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RESUME :

Les enzymes actives sur le saccharose ont depuigelmps suscité un intérét pour leur
utilisation potentielle dans I'hydrolyse du sacds® ou la production de dérivés du
saccharose a plus forte valeur ajoutée. Dans dexten cette these avait pour objectifs de
purifier a homogénéité et caractériser I'enzymeaasable de I'activité invertasique du
suc digestif de I'escargoArchachatina ventricosaainsi que la détermination d’'une
application potentielle de cette enzyme.

Les techniques classiques de purification par chtographie liquide sur différents gels
n'ont pas permis de purifier 'enzyme. Nous avomsi@eu recours & une combinaison
entre une chromatographie d’échange d’ions etdigdphorése préparative en gel de
polyacrylamide avec la détection spécifique detikété enzymatiquen situ dans le gel de
polyacrylamide par I'hydrolyse d'un substrat chrg@pe. L'enzyme isolée est une
glycoprotéine homodimérique dont I'activité hydmitpue indique gqu'il s'agit d'unex-
glucosidase.

La cinétiqgue de I'hydrolyse du saccharose par kemz purifiée est caractéristique d’'une
réaction de transglycosylation ou d’'une inhibitipar exces de substrat. L’analyse des
produits de I'hydrolyse du saccharose indique latt®se d’oligosaccharides par le
transfert de résidus glucosyles. Ces oligosacobsridsont constitués de
maltooligosaccharides de tailles variables liéglagosyle du saccharose par une liaison

osidiquea(1 — 4) (les polyglucosylfructosides de DP3 a DP8) etlidaccharides (maltose,

isomaltose, nigerose) en quantité moindre. L'iderdiion des produits a permis de
proposer un schéma réactionnel pour leur synthesetia du saccharose.
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Les enzymes sont les catalyseurs des réactionsiqties dans le monde
vivant. Leurs propriétés catalytiques sont expést@ar I’'homme depuis des
siecles pour la panification, la production de fem®, de yaourt, de vin, de
vinaigre etc. (Dordick, 1991). Contrairement awplayations de I'activité
enzymatique, I'étude des enzymes est plus récenamirait «officiellement
commencée» en 1833 avec la mise en évidence duiastase» de I'avoine
capable de produire des composés sucrés a parfiamelon (Payen et
Persoz, 1833). Pasteur (1857) attribua a des «fgsmec’est-a-dire des
cellules vivantes, la capacité de transformatios slécres. Quelques années
plus tard, Kuhne (1877) introduit le nom d’enzymelgns la levure») pour

désigner les principes actifs a l'origine de cextiéns.

Faute de connaitre la nature des enzymes et lede ohiaction pendant pres
d'un siecle, l'enzymologie et plus particulieremersta composante
industrielle, restérent empiriques. Cependant, nEschpécha pas la mise au
point de préparations enzymatiques aux utilisatiaingerses. Dans ce
domaine, la premiere révolution intervint avec pagtion des enzymes de
fermentation. Takamine fut le premier, en 1894, cav&x-amylase
d’Aspergillus oryzaeobtenue par une fermentation de type Koji, suivi e
1913 par Boidin et Effront qui mirent au point Enditions de production et
d’utilisation de la premiere enzyme thermostablea:amylase deBacillus
subtilis capable de liquéfier 'amidon a 87°C, c’est-a-dine¢-dessus de sa
température de gélatinisation ce qui fut a l'orgim’une révolution
technologique. Enfin, c’est en 1897 que les pressi@urifications d’enzymes
furent réalisées a partir de cellules de levuresttant en évidence que ces
catalyseurs sont capables de fonctionner seulleorsl de la cellule (Sicard,
1997). Depuis lors, un grand nombre d’enzymes resgdaes de la synthése,
de la modification et de la dégradation des molsdrganiques (glucides,

lipides, protides...) ont été isolées et caractésisde sources animales,
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microbiennes et végétales. Elles ont trouvé de mendes applications dans
les industries alimentaire, médicale, chimique lermaceutique. C’est ainsi
que des enzymes comme les amylases, les carboxjosdiilases, les

lipases, les protéases etc. sont déja largemdistat dans l'industrie pour la
fabrication d'aliments, de médicaments, de boissmsnéme que dans le

textile, le traitement du cuir, des eaux usées(Biardick, 1991).

