e â s é i n e  s e  s i t u e n t  2 dcç 

e n d r o i t s  d i f f é r e n t s  du g e l .  O n  p e u t  remarquer en o u t r e  que 

l ' a c t i v i t é  v a s é i n o l ~ y t i q u e  d e s  p r é p a r a t i o n s  de A P  1 et. de AP 2 

est t r è s  f a i b l e  p a r  r a p p o r t  à c e l l e  du f i l t r a t  b r u t .  



Electrophorèse selon KAMINSKI d'un filtrat brut (F) d'une 

préparation de A P I  et d'une préparation de APZ 

Les zones blanches correspondent à l'activité caséinolytique. 

Les points blancs correspondent à P'activité aminopeptidasique 

révélée avec le Leu-p-NA avant que ne soit révélée l'activité 

caséinolytique. 

F igu re  2 0  



2 " )  Masse m o i é c u l a i r e  ----.-- 

La masse m o l 6 c ü l a i r e  a é t ë  d é t e r n i - n é e  p a r  deux 

t e c h n i q u e s  d i f  f é r e n t e ç  : ~ ~ e l  f  j - l t r a t i o n  d ' u n e  p a r t  e t  

é l e c t r o p h o r e s e  s u r  g e l  d e  polyacrylamide-SDS d ' a u t r e  p a r t ,  

a  - G e l  f i l t r a t i o n  (58). l a  q e l  f i l t r a t i o n  
Pb--- 

es t  r é a l i s é e  à + 6OC s u r  une co lonne  d e  

Séphadex G 100 don t  l a  t a i l l e  d e s  g r a i n s  

v a r i e  d e  40 à 120p ( 2 , 5  cm d e  d i a m è t r e  e t  

50 c m  d e  h a u t e u r )  s o u s  une  p r e s s i o n  

h y d r o s t a t i q u e  d e  60  crn d'eau 
, 

L ' é l u a t  d e  l a  co lonne  e s t  r e c u e i l - l i  dans  u.n 

c o l l e c t e u r  muni d  'un systènie compte -gou t t e s  2 

ce q u i  p e r ~ , e . t  une é v a l u a t i o n  s i n p l e  di1 volunc- 

d i é l u t . i o n  V e  ( l e  volume d e  l a  q o i l t t e  e s t  

c o n s t a n t  pi l isque l a  p r e s s i o n  est: c o n s t a r i t e ) .  Lc? 

co lonne  e s t  c a l i b r e e  a v e c  un mélange c o n s t i t u é  

d e  b l e u  clextriin 2 000 ( M  = 2 000 O O O j  et. de 

p l u s i e u r s  p r o t é i n e s  de masse rno l5cu ia i re  

connue : c a t a l a s e  (M = 240 000) , cvaLburnine 

( M =  4 5  0 0 0 ) ,  myoglobine (M = 1 7  3001, 

cytochroi i~e  C ( M  = l2 400) . Dans ces c o n d i t i o ~ r ,  

on p e u t  donc c o n s t r i a i r e  l a  courbe  l o g  M = L ( V e )  

( F i g u r e  21 ) . 
Le volume d i @ l u t i o n  d e s  aminopept- idases  e s t  

d é t e r m i n é  e n  t r a ç a n t  l a  courbe  : a c t i v i t é  

Leu-p-NA e n  f o n c t i o n  du 'volurne d ' é l u t i o n  ( v o i r  

F i g u r e  1 9 ) .  La masse m o l é c u l a i r e  ob tenue  p a r  

i n t e r p o l a t i o n  s u r  i a  c o u r b e  l o g  M = f(T7e) es t  

d e  27  500 pour An1 e t  d e  2 1  700 pour  APL. 

b - E i e c t r o p h o r 2 s c  s u r  -cl d e  p o l y a c r ~ l a m i d e - S D S  ------- : 

l a  masse i ~ o l é c u l a i r e  a  & t é  également  détermiriSc 

s u r  g e l  d e  polyacry7amide  à 1 2  % conten&nC 

O ,  1 B de SDS. l e s  6chan. t i I . lonc s o n t  mis e n  

contact- pend2r:t la h e u r e s  à 2 2 ° C  daas 1.1.c.i 

s o l u t i o n  qui c o n t i e n t  5 % d e  Ç D S  ; 2 O de 

2-mercaptoSthanol  e t  10 % de q l y c Q r o i .  



t rY 

1 rne .J c:c c a ~ a ! o r , e  t I:nq W. d ovalbumine, 



La migraticn des protéines ayant subi ce 

traitement est pratiquenent l a  même que celle 

des protéines traitées deux minutes à SO°C par 

un mGlange glycérine-SDS-2-mercaptoéthanol ( 59) . 
Le traitement à la kem~érature ambiante p ~ é s e n ~ e  

l'avantaqe de ne pas inactiver compléternent les 

zminopeptidases : CS qui per~net de les situer 

en tant que t~lles sur 1% gel au SDS. 

Corune dans le cas de la gel filtration, un 

mélaiige de protéines de masses nioléculaires 

connues per~et de construire une courbe 

d'étalonnage 109 M = f (distance ae 17.igratj-on) . 
Les valeurs obtenu-es pour les deux 

aminopeptidases sont de 26 600 pour AL1 et de 

23 000 pour A F 2  (Figure 2 2 )  . 



Electrophorèse sur polyacrylanide-SCS. Systèrte 

de DAVIS : Gel à 12 % + 0,l % SUS. Dimensions de la plaque 

130 x 85 x !ni m.  Durée 90 minutes. Arxpérage constaril : 30 ni A. 

Les marqueurs numérotés 1 à 6 sont la phosphorylase B 

PM = 94 000-(1) , la ç é r i l m  alb~mine bovine PM = 67 000-(2) , 
l!ovalbumir,e PI4 = 43 0 0 0 -  (3) , 1 'anhydrase czrboniq~e PtI 

30 000-(4), llinhibil.eur trypsique du soja PM 20 100-(5) et 

1' alactalb~rni~e PM 14 4 0 0 - ( 0 ) .  



Une nanomole de chaque enzyme e s t  t r a i t é e  p a r  l e  

c h l o r u r e  de d a n s y l  à p H  8 , 5  so lon  l a  t echnique  de  GRAY ( v o i r  

apyendice t e c h n i q u e ) .  

L '  i d e n t i f i c a t i o n  des  dansyls-arnino-acides 

l i b é r a s  ap rè s  hydro lyse  a c i d e  (15 heu res  à 1 0 5 O C )  e s t  

r é a l i s é e  en chromatographie sous  couche mince de  polyamide 

à l ' a i d e  des  systèmes de s o l v a n t s  de WOOD e t  WANG ( G O ) .  

Nous avons observé pour les deux enzymes un 

dansyl-amino-acide majeur q u i  correspond au y l y c o c o l l e .  

PCais.nous avons a u s s i  observé  des  t a c h e s  chromaf:ograplniyuês 

mineures cor respondant  2 c e r t a i n s  a c i d e s  aminés corne les  

t h r é o n i n e ,  s é r i n e ,  pheny la l an ine ,  l e u c i n e ,  i s o l e u c i n e  eL 

v a l i n e .  Bien que l e  mode o p e r a t o i r e  comporte une 

p r e c i p i t a t i o n  de la p r o t é i n 2  dansy i ée ,  on ne o e u t  p a s  

e x c l u r e  que du g l y c o c o l l e  provenant t&iiipon T r i s - g l y . c ~ ~ ~ > l b  

s e  s o i t  f i x é  s u r  l a  p r o t é i n e  au cours  de L'6électro-horèçe 

p r é p a r a t i v e ,  quan t  au f a i t  que l 'or1 observe  n l u ç i e u r s  

a u t r e s  dansyl-anino-acides  en q u a n t i t é s  mineures ,  on peut 

env i sage r  une a u t o l y s e  d e s  enzymes d u r a n t  l e u r  p r é p a r a t i o n  

e t  l e u r  conse rva t ion .  

4')  Composition en  a c i d e s  -- aminés 

Les compbsi t ions  en a c i d e s  amines d e s  deux 

ami-nopeptidases s o n t  t r è s  comy>arak>les'. Le t a b l e a u  XV 

p r é s e n t e  l e s  composi t ions  exprimos en nombre de r é s i d u s  

d ' a c i d e s  aminés pour 1 0 0  r é s i d u s  d ' une  - a r t  e t  en  nombre 

de r é s i d u s  p a r  mole d'enzyme d . ' au t re  p a r t ,  en  u t i l i s a n t  

l e s  v a l e u r s  de  masse mo lécu la i r e  o b t e n l ~ e s  Far  é l e c t r o p h o r è s e  

s u r  polyacrylamide e n  m i l i e ü  SDS ( 2 6  6 0 0  j o z r  AP. e t  23  0 0 0  
1 

pour AP ) .  Ces composi t ions  o n t  é t é  é t u d i e e s  s u r  une 
2 

q u a n t i t e  de  c e n t  ~i-iicrogramnies d'enzyme q u i  o n t  é t é  hydrol-yçés 

p a r  HC1  5,G -- N pendant 2 4  heu re s ,  





Le con tenu  En c y s t i n e  a  é t é  d é t e r m i n é  s o u s  l a  

forme d '  acid-e c y s t é i c ~ u c  a p r è s  o x y d a t i o n  performi-que d e  50 p ~ j  

d'enzyme (voi  r ap-endice  t e c h n i < l u e )  . 

L e  con tenu  e n  t r y ~ t o ~ h a n e  a  é t é  d é t e r m i n é  

a p r è s  h y d r o l y s e  d e  100 pg d'enzyme p a r  l ' a c i d e  methane- 

s u l f o n i q u e  4 N -- e n  p r é s e n c e  d e  t ryp ta rn ine  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  

p r é c o n i s é e  p a r  SIXPSON e t  -- c o l l .  ( 6 1  ) . 

Les  a c i d e s  aminés  l i b g r é s  a u  c o u r s  d e  l ' h y d r o l y s e  

c l a s s i q u e  ( H C 1  5 , 6  i'? - 2 4  h e u r e s )  r e p r é s e n t e n t  '70 % 

du m a t é r i e l  h y d r o l y s é  dans  l e  cas d e  AP1 e t  95  '% d a n s  l e  

c a s  d e  AP2. 

La p a r t i e  non p r o t e i q u e  e s t  a u  moins e n  

p a r t i e  de n a t u r e  g l u c i d i q u e ,  p u i s q u e  l e  dosage  d e s  o s e s  

n e u t r e s  a l ' o r c i n o l  s u l f u r i q u e  i n d i q u e  un r a p p o r t  s u c r e s  

n e u t r e s / p r o t é i n e s  de 12 % p0u.r AP e t  de  3 % peur AP 
1 2 ' 

11 f a u t  a u s s i  n o t e r  que  l es  h y d r o l y s a t s  

c o n t i e n n e n t  d e s  osamineç : 2 , 6  moles d e  g l u c o s ~ m i n e  e t  

1 , 2  moles  de  ga lac tosan i ine  p a r  mole d e  AF1 ; 1 , 6  nioles d e  

glucosa-mine e t  0 , 9  rrinles d e  gala.ctosamine p a r  mole d e  AP2. 

C e s  r é s u l t a t s  nous o n t  i n c i t é  à exanimer  

l e  compsrtemcnt  d e  c e s  enzymes s u r  une l e c t i n e  comne l a  

Concanava l ine  A.  

5 ' )  Comportement d e  ---- APï - e t  d e  AP2 v i s  à v i s  -- 
d-e l a  Concanava l ine  A 

Nous avons  é t ü d i e  l e  com7nrternent d ' a f f i n i t é  

d e s  deux enzymes pour l a  Concanava l ine  A s e l o n  l e  2 r o t o c o l e  

e x ~ é r i m e n t a l .  d é c r i t  nar  BAYARD z t  I<EEZCE&ERT1 ( 6 2 )  e n  u t i l j  s a n t  

l a  l e c t i n e  i rni .obi l is6e s u r  Sépharose  - 4 B .  



Nous avoris c o n s t a t 6  que l ' enzyme AP é t a i t  r e t e n u e  
I 

s u r  ].a co lonne  d e  Con-A Sénharose  413 éqiii:!.ibréedans ui? tampon 

T r i s - I i C 1  0 , 0 5  bl - d e  pH 7 , 6  ; 0 , l  i\I - en NaCl ; 1 p l 3  eri PlgCJ. e t  
2 

1 1r51'L e n  CaCl 
2 ' 

L ' é l u t i o n  d e  l a  f r a c t i o n  AP1 es t  o b t e n u î  par l e  

Il.-gl.ilcose 0 , l  - M clans l e  n ~ é r n e  tampon. On p e u t  donc c o n s i d é r e r  

que l ' enzyme Ai? se comporte comne une 9 - l y c o p r o t é i n e  c l a s s i - q u e .  
1 

P a r  c o n t r e ,  l a  f r a c t i o n  AP2 n ' e s t  - a s  r e t e n u e  s u r  

l a  c o l o n n e  e t  n ' a  donc p a s  d 1 a f f i n i t 6  pour  l a  Concanaval-ine A 

dans  l es  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s .  

P u i s q u e  l e s  d o s a g e s  p r é c é d e r n e n t  r a p p o r t e s  au  

p a r a g r a p h e  4 m o n t r e n t  que l a  f r a c t i o n  AP2 c o a t i e n t  d'une p a r t  

d e  l a  g lucosamine  e t  d e  l a  g a l a c t o s a m i n e  j2,J x o l e s  d ' o s a m i n e s  

p a r  mole d e  AP2 a p r è s  h y d r o l y s e  ch1orÿdricli:e de 2 4  h e u r e s )  

e t  d ' a u t r e  p a r t  3 % d ' o s e s  n e u t r e s ,  AP2 r c n f e r n e  éga leme? t  une 

c o p u l e  g l u c i d i q u e  mais  d o n t  l a  s t r l - ~ c t u r e  n ' a  p 3 s  d ' a f f i n i t c  pour 

l a  Concanava i ine  A .  

V - PARAi4ETRES ENZYMATIQUES DE AP1 ET AP2 

1°) I n f  l u c n c e  du DH 
. . A -  

L e  domaine d ' a c t i v i t é  d e  AP1 e t  d e  k P 2  s u r  l e  

Leu-p-NA se s i t u e  e n t r e  pH 7 e t  pI3 10 .  

L ' a c t i v i t é  e s t  maximale d p H  9 , 3 5 ,  mais  l a  courbe  

n ' e s t  p a s  s y m é t r i q u e .  On o b s e r v e  notamrient un épaulernent  à 

pH 7 , 3 5  e t  un a u t r e  moins n e t  à p H  3 , 7  ( F i g u r e  2 3 - A j .  L a  mesure 

de  l ' a c t i v i t é  à p H  9 , 3 5 ,  a p r è s  i n c u b a t i o n  d e s  enzymes 3 0  m i n a t e s  

à 30°C à d e s  d i f f é r e n t s  p H ,  montre  que  l e  domaine de s t a b i l i t é  

maximale 62s  deux enzymes se s i t u e n t  e n t r e  pH 7 e t  pH 8 , 5  

( F i g u r e  2 3 - R I ,  





2 ) Infli~ence de divers r6acki:Es - sur -_ .____ 1 ' a~tivi.~.li. 
de AP. et-. A4P 1 L-:.-2 

L'activité sur le Leu-2-NA est mesurée âprès 

pré-incubation de l'enzyrne à pII 9,35 pendant 15 minutes à 

LVactivit6 des deux enzymes AL3 et AP2 est 1 
inhibée de faqo:r -- très ---= imnortantc par le 2-nei-ca~toéll~~nol, 

le dithi~thréi~ol, le ~hl-orure niercurique, 1'0-phénanthrolinc, - 
-3 1'EDTA et les ions cuivrique aux coccentratlons 10 M - 

et 1 f 4  M -- (Tableau X V I )  . 

L ' inhibition par i '??XITA et 1 ' ~ - ~ h é ~ ~ ~  t-hrol-jne - .. 
permet de considérer que ces enzymes a--artiennenl au 

groupe des métallo enzyrces. 

++ .f- .+ 
Les ions Co et Zn qui, à la concentration 

de 1oW4 M, - augmentent l'dctivité de Aï? peuvent étre 2 
considéréscomme des co-enzymes passibles de AE mais ne 2 ' 
semblent pas pouvoir jouer ce role pour AP 1 ' 

Le cation du site actif se trouve certainement 

dans une "poche hydrophobe" au niveau de la conforniatien 

de la molécule car 1. Io-phénanthroiine (OP) inhibe nettement - 
plus que 1'EDTA pour un même temps de prc-incubation (15 

minutes). L'inhibition par l'OP peut être levée par 
+ 4- 

dialyse, suivie diune addition de Zn 2 la concentration 

Par contre, l1inhibit.icn obtenue par lsEDTA 

l ~ - ~  W qui devient totale apres 2 4  heures d'incubation - 
à + 4 " C ,  ne peut être l ev6e  par dialyse sui-vie de l'addition 

, _ + +  + t  i- + d'un cation tel. qi;e L~ , ou Zn à la concentra Lion 
-4 se 10  ou 1 0 - ~  1 1 -  

*- - 





Parmi les autres resultats du Tableau XVI 

on peut remarquer que les réactifs des sroupes -SH 

comme le DTNB, le ~-Cl~2£3 et le p-Ci \ lLS ne scrrit pas inhibiteurs. 

Au contraire, on observe une augmentation 

de l'activité de AP, et AP, pour des concentrations en 

Cette augmentation d'activité peut s'expliquer 

par la présence dans la structure de l'enzyme d'un groupe 

-SH n'appartenant pas au site actif, mais susceptible de 

couper un pont disulfure selon un mgcanisme équilibré 

d' échange thiol-disulfure. E n  effet, u.n ou pl.usieurs 

ponts disulfure assurent le maintien d'une "conformation 

active", puisque l'activit6 des enzymes AP et AP2 est 
1 

inhibée par le DTT et le 2-mercaptoéthanol aux concent~ations 

L'inhibition par le chlorure mercurique ne 

peut pas ccrrespondre à un blocage des groupes - S H ,  mais 

peut s'expl.iquer par la coupure d'un pont disulfure par 

attaque électrophile en milieu légèrenent alcalin corrul~e 

cela a été décrit jar DANNO et coll. (63). 

3") Influence de la température sur l'activité 

de AP 1 et de AP2. 

Pour chaque enzyme, nous avons mesuré l'activité 

en fonction de la température dans un tampon borate de pH 9,35 

d'une part et l'activité à 30°C dans le même tampon borate 

après une incubation de l'enzyme pendant 30 minutes à 

différentes températures dans un tampon ph~sphate de pH 7 , 4 ,  

pH où les enzymes sont stabl-es à 30°C. 



La figure 34-A nous nontrc q u c  les dcux profils 

d'activité er~ foncticri. 5c la tem~3rature sont tr6s corr:par~bli:u 

pour les deux enzymes. 

Par contre, la figure 21-B nous montre des 

profils d'inacïivatjon quelque peu diffGrents pour les 

deux aminopeptidases. 

En effet, si les profils présentent tous deux 

plusieurs extrema, nous constatons que AP2 perd 50 2; de 

son activi.té après incubatioli de 30 miriutes à 30DC, alors 

que 6ans les memes conditions AP voit son activité croître 
1 

légèrement (10 % )  . 

Nous constatons par ail]-eurs quc AP voit 
I 

également son activité croStre dc 10 % après une incilbation 

de 30 minutes à 45'Cr alcru qu'une incubati~n de 1 0  minutes 

à 4 0 ° C  lui fait perdre 15 % de son activité. 

Dans le domaine de tcmnérature 6tud.i.é ( ? O 0  - * I O 0 )  

l'enzyme AP apparait nettement plus stable que l'enzyme 1 

Les enzymes AP et A P s  au niveaü de l'hydrolyse L 
des nitroanilides, ont une spécificité importante pour le 

radical leucyl, car d'autres nitroanilides d'acides aminés 

tels que Ala-2-NA ; Pm-p-NA, Lys-p-NA - ne sont pas hydrolyses. 

De ~nême, le benzoy 1 -arginine-4-NA, substrat 

claçsiqu2 de la trypsine n'est pas hydrolysé : le glutaryl 

pheny la lan ine -4 -n i t roc" l1 i l ide  et le N-acétyl-tyrosine--4- 

niCroanilide, tous deux substrats de la chymotrypçine, ne 

sont -2s hydrolysés. 





P a r  c o n t r e ,  l e s  enzyrnzs APL e t  AF h y d r o l y s e n t  2 
de  nombreux d i -pep t i de s  tels q u e  r I1eu--A-ia ; Leu-Val ; Vdl-Ait, 

Leu-Ileu : L e u - T r p  ; Trn-Leu e t  k y d r o i y s c n t  a u s s i  l a  

l euc inamide .  

En e f f e t ,  avec  l e s  d i p e p t i d e s  c i t é s ,  a ~ ~ r è ç  une 

h e u r e  d ' i n c u b a t i o n  S 37OC e t  à pH 9 , 3 5  avec  AP 011 avec  AC 1 2 
on c o n s t a t e ,  j a r  chronia tographie  s u r  p a p i e r  ou s u r  s i l i c e ,  

une hyd ro ly se  de s  d i p e p t i d e s  c i t e s .  

P a r  c o n t r e ,  d ' a u t r e s  d i p e p t i d e s  COITIII!~ Leu-Tyr ; 

Tyr--Leu e t  Ala-Leu ne s o n t  p a s  hyd~:olysés .  

Le t é t r a p e p t i d e  Leu-Trp-Met-Arg es t  auss i -  

hyd ro ly sé  e t  l i b è r e  l es  4 a c i d e s  amines.  L e  t r i p e p t i d e  

Leu-Tyr-Leu ne l i b è r e  ql1.e d e  la l e u c i n e .  

Le f a i t  que  Ala-Leu ne  s o i t  p a s  h y a r ~ l y s é  alcrç 

que Leil-Ala 1 ' e s t ,  iridiqile une s p é c l f  ici  t é  t r e s  n e t t e  

q u a n t  2 l ' a c i d e  aminé q u i  se tro-ive e n  p o s i t i o n  N-t-er~niriaie 

e t  periiiet d e  d é f i n i r  une s p é c i f i c i t é  a s s e z  r-emarquzhle des 

deux crizymes AP e t  AP2. 
1 

5 O ) ~ e s i : r e s  dei, c o n s t a ~ t e s  c i 3 6 t i y u e s  : les m e s u r e s  çmt --.-- 

f a i t e s  d i r e c t e m e n t  dans  l a  cuve d ' u n  spec t ropho tom6t rc  

(ZEISS PMQ II)  d o ~ t  l e  p o r t e  cuve e s t  t h e r m o s t a t é .  

La s o l u t i o n  du s u b s t r a t  (Leu-D-NA) - dans  un tampon 

b o r a t e  d e  -H 9 ' 3 5  e s t  C q u i l i b r é  à 3 0 ° C  a v a n t  l ' a d d i t i o n  de 

l a  s o l u t i o n  d'enzyme ( conse rvée  daris 1 ' e a u  gl.c.cée) . 

Les c o n c e n t r a t i o n s  e n  s u b s t r a t  que  nous avons 

re te r iues  s o n t  1 0 0  1 H o l a i r e ,  3 0 0  F lo la i re ,  b Y e t  5 0 0 r  i.lolairt:. 



Pour chaque cirj6tiquc: l a  q u a i i t i t 6  di enzyme 

uti1.3.sée co~recspor;d 2ilC ng de !3rotéir;c.  1,s \r~lui.rié t o t a l .  

du melange r6actionne2.. e s t  de 2,s m l .  

L'augmentdt-ion de  d e n s i t é  o p i i q u e  à 4 0 5  nm e s t  

s u i v i e  pendant  1 0  m i n ü t e ç .  C e t t e  a u q ~ e n t a t i o n  e s t  e n s ~ i t e  

c o n v e r t i e  en  a c t i v i t é  sp6cS.f i q u e  ( p Moles Cie p- n i t r o a r ~ i l i r ~ c ' :  

l i bé rC-es  p a r  minu te  et car mg cI1ei.zyn7e) sachar l l  que 
-1 -1 

&'O5= 10 000 14 x c:m dans  n î s  c o n d i t i o n s  e :<pér in icnta leç .  

Les  d i f f é r e n t e s  c o n s t s n t e s  s o n t  e n s u i t e  mesurces  

e n  u t i l i s u n t  s o i t  le diagramme des d o u b l e s  i n v e r s e s  de 

1,IWEIdEAVER e - t  3IJRK ( 6 4 )  s o i t  cel-il i  d e  MGRINO ( 6 5 )  , 
diaqramine 6 t a b l i  2 p a r t i r  d e s  p r o p r i G t é s  yéorri6triqiiei: d e  

l ' h y p e r b o l e  G q u i l a t è r e  e t  q u i  u t i l i s e  l e s  m e s u r e s  s a n s  l e s  

t r a r i ç f  orrrier (Fi .gure  25 ) . 

L e  tableau XVII rassemble  l e s  v a l e u r s  de 
1 1 

( S )  , V ,  (5) et -- pour  l e s  enzymes A P ,  e t  A P r  v J. 

La f i g u r e  26 moi-itre à t i t r e  c l ' exen~ple  l e  

diagrainme s u i v a n t  LINEWEAVER c t  BURK o b t e n u  pour  AP 1 
e t  l a  f i g a r e  27  l e  d i a g r a i m e  d e  MERTNO pouf l a  n~êne enzyxc.  

Le t a b l e a u  XVIII p r e s e n t e  l e s  v a l e u r s  Ge K m '  

I%,t e t  du r a p p o r t  k cat /Km ( c n n s t a n t e  d e  s p é c i i i  c i t e )  

obter iues  pour A P  e t  AP,, p a r  l e  diagranmie d e  M E K ï N O  e t  
1 .- 

p a r  c e l ~ i  de LINElrlCXVER e t  BURK.  

T,es v a l e u r s  d e  k ca t IKm s o n t  o b t e n ~ e s  e n  ut! li sani: 

1-es rnaçses m o l 6 c u l a i r e ç  o b t e n u e s  p a r  é l e c t r o p h o r S ç c  s u r  gzl 

de p o l y a c r y l x n i d e  (26 6 0 0  pour  Al? e t  2 3  000 pour  A P 2 ) .  
1 



l 
# la c o u r b e  Vr: F es1 u n e  hyperbole equi ib  .+-? f- r a &  r--- L a 



AP, 

TABLEAU X V I  I 

Données de base 9crmettant le calcul des constarites cinétiques 

des amtno-~ptidascs A? et AP2. 
I 







L.B.  

AP, 
1 

- 1 
jhlM 

x min. 

4 OC! 

-1 VI.'; x m i n .  

1 
'cak - -. 1 1 

2n H lx m i r .  1 
x i  inin . l 

I 

-1 
-11 min. 

Cons tan tes  c i n é t i q u e s  de AP et de AP2 mesurées à p H  9 , 3 J  
1 

3 0 O C  sur le Leu-u-XA - sel-on l e  diagrariime de MERINO (?l,)ct 



Les , v a l e u r s  o b t e n u e s  gar 1.e:: deux di.agraïrmes s o n t  

q u e l q u e  p e u  d i f f 6 r e n t e u  (5 2 10 V ) ,  O n  pe.ct remarquer  que l a  

r e p r é s e n t a t i c > n  de  LINE!I.!EAVEiX e t  tBULIR, q u i  est-. l a  p l u s  u t i l i s C e ,  

n ' e s t  pas l a  m e i l l e u r e  , c a r  c ' e s t  l a  p l u s  p e t i t e  v a l e u r -  d e  V 

(donc  l a  moins p r é c i s e )  q u i ,  a p ï e s  i n v e r s i o n  donne l a  v a l e u r  l a  

p l u s  SlevGe,  donc l a  p l u s  déterrninant.62 dans 1-e t r a c é  de La G r o i t c  

D e  p l u s ,  l e  dingranrne d e  PlEKTNO t'sr p l u s  nimp1.e e t  

plus r a - i d e  2 c ~ n s t r u i r e .  D ' n p r e s  ce di~yrarnrne ,  12s vï:icurs 
-- 1 obtenue:; pour  12s nombres de rota tic!^ (k  ) sori t  d e  3 820 i n i i ~ .  

.- 1 c a t  
pour  AP e t  d e  3 770 m i r i .  pour  AP2  e t  c e l l e s  o b t e n u e s  Four l e s  

1 - 1 c o n s t a n t e s  de s p 6 r : i f i c i t é  (k j s o n t  d e  10,O x 106  11-' x rnir.. 
6 -1 

c a  t -1 p o u r A P  e t d e 8 , 7 x 1 0  M x m i n .  F o u r A P  
1 2 "  

D e  c e t t e  étude, c o n c e r n a n t  i ' a c l i v i t S  exopentidasique, 

il r e s s o r t  que  l e s  f i l t r a t s  d e  K .  a j e l l o i  --- s o n t  dft>ourvus 

d 1 a c t i v i t 6  d e  t y p e  c a r b o x y p e p t i d a s e  A et; carl)c\x;rpeptid-,sc!i 9, iyi::i.x 

q u ' i l s  p o s s è d e n t  une a c t i v i t é  a n i n o ~ > e n t i d a s i q u e  . - très GicvCe. 

C e t i - e  a c t i v i t é  e s t  Ir f a i t  cle dellx aminopei t ic iaçes  AP 
X 

e t  AP2 don t  l e  nombre de r o t a t i o n  ( 1 ~  1 mesuri. à 30°C c k  2 
c n t  

p H  9 , 3 5  e s t  d e  l ' s r d r c  d e  3 8 0 0  min:' pour  l c  çubs  t r ù t  ~ ; ~ n t h é t i < - u c  

E-leucine-p-nitroarij-l idc3. 

Les  deux enzymes AP- e t  A P  o n t  des p r o p r i é t . é s  
1 2 

c a t a l y t i q u e s  t r è s  semblables (211 optirrium, t e m p é r a t u r e  o?tinani,  

i n h i b i t e u r s  conununs) ; e i l e s  s e  d i f f é r e n c i e n t  p a r  l e u r  t a i l l e  

m o l é c u l a i r e  : 26 600 Four hF1 et 23 000 pour A P 2 ,  e t  a u s s i  p a r  

l ' a f f i n i t é  yce g r g s e n t e  l a  r o l é c u l e  A P  p o u r  l a  c o n c a ~ ~ a v a l i r ~ c  A, 
1 

a f f i n ~ t é  que ne p r e s e n k  pas A? 2 ' 

L e s  p r e p a r a t i o n s  d e  AP,  e t  6 e  A? q u e  nous avons 
- 2 

obtenues o n t  der, a c t i v i t . 6 ~  spéciJi'i.ques élevées c 95 U.A.  j ~ i g  

pour  AP) et l48 U.A./my -pour Ar2 à 3 0 ° C  e t  à p11 9;35, 1- 



pas ïr,c progriCt6 des nioléciilcs A" et AP2, niais est le fait 1 
d'aii txes enzynicç qiïe nous  n'avons pas pu e l i n i i r i e r  al i  c o u r s  de 

nos prépara-Lions.  





L ' a t t a q u e ,  lin v i t . r o  des kErclt:i.res par 1.c:~: ~der~~1:îatop'z~7",:eç -- -- - 
se m a n i f e s t e  a u  p o i n t  de vue mic:r-oçcopique p a r  La d 6 s i n t é y r a t i o n  

d e  l a  f i b r e  : d e s t r u c t i o n  de  la s t ruc ture  c u t i c u l a i r e ,  d i s p e r s i o n  

des e e l . l u l e s  c o r . t i c a l c s  dc? l a ine ,  pei-.f!-jrat.i.on.c; du chcveu.. 