A partir des années 60, la mise au point de teclesiglus performantes de
production des enzymes par fermentation, de muésgedlirigée et/ou de
criblages sophistiqués a permis lisolement de Isesic microbiennes
productrices de nouvelles activités, entrainandéwveloppement considérable
de l'industrie des enzymes (Mehu, 1989 ; Soupp8/)19.a glycobiologie,
domaine d’activité qui recouvre la production etrensformation de glucides
divers a bénéficié de ces progres successifs. Ailasivalorisation de
'amidon, du saccharose et du lactose pour ne cjtex les principaux
glucides utilisés, a connu un développement imporide mouvement s’est
encore amplifié durant ces dernieres années, grdeemise en ceuvre de
programmes de recherches aux Etats-Unis, au Jdpen Europe en sorte
gu’au dela des traditionnelles réactions d’hydrejykest maintenant possible
d’effectuer de nombreuses réactions d’oxydorédoctide transfert, de
condensation ou d’isomérisation qui ont considémaeint enrichi la palette
des valorisations possibles des glucides (Sicé@€7;1Monsan et Willemot,
1997).

Dans ce contexte, l'équipe de Catalyse et IngénieMoléculaire
enzymatiques du Laboratoire d’'Ingénierie des SysgeBiologiques et des
Procédés (LISBP) de I'INSA de Toulouse s’est ineestepuis quelques
années, dans 'étude des glucanesaccharases (@§neas microbiennes qui
catalysent la synthése de polysaccharides, d'digdsarides et de
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glucoconjugués ayant des propriétés fonctionnallpartir du saccharose. Ce
substrat est utilisé seul ou en présence de compise «accepteurs» sans
ajouter de sucre activé de type nucléotide-sucappBlons que le saccharose
est une agro ressource peu onéreuse, renouvelalesponible dont la
production annuelle dépasse les 140 millions dedsmar an. Connu comme
le sucre de consommation courante, l'usage du asash est de plus en plus
controversé a cause des caries dentaires, du elidbdipe Il ou de I'obésité
gu'’il induirait entre autres effets. D’autre pdi@MC a récemment demandé
que son prix ne soit plus subventionné par 'Unkuropéenne (UE) ce qui
devrait faire baisser sa valeur (500 Euros la tatares la zone UE contre 200
Euros dans le reste du monde) (Moulis, 2006). leelsmrose est en outre
concurrencé par lisoglucose et d’autres édulcgrantenses (Monsan et
Willemot, 1997).

Les travaux en cours au LISBP sur la bioconverdiosaccharose par les GS
et ses applications portent sur la purification dewymes, les bases
moléculaires du mécanisme réactionnel, I'amélioratides propriétés
catalytiqgues par ingénierie moléculaire, 'optintisa des réactions, etc. en
vue de l'utilisation optimale de ces enzymes dassprocédés de synthese.
Ces travaux ont déja permis une meilleure conmaissades bases
moléculaires de la synthése desglucanes par les GS dBleisseria
polysacchareaet de plusieurs souches Hleuconostoc mesenteroiddses
résultats (certains sont des brevets) ont aboud aroduction d’enzymes
modifiées par ingénierie moléculaire pour syntkegtides polysaccharides,
des oligosaccharides et des glucoconjugués de,td# liaisons osidiques et
de ramifications contrbélées (Willemot, 1993 ; Bomenh et coll., 2002 ;
Albenne et coll., 2003 ; Joucla 2003, Fabre et.,c@005 ; Richard, 2004 ;
Moulis, 2006).
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L’alternative enzymatique s’avere donc prometteuwdams le cadre de la
recherche de nouvelles voies de valorisation dehsaose. A cet effet, en
plus des glucanesaccharases microbiennes étudiéesjaur au LISBP, le
présent travail se situe dans le cadre de la gi€t®uvelles enzymes en vue
d’élargir éventuellement la gamme des produits gaethese a partir du
saccharose. Il porte sur une activité invertasimige en évidence du suc
digestif de I'escargotArchachatina ventricosgColas, 1977). Nous nous
intéressons a l'espedchachatina ventricosagarce que son suc digestif
contient un équipement enzymatique varié et tré$ pour I'hydrolyse de
nombreuses matieres organiques et qu’elle estfaeiit disponible (Colas et
Attias, 1975, 1977 ; Colas, 1977 ; Leparoux et.ca®97 ; Niamke et coll.,
1999 ; Soro et coll., 2001).