P n r ~ i ~ i  les tlrabaux r éa l - j s6s  s u r  c e  s u j e t ,  c i t o n s  ccu:: 

de VANBKI-=USE1311EM ( 6 6 ) ,  RAUBl1i?S~IiE!i (67); ZIEGLER e t  BOIIXE (68) 

ENC,I,ISW ( 6 9 ) ,  BENEDEK ( 7 0 ) ,  THURNEK ( 7 1 ) ,  IWNER'I! (72), RAGOT ( 1 7 )  

CLERLVET ( 2 4 )  . D i v e r s e s  hypot-bèscs o n i  ét6 p:coposécs pour 

e x p l i q u e r  l a  k é r a t i n o l y s c .  

RAUBITSClSEK ( 7 3  ) pense  qu.e l a  f i . h r e  ~??rai-t dGsii160grije 

p a r  l e  développement  du  champiqncn dans  l a  m a t r i c e  non f i h r e u s c .  

C e t t e  hypothèse .est i n f i s r n é e  pal- l e s  r 6 s u l t a t o  c;Stenus c?n 

mici:oscopie é l e c t r o n i q u e  pas- ML:R;IER e t  'JEZI4A (74) qü.l montrerif- 

q u e  1-es p e r f o r a t i o n s  f a i t e s  par Tr ichophvton mentagrophytes  --- _.Li <___--- i.,ii_--i-i--rii .. .*A...-. -. 

d a n s  l e  cheveu o n t  un d i a m S t r e  n e t t e m e n t  s u p é r i e ~ r  à c e l u i  des 

f ilfixnents . 

Un t e l  r iécanismî a Gt6 i i 6 c r i t  p a r  L I N D E R S T R $ ~ ~ -  

LANG e t  D U Ç P I V A  (75) daris l e  c a s  d e  La d i g e s t i ç r ~  d e  l a  l a i n e  

d a n s  l ' i n t e s t i n  moyen d c  l a  m i t e .  

Le pl! du mi l i t io  (pH 1 0 )  e t  le p o t e n t i e l  d 'oxydo-  

réduction (-250 1117) s o n t  c o m p a t i i l e s  avec  la r6duc:ti or) des 

p o n t s  d i s u l f u r e .  



La rCcJijcLi.oi-i ? e u t  G - t r e  une  irit.c~pe à C t e ï m i i ~ ~ i ~ t e  

d a n s  l e  p r o c c s ç u s  d e  kérati.1-101-y se, c3.r GO»DARLT e t  MICE:;YZ!,IS 

( '77) o n t  inontré qu.e  l a  l a i - n e  r é d u i t e  par l e  t h i c g l y c o l a t e  

é t a i t  h y d r o l y s c e  d e  f a c o n  i m p o r t a n t e  pa r  des p r o t é a s e s  clas-- 

s i q u . e s  : t . r l rpsine,  chyrciotrypsin.e, yjepçi.11~3 , pc1pii~~le. 

C e  mGcalij.~mc). avec rGç?uctlor.l p r é a l a b l e  des p o n t s  

d i s u l f u r e  ne  ser-rible pas pouvoir  s'zpplri.qiler aux clexma-i-opi~ytes. 

En e f f e t ,  CIIESTERS e t  F 'TII ISÛTJ ( 7 8 )  ne t r o c v e n t  dans  l e s  

f i l t r a t s  de  K .  ajel-1.oi que de f a i b l e s  q u a n t i t é s  de t h i o l s  e t  

conçizatent  en o u t r e  q u e  1.e p o t e n t i e l  d 'oxydo- reduc t ion  es-k 

t r o p  é l e v é  ,ou-  pcrrnct - t rc  1-a ~ C d - i c t i o n  dei; poiit~ d i s u l f  u r e  . 

s e r a i t  dûe 2 i ' a c t i o r i  sjiiergri qlce d ".lie s é r i e  c l  ' en-jir!ieç &:ri;. 

1 ' u n e ,  p l u s  s p G c i f i c ~ u e ,  l a  ----- k 6 i - â t i n a s e ,  ---- r e n d r a i t  I d  k é r ~ j  tins 

a t t a q u a b l e  p a r  lcs < ~ u t r e s .  

YU e t  c o l l .  ( 3 3 ,  3 5 ,  3 7 ,  43) o n t  i s o l é  d e s  

c u l t u r c s  d e  -- Tr ichophy ton  - m e n t a q r o ~ h v t e s  - - t r o i s  k é r a t i i i a s e s  qui 

se d i f f é r e n c i e n t  p a r  i e u r r  d é t e r m i n a n t s  a n t i g C n l q u e ç  e t  p a r  

Iei_ir t a i l l e  rno l6cu la i re  (48 0 0 0  o o u r  l a  k é r a t i n a ç e  7 ,  440 OC0  

pour  l a  I cé ra t inase  II e t  20 300 pour  l a  k é r a t i n a s e  I I I ) .  

A u  ? o i n t  de vue  k é r a t i n o l y t i q u e ,  l a  k e r a t i n a s e  1 

es t  capab1.c e n  9 h e u r e s ,  à 3 7 O C ,  d ' h y t i r o l y s e r  cornplGterrier,t 

l a  medu112 du p o i l  de Cobaye e t  d ' e n  f i s s u r e r  l e  c o r t e x .  



Selon KUNER?' (25), l a  k é r a t i n o l y s e  s e r a i t  e n  f a i t  

une s u l f i t o l y s e  q u i  o x y d e r a i t  les  ~ o n t s  d i s l ~ l f u r e  eil e s t e r s  

t - h i o ç u l f u r i q u e ç  s e l o n  l a  r e a c t l o n  

'1 
e s t e r s  t h i o s u l f u r i q u e s  

En e f f e t ,  a u  l-~.iveau d e s  p e r f o r a t i o n s  f a i t e s  d a n s  

l a  cl-ieveu p a r  I l i c r o s p o r u ~ n  gvpseuïn, .- c e t  a u t e u r  a  m i s  e n  é v i d e n c e  

d e s  esters t h i o s u l f u r i q u e s  p a r  l ' é p r e u v e  à l a  b e n z i d i n e  de  

BILYCCO e t  C U R T I  (26 ) . 

Dans les f i l t i a L s  d e  -- K .  - ---- a j e l l o l ,  I-~ous avons  

démont ré ,  e n  u t i l i s a n t  l a  c h r o m a t o g r a ~ l ~ i e  s u r  c o l o n n e  Q c l ~ a n y ~ u s n  

d ' a n i o n s ,  l a  a r é s e n c e  d e  S - s u l f o c y s t é i r i e  i c e  n u i  i n d i q u e  une 

s i m i l i t u d e  d a n s  l e  mode d ' a c t i o n  d e s  deux  d e r m a t o p h y t e s .  

Cependan t ,  il f a u t  s i g n a l e r  que l a  q u a n t i t é  de  

S - s u l f o c y s t 6 i n e  l i b é r é e  d a n s  l e s  f i l t r a t s  d e  K. ajel!.oi 

r e ~ r é s e n t e  au  p l u s  1 % du s o u f r e  c o n t e n u  d a n s  l e  cheveu ,  a l o r s  

que  l e s  i o n s  s u l f a t e ,  a u t r e s  n r o d u i t s  d ' o x y d a t i o n  du s o u f r e ,  

s o n t  p r ë s e i ~ t s  e n  q i l a n t i t é s p l u s  iriiportai1-i-es ( 5  à 1 5  % s e l o n  l e s  

c u l t u r e s )  . 

L e  niGcanisme c i ' oxyda t ion  a y p a r a i t  coriiplexe p u i s q u e  

les  i o n s  s u l f i t e ,  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  f o r m a t i o n  d e s  i o n s  

s u l f a t e  e t  de  l a  S - s u l f o c y s t é i n e ,  d o i v e n t  n6ccssa i r e r rEen t  ê t r e  

s y n t h é t i ç é ~  F a r  l e  cham-ignon à ~ a r i i r  du cheveu p u i s q u e  l e  

m i l i e u  de c u l t u r e  n e  c o n t i c n t  pas de s o u L r e  m i n é r a l .  



01.1 s e l o n  un a u t r e  schGna a 

S--SU l f o c y s k ?  illé 

1 
'4/ 

s u l f a t e s  

E n  e f f e t ,  l a  S-su1 f c c y ç t é i n e ,  corrurie Les t h l o s u l f a t e ç  

p e u t  s ' o x y d e r  e n  s u l f a t e .  

L a  d i s p a r i t i o n  - dcç porits d i s u l f a r e  cjilj. s on t  

r e s p o n s a b l e s  pour  une  l a r g e  p a r t  de I r  i n ç o l v h i l i t ~ ~  di1 

cheveu e s t  d e  n a t u r e  à f a c i l i t e r  l ' h y d r o l y s e  e n z y m a t i q ï ~ e  du  

cheveu p a r  l es  p r o t é a s e s  s é c r é t é e s  p a r  K .  a j e l l o i .  



Le cj:~;iirnpj.yriori ciGvelorisr;;.. 3.1.1 c~Q~.: .Ç de sa C r r . i  <- 
+ .- I ) . . .SS~~CC!  5;i.j r 

cheveu une iicti.vj-té ?rotéolyi . ique :i.:iilorr_c~n.tz : ].es f l .1  t r a t s  ~1.1:: 
-------.----pu.- ..". 

sur  1.a cas6i.ne une acti.v.i.i:C spécLf:i.rri!e sl.loGrie:,re 2. cî3.le de 1;i 
*--------.-I--11-̂ --.--_----------_.--.-_-1.1.̂ ..___11̂ -_ . _ _ "_._ll_ii__ll ._v._l-"lI 

nronase . Par a i l l e u r s ,  1 'attacji.;.~ 6es  pro-Gines  de s t r u c t u r e  

pri.mai.re connue ( h i s t o n e ,  rnyocjlobice) nosi, 3 r!.ioi~tré yce  de 

nolnbreux ac ides  aininés Gtdi.ei?.t. lj.béxi2s è c c  ;u.i i: cor:d.i,ui t 2 

nençer que ].es f i l t r a t s  poi:sSclent noir seul..eni~nt une  a c t i v i t é  

eridojeptidasiquv, mais a u s s i  Lzize acti.-iiiisé exo.pcptidasique. 

De f a i t ,  l e s  f i l t r a t s  35  K .  a- je l - loi  possèdent une -_" --__-P 

a c t i v i t é  t r è s  f o r t e  envers  l e  subsk-rst  syrithèl-i-que des a m j  no- 

peptidases, l e  L-leucine-p-ni troanil j .C!e.  

Nous avons pu i s o l e r  deux nmincpepli-dases AI?, et AL,, 
I L 

ayant des a c t i v i t 6 ç  spécifi .ques cie 95  U.H./ng et 1 4 3  LJ.li,/nig 

,res~-)cctivement, va leur s  q v i  se  si tueni- nettzincnt a u  dessus dc 

c e l l e s  de l a  l e u c i n e  aminopepti.? a s e  de r e i n  de Porc L y ~ e  ?V 

SIGMA (4 à 8 U.A./rng) ou de d e ~ x  cxninopeptidaçes de Tineola --- 
b.i.sst?lS.i.ella ( 5 6 )  q u i  son t  de l , 4  e t  6 , 8  U.A. / ing ,  ~ ? L I ;  qu:. -- -- - - - 
s i t u e n t  en dessous de c e l l e  d 'une a m i n ~ p e ~ t i d a s e  i s o l a e  ce - - 

PeniciLlium r o q u c f o r t i  ( 5 7 )  qu i  e s t  de  4 6 1  U.A,/mg. 

Les deux. aminopeptidases de K .  ajell .oi .  se rapproc1iex:t 

de deux aniiiloy)t'ptidases isol.ées de l a  pronase dc. Strer)tomvcec- 

g r i s e u s  (52) par l e u r  t a i l l e  iinoléculc..ire ( 2 3  0 0 0  e t  27  O00 pour ---*. 

K .  a j e l l o i  -. ; 2 3  0 0 0  e t  2 5  0 0 0  pour S e  g r i s e u s ) .  E l l e s  s'en -- . -- 

rapprochent a u s s i  Far  l e u r  prof il d ' a c t i v i t é  an  fonct ion  du DI-1 

qu i  dans l ' u n  et l ' a u t r e  cas présente  au nioins deux maxinia e t  

a u s s i  l e  coni.lpo.rtement de l'enzyme de plris f a i b l e  ta i1l .e  
-b 4- molëcalni.re ( 2 3  0 0 0 )  v i s  à vi-ç des io-1.1s Z n  : VOSBECK e t  coi : .  

. - - ~  

(80) o n t  inontrG ici;-CE l'anilr.opeptï.dasc)e Ge S. qr.i-s?:.ls e s t  une - 

enzyme à zii ici ,  alors que 1 'activi1:é d e  i 'airi.iii~:~!~i:?-ti.c.~?sr': 3<+ 

K .  a-je!. l o i ,  don"c.-a taille snol6culari.l-e e s t  l a  z S ~ e ,  ccç t  - 
I - i -  , / 

ariy:iici.?l-t.?c en ~ré:;::rrcii :?c Zn a 3.a c~::ceni-.rr:t:i~c>n i O  "&! . 



74.11 i-1i.veaz Ciciç prc:?;?:~j-Ci.i.:s p h ' j i ; 5 . ~ : ~ - ~ ~ h i n i 5 . ~ i ~ ~ ? ~ ~  le i ;  c2cax 

amiriopfsp-t:i.da:.;es s e  d i  2f 6se::cic:i-t jc,r Leur moh:i?.i.té é l - r rc t rophoré t l  i-.:c 2 
. - e t  p a r  l t t i z t -  . t .ail . le nioléculrii:ici, j:isis orii: d z s  ~ ~ > i i i j ? ~ s i . t  en acl.;j.=_i 

aic:i-ï~Gs t r&s v o i s i n e s  ct ren.Cii:ni?:c.rit .Loui:c:; deux 6c l a  g lucosar!~ls!~~ 

e t  d e  l a  ga1i.ictosaniiiie. 

Les di.fr '6reriees d.2 r n o b i l i t 6  6:lcictropiioi~St:ric~uc cl. ' Urie 

p a r t  e t  d e  taille mol.6culat..i..~e d ' a u t r e  p2.~1.C, s o n t  pa.i.it-Gtre 

dûes  à des d i f f g r e n c e s  au nive-u de  l a  cornposi t ion g i c c i d i g u e .  

En e f f e t ,  L ' aminopep t idase  AP, es t  r e t e n u e  s u r  co lonne  d e  
I 

SCpharose Concanaval ine  A e t  e s t d o n c  u n e  gl.ycoprotGirie,  a l o r s  

que 1' aini.noy>eptidase AP ri'est p a s  r î t e n u c  çar l a  rnênie eol.ori»e 2 
e t  ne semble pas ê t re  une  g l y c o p ï o t é i n e ,  b i e n  que  i ' a f  f i n i t e  

s u r  lcr; l e c . t . i n e s  du t y p e  Coi~c:a.nii.vs.ii.r:e A sc:,j.-t c o n d i t i o ~ i n é e  

non seul-emen.t p a r  l ' e x i s t e n c e  d e  c e r t a i n s  oses, nais a a s s i  par  

l a  conformat ion  complè te  d e  1-a c o p u l e  y l y c a ~ i n i q u e  . 

I l  r i ' e ç t  p a s  impoçs ib  le que i a nioléciiiê AT2 d o n t  La 

t a i l l e  ~ x o l é c u l a i r e  ( 2 3  009) est  i n f C r i e L l r c  2 c ~ t l l c  de 4P X 
( 26  6 0 0 )  p u i s s e  dé r i ve r  d e  1.a rnolCcule AP p a r  , r r i o d i I i c ~ t i o ~  d e  1 
l a  c o p u l e  g jycann iquc  : c e  q u j  p o u r r a i t  e x p l i q u e r  l a  d i f f 6 r e n c e  

de masse m o l é c u l a i r e ,  a l o r s  qüc  l a  compos i t ion  e n  a c i d e s  arni~PC?s 

e s t  t r è s  comparable.  