Plusieurs questions se posent concernant l'activit&rtasique mise en
évidence chez l'escargét. ventricosa En effet, cette activité enzymatique
correspond-t-elle & une invertase ou s’agit-il dawtre type d’enzyme active
sur le saccharose? Quelles sont les caractéristigo&culaires et cinétiques
de cette enzyme? Enfin, cette enzyme est-elle tap#d synthétiser des
polyméres de glucose et/ou de fructose a partirselul saccharose ? La
recherche des réponses a ces interrogations arééllée en objectifs qui
constituent la trame de notre travail de these.

Apres lintroduction, la premiere partie de ce doemt est consacrée a la
revue bibliographique (chapitre I). Elle est suinde la présentation des
matériels et méthodes utilisés au cours de nos pukations (chapitre II).
Nous avons ensuite le chapitre des résultats etigsBgons (chapitre 1ll) qui
est scindé en deux parties ; la premiere portéaguurification de I'enzyme et
la détermination de quelques propriétés cinétigeesmoléculaires de
I'enzyme purifiée (Partie A). La synthese de polyeseou d’oligosaccharides

a partir du saccharose et la caractérisation (lke,tde type de liaisons
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osidiques et la composition en ose(s)) du (desynpdie(s)) constituent la
partie B du chapitre des résultats et discussidms.conclusion et les
perspectives, les références bibliographiques ®talenexes terminent ce
document.



. REWIE
BIBLIOGRAPHIQUE
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Les biocatalyseurs offrent, en plus de la catalgkesieurs avantages comme
la sélectivité (stéréo sélectivité, régioséleativiténantiosélectivite) et
fonctionnent sous des conditions de températureptdeet de pressions
relativement douces (Johannes et Zhao, 2006). lcaudérte d’enzymes
actives dans les conditions extrémes de pH, dedmanhpe, de salinité etc.
favorise des applications de plus en plus nombey&ordick, 1991 ;
Demirjian et coll., 2001, van der Burg, 2003). Dembreuses enzymes
responsables de la synthése (glycosyltransférasis),la modification
(carbohydrate estérases et polysaccharide lyasegjeela dégradation
(glycoside-hydrolases) des glucides sont aujouidtmnnues. Le récent
séquencage de plusieurs génomes a permis de réueEdes génes dédiés
aux seules fonctions de synthese et de dégraddg®misucres occupaient de 1
a 3 % du patrimoine génétique d’'un organisme (Caeiecoll., 2005). Au
niveau spécifique de la glycobiotechnologie, ligéition des enzymes dans la
production de sucres de synthése et la glycosylateocomposés accepteurs
constituent une excellente illustration des nowgehéactions que permettent
les catalyseurs enzymatiques. Les résultats obtgraggralors sont déja
impressionnants, tant sur les quantités de gluciddsrisées grace a des
technologies enzymatiques, que sur la diversitéatedionnalités auxquelles
il est possible d’accéder et qui trouvent leur mpl@mploi dans divers
domaines (Sicard, 1997 ; Monsan et Willemot, 19%51zenne, 2003).

Les possibilités d'association des oses concorddrien avec
'impressionnante diversité des fonctionnalités degides et leurs dérivés.
En effet, alors que 3 différents acides aminés odléotides permettent
respectivement la synthese de 6 différents peptiolesnucléotides, 3
différentes unités d’hexopyranose donnent 720 mffts trisaccharides
(Schmidt, 1986). Ce potentiel suscite la rechemle@zymes toujours plus
performantes pour [I'hydrolyse ou la synthése decidas et de

glycoconjugués ayant des propriétés fonctionnébesgelova et coll., 1999 ;
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Kren et Martinkova, 2001 ; Ning et coll., 2003 ;cRard, 2004, Moulis,
2006).

Les travaux exposés dans ce document portent étwdé d’'une enzyme
hydrolysant le saccharose. Cette activité invegtaesicorrespond a des
enzymes appartenant potentiellement a différendesilles de glycoside-
hydrolases (GH) dont certaines sont de simplesdigsies tandis que d’autres
catalysent aussi la synthése de polysaccharidedigabaccharides et de
glycoconjugués par transglycosylation. Afin de eitliactivité invertasique
dans l'univers des enzymes, nous présentons dgmemaiere partie (partie
A) de I'étude bibliographique les enzymes agissantes glucides tandis que
la partie B est consacrée aux principales enzyroggea sur le saccharose

non activé.
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PARTIE A : LES ENZYMES ACTIVES SUR LES GLUCIDES

Les enzymes sont classées par 'EC de I'lUBMB subase du type de
réactions catalysées, de la spécificité de substtabccasionnellement de
leur(s) mécanisme(s) moléculaire(s). Selon cethssdication les enzymes
actives sur les sucres sont classées parmi lesogiiezhydrolases
(E.C.3.2.1.x) et les glycosyltransférases (E.Cx/t. Une telle classification,
bien qu’essentielle dans un souci d’homogénéisatemma nomenclature des
enzymes, n’'est pas appropriée aux enzymes telles lgsi glycoside-
hydrolases et les glycosyltransgférases qui présenin large spectre de
spécificités et d’activités. Pour répondre a cestés et en complément a
cette convention, Henrissat a proposé une nougklsification des enzymes
agissant sur les sucres, basée sur les homologedadiences et de structures
en découlant.

Cette classification, d’abord proposée en 1991 pesiglycoside-hydrolases
(Henrissat, 1991 ; Henrissat et Bairoch, 1993, 19B@vies et Henrissat,
1995), a ensuite été élargie aux autres classesnzyies
(glycosyltransférases, carbohydrate estérases d&sgooharide lyases)
(Campbell et coll., 1997) et réecemment aux moddkediaison aux glucides
(Coutinho et Henrissat, 1999b). L'ensemble des dean de cette

classification est disponible sur le serveur URDbttp://www.cazy.org

régulierement mis a jour.

Cette classification regroupe en familles des emmymayant une méme
structure tridimensionnelle globale (résolue oudpied et un mécanisme
analogue. Des enzymes avec une méme specificitéuldstrats peuvent
appartenir a des familles distinctes; a I'inversag méme famille peut

contenir des enzymes de numéros E.C. différents.
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1. Les glycosides hydrolases (GH)

Elles hydrolysent principalement les liaisons agigis (glycosidases) et
certaines sont aussi capables de former des Imisasidiques
(transglycosidases). Elles se distinguent par tendtion d’'un intermédiaire
covalent glycosyl-enzyme a partir duquel le résiglycosyle peut étre
transféré de maniere préférentielle a l'eau (hyde$) ou sur un autre
accepteur (transglycosidases). Selon leurs familess GH hydrolysent les
liaisons glycosidiques avec rétention ou inversid@ la configuration
anomerique. Les enzymes a rétention de configurabperent par un
mécanisme a double déplacement (Figure 1) qui éoada rétention de la
configuration du carbone anomere (McCarter et W&th&994 ; Davies et
Henrissat, 1995).

rey
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Figure 1: Mécanisme d’action des GH a rétention de configuation
(Hancock et coll., 2006)

Dans le cas des enzymes a inversion de configaratioydrolyse de la
liaison osidique entraine une inversion de la @umltion du carbone
anomere via un unique déplacement (Sn 1-like). iAifisydrolyse d'une

liaison B-glucosidique donne un produit avec une configarati et vice-

versa (figure 2) (McCarter et Withers, 1994 ; Davet Henrissat, 1995). Le
site actif des GH est composé d’une triade d’academeés catalytiques. L'un
des acides aminés joue le réle du donneur de pratonautre celui de

nucléophile et le troisieme acide intervient darss dtabilisation de
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I'intermédiaire covalent glucosyl-enzyme (Mosi el 1997; Uitdehaag et
coll., 1999; Yoshioka et coll., 1997). Un cas paiier de mécanisme
d’hydrolyse de liaisons osidiques utilisant un ctéar minéral a été

récemment décrit (Rajan, 2004).
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Figure 2. Mécanisme d’action des GH & inversion de configation
(Hancock et coll., 2006)

A ce jour, on dénombre 110 familles de GH dontaieés sont regroupées en
clans (14 clans a ce jour: GH-A a GH-N) lorsq&slirenferment des
enzymes apparentées d’'un point de vue structaljlitant du fait que les
structures des protéines sont mieux conservées lepieséquences. Les
familles GH 21, 40, 41 60 et 69 ont été suppriméedeurs enzymes
reclassées. On compte également quelques enzymesnoore classées dans

I'une des familles définies.