Se lon ce t te  h y p o t h è s e ,  l e  cl.iampj..gnon s ÿ n t h 5 - t i ç e r a i t  

I I  f a u t  n o t e r  q u e  deux a m i n o p e p t i d a s e s  d e  n a t u r e  

g l y c o p r o t é i q u e  o n t  a u s s i  été i s o l e e s  dcç f i l t r a t s  d e  

A s 2 e r ~ j i l l ? i ç  - 0;-yzae -..--- p a r  LllBBE e t  RCBFYRO'J'TP (8  4 ) , c e s  deux enzy~!?es 

a y a n t ,  clans ce c a s ,  d e s  ?ai  11-es moléculdi  res  net ternent  

d i f f é r e L l t c s  (46 000 e t  1 4 0  0 0 0 ) .  



prop?.- iétés  phys ico-ch j  miques , <.:i;.cç apparaisçen.k. ;Ga r  c o n t r e ,  

t r ë s  semblables au niveau d e  leur act j-vit-6 enz ,ymat i .que .  

En .. ef £et, les variations de 1 ' a c t i v i t G  . .. . . cn fonctj-nn 

du pH et: de la trenr-i5ir;:.tv~e SC,~-!  C ].es ~!lSr-i'l:;, l e s  :i,i.i:-ii; i ~ : i - t eu : r s  -. =:..------ - -----.- .... - ^ ^  

sorit 1.c-s rri6m:?s et Les ~on:;tax~i:?:?~ c::j.nt;-ticr~.ic:s sont- voi i : ine.- .  ---- ._ --- - -. .- - ...".i.._^ 

La seu1.e d- i f férc-nce  doni:. nos r 6 s i l i t a t s  font-: é t a t  

à ce s u j e t ,  c0nccrn.e  le compoiiier!ient des deux t-lnzymes v i s  
$. -t. -4 à v i s  des i o n s  Zn q u i ,  5. la concent raLieon de 1 0  M dzns  un - 

tarripsn b o r a t e  pl4 9 , ? 5  ~ i : i . ~ , ~ i i ~ u e n L .  b ' a c t i v i t s  de AP de 35 B et 
1 

augmentent  c e l l c  de AP de  3 0  % .  
2 

C e s  deux ami.nopeptidasês ont une ac t iv i t -C  spécifique 

é l e v é e ,  e t  conrribuent dlur ,e  faqon i m p o r t a n t e  à La d 6 y r a d a t i o ~  

d c  I a Ité r a t i i ~ c  Ciu chcvcii par Kél-ctil~i>r~~plc : ? i ,  a-jel-I r t  ;. LeLi Ir - ---------- - --'- 

a s s o c ~ . a t i o n  avec l 'nc-.l ; ivitC p r o t 6 0 1 y k i q ~ e  e t  1 kact; \ ~ i k C  

k é r z . t i n o l y t i q u e  G é c r i t e s  dal-1s L e  chapli- .re I V ,  permet 

i ~ i c o r i t e s t û b l e m e n t  1 ' a t t a q u c  rnorphol-ogicjuc, du cheveu.  



I f e  dery,;,;; [:fi^!?y"i.e i;:,: ;, 3 ;. - 6  , , , . . L  1-.,. >~;T,T<-<-\?; ; ~ - i p l ~ ~ j  ec.-j- 
.J . --  ,i- - . - -. . . - .. . .- --.- .- - . .. - -~ 

cap i l I2 l~  de se dGveloy~per s u r  1.e r l~ci \ re i l ,  ké:r;~t:ine 

typiquemenk f i.brcuçe . 

L '  at.taque du cheveu s e  t r a d u i k  aa niv-eau 

microscopique par 1.12~- désin.i-é<jratj.or; c?e l a  fiare : dc?sti:uc-lior~ 

d.c l a  cu.ticuï.e, -)t?l-fora.i;i.oxis d u  co?; Cex. 1, 'a . t taque d u  cheveu 

se t r a d u i t  a u s s i  par iia)j?:+.rition de s ü l f a t e s  e t  d ' e s t e r s  

t-hiosill f u r i q ~ l e s  d;iilç ].es fil t r a - t s  de c u l t u r e  , ce q u i  _i-n~;?l-iqiics 

une des-krruc-tion des ponts d.isi_ilfiire, l e s q u e l s  son t  en nia jci:re 

par"c..ie responsables de l a  d u r e t g  et: de .l . ' insol.ubi.l.ité c3e l a  

kérat i -ne.  

A u  cours de sa  c r o i  srancc s u r  cheveu, K, a je1 l a i  - 
developpe une a c t i v i t é  g ro téo ly t iguc  importante quz l ' o n  

re t roüve  dans l e s  f i l t r a t s  de c u l - t u e .  

A l l ana . lyse ,  i l  a p p a r n i t  que les f i l t r a t s  

renferment l ~ i ~ e  a c t i v i t é  endopeptidasique irriporta;i-te, e t  une 

a c t i v i t é  amino-eptidasique t r è s  é l cvée ,  que  nous avons m i s  

en évidencc par l e  s u b s t r a t  synthè t ique  : l e  L-leucine-_- 

n i t r o a i l i l i d e  (Leu--2-NA) . 

E n  u t i l i s a n t  riotanurierit l u  chror~~atograpiiie 

G ' a f f i n i t é  e t  P '6 lec t rophorèse  p r é n a r a t i v e ,  nous avons 

p u r i f i e  deux amincpeptidascs de p r c j 3 r i é t 6 ~  v o i s i n e s  API e t  

A P 2 ,  ayant  des  nombres de ro takion  ( k c a t )  d e  3 8 0 0  par  

minute pour l e  s u b s t r a t  I f e u - D - N A .  =- 

L ' a c t i v i t é  de deux enzymes AP e t  AP sur  ce 
I 2 

nZme s u b s t r a t  est maximale à p H  9,35 e t  à 5 Q G C .  1 - ' a c t i v i t c  

e s t  inhibée  T a r  l e s ;  c!~élcitci;:rç telc, que 1'ED1I';! et l - ' o - p h g -  

nanthro l lne  p a r  l e s  réducteurs  dcç ponts d i ç u l f u r z ,  t e l s  
- -. .--. q ~ e  i,t'j..r ; ~ t  1.p %'..;i!~:l-~~::;-~~~:.t-, : : .~.l: ,~ i.ii.. .:si: 1';- r:jl]-cl:r..ui:e 

~~,erc:~~ri.qlde . 



L1c,nzyine Al'_ r î '  2 p a s  d 'af-finikCii pour la 

:Les cleux ei-~xgrr~es se di.ffc'!rcnc-i.ci;~t: i i u ç ~ i i  par 

leilr masse moi6c i~ l - a j . r e  : 23 600 ? s u r  AP 2 3  0 0 0  jour AP 
I ' 2 

m a i s  il. nirsi3 -2s irr:poçsj.ble q9.e AP, déri.ve de AP p a r  .... 1 
niodificütion de la copule g l u c l d i q u e .  

r - 8 7  < Y  

J J ~ ; >  DEUX ZY~IIPJÛPEP1YIDI,S1~S DJ:CHP1.I.'ES PART1ICIPE?J'1' 

EN CIgNJr3N(3TION AVEC LES Y~<IDOPEL'rrll)L7$!~F~S ET .F\.Tj'EC ENZ'f_",IEÇ 

REÇPONSABLRV TIU IJ'OXYDATIOPJ DE LA C'IUY!i-?JE 1'1 1I)TGLJSTIûN 

DU CEZVEU PAR KEIL.rI'INO!'IYCL:S - . . . .. AJE1,LiII. .- 
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APPENDICE TECHNIQUE 



A - TECHNIQUES ELEMENTAIRES 

1') Nettoyage de la verrerie 

Toute la verrerie est nettoyée avec un détergent 

ordinaire (TEEPOL), puis après rinçages à l'eau du robinet, 

elle est immergée 2 à 4 heures dans une solution de 

polyphosphates minéraux à 2 % dans l'eau déminéralisée (RBS 25). 

Enfin,,la verrerie est rincée à l'eau déminéralisée et séchée. 

2O) Dialyse 

Les sacs à dialyse NOJAX sont portés pendant 

5 minutes au bain marie bouillant dans une solution de 

carbonate de sodium à 2 % puis rincés à l'eau déminéralisée 

et stockés à + 4OC dans une solution d'azide de sodium 
à 0,2 g par litre. 

3') Eau pour les solutions 

Toutes les solutions sont faites avec de l'eau 

déminéralisée puis distillée. La distillation élimine 

au moins en partie les résidus organiques que la 

permutation sur résines n'enlève pas. 
;-'4,: 
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Les ultrafiltrations ont été réalisées dans un 

ultrafiltreur DIAFLO équipé d'une membrane AMICON (soit 

UM2, soit UMlO) . 

B - EXTRACTION DES KERATINES 

La solubilisation partielle des kératines a été 

effectuée selon la technique de GODDARD et MICHAELIS (Tl) 

modifiée par GILLESPIE (T2) . 



L'étape de carboxyméthylation est faite dans les conditions 
de CRESTFIELD et coll. (2) pour éviter au maximum la 

conversion de la méthionine en sels de carboxyméthyl 

sulfonium. ' 

2 g de kératine (cheveu d'enfant) dégraissée 

à l'éther de pétrole 40-60' sont mis en suspension à + 4 " ~  

dans 150 ml de tampon 0,01 M - Tris ; 0,001 M en EDTA de - 
pH 9,O. 

L'extraction se fait sous légère agitation et en 

atmosphère d'azote par le thioglycolate de potassium : 1,4 ml 

d'acide thioglycolique et 6 ml de KOH 5M sont ajoutés dans 

la suspension de kgratine. Une addition supplémentaire de 

KOH 5M (0,2 à 0,5 ml) peut être nécessaire pour obtenir un pH 

compris entre 10 et 10,5. 

Après 20 heures d'extraction, les groupements 

thiols formés sont carboxyméthylés de la fapn suivante : 

7 g d'acide monoiodoacétique sont dissous dans 50 ml de Tris 

3 M - et 0,5 ml de KOH 5M sont ajoutés pour que le pH soit 
entre 8,5 et 9. / /' 

Cette solution est a joutée aux kératines réduites 

à la température du laboratoire, sous azote et à l'obscurité 

pour éviter l'apparition d'iode. Après 40 minutes, la 

carboxyméthylation est complste. L'absence de groupes -SE 

est alors contralée pa-r le dithio~isnitrobenzoate (DTNB) 

comme suit : 100 pl du milieu réactionnel sont mis dans 

1 ml de tampon phosphate O,]. M pH 8,2 ; 1' addition de 20 p 1 - 
de DTNB 10 m Molaire dans du tarcpon'phosphate 0,l M pH 8 , 2  - 
provoque une coloration jaune eri présence de -SH. 100 ~1 

d'acide thioglycolique sont ajoutés à nouveau pour bloquer 

le monoiodoacétate pouvant encore se trouver dans le mélange 

réactionnel, puis 1.e mélange est £iltré sur verre fritté N02 

puis sur Millipore 0,45p. La solution de S-carboxyméthyl 

kératine obtenue est alors dyalisée contre de l'eau et 
, -  , 9 l  . . -. ' H . 7 , 3, ' P 1 -. Irr.h" + lyophilisée,, , . r .  , , L  I ?,- ..A , 4 , ~ ~ ~  e . --I . L 51+ # S v  ., - .d ,: 
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Le Sephadex (G 200 ou G 100) est mis à gonfler 

dans l'eau à raison de 40 ml d'eau pour 1 g de Sephadex 

sec sous faible agitation pendant 3 jours à la température 

du laboratoire. 

Après décantation, les particules surnageantes 

sont éliminées et le gel déposé dans le tampon utilisé 

pour la chromatographie. 

La colonne de Sephadex G 200 utilisée a les 

'dimensions suivantes : 4,l cm de diamètre et 102 cm de 

hauteur ; les chromatographies sont faites dans le sens 

ascendant sous un débit de 18 ml à l'heure. La colonne de 

Sephadex G 100 utilisée a les dimensions suivantes : 2,5 cm 

de diamètre et 50 cm de hauteur. Les chromatographies 

sont faites dans le sens descendant sous une pression 

constante de 60 cm d'eau ; le débit mesuré dans le cas 

d'une chromatographie faite + 6OC dans du tampon phosphate 
0,025 M - de pH 7,4 + 0,15 M en NaCl est de 20 ml à l'heure. - 

D - CHROMATOGRAPHIE S / R DEAE-CELLULOSE 
La DEAE-cellulose (DE 32) est préparée selon les 

instructions du manuel WHATMAN : la résine sèche est mise en 

suspension dans HC1 0,5 M pendant une heure sous agitation - 
modérée. Après décantation et élimination des particules 

surnageantes, la suspension est filtrée puis soumise à 2 

cycles de traitement NaOH 0,5 M, 1/2 heure, eau, HC1 0,5 Ml - - 
1/2 heure, eau, puis équilibrée dans le tampon de début de 

chromatographie (tampon phosphate 0,025 M pH 7,4). Les - 
chromatographies sont faites dans le sens descendant par 

gravité. L'élution des protéines fixées sur la colonne 

équilibrée dans du tampon phosphate 0,025 M pH 7 , 4  est - 
réalisée par des concentrations croissantes de NaCl dans le 

tampon phosphate 0,025 M - pH 7,4 : soit selon un gradient 

linéaire en concentration de O à 1 M en NaCl, soit - 
8 ,  

successivement par NaCl 0,5 M et par NaCl 1 M.:; ,i','* ':-, - 
., - 

- 
, : . , Y I <  . ,>",'., * , ' , ,  ,.L,., .. . 8 8 :.,, .,:,, =.. ; , - , , , ' , - . '  , . . -  , - .  

8 ,  , . 8 8  I L : .  ,. . . -  . ,;, - <p:,-,;. 2 .:,-nl:;;;::,:,,!, .%:!;A 2.. r T ; .  , :=:<, !.m. .;. .. ; ,.%, : ,:., 
,!;O_ 

' .,.. .. , #-.. .. . . . - y  - 

, . , 8  ! ,  

3,. < I ,, ' 7 

. - 8  

. , 4 I . I .  . . .. 8 ,  1 

;:, :,.-*. ' - ,'.. ,. . -< '.. 

> 



E - CULTURES DE KERATINOMYCES AJELLOI 

La souche de K. ajelloi est conservée sur milieu 

de Sabouraud (glucose brut 2 % - peptone 1 % - gélose 2 % )  

Huit à dix jours avant l'ensemencement, la souche est 

repiquée sur milieu de Sabouraud. L'inoculum est préparé 

en mettant le champignon contenu dans un tube en suspension 

dans 10 ml de sérum physiologique stérile. Un ml de cette 

solution est ajouté dans chaque fiole de culture. Le milieu 

de culture est tamponné à pH 7,4 par les phosphates et 

contient par litre : 

0,496 g de NaH2P04, H20 , 

2,486 g de K2HP04 

0,040 g de MgC12, 6H20 (= 0,2 m Molaire) 

0,010 g de ZnC12 (= 0,l m Molaire) 

0,010 g de FeC12, 6H20 (= 0,05 m Molaire) 

En fait, le zinc précipite en partie sous forme 

de phosphate de zinc, sa concentration dans le milieu n'est 

donc pas définissable ayec certitude. Le milieu est filtré 
I 

sur Millipore 0,45p puis distribué dans les fioles de culture 

(boites de Roux) à raison de 80 ml par fiole. 

Les fioles sont ensuite stérilisées à l'autoclave 

pendant 20 minutes à 120°C sous une pression de 1Kg/cm2. 

Le cheveu est préparé de la façon mivante : 

1). Délipidation par extraction continue pendant 

24 heures par l'éther de pétrole (40-60') dans un appareil 

de Soxhlet. Les cheveux sont placés dans des cartouches en 

carton en forme de doigt de gant. Après cette extraction, les 

cheveux subissent 2 bains successifs de 1/2 heure dans 

l'alcool absolu, les doigts de gant sont ensuite fermés 

par un morceau de papie,r d'aluminium préalablement flambé et 

séchégpendant 2 jours à 40°C. 



Dans chaque fiole stérilisée, on ajoute 500 mg de 

cheveu et l'inoculum de K. ajelloi. La culture est faite 

2i l'obscurité et à 25OC. Les fioles demeurent au repos 

pendant toute la durée de la culture. 

F - DOSAGE DES SULFATES 

Les sulfates sont dosés par la méthode turbidimétriyue 

de CHOPRA ( T 3 )  . 

1') Réactifs utilisés 

a- Réactif gélatine/chlorure de baryum 

2 g de gélatine Bacto Difco sont dissous dans 400 ml 

d'eau distillée à 60-70°C. La solution est mise 15 à 20 heures à 

+4OC. On ajoute alors 2 g de BaC12. Il faut ensuite 

attendre 2 heures avant l'utilisation. 

b- Acide trichloracétique à 3 % dans l'eau 

2') Dosage -- 
/ /' 

Mélanger : 

100 pl de la solution à doser 

1,9 ml de la solution d'acide trichloracétique 

ire 

Lire la D.O. à 360 m. La courbe d'étalonnage est construite 

à partir de K2S04 dont les concentrations vont. de 0,125 mg/ml 

à 1 mg/ml, zone où la D.O. à 360'nm est proportionnelle à la 

concentration en sulfates. 

G - DOSAGE DES OSAMINES 

Le dosage des osamines est effectué par la technique 

de NEUHAUS et LETZRING (T4) Cette technique qui nécessite 

une extraction des chromogènes par l'alcool iso-amylique 

présente l'avantage de permettre une estimation en présence 

des pigments du cheveu. 



1') Réactifs Y _ . +  

a- Réactif à l'acétyl acgtone , 

Il est obtenu en mélangeant 94 ml de tampon 

carbonate de pH 10,2 (15 g de bicarbonate de sodium et 172 g 

de carbonate de sodium par litre) et 10 ml d'acétyl acétone. 

b- Réactif d'Ehrlich (préparation exte.mporanée) 

I 
- 2-diméthylaminobenzaldéhyde 400 mg 
- HC1 concentré (32 % )  1,5ml 

- alcool iso-amylique 13,s ml 

2O) Dosage des osamines contenus dans le mycélium 

de K. ajelloi 

a- Hydrolyse 

Le matériel à étudier est hydrolysé par HC1 4 N - i 
pendant 4 heures à 105OC à raison de 1 ml d'HC1 4 N pour - i 
2 mg*de matériel à hydrolyser. 

Aprés hydrolyse, l'HC1 est évaporé Zi sec. Le résidu 
.- .'* + .2 

est repris par l'eau et ré-évaporé à sec et enfin dissous 
A.,.+;f 

dans 16 ml d'eau. / i.> fl. r 

/ ,& 
h l .  

b- Formation des chromogènes 

4 ml de la solution précédente sont ajoutés à 1 ml 

de réactif à l'acétyl acétone. Le mélange est chauffé 20 i 
minutes à 100°c. Après refroidissement, on ajoute 4 ml 

d'alcool iso-amylique afin d'extraire les chromogènes. 

. - Après agitation et centrifugation, on prélève 4 ml de 
+ .a- , 

1 
r & . r ' -  . ',G-. 

. . 
surnageant. I 

1 

c- condensation avec le réactif d'Ehrlich. 
1 
t 

I 

Aux 4 ml de surnageant, on ajoute 1 ml de réactif t 
1 

d'Ehrlich : on laisse 15 minutes à l'obscurité à la température 

du laboratoire, puis on mesure la D.O. à 530 nm en mettant de 

l'alcool iso-amylique dans la cuve de référence. 



L'étalonnage est fait avec une gamme de solutions de 

glucosamine dont les concentrations varient de 12,5p g/ml 

à 2OOpg/ml. 

H - PREPARATION DE S-SULFOCYSTEINE 

Elle a été réalisée selon la technique de INGLIS 

et LIU (Tg). La technique, comme nous l'avons utilisée, 

conduit à l'obtention du sel de potassium anhydre. 

Mode opératoire 

6,5 g de tétrathionate de potassium sont dissous 

dans 60 ml d'eau sous agitation magnétique à la température 

du laboratoire. 

On ajoute ensuite 2,42 g de cystéine et on laisse 

en contact pendant 1 heure à la température du laboratoire 

sous agitation magnétique modsrée. 

On met ensuite le mélange 15 heures à + 4OC, puis 
on filtre sur Millipore 0,45 . 

Au filtrat, on ajoute de l'éthanol pur pour obtenir 

une concentration en alcool de 70 % et on laisse à +   OC. 
la S-sulfocystéine précipite sous forme de fines aiguilles. Le 

, précipité recueilli par filtration est redissous dans un peu 
r 

- 

i'l ) 
,l '- 

d'eau et la S-sulfocystéine re-précipitée par l'éthanol à 

70 % à + 4OC. e 

Les cristaux sont lavés avec de l'éthanol à 70 % 

vol/vol et séchés au dessicateur sous vide. 

La pureté est contrblée par l'analyse élémentaire : 

le contenu en carbone, l'hydrogène et l'azote est mesuré après 

combustion dans un appareil Perkin Elmer 240 



et le contenu en potassium par spectrométrie de flamme. 

Les pourcentages mesurés correspondent aux valeurs 

théoyiques (voir tableau ci-aprés) 

Par ailleurs, le diagramme obtenu sur un analyseur 

automatique d'acides aminés de type Multichrom BECKMAN 

muni d'une colonne échangeuse de cations type M 72 ne comporte 

qu'un seul pic homogène et révèle l'absence d'autres acides 

aminés, notamment l'absence de cystine et de cystéine. 

L 

% Théorique 

% Trouvé 

Ecart en % 

Le comporJement de la S-sulfocystéine sur résine 

d'échangeuses d'anions est décrit dans le chapître : "Analyse 

automatique d'acides aminés". 

1 - ANALYSES AUTOMATIQUES D'ACIDES AMINES 
..................................... ..................................... 

C 

15,06 

15,lO 

016 

1°) Acides aminés constitutifs des  rotéi in es et des 

peptides 

a- Hydrolyse 

H 

2,51 

2,61 

4 

Les protéines et peptides sont hydrolysés sous vide 

(dans un tube préalablement purgé de son air par un courant 

d'azote) par HC1 5,6 N à 105'~ pendant 24 heures à raison de 

1 ml de HC1 5,6 N par mg de protéide. 

N 

5,86 

5,77 

1,5 

* 

K 

16,32 

16,52 

112 



L'hydrolysat est ensuite dilué 3 fois par de l'eau 

déminéralisée et distillée, évaporé sous vide dans un appareil 

EVAPOMIX réglé à 35OC, repris une fois par de l'eau et ré- 

évaporé à sec dans les mêmes conditions et enfin, repris par 

du tampon citrate de sodium 0,2 M, - pH 2,2. 

' Lorsque l'on'veut doser le tryptophane, il est 

, indispensable ,d'ajouter 2 mg; de tryptamirie par ml d'acide 

, chlorhyd~riquk 5,6 N. ,; on peut remplacer 1 'HCI 5,6 N par 1 'acide'$- 

méthane su$fonlgue 4 M - (AMS), ce. qui rep~ésente l'avantage de. 
supprimer l'évaporation, En effet, il suffit d'ajouter de la 

soude pour remonter 1& pH entre 2 et 5 (environ 0,9 ml de 

soude 4 M - , ,  par ml d'AMS 4 M) - 'et de diluer 4 fois avec le. tampo7p 
. . - 1  

citrate 0,2 M - pH 2,2 avant de déposer -1 'échantillon skr la 
colonne échangeuse de cations de l'analyseur. La dilution par 

le tampon citrate est nécessaire pour obtenir une bonne 

résolution des premiers acides aminés élués de la colonne 

(de l'acide aspartique à la proline). 
z .-'.' 
?.i.. ;T. . c 

Cette dilution apparait comme le seul inconvénient 

de cette méthode d'hydrolyse qui, cependant, présente l'avantage 

d'assurer une meilleure libération des acides aminés hydrophod- 

bes tels que la valiy, isoleucine, leucine. ,, IF- L .  

b- Analyses automatiques 

8 ,y -' 
Les analyses ont été effectuées par des analyseurs +,,# 

8 >- .- 
I automatiques soit JEOL 5AH, soit Multichrom BECKMAN selon la -*-.i 

technique de SPACKMAN et coll. (T7). La seule différence 1 ' 1  

-. 
1 . m u  

- a - _ -  notable entre le JEOL 5AH et le Multichrom BECKMAN réside dans "") 
" ' 

le fait que le "JEOL" utilise deux colonnes : l'une pour les . $1 
acides aminés acides et neutres et l'autre -Our les acides 

S) ,  
n ! i  >? 

aminés basiques, alors que le "BECKMANN n'utilise qu'une 5; :w, 
f>q 

seule colonne ne nécessitant qu'un seul dépôt. La séparation )'-7s 1 .'br -,A! - 
des acides aminés est réalisée par une colonne échangeuse de *,'@f 
cations ; leur élution est assurée par un système de tamcons 

citrates. 'fi , -- 
t*; 

. 7.l -b$n 
3 

- . , *  % , ' $  - 7 - .  

1 :4 [, l 

,>. 1 \ + L=L 2 . -+ 

.. - . + 

I 4 
< .  - .  

8 .  , - L  

+ I . - 
L * ~  :l 
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A titre d'exemple, nous donnons ci-dessous les conditions d'analyse 

ei7r le Multichrom BECRMAN, 

Résine : M 72 Beckman 

Colonne : 0,9 cm de diamètre intérieur et 55 cm de hauteur 

Température de la colonne : 45OC pendant 47 minutes puis 55OC 

pendant 153 minutes, puis 65'~ pendant 80 minutes. 

Tampons utilisés : 
+ ' ler tampon : tampon citrate pH 3,22 ; 0,2 M en Na pendant 108 min. - + 2è tampon : tampon citrate pH 4,25 ; 0,2 M en Na pendant 29 min. - + 32 tampon : tampon citrate pH 5,28 ; 0,35 M en Na pendant 18 min. - + 4è tampon : tampon citrate pH 6,28 ; 1,2 M en Na pendant 96 min,' - 

La colonne est ensuite régénérée par la soude 0,2 M pendant - 
20 minutes puis ré-équilibrée avec le tampon citrate pH 3,22 pendant 

40 minutes. 

La durée totale d'une analyse est de 310 minutes. 

2') Analyse de la S-sulfo-cystéine et d'autres acides 
aminés dérivés de l'oxvdation de la cvstine 

La S-sulfocystéine (Cy-S-S03H), l'acide cystéique (CyS03H) 

et l'acide cystéine sulfinique (Cy-S02H) ne sont pas retenus sur la 

colonne échangeuse de cations et s,e retrouvent, dans les conditions 
' 

d'analyse standard décrites ci-dessus, dans un même pic. 

Nous avons 'essayé de fixer et de séparer ces acides aminés 

en utilisant une colonne échangeuse d'anions. De fait, nous avons 

obtenu une excellente séparation de ces trois composés d'oxydation 

de la cystine à la fois lorsque ces produits sont seuls présents 

dans l'échantillon et lorsque tous les acides aminés constitutifs des 

protéines existent dans l'échantillon.' (RUFFIN et BISERTE)(29). 1 

Les analyses sont réalisées sur le Multichrom BECKMAN 

aans les conditions opératoires suivantes : 

Résine : Aminex A 25 : c'est un polystyrène ponté par des fit 

groupements divinyl benzène et portant des groupes ammonium 
+ quaternaire. La taille des grains est 17,5 - 2 p ,  



r - 8 -  . 

Calonne : O,% cm de diamgtre intérieur et 35 cm de hauteur, 

Température de la colonne : 30°C pendant toute l'analyse 

Nous avons mis au point deux prosrammes de travail Pl et 

Programme Pl : Il permet le dosage de l'acide cystéine 

sulfinique, de l'acide cystéique et de la S-sulfo cystéine, si 

aucun autre acide aminé n'est présent dans l'échantillon et il 

permet en outre le dosage de la S-sulfo-cystéine quand tous les 

acides aminés "standard" sont présents dans l'échantillon (Figurehl . 
Ce programme utilise un seul tampon d'élution : le tampon 

+ citrate 0,2 M en Na de pH 2,2. L'analyse proprement dite dure - 
80 minutes. La régénération de la colonne par la soude 0,2 M dure - I 
20 minutes et le ré-équilibrage par le tampon citrate 0,2 M pH 2,2 - 
dure 40 minutes. La durée totale d'une analyse est de 140 minutes. i 

Programme P2 : 11 permet le dosage de l'acide cystéine 
I 

sulfinique, de l'acide cystéique et de la S-sulfo-cystéine lorsque 

tous les autres acides aminés sont présents (Figure F2). 

Ce programme P2 est plus complexe et plus long que Pl ; en 

effet, le temps complet d'une analyse est de 240 minutes, Ce r 

programme peut etre mis en/.oeuvre apres régénération, ré-équilibrage 

et rinçage de la colonne. Il se décompose de la façon suivante : 

ler éluant : acide acétique 0,01 M pendant 60 minutes. - 
2è éluant : tampon citrate 0,2 M pH 2,2 pendant 80 minutes. - 
Puis régénération par la soude 0,2 M pendant 20 minutes - 
Puis ré-équilibrage par la tampon citrate pH 2,2 pendant 40 -.-?:& 

L . +  . . 8 -  

', . '_ 
minutes. ? , . .  . 1 ' 1  ' J  

1 - 
Enf in, rinçage par l'ache acetique 0 ,O1 M pendant 40 minutes ';' - 
avantle dépôt de l'échantillon suivant, 

' <  , - - 8 a - -  ..>j n - - O  ff . , , , , , ,. 4 .  : - ' 

Il est important de noter que la S-sulfocystéine et 

l'acide cystéine sulfinique ne résistent pas à l'hydrolyse acide. 
* :RJqm9 6 

r!: -T& 
-4 r . 

Le dosage de ces deux acides aminés présents dans les $?$' 
,$]T t 

protéines ne peut donc se faire qu'après hydrolyse enzymatique. ;.:,,p.- 
ty 8 

: - , 7  ; y  'i, . 
L1  .' .-, , 

. $*- - .lL 
C > - *  

I '  
I ' 
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Figure Fq 

Figure F2 



La protéine a hydrolyser est mise en solution dans du 
tampon phosphate 0,l M de pH 7,4 (1 mg de protéine pour 2 ml de - 
tampon), cette solution est portée 3 minutes au bain marie bouillant 

afin de détruire toute l'activité de la solution. Après 

refroidissement, on ajoute 20 ~1 d'une solution à 1 mg/ml de tampon 

phosphate 0,l M - pH 7,4 de pronase E MERCK à 18 U.P./mg. Le mélange 

est maintenu pendant 24 heures, puis on inactive la pronase en 

portant le mélange 5 minutes au bain marie bouillant. On refroidit 

et on ajoute 20 de leucineaminopeptidase de rein de Porc type IV 

SIGMA à 2 mg/ml et à 6,6 U.A./mg. On porte à nouveau à 37'C pendant 

24 heures. On arrête alors l'hydrolyse en amenant le pH à 2 par HC1 N 

L'hydrolysat est dilué 2 fois ave trate 0,2 M - 
de pH 2,2 puis déposé sur la colonne de l'analyseur automatique 

d'acides aminés. 