2. Les glycosynthases

Les GH ont été tres utiles pour la synthese ddsobgdrates. Cependant, leur
utilisation est limitée d’'une part, par la diffitéla diriger la réaction dans un
sens thermodynamique défavorable et d’autre paat, |p dégradation
enzymatique des produits de la réaction (MonsarPail, 1995). Pour
remédier a ces effets, le résidu catalytique nytid® des glycosidases est

muté en résidu non nucléophile par ingénierie detemes (Mac Kenzie et
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coll., 1998). Les (glycosidases ainsi mutées sontsigdées

« glycosynthases » ; elles perdent la capacité ditlyse et catalysent la
formation d’une liaisonB-glycosidique en utilisant lea-glycosylfluorides

comme substrat (figure 3). Les produits de la yhesylation s’accumulent
donc dans le milieu réactionnel et peuvent se mgeouavec un haut
rendement (Hancook et coll., 2006 ; Murata et U3006).
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Figure 3: Mécanisme d’action des glycosynthases (mutant niéophile)
(Hancook et coll., 2006)

La premiére glycosynthase décrite a été obtenueraplacant le résidu Glu
358 de lg3-glucosidase dégrobacterium spar un résidu alanine. Le mutant
qui en résulte, unep-glycosynthase conduit a la synthese efficace
d’'oligosaccharides avec un rendement de plus de @086 Kenzie et coll.,
1998). Une stratégie similaire a été utilisée palévelopper desp-
galactosynthases (Jakeman et Withers, 20B#&)annosynthases (Hrmova et

coll., 2002) etn-glycosynthases (Okuyama et coll., 2002).

3. Les glycosyltransferases (GT)

Les glycosyltransférases (GT) sont les enzymesoressibles de la synthése
de la majeure partie des disaccharides, oligosadesaet polysaccharides
rencontrés dans la nature. La biosynthése pardasglycosidases du groupe

des GH est trés minoritaire. Les GT catalysent rendfert de résidus
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osidiques issus d’un sucre activé (par un groupémeosphate, nucleotide-
phosphate ou lipide-phosphate) sur des acceptpacifigues glucidiques ou

non. A ce jour on estime que 1% des cadres oudertectures (ORFs) de
chaque génome serait dédié a la synthése de kaisitdiques assurée pour la
plupart par les glycosyltransférases (Coutinhoodt, 2003 ; Davies et coll.,

2005). Les glycosyltransférases ont, jusqu’a la das années 1990, fait
I'objet de peu d’études de structure et de meécamigkactionnels, rendues
difficiles du fait que nombre de ces enzymes semsbeiées aux membranes.
Depuis une dizaine d’années, le séquencage de eramigenomes permet

d’y remédier progressivement (Keegstra et Raik:@)]1).

Contrairement aux GH qui adoptent des formes veyites GT semblent
adopter un nombre réduit de structures, avec seuegtypes répertoriés a
ce jour, nommeés GT-A et GT-B, en référence a laonotle clans adoptée
pour les GH. Il s’agit de structures protéiquestglee a/f déployant des

arrangements difféerents (Figure 4) (Unligil et R2000).

GT-B

Figure 4: Modes de repliement des structures tridimensionrkes des GT

GT-A : a-1,3-galactosyltransferase (famille GT-6)

GT-B : B-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase MurG (fam{fi&-28)
(Unligil et Rini, 2000)
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Les GT sont aussi des enzymes modulaires (figureD&) nombreuses
enzymes de ce groupe posseédent en effet un dordaitiaison aux sucres
(CBM) ou dautres modules accessoires non catalgiq pouvant

potentiellement faciliter une reconnaissance dwstsabet/ou des interactions

protéine/protéine (Coutinho et coll., 2003). Airegrtaines GT notamment

A Polypeptide GalNac transferees | (Human) | GT 27 |CBM 13 |
ORF F41D3.6C. elegany [GT 11 [Galectn |
Xylosyltransferase | (Mouse) (et i1 TONR |

B Hyaluronane synthas®.(multocida [GT2 [ GT2 |
Heparane synthask.(multocida P 93/ |GT 2 | GT45 |
Hyaluronane synthase EXT1 (Humain) [ GT 47 | GT64 |