3 - ELECTROPHORESES 
.-.ip;.- -:,lJ ;: *,A - l.-p>f:$> > - ic%~53$ -Ik$%$$*+rj 

1°) Electrophorèse en FiTm 'PiquiCie 

Les électrophorèses en film liquide ont été réalisées 

selon la technique de HANNIG, (T8). L'appareil utilisé est un 

ELPHOR VAP ~'1 (BENDER et HOBEIN) . Les conditions opératoires 
retenues sont les suivantes : 

Différence de potentiel : 2 200 volts 

Intensité : 160 m A 

Température +5'C 

Tampon de la chambre : acide citrique 0,008 M, m i s  0,08 M - - 
PH 816 

Tampon des électrodes : acide citrique 0,0256 Ml Tris 0,24 M - 
PH 816 

L'appareil permet de recueillir 48 fractions réparties 

de l'anode à la cathode sur lesquelles on effectuera différents 

dosages. 



Toutes les ésiectrophor&sés sur gel de polyacrylamide sont 
faites sur des plaques rectangulaires. Les compositiono des gels 
et Bu tampon Blectrode sont celles donn%es par ÛAVfÇ (29) . 

L'appareillage et la méthodologie utilisés sont ceux 

décrits par KERCKAERT (T10) . 
Le gel comprend 2  parties : une partie gel de séparation 

où la concentration en acrylamide est relativement élevée (10 % ou 

12 % )  et une partie constituée par le gel de concentration nettement, 
' . L  

moins concentré en acrylamide (4,8 % ) .  Dans cette seconde partie, r 
2: 

on place dans le gel, avant polymérisation, un peigne en matière 
i 

plastique qui délimitera des petits puits dans lesquels seront faits 

les dépôts. 

a- Constitution des gels 

Les gels sont préparés à partir de différentes solutions 

que l'on peut conserver à la température du laboratoire pendant une 

semaine ; il s'agit des solutions suivantes : 
- solution 1A : 36,6 g de,~ris + 40 ml d'eau + HG1 3 2  % au 1/2 pour 

/ 
amener le pH à 8,9 + eau pour amener le volume à 100 ml. 

- Solution 2A : 48 g d'acrylamide monomère + l,Z8 g de bis-acrylamide 
+ eau pour amener le volume à 100 ml. 

II.,, 

; - Solution 3A : persulfate d'ammonium : 0,5 g + 4,5 ml d'eau 
,,>;1,, . ,  . 
. - Solution 1B : 5,7 g de Tris + 40 ml d'eau + acide sulfurique à' 

60% pour amener le pH à 6,7 + eau pour amener le volume à 100 ml. 

Pour faire 20 ml de gel de séparation à 1 2  % de pH 8,6 

il faut : 2,5 ml de solution 1A ; 5 m1,de solution 2A ; 12,4 ml 

d'eau ; 100 pl de solution 3A et 10 pl de N,N,N',N' tétramethylè- 

nediamine (TEMED) . 

Pour faire 10 ml de gel de concentration à 4,8 8, il faut 

1,25 ml de solution 1B ; 1 ml de solution 2A ; 7,65 ml d'eau ; 

100 pl de solution 3A et 5 pl de TEMED. 



b- Prgparation des gels 

Le réservoir qui contiendra le gel polymérisé est 

constitué par deux plaques de verre, rectangulaires, de 

dimension 100 x 150 mm, maintenues écartées de 1 mm par des 

entretoises en matière plastique et placées dans un sac 

étanche en matière plastique, 

Ce sac est lui-même maintenu appliqué sur le réservoir par deux 

autres plaques de verre (100 x 150 mm). 

Les plaques sont maintenues serrées par la pose à 

chaque extrémité d'une bande en matière plastique, profilée 

en U. La vue de dessus du montage est présentée sur le schéma 1 

sac en matière plastique 

bande profilée en U 

plaque de verre 

réservoir d'acrylamide 

entretoise 

Vue de dessus de l'appareil à électrophorèse de 

KERCKAERT , 

SCHEMA 1 



Quand l'acrylamide est polymérisé, on coupe le fond 

du sac en plastique et on place l'appareil verticalement dans 

une cuve en matière plastique dont les dimensions sont 

190 mm de longueur, 50 mm de largeur et 190 mm de hauteur. La 

partie supérieure du sac en matière plastique qui dépasse les 

plaques, constitue le bac supérieur ; le bac inférieur est 

constitué par toute la partie de la cuve non occupée par 

l'appareil (voir SCHEMA 2) 

ots 

profilée 

SCHEMA 2 

Vue de face de Ibppareil de KERCKAERT 
Le tampon mis dans les 2 bacs a la composition 

suivante : Tris = 3 g ; glycocolle = 14'4 gm, on ajoute de 

l'eau pour obtenir un volume de 1 500 ml. Le p H  de ce tampon 

est de 8 , 3 .  

c- Réalisation des electrophorèses. 

Les échantillons contiennent 10 % de glycérine 

et sont obtenues si possible dans la solution 1A diluée 10 fois. 



L'addition du glycérol alourdit lLecnantillon et permet de faire 

le dépet à la seringue après avoir rempli le bac supérieur avec 

le tampon des électrodes. Les échantillons contiennent en outre 

du bleu de bromophénol qui sert de marqueur de migration au cours 

de l'électrophorèse. 

- Les électrcphorèses analytiques se font sous une différence de 
potentiel de 200 volts maintenue constante. Au cours de 

l'expérience, la cuve B électrophorèse est placée dans une 

chambre à +6OC. 

- Les électrophorèses préparatives se font aussi sous une 
différence de potentiel constante : soit 200 volts pendant 

5 à 6 heures, soit 90 volts pendant 15 heures. La cuve est 

également placée dans une chambre à -+ 6OC. Les entretoises 
utilisées (voir SCHEMA 1) ont ici une épaisseur de 5 mm, ce 
qui permet des dépats renfermant jusqulà 20 mg de protéine. 

- Electrophorèses en milieu SDS pour déterminer les masses 

moléculaires. Le gel et le tampon électrodes contiennent 

du SDS à la concentration de 0,l %. Les protéines dont on 

veut déterminer la masse moléculaire sont mises dans une 

solution qui contient 2 % de SDS ; 2 8 de 2-rnercaptoéthanol 

et 10 % de glycérol et incubées 2 minutes à 80°6 avant d'être 

déposées sur le gel. L1électrophor2se est dans ce cas faite 

avec ampérage constant c.26 mA pour une plaque de section 13 x 
1 mm) et dure 2 heures. 

- Electrophorèses sur qel contenant la caséine. Des électrophorèses 
ont été faites selon la technique décrite par KAMINSKI et 

BUSHUK (T11). Le gel de séparation à 12 % en acry1ami.de et l e  
gel de concentration à 4,8 8 contiennent de la caséine â raison 

de 1 ml de caséine à 1 % pour IO ml de gel. 

AprSs l'électrophorèse proprement dite, on procède à la 

révélation de l'activité protéolytique de la façon suivante : 

le gel est placé dans une solution t-pon approprié (tampon 

phosphate 0,l M - pH 7 , 4 )  pendant 1/2 heure à 40°C, ce qui 

entraine la digestion de la caséine par les protéases se 

trouvant dans le gel, il suffit ensuite de colorer l a  caséine 

non digérée par un colorant des protéines (bleu de Coomassie) 

pour révèler la présence de protéases sous forme de bandes 

claires (incolores) sur fond coloré (caséine non digérée). 



d- Colorations et révélations 

- Protéines : elles sont révèlées par coloration au bleu de 
Coomassie R 250 dont la formule est la suivante : 

La solution utilisée pour la coloration est la suivante : 

5 g de bleu de Coomassie sont dissous dans 450 ml d'éthanol, 

on ajoute ensuite 100 ml d'acide acétique et 450 ml d'eau 

La coloration doit durer au moins deux heures à la température 

du laboratoire. 

La solution utilisée pour décolorer le gel est la suivante : 

éthanol = 250 ml ; acide acétique = 100 ml ; eau = 450 ml. 

La longueur du gel après décoloration est la même qu'a la fin 

de l'électrophorèse ; ce qui est très intéressant dans le cas 

des électrophorèses en milieu SDS pour évaluer avec pr6cision 

la masse moléculaire des pPot6ines. 
/ 
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,%y -, - 
nitroanilide (Leu-p-NA) . Après l'électrophorèse, le gel est --  -p..i$. 

7 'A- -5 

déposé sur un papier WHATMAN 3 MM, imbibé d'une solution de rL#$; 
L'.:>.4 . 
- -,y .> 1 

Leu-p-NA 4 mMolaire dans le tampon borate 0,2 M pH 9 , 3 .  Les ; n n ,T$., - - -$)J L;e 
& \ -  - , .+J":2. 

6andes de gel contenant une aminopeptidase se colorent en jaune- 

à cause de la libération de 2-nitroaniline ; cette coloration 

diffuse très rapidement et il faut donc l'interpréter 

immédiatement. Cette révèlation permet de colorer ensuite le 

gel au bleu de Coomassie pour localiser l'ensemble des fractions 

protéiques. 

--Révèlation de l'activité aminopeptidasique avec le L-leucine-B- 

naphtylamide et le sel de diazonium de 1' O-amino-azotoluène - 
(FAST GARNET G.B.C.). Le gel est déposé sur un papier WHATMAN 

3 MM, imbibé d'une solution de L-leucine-P-Naphtylamide 4 rnM 

dans le tampon borate 0,2 M pH 9,3. Ce substrat est décoxposé - 
par les aminopeptidases en libérant de la P-naphtylamine dans 

le gel. 



Après un temps de contact de 1/4 d'heure, Le gel est immergé dans 

une solution de FAST GARNET G.B.C. à 0,l % dans du tampon acétate 

1 M - de pH 4,5. Le.colorant se couple à la naphtylamine pour 
I t  

donner un produit rouge,$~ncé. Les bandes ro,uges ainsi obtenues. , 
' 

apparai'ssent rapidement (1 à 2 minute;) ' et ' ne dif fusekt ' 

~ontrairernen~t aux bandes- de p-nit-romkline. Les enaymggrammes - ,," 
. .. . " 

obtenus rés'tent visibles au moins pendant un mois lors& ' ilki-sod.;: 
conservgs dans le tampon acétate 0,3'3 M-de pH 4,s. - 

K - DOSAGE DES PROTEINES 

Le dosage est effectué par la méthode de LOWRY (T12) 

selon une modification décrite par SCHACTERLE et POLLACK (T13). 

1°) Réactifs 

a- Réactif au cuivre 

Dissoudre 1 g de tartrate double de K et Na et 0,s g de 

CuS04 dans 250 ml d'HC1 mMolaire, ajouter 500 ml de soude N, - 
puis 100 g de Na2C03, aqiter pour dissoudre, ajouter de 

l'eau pour amener à 1 litre, attendre une journée avant de 

l'utiliser. Ce réactif conserve 3 mois à la température du 

laboratoire. 

' 8  . 
b- Réactif au phénol. 

0n.dilue le réactif de FOLIN commercial qui est 2 N - 
d'abord 2 fois, puis 9 fois avec de l'eau. 

2') Réaction 

a- Mélanger 0,5 ml de "réactif au cuivre" et 0,5 ml 

d'échantillon contenant de O à 100 pg/ml. Laisser reposer 10 minutes. 

b- Ajouter ensuite 2 ml de réactif au phénol" et porter 

5 minutes au bain marie à 55OC. 
. - . L , '  - 'i 
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c- Refroidir pendant 5 minutes dans l'eau glacée 

Les résultats sont exprimés en équivalent sérumalbumine 

bovine qui est utilisée pour faire la courbe d'étalonnage. 

La zone de linéarité s'étend de O à 125 pg/ml en 

concentration initiale de protéines dans l'échantillon. Cette 

méthode est très sensible puisqu'une solution de sérumalbumine 

bovine à 100 pg/ml donne une D.O. corrigée voisine de 0,35 c'est- 

à-dire 2 à 3 fois plus que la D-O. obtenue pour un " LOWRY" 
réalisé à température ambiante par une chaine automatique 

TECHNICON. 

L - DOSAGE DE L'ACTIVITE PROTEOLYTIQUE 

Les mesures sont faites en utilisant une solution 

a 1 % de caséine HAMMARSTEN : 1 g de caséine est mis dans 80 ml 

d'eau ; en maintenant la suspension sous agitation, on ajoute 

un peu de soude 1 - N pour obtenir la dissolution complète, puis 
on ajoute de l'acide acétique 2 - N jusqu'à un léger trouble 
que l'on fait disparaitre par 1 g~utte de soude 0,l N - 

Dosage : dans un tube à essai, on mélange x ml d'échantillon 

(X varie de O à 0,s) (3 - x) ml de tampon choisi. pour la mesure 
(tampon phosphate 0,025 M - pH 7,4)et 1 ml de solution de caséine. 

Après incubation pendant une heure à 40°C, l'hydrolyse 

de la caséine est arrêtée par addition de 0,s ml d'acide 

trichloracétique à 45 % (p/v)  pour précipiter la caséine non 

dig,érée. On centrifuge et on mesure la D.O. à 278 nm qui traduit 

principalement le contenu en tyrosine du surnageant ; la 

concentration de tyrosine qui donnerait la même D.O. est calculée 

sachant que son C M  278 = 1 260 en milieu acide ou neutre. 



La quantité de tyrosine libérée dans le tube à héaolyse est 

convertie en unités protéolytiques. Une unité protéolytique (U.P.) 

est la quantité d'enzyme qui, dans les conditions indiquées, 

libère par minute l'équivalent de 1 pg de tyrosine. L'activité 

spécifique est exprimée en unités protéol par mcr de 

protéines (U,P./mg) . 
M -- MESURE DE L'ACTIVITE~KERWTINOLYTIQUE 

r 1' , . ,  . . 
< .  1 

La technique utilisée est celle décrite par NOVAL et 

NICKERSON (T14) modifiée par YU et coll. (~15). Cependant, au 

poil de cobaye utilisé par YU et coll., nous avons préféré utiliser 

le cheveu du même lot que celui sur lequel K. ajelloi s'est 

développé. 

Mode opératoire : 50 mg de cheveu délipidé à l'éther de 

pétrole sont mis en suspension dans 4 ml de tampon phosphate 

0,l - M pH 7 , 4 ,  on ajoute l'enzyme (50 pl correspondant à 1 ou 2 pg 
de protéine) et on porte au bain marie à 40°C pendant une heure. 

L'attaque du cheveu est arrêtée en plongeant les tubes dans l'eau 

glacée ; puis on sépare la solution des cheveux par filtration 

sur laine de verre préalablement lavée à l'acide chlorydrique 

concentré et rincée 21 l'eau. da D.O. 278 nm de la solution, corrigée 
de La D.O. de deux témoins (cheveu dans le tampon et enzyme dans 

le tampon) est convertie arbitrairement en activité kératinolytique. 

L'unité kératinolytique (U.K.) est la quantité d'enzyme qui, dans 

les conditions décrites, correspond Zi une D.O. 278 nm, corrigée 

de 0,100. L'activité spécifique sera exprimée en unités 

kératinolytiques par mg de protéine (U.K./mg). 

N - ACTIVITE AMINOPEPTIDASIOUE 
8 

L'activité aminopeptidasique est mesurée en utilisant 

L-leucine-p-nitroanilide (Leu-p-NA). Ce substrat libère sous 

l'action des aminopeptidases de K. ajelloi, de la p-nitroaniline 

qui absorbe fortement à 405 nm ( E  = 10 000). 
M 

La solution de substrat utilisée est une solution 16 InMolaire dans 

un mélange diméthylformamide/eau (1/2). 



1') Mode opératoire 

Dans un tube à hémolyse, on met : 

- x pl de préparation enzymatique 
- (2 300 - x)P 1 de tampon choisi pour la mesure 
- 200 pl de solution de (Leu-p-NA) (16 mMolaire) . 