C a-glucane synthase Ags $.(pombg | GH 13 GT 15

Figure 5: Exemples de structures modulaires des GT
(Coutinho et coll., 2003)

A, GT associée des modules non catalytiqiiasandem de deux GT sur un méme polypeptide ;
C, GT associée a une transglucosidase

celles impliquées dans la synthéese de motifs @tegomme I'héparine, la
chondroitine ou la hyaluronane sont souvent orgasien tandem pour la
synthése. C’est le cas de la hyaluronane synthadeasteurella multocia
composeée de deux enzymes de la famille GT-2 (lidg &ngelis, 2000).
Dans des cas plus rares les GT modulaires peuwsnparter une partie
GH/transglucosidase (Hochstenbach et coll., 1998 jour, 89 familles de
GT sont répertoriées bien que beaucoup d’entre stiéeent encore putatives.
Environ 130 enzymes restent non classées dansaledlels actuelles.

Certaines seraient apparentées et la notion deackig® proposée pour ces
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familles d’enzymes (Coutinho et coll., 2003) maisbbse de données ne les

mentionne pas encore.

4. Les carbohydrates estérases

Elles catalysent les réactions de O- ou de N-aamidyls des sucres.
Puisqu’un ester correspond a l'association d’'urde@t d’'un alcool, deux
classes sont considérées. Celles pour lesquekegie joue le rdle de l'acide,
comme les esters de methylpectines et celles pEsguelles le sucre se
comporte en alcool comme dans les xylanes acétlé&s jour 14 familles
d’enzymes sont formées sur la base des similadiédésséquences primaires

(site www.cazy.org, 2007).

5. Les polysaccharides lyases (4.2.2.-)

Ces enzymes hydrolysent les chaines de polysadelaria un mécanisme de
B-élimination entrainant la formation d’'une doubiaidon au niveau de la
nouvelle extrémité non réductrice formée. A ce jd8 familles sont

déterminées en fonction de la similarité de led@gusnces d’acides aminés

(site www.cazy.org, 2007).

6. Les modules de liaison aux glucides

De nombreuses GH et GT possedent une organisatiaadulaire,
probablement adoptée au cours de I'évolution afintetagir efficacement
avec leurs substrats (Henrissat et Davies, 20083. i@odules, récemment
regroupés sous le terme de « carbohydrate bindiadulas » (CBM) ou
modules de liaison aux glucides, n'ont pas de pétprcatalytique propre

mais permettent dans de nombreux cas d’augmeriicdicité catalytique
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des enzymes auxquelles ils sont associés, en yatien favorisant les
contacts entre les domaines catalytiques et lestrsiib insolubles (Tomme et
coll.,, 1995 ; Bolam et coll., 1998). A ce jour, 48@milles de CBM sont
répertoriées pour environ 2600 modules et certas@d regroupées en
superfamilles (Sunna et coll., 2001). Cependanf)leede nombre d’entre eux

demeure inconnu (Coutinho et Henrissat, 1999b). IC&M adoptent

principalement des repliements de typerotéine (Figure 6) (Bourne et
Henrissat, 2001).

Xylanase deS. olivaceoviridis
GH-10- CBM13

Figure 6: Structures tridimensionnelles de quelques CBM (Agt d’'une xylanase
modulaire de S. olivaceoviridigB)
(Bourne et Henrissat, 2001)
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PARTIE B : LES ENZYMES ACTIVES SUR LE SACCHAROSE

Compte tenu de la grande diversité des GH, nous himitons dans cette
étude aux enzymes actives sur le saccharose etegmiécessitent pas de

substrat active.

|. LE SACCHAROSE

Le saccharose ow-D-glucopyranosyl-(L 2)-B-D-fructofuranoside est un
glucide extrait de la canne a sucre (zone tropicalede la betterave sucriere
(climat tempéré). C’est un disaccharide (figurefafmé d’'une molécule de
glucose et d’'une molécule de fructose liées par lmson oside-oside
B(1-2). Il se présente sous forme de cristaux de cobleune (sucre brut) ou

de couleur blanche (sucre raffing).
OH

O HO

HO™ Ho o)
HO
OH

0]