Après 15 minutes d'incubation à 30°C, la réaction est 

stoppée par addition de 500 pl d'acide acétique à 20 % (v/v) 

et on lit la D.O. 405 nm que l'on convertit en unités 

aminopeptidasiques. Une unité aminopeptidasique (U.A.) est la I 

quantité d'enzyme qui libère, dans les conditions décrites, 1 prnole 
' 

de 2-nitroaniline. L'activité spécifique sera exprimée en unités 

aminopeptidasiques par mg de protéi.ne (U.A./mg) . 

2') Activité en fonction du pH 

Pour connaitre les variations de l'activité 

aminopeptidasique en fonction du pH, nous avons utilisé les 
solutions tampon .suivantes : 

- tampon acétate de sodium 0,1,'~ de pH 3,6 à pH 5,6 
/ - - tampon phosphate (monopotassique et disodique) 0,l M de pH 5,O à - 

pH 8 , S .  

- tampon borate de sodium 0,l M de pH 7,8 à pH 10,O - 
- tampon glycocolle 0,l M de pH 9,O à pH 12,O. - 

3') Activité en présence d'effecteurs 

Pour mesurer l'activité des aminopeptidases de K. ajelloi 

en présence de réactifs divers, nous avons effectué une pré- 

incubation de 15 minutes à 25OC avant desprocéder à la mesure de 

l'activité comme décrit au paragraphe 1. 

Activité des aminopeptidases sur des dipeptides 

Les dipeptides sont mis en solution 10 molaire dans 

du tampon borate 0,l M pH 9,3 (pH optimum des aminopeptidases de - 
K. ajelloi) 



Les mesures d'activité sont faites suivant le protocole suivant : 

10 pl de solution d'aminopeptidase sont ajoutés à 200 pl. 

de solution de dipeptide et le mélange est incubé pendant une 

heure à 30°C. 10 pl de ce mélange sont ensuite déposés sur une 

plaque de silice 60 MERCK et chromatographiés en même temps 

que les acides aminés constitutifs des peptides et que les 

témoins (peptides et enzymes) dans un des systèmes suivants : 

- - n-butanol/acide acétique/eau 4/1/5 
- n-butanol/pyridine/eau - 6/4/3 

- benzène/méthanol 95/5 

En ce qui concerne la leucinamide ; la séparation de la 

leucine et de la leucinamide est réalisée par le solvant n- - 
butanol/pyridine/eau (6/4/3), mais sur papier WHATMAN 3 MM 

5') Mesures de cinétique (voir chapitre U) 

O - ETUDE DES COUPURES DES LIAISONS PEPTIDIQUES DE PROTEINES DE 
STRUCTURE PRIMAIRE CONNUE : Histone H4 de thymus de Porc 

et peptide N-terminal de myoglobine de Boeuf. 

Hydrolyse 

Les protéines sont hydrolysées par les enzymes de 

K. ajelloi (enzymes de la fraction L) selon le protocole 

suivant : 100 mg de substrat (Histone H4 ou peptide N-terminal 

de myoglobine) sont mis en solution dans 18 ml de tampon 

phosphate 0,05 M - pH 7 , 4 .  On ajoute 6 ml de.solution enzymatique 

qui d'après le dosage représentent 1 mg de protéine. On laisse 

incuber pendant 2 heures à 40°C. L'hydrolyse est alors arrêtée 

par addition d'acide formique pour amener le pH à 3. 

2O) Séparation de peptides obtenus par chromatographie 

La solution obtenue est évaporée à sec puis reprise 

par 2 ml d'acide acgtique à 20 8 et déposée sur une colonne de 

résine TECHNICON CHROMOBEADS P, équilibrée en tampon pyridine 

0'1 M, - acide formique 0,8 - M de pH 2,9 et maintenue à 60°C. 



Les dimensions de la colonne sont les suivantes : 140 cm de- 

hauteur et 0,635 cm de diamétre intérieur. L'élution des 

différents peptides est réalisée par un double gradient linéaire 

en pyridine allant de 0 , l  M - ?t 2 M - et linéaire en pH de 2 , 9  à 5,O 

puis par du tampon 2 - M en pyridine de pH 5,O. 

'Le gradient d'élution est obtenu à l'aide d'un vase à 

gradient à 9- chambres de 200 ml disposés comme l'indique le 

schéma suivant : 

La composition des chambres est la suivante 
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Tampon 3 : Pyridine, acide acétique pH 5,00 1 M en pyridine obtenu - 
en diluant le tampon 4 

Tampon 4 : Pyridine, acide acétique pH 5,O 2 M en pyridine dont - 
la composition est la suivante : 

- pyridine redistillée 322,5 ml 

- acide acétique 200 ml 

- eau 1 300 ml 

On amène le pH à 5,O et on complète à 2 litres avec de 

l'eau. 

Après passage du gradient, on termine l'élution par le 

tampon 4. Le débit utiliscau cours de l'élution est de 33 ml/heure 

et on collecte 6 tubes à l'heure.' 

Sur chaque tube, on repère la présence de peptides 

par la réaction à la ninhydrine ; celle des peptides à arginine 

par la réaction de SAKAGUCHI ; celle des peptides à histidine 

(et à tyrosine) par la réaction de PAULY. ces trois réactions 

sont réalisées de faç~n automatique sur une chaîne de dosage 

TECHNICON. 

Réaction à la ninhydrine 

Préparation de la solution de ninhydrine. La solution 

fabriquée conservée et utilisée sous azote est obtenue en 

mélangeant les solutions A et B. 
i -,i+ 
. L 



Solution A 

Solution B 

- ninhydrine ...................... 60 g 
- hydrindantine ................... 1,5 g 

................ - méthylcellosolve 500 ml 

............... - méthylcellosolve. 2 150 ml 

- eau distillée ................... 2 000 ml 

- tampon acétate de sodiu 50 ml 
pH 5,51 

Le tampon acétate 4 M de pH 5,51 a la composition 

suivante : 

.................. - CH3COONa, 3H20 2 720 g 

.................. - acide acétique 500 ml 

........ - eau distillée....,..,... qsp 5 

litres 

Réaction de Sakaauchi 

Réactifs utilisés : 
.:,: : b j 4 . y  ~ j J < ~ ~ ~ . ; E * > ~ I . i F ; & ~ ~ ~ ~ ~ : i ~ ~ c h ~ - I ~ 2 : + ~ ~ ~ f " ~ ~ & ~ $ ~ J ~ ~ ~ ~ ~  ' '"'~M+,' .... ,( 

3k5y ,,<,+ i;'L;?J*y :.>;*1 :c i,s.<, ,.fi, - L: ?l;~.; - (.@>.:,!, &, > - i2 , .- - ,t,. ~:F<:;;~$GG,> 

1°) solution aqueuse de N-bromosuccinimide à 3 g/litre 

2') solution de 8-hydroxyquinoléine, préparée 

extemporanément en mélangeant : 

- 20 ml d'une solution à 1 % de 8-hydroxyqui- 

noléine dans le méthanol 

- 364 ml de soude 8 M - 
- 626 ml d'eau distillée 

Réaction de Pauly 

Réactifs utilisés : 

- acide sulfanilique 0,5 % dans HC1 0,5 N - 
- carbonate de sodium 2 M - 
- Nitrite de sodium à 0,35 % (préparé 

extemporanément) . 



Les figures Fj, F4 et F5 indiquent les montages 

automatiques utilisés respectivement pour les réactions à la 

ninhydrine de Sakaguchi et de Pauly. 

,391 A n a ~ j ~ k  des 'peptideS7iss&s de ia s&p!paratLon sur -.  . + - :  
"ohromobeaas ~. P. &ectkobhromatbgiaphie 
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~iies sont faites sur feuille de pàpier WHATMAN 3 MM 

(46 x 57 cm). L'électrophorèse est effectuée dans un appareil 

GILSON DW sous une tension de 2 200 volts pendant 90 minutes ; 

le tampon utilisé de pH 3,6 a la composition suivante ; 

- pyridine R.P. Prolabo redistillée sur baryte : 10 ml 

- acide acétique R.P. Prolabo : 100 ml 

- eau : 2 890 ml 

A la fin de l'électrophorèse, la feuille est séchée, puis 

soumise à une chromatographie descendante. 

1 
b- Chromatographie 

La feuille de papier WHATMAN est mise à saturer dans 

la cuve de chromatographie pendant 5 à 6 heures. La migration 

dure 15 à 16 heures, Le solvant utilisé est : - n-butanol, pyridine 
acide acétique, eau 15/10/3/12 (v/v) . 

Après la chromatographie, la feuille est de nouveau séchée 

et on procède à la coloration des peptides par la réaction à la 

ninhydrine de la façon suivante : . 
1') on chauffe la feuille pendant 30 minutes à 9O0C pour 

éliminer toute trace de solvant ou d'ammoniac. 

2') on immerge la feuille dans le réactif ninhydrine- 

cadmium. 

3') on replace la feuille dans l'étuve dont la tenpgrature 

est descendue à 40°C et on chauffe à nouveau jusqu'à 1 0 0 " ~  ; les 

produits réactifs donnent des colorations stables qui sont roses 

ou jaunes. 



Réaction à la ninhydrine 

P Pompe Technicon 

BM Bain Mar ie  95°C 

br Bobine de refroidissement 

bi Bobine de mélange 

d Débulleur 

C Coiorimétre à 570 nm 

tl Eau 

Echantillon 

t3 Azote 

t4 Ninhydrine 

t5 Retour 

Figure F 3  



Réaction de SAKAGUCH I 

P Pompe Technicon 

bl , b2 , b3 Bobines de mélange 

d Débulleur 

C Colorimétre à 505 nm 

tl Eau 

t2 Eau 0,37 rnl/mn t6 N. brornosuccinirnide 0,42 m f i n  

F i g u r e  F4 



Réaction de PAULY 

P Pompe Technicon 

bl ,b2,b3 Bobines de mélange 

d Débulleur 

C Colorimétre à 505 nm 

tl Eau t5 NaN03 0,80 ml/mn 

t2 Air O P 2  m l/mn t6 Acide sulfanilique 0,80mI rnn / 
t3 Echantillon 0,32 ml/rnn t7 . Retour 2,00 ml/m n 

t4 Na2C03 2,OO mymn 

F i g u r e  F, 



"Réactif ninhydrine-cadmium" 

- Ninhydrine 
- Acétone 1 000 ml 

- Acétate de cadmium 19- 

- Acide acétique 50 ml 

- Eau 100 ml 

On dissout la ninhydrine dans l'acétone et l'acétate 

de cadmium dans l'acide acétique. Après dissolution de l'acétate - 

on ajoute l'eau et on mélange les deux solutions. 

4O) Purification des peptides 

Selon la position des taches obtenues en 

électrochromatographie analytique, la purification des peptides 

a été ef£ectuée, soit en électrophorèse, soit en chromatographie. 

Le-dép6t se fait le long d'une ligne perpendiculaire 3 la 

direction de migration. Après migration, on révèle une bande de 

chaque c6té du dépôt ; les bandes transversales 

correspondant 3 la présence de peptides sont éluées par l'acide 

acgtique (R.P.) dilué au dixième avec de l'eau déionisée. 

P - PREPARATION DE L'HEXAMETHYLENEDIAMINE SEPHAROSE 4B 
(HMDA-SEPHAROSE) SELON LA T~CHNIQUE DE MARCH et coll. (53) 

1') Réactifs 

Pour traiter 125 ml de Sépharose 4B décanté, il faut : 

a- 3 litres d'eau déminéralisée 

b- 2,5 litres de tampon bicarbonate de sodium 0,l M - 
PH 9,5 

c- 2,5 litres de tampon bicarbonate de sodium 0,2 M - 
pH 9,5 (tampon de couplage) 

d- 250 ml de carbonate de sodium 2 M - 
e- 5 litres de tampon acétate de sodium 0,l M pH 4'0 + - 

NaCl 0,5 M - 



f- 5 litres d'urée 2 M + NaCl 0.5 M - - 
g- 5 litres de tampon bicarbonate de sodium O , l  M pH 10 - 

+ NaCl 0,5 M - 
h- 12,5 ml d'acétonitrile (MERCK) 

i- 25 g de bromure de cyanoakne fSrCN) 

j- 58 g de' HMDA (MERCK) 

a- Préparer les solutions a 

i 4OC pendant 15 heures 

b- Préparer une suspension 

en polyéthylène de 2 litres en mélangeant 125 ml de Sépharose, 

125 ml d'eau et 125 ml de carbonate de sodium 2 M. Mettre à + 4OC - 
pendant 15 heures. 

c- Dissoudre les 58 g de I-IMDA dans 250 ml de tampon 

bicarbonate de sodium 0,2 M de pH 9,s (dans un récipient en - 
polyéthylène). La solution obtenue est nettement alcaline et 

il est nécessaire de la ramener à pH 10 avec l'acide chlorydrique 

(environ 200 ml d ' ~ ~ 1  au 1/2) . Ajouter 2.8 g de NaCl pour 

ramener à 0,2 M la concentration en sodium. Mettre à + 4OC - .  
pendant 15 heures, conserver aussi l'acétonitrile à + 4OC. 

3') Activation et couplage (sous une hotte bien ventilée) 

Les manipulations se font à la température du 

laboratoire, mais avec les solutions équilibrées à + 4OP 

a- Mettre sous agitation la suspension de Sépharose 

(2 - b). 
b- Dissoudre les 25 g de BrCN dans les 12.5 ml 

d'acétonitrile. 

c- Activation - Ajouter la solution du BrCN dans la 
suspension de Sépharose et agiter vigoureusement pendant 2 minutes. 

d- Verser le mélange précédent dans un entonoir muni 

d'un verre fritté Nol et laver rapidement (sous vide) 

successivement par 2,5 litres de bicarbonate de sodium 0,l M de - 
pH 9.5 ; par 2,5 litres d'eau et enfin par 2,5 litres de 

bicarbonate de sodium 0,2 M de pH 9,5. - 



e- cwupiaqe - Mettre la Sépharose activée dans la 
solution de HMDA et mettre le mélange pendant 16 heures à + 4OC 

sous agitation lente (10 tours par minute). 

f- Après couplage, faire deux cycles de rinçage, 

chaqu~cyc1.e comprenant le passage, successif de,+,2, 5,k,lipres 
L .- , 7 - :, ' ,:1.; 
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leucine-sépharose et aussi, sans transforma<ibn préalable, pour 

une chromatographie d'affinité comme décrit ci-après. 

Q - CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR HMDA-SEPHAROSE 

Sur une petite colonne (1 cm de diamètre x 8 cm de 

hauteur) équilibrée dans du tampon phosphate 0,025 M de pH 7,4, - 
10 ml de filtrat de culture sont dé-osés (filtrat préparé comme 

décrit n.32). Le matériel non retenu est récupéré par rinçage. 

avec le tampon d'équilibre, il ne contient pas d'activité 

aminopeptidasique. Les aminopeptidases sont ensuite éluées de la 

colonne par NaCl 0,5 M dans le tampon 0,025 M de pH 7,4. - - 
Il est possible d'obtenir le même résultat en déposant 200 ml de 

filtrat de culture sur une colonne de dimensions supérieures 

(1,5 cm de diamètre x 20 cm de hauteur). 

R - COUPLAGE DE D-LEUCINE SUR HMDA-SEPHAROSE 

Ce couplage a été fait selon la méthode de SHEEHAN et 

HESS (49 )  en utilisant comme agent couplant la dicyclohéxyl- 

carbodiimide (DCCI) . 

Le groupement - NH2 de la D-leucine est au préalable bloqué - 
par l'anhydride J. Z r  maléique afin d'éviter la s nthèse de ~olq.-D- 
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Dans un Bécher contenant 20 ml d'eau, on ajoute 

60 mg de D-leucine. Le Bécher est placé dans un cristallisoir - 
contenant de l'eau et des glaçgns dans le but de maintenir 

une température de l'ordre de 3 ' ~ .  