OH OH

Figure 7: Structure du saccharose

L’hydrolyse enzymatique du saccharose a été obsgrwér la premiére fois
par Berthelot (1860) alors qu'il isolait I'inveresle la levuré&accharomyces
cerevisiae Les enzymes actives sur le saccharose sont a@lupart classées
dans les familles 13, 31, 32, 68 et 70 des GH. dfiction de leur mode
d’action, ces enzymes vont essentiellement catalgsaéactions d’hydrolyse
et/ou de transfert. Les GH actives sur cette lraissidique sont spécifiques
soit de la molécule de glucose, soit de celle detdise. Cette propriété
permet de les distinguer en deux groupes : les neegyspécifigues du

transfert du glucose et les enzymes spécifiquesadsfert du fructose.
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II. LES ENZYMES SPECIFIQUES DU TRANSFERT DU GLUCOSE

1. Les principales réactions catalysées

Les enzymes spécifiques du glucose catalyseramsfert du résidu glucosyle
provenant du clivage du saccharose. La premiepeé&a la catalyse est la
formation d’'un complexe covalent glucosyl-enzyme, @vec libération
concomitante de fructose (Mooser et Ilwaoka, 19&9). fonction de la
destination de cette unité glucosyle, différentedpits sont synthétisés:

- I'unité glucosyle peut étre transférée sur urcghe en formation (ii), pour
aboutir & un polymere d’'unitésD-glucospyranosyle de masse moléculaire
élevee.

- l'unité glucosyle peut étre transférée sur unelémde « acceptrice »,
endogene ou apportée en supplément au milieu oéaeli (iii). Les produits
issus de cette réaction peuvent par la suite eurenéjouer le rbéle
d’accepteur. C’est la «réaction d’accepteur »,uibsant a la synthése
d’oligosaccharides de faible masse moléculaire fiseb et coll., 1953).

- une molécule d’eau attaque l'unité glucosyle, (ig)glucose est libéré dans
le milieu réactionnel. Globalement, c’est une h{gie du saccharose.

- enfin le glucosyle peut également étre re-tragst&ur une molécule de
fructose (v), aboutissant a la reformation du saaate lorsque le transfert a
lieu sur I'hydroxyle en position 2 d'un fructofurese. On parle alors
d’échange isotopique. Lorsque le transfert a ligu’Bydroxyle en position 5
d’'un fructopyranose, c’est une molécule de leucmsieest synthétisée. La
synthése d’autres isoméres du saccharose est @galpossible en fonction

de I'enzyme qui catalyse la réaction (figure 8).
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(glucose) ., + enzyme

n+1

(glucose),
fructose (i)

saccharose 0 j L accepteur glucosylé
+ - " D-glucosyl-enzyme F > +
(iii)

enzyme (v) \ enzyme
fructose ' accepteur
H,0 (W

D-glucose + enzyme

Figure 8: Les difféerentes destinations possibles du résidglucosyle.
(Monchois et coll., 1999b)

2. Les enzymes des familles 13 et 70 des GH

2.1. Lesa-glucosidases (EC 3.2.1.20)

Les a-glucosidases [EC 3.2.1.20x-D-glucoside glucohydrolase] sont des
exo-carbohydrolases qui catalysent I’hydrolyse ldésonsa-glucosidiques a
I'extrémité non réductrice terminale de leur sudits&insi que la réaction de
transglucosylation pour synthétiser des compoaéglucosylés et des
glucooligosaccharides de différentes tailles etsdias osidiques (Chiba,
1979 ; Kato et coll.,, 2002 ; Kobayashi et coll., 03 Ces enzymes ont
différentes spécificités de substrats qui permettienles classer dans deux
familles do-glucosidases (familles | et 1) et en trois typ@gs!l et )
respectivement en fonction de leur structure prienait leur spécificité de
substrat (Chiba, 1988, 1997 ; Kimura et coll., 200des enzymes qui
appartiennent a la famille | hydrolysent mieux kgbstrats hétérogénes
comme les arytx-D-glucosides et le saccharose par rapport au saltype
). Les enzymes appartenant a la famille 1l soes @ctives en présence des