65 mg d'anydride maléique sont dissous dans un ml 

de dioxane. On amène le pH de la solution de D-leucine à pH 9,O - 
avec de la soude 0,l M et on ajoute l'anhydride maléique - 
goutte à goutte en maintenant le pH entre 8,5 et 9 avec la 

soude 0,l M. - Après trois heures de contact à pH 8,5-9, le 

blocage est complet : en effet, la .D-leucine ne réagit plus - 
avec la fluorescamine, réactif fluorescent des groupements 

NH2. L'essai la fluorescamine est fait comme suit : dans un 

tube à hémolyse, on met 100 pl de solution à essayer et on 

ajoute 200 pl de tampon borate 0,2 M pH 9,0 puis, en agitant - 
vigoureusement le tube sur Vortex, on ajoute 100 pl d'une 

solution de fluorescamine à 20 mg dans 50 ml d'acétone. La 

presence de groupements NH2 dans la solution à essayer provoque 

une fluorescence jaune. 

Le schéma réactionnel de la maléylation est le suivant : 
- - 

O 4 

H-C 
*O 

HO O 
\c4 CH-CH 



10 ml de HMDA-Sépharose sont mis en suspension dans 
40 ml de dioxane sous Légère agitation et à +  OC. La solution 
de maléyl-D-leucine brbte amenée à pH 5 par HC1 M est ajoutGe - 
a la suspension. 200 mg de DCCI sont dissous dans 1,s ml de 

diméthylf ormamide (DMF) et a joutés par petites pendant 

une heure puis on laisse sous agitation pendant 24 heur,es à  OC.. 
< .  .. . 

- ,  
,, . 

Puis le gel est lavé successivement par : 

- 100 ml de dioxane/eau (1/1) 
- 100 ml de DM~/eau (1/1) 
- 250 ml de méthanol/eau (1/1) 
- 250 ml d'eau 
- 250 ml de NaCl 1 M - 
- 500 ml d'eau. 

Un ml de gel est soumis à l'action de HC1 5,6 N pendant 

24 heures à 105OC. L'hydrolysat débarassé du gel par filtration 

est évaporé, repris par 1 ml de tampon citrate de pH 2,2 et 

analysé sur un analyseur automatique d'acides aminés Multichrom 

BECKMAN. Le dosage ainsi réalisé montre que 10 nanomoles de 

D-leucine se sont fixées sur un ml de gel. Avant son utilisation - 
pour la chromatographie d'affinité, le gel est incubé 2 heures 

à 37°C à pH 3,5 pour enlever le groupe maléyl et libgrer ainsi 

le groupe NH2 de la - D-leucine. La chromatographie d'affinité est 
conduite comme avec le gel dSHMDA-Sépharose. 

S - PREPARATION DE S-METHYL-L-LEUCINE-SEPHAROSE 

Ce gel modifiée est obtenu par addition de chlorométhyl- 

L-leucine sur du SH-Sépharose. 

1') Préparation de la chlorométhyl-L-leucine sous forme 

chlorhydrate (3-amino-1-chloro-5-méthyl-hexane 2-one, HC1) 

Ce dérivé de la L-leucine est préparé selon la technique 

de BIRCH et coll. (51). (voir schéma 3 )  



H-C I H 

c-=O 
+ HCI sec  heure>^^^ H N-hi 

0°C l 2  4 

C'-'2 I 

SCHEMA 3 



2 g de tertio-butyloxycarbonyl-L-leucine - (t-boc-L- 

leucine) sont mis en solution dans 70 ml d'éther sec. On ajoute 

1,6 g de dicyclohexylcarbodiimide (DCCI) . 

La solution est agitée à la température du laboratoire 

pendant 30 minutes. Il se forme un précipite de dicyclohexylurée . , 
par addition du peu d'eau se trouvant dans le milieu réactionnel 

sur la DCCI. 

On porte ensuite le mélange à -lS°C et on ajoute en1 

excès du diazométhane en solution dans l'éther -15'~. On laisse. 

ce mélange 30 minutes à O°C,.on obtient ainsi la diazocétone. La * 

solution est filtrée, évapokék à sec sous vide et le résiau est ' 
redissous dans 30 ml d'éther sec à O'C. On fait ensuite Passer 

un courant d'HC1 sec qui transforme la diazocétone en 

chlorométhylcétone et qui débloque la fonction -N%. 

La chlorométhyl-L-leucine est obtenue sous forme de 

chlorydrate à l'état cristallisé après 15 heures à -10'~. 

2O) Préparation du Sépharose-SH (48) 

Dans un Erlenmeyer à jaquette de 100 ml maintenu Zi 

+4OC par circulation d'eau réfrigérée, on met 100 ml de HMDA- 

Sépharose et 10 ml de bicarbonate de sodium 1 - M de pH 9,.7 et 

on fait passer l'azote pendant 1/2 heure. 

On ajoute ensuite 1 g de N-acétylhomocystéine thiolacfone 

et on laisse les réactants en contact pendant 24 heures à +4OC 

sous azote et sous légère agitation magnétique. La lactone 

s'ouvre en libérant un groupe thiol et un groupe carboxyle gui 

amidifie le groupe aminé du HMDA-Sépharose selon le schema 

suivant : 



Les grains de gels obtenus réagissent fortement avec le 

DTNB (voir Chapitre B - Extraction des kératines), ce qui indique 
-- "1s portent beaucoup de groupes -SH. 

Le gel est rlncé sur verre fritté dans une atmosphère 

d'azote successiuement par 2 litres'NaC1 0,l M ; 2-litres d'acétate*;' - 
'1, . k  

de sodium Ci - i M nH 5 ,O 'et 2 litrp~ de bi'carbonate de sod'ium 0:'l M - .  
- .  

-TT ,5. 
1 

3') Couplage . 

Le gel rincé est remis dans 1'Erlenrneyer a +4OC, en 
suspension dans le bicarbonate de sodium 0,l M pH 8,5 ; on fait - 
ensuite barboter l'azote pendant 10 minutes et on ajoute 0,5 g 

de chlorométhyl-L-leucine en solution dans le tampon bicarbonate 

0,l M - p H  8,5 et on laisse en contact pendant 2 heures à +4'C sous 

azote. On obtient ainsi la S-méthyl-L-leucine-s6~haros$, phLc;- ; -, > ; t x p  ' !. 
$,\ 4, ,--A -c Z<,YJ : .>:;; 



Le gel est ensuite rincé successivement avec : 

- 500 ml de tampon bicarbonate de sodium 0,l M pH 9,5 - 
- 500 ml d'eau 
- 500 ml de tampon acétate de sodium 0,l - M pH 5,,û 
- 500 ml d'eau 

;,,> 
' Ce gel est .ensuite utilisg en chromatographie, d'affinité , -  

comme le gel HMDA-Sépharose. 

T - OXYDATION PERFORMIQUE 

L'oxydation performique des protéines a été faite pour 

doser la cystine avec plus de précision après hydrolyse acide 

totale. En effet, la cystine est transformée en acide cystéique 

qui apparait sur le chromatogramme en un pic très homogène. En 

plus la méthionine qui se situe sur le chromatogramme juste 

après un changement du tampon 5,28, est transformé en méthionine 

sulfone qui se situe sur le chromatogramme entre l'acide aspartique 

et la thréonine. Nous avons utilisé Sa technique de HIRS (T16). 

1') Obtention d'acide performique 

Un ml d'eau oxygénée à 30 % est ajouté à 9 ml d'acide 

formique à 88 %. On laisse 1 heure à la température du laboratoire 

puis on met cette solution au bain marie glacé. 

2') Oxydation performique 

La protéine lyophilisée ou évaporée est dissoute dans 

2 ml d'acide performique et nn laisse en contact pendant 4 heures 

à +4OC. 

Ensuite, l'acide performique est détruit par addition 

de 300 pl d'acide bromhydrique à 48 % et le mélange réactionnel 

évaporé à sec, repris par l'eau et évaporé à sec de nouveau. La 

protéine ainsi modifiée est conservée à -20°c. 



PROTEINES PAR LE CHLORURE DE DANSYL 

1 ° )  Peptides 

8 8 

selon' la technique de GRAY et HARTLEY (421, .  ,La solution7. 

de peptides ( 1  à 2 nanomoles) est placée dans un tube en verre . . 
de 5 mm de ldi~èt're et d e  7 ch de ,hauteur ; elle est ~vàporée à .  , (  

n 

sec. Ensuite, on ajoute dans'le tube 1 0  pl d'une solution de 
8 .  

bicarbonate de -sodium 0 , 2  - M et 20 p l  d'une solution acé<oni&e 

de chlorure de dansyl à 1 mg/ml. Le tube est bouche avec du 

parafilm et on laisse la réacfiqn se développer a l'obbbùrité 
' 

pendant une heure à 37OC. 

Les produits de la réaction sont évaporés à sec à 55OC 

sur P205 et sous vide. On introduit ensuite dans le tube de 

réaction 5 0  pl d'acide chlorhydrique 6 N I  - on scelle et porte 

à 105°C  pendant quinze heures. L'hydrolysat est ensuite séché 

au dessicateur, à température ambiante, en présence de 

pastilles de soude. 

Le produit sec obtenu qui comprend le dansylaminoac$.de 
( A ----DA*? iv-'t. > %fEG correspondant à l'acide aminé en position N-terminale, les j& 

autres amino-acides et des produits de transformation du 

chlorure de dansyl en excès est repris par 2 5  111 de mélange 

acide acétique-acétone ( 2  : 3). 2 pl de cette solution sont 

déposés sur une feuille de polyamide de forme carrée ( 5  x 5 cm). 

On effectue une chromatographie bidimensionnelle dans 

les sytèmes suivants : 

lère dimension : acide formique à 1,s % dans l'eau 

2ème dimension : benzène/acide acétique (9/1) 

Les taches de dansyl-amino-acides sont localisées par 

fluorescence à 340 nm. Dans une seconde opération, on fait une 

étude en plaçant sur une face la même solution que précédemment 

et sur l'autre le dansyl-amino-acide qui a été identifié au cours 

du premier essai. 



2 O )  Protéines 

La dansylation des protéines est faite selon la 

technique ds GRAY (T17) . 
I- 

V - 
I 

' .  

La protéine oxydée. 
nanom~les) esst rnise.dans un pltit tube à centrifuger en verre - . 

I .  . * ! -  , ' ,  ; , 
' \ on zi joute- '50 , , de-. SDS à 1 % dans 1 ' eau et oh. porte au: bain marie- ' ' 

- 

pendant 2 à -5. minutes poux "di.ssoudre 

. 8 

froiàissement; on ajoute 5 ~ ' ~ l  A 

L ' >  . 8 . I  - .  . , 8 - 
. morpholine "(qualité pour 's'&pence) et on m&1ange sur agitatsyr? . 

5 1  . 
Vortex. 

On ajoute 75 pl d'une solution fraiche de chlorure 

de dansyl à 25 mg/ml dans la DMF anhydre, on laisse une heure 

à la température du laboratoire et à l'obscurité. 

On précipite ensuite la protéine dansylée par addition 

der500 pl d'acétone, on bouche le tube avec un parafilm et on 

mélange en retournant plusieurs fois. 

Enfin, on centrifuge, lave le précipité par 800 pl 

d'acétone à 80 % ,  centrifuge de nouveau et sèche. La protéine 

dansylée est ensuite hydrolysée par HC1 5,6 N pendant 15 heures. - 

L'hydrolysat est ensuite séché, repris par le mélange 

acide acétique/acétone (S/3) et chromatographié sur polyamide 

comme décrit pour les peptides. 

V.- MESURES DE CINETIQUES ENZYMATIQUES 

Les mesures de cinétiques sont faites en utilisant le 

substrat synthétique - L-leucine-p-nitroanilide dont l'hydrolyse 
par les aminopeptidases de K. ajelloi libère la E-nitroaniline 

qui absorbe à 405 m. 



Les mesures de Km et Vf4 sont faites directement dans 

la cuve du spectrophotomètre. 

L''appareil utilisé est un spectrophotomètre ZEISS type 

PMQ II dont le compartiment cuve est thermostaté par une 

circulation d'eau dans sa partie inférieure : ce qui permet 
' 
d'obtenir'dans ,.ia cuve de'mesure une températur; rnnstnnt6 à 

O,lQC près. 

No.us avons mesuré les vitesses d'apnarition de la 

D-nitroaniline résultant ' de 1 ' action des aminopeptidases de 
C 

' 
K. ajelloï sur Leu-E-NA à 30°C pour des concentrations en 

substrat se situant dans le domaine de concentration allant de 

8 à 800  molaire, valeurs qui encadrent bien celles trouvées 
pour le Km des deux aminopeotidases. 

Pour chaque mesure de vitesse, nous avons opéré comme 

suit : x pl de solution enzymatique correspondant à 200 ng de 

protéine sont ajoutés dans la cuve du spectrophotomètre à 

(2 500 - x) pl d'une solution, équilibrée à 30°C, de substrat 

dans un tampon'borate 0,l M - de pH 9,35. On suit la variation 
de la D.O. 405 nm pendant 10 minutes. 

La pente de la droite est convertie en moles de Y 
405 = 10 000. Pour le nitroaniline par minute, sachant que Ebq 

calcul de VM et Km à partir des mesures de vitesses, nous 

avons utilisé deux types de construction graphique. 

Io) Le diagramme des doubles inverses de LINEWEAVER 
1 et BURK (60) obtenu en portant 7 en fonction de La courbe (5) 

1 et - obtenue est une droite coupant les axes en - - 
Km v~ 

2O) Le diagramme de MERINO (61) qui utilise directement 

les données et qui détermine un point dont les coordonnées sont 

-K et VM. Le principe du diagramme de MERINO est le suivant : m Lm,? "d*- , .- . - +  +.~;:,.-+ +7,'>7-,L:>.:..## >k$*.'W c,%,< L! >t:- lu,;?-. ;\.,:?'-- ' A  ;.*' $J ,$+h :*W.- 

.-,?; T.7d,., !:: $?;;: 5 ,r%T;,f3, ,, T.<, ,,,4:; ,; - =.?.$ -$>> 812 - ,;>.$;.. ,. ,., <& ,,. . . , : !!\#: +&W+~~I~.~ 
- . >.: . -, -7.L (,sr ,a , . ,>j:;)e,l 8 6?.~2? <J2iy <+? , , ,. ..?, ï:&* .-,:r:;, -,:,,,* ~~:;<,~;:~ .,zy:iE?!."..5 



L'équation v = 3 laquelle satisfait la 

(SI + K 5 ,1)31;1;, ' Pb-*, 'I ','JI ,'d$FI. l 7" 
a . . -4. ,&& :y&.-. <,.,+4 .J&?$:- : ,?3t'<,:&y,,(&* 

vitesse d'une r'éack?l~n enzymatique de type rnichaélien est 

l'équation d'une hyperbole équilatère dont les asymptotes sont 

-K et + V M , .  Or, une propriété géométrique de l'hyperbole m 
équilatère veut que les-droites joignant les coup'les de points 

(vil (S)i) passent toutes par le point de concours, 1 des 2 
. . 

asymptotes,. qui a ,pour coordonné.es - K .  et VM. 
rn r 

, %  , 

Dans le cas de la présence d'un inhibiteur de type 

compétitif, la valeur de Km se trouve augmentée alors que celle 

de VM ne change pas, cela se traduira sur le diagramme de MERINO 

par un glissement du point de concours Ic, le long de 1 

v ~ *  IV 
' asymptote 



Par cbntre, dans le cas d'un inhibiteur non compétitif, la 

valeur de Km ne change pas, mais VM diminue, on observe sur le 

diagramme de MERIFXI un glissement du point de concours In x: 
le long de l'asymptote -Km 
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