substrats homogenes et sont groupés par conveatdiaos les types Il et lll.
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Lesa-glucosidases de types Il et lll sont trés prodeesunes des autres par
rapport a la spécificité de substrat, mais cellestygbe 11l sont les seules
capables de bien hydrolyser lesglucanes comme I'amidon soluble, le
glycogéne ainsi que les maltooligosaccharides @hit®97 ; Frandsen et
Svensson, 1998). Selon la classification en familides glycosides-
hydrolases, les-glucosidases sont classées dans les familles, 8118t 97.
Les a-glucosidases des familles | et |l correspondespeaetivement aux
familles 13 et 31 des GH (Henrissat, 1991 ; Heatist Davies, 1995).
Différents types dt-glucosidases sont isolées des tissus animauxlaetes
et des microorganismes (Chiba, 1988). Notre substant le saccharose,
nous ne considérons dans cette étude qua-igacosidases de la famille |
qui hydrolysent de préférence les substrats hé@esycomme le saccharose
et les aryl-glucosides par rapport aux substratedgeénes (le maltose, les
oligosaccharides et les glucanes). En plus dealetich d’hydrolyse, certaines
a-glucosidases catalysent les réactions de transgjiation. Cette réaction
de transglucosylation est utilisée pour la produrctd’oligosaccharides et
pour conjuguer des résidus glucosyles a d’autragpoeés biologiques utiles
dans le but d’améliorer leurs propriétés chimigues leurs fonctions
physiologiques (Murase et coll., 1997 ; Yamamotoadit, 1990).

Les a-glucosidases de la famille | ont les mémes caratitfues que toutes
les autres enzymes de la famille 13 des GH ou lamédsa-amylases. Cette
famille d’enzymes renferme environ 30 activitésfaigntes. Elles sont
caractérisées par un meécanisme de réaction awstiogt de la configuration
a, une structure multimodulaire avec un domainelgiagae en forme de
tonneau B/a)s (figure 9), quatre séguences consensus et latdathlytique
(1 Glu et 2 Asp) comprenant un résidu donneur dmopr (Glu) et un

nucléophile (le premier Asp) (MacGregor et colD02).



Figure 9: Structure résolue de I'oligo-1,6-glucosidse deBacillus cereus

A : représentation en rubans ; Breprésentation schématique

(Watanabe et coll., 1997)

Les enzymes de la famille 13 des GH ont égalemiesiqurs régions bien
définies dont les ségquences en amino-acides saomérhant conservées. La
recherche d’homologies de séquences a notammaeanispee réveéler dans les

séguences desglucosidases de cette famille, les quatre séqeermesensus

(Tableau 1) de la famille des-amylases (Kimura, 2000).

Tableau 1: Séquences consensus de la famille 13 Gd$

(Kimura, 2000)

Enzyme Région | Région Il Région I Région IV
S. cerevisiae 106_DLVINH | 210 GFRIDTAGL | 276_EVAH | 344_Y | ENHD
B. sp (SAM 1606) 113_DLVANH | 210 _GFRMDV INA | 271_ETGG | 340 _YWTNHD
HBGase | 116_DLVPNH | 225 _GFR I DAVPH | 298 _EAFS | 355 VMGNHD
HBGase I 118 DFVPNH | 218 GFRIDAINH | 291 _EAYT | 348 VS GNHD
HBGase Il 119 DFVPNH | 219 _GFRV DALPY | 286_EAYT | 343_VP GNHD
A amylase A. orizag 117 DVVANH | 202 _GLR IDTVKH | 230_EVLD | 292 FV ENHD
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2.2. Les glucanesaccharases (GS)

2.2.1. Présentation des enzymes

Les GS sont produites par des bactéries lactiqaB#\M positif, telles que
Streptococcus sp, Lactobacillus sp et Leuconostoc mesenteroidea
I'exception des amylosaccharases (AS). Elles rerdat en moyenne 1500
acides aminés et présentent une masse molécuameécomprise entre 150
et 180 kDa. L’'analyse de la séquence primaire geeceymes révele que,
comme toutes les grandes protéines, les GS podsplimsieurs domaines
fonctionnels désignés peptide signal, région végiattomaine catalytique, et
domaine de liaison au glucane (figure 11) (Fereetcoll.,, 1987 ; Russell,
1990 ; Giffard et coll., 1993 ; Simpson et coll99%5 a,b; Vickerman et
Clewel, 1997).

4 )

1 35 250 1150 1500 aa

Peptide Reégion Domaine catalytigt Domaine de fixation
signal variable au glucane

J

Figure 10: Schéma de la structure primaire générale des glanesaccharases
(Monchois et coll., 1999d)

Elles catalysent le transfert de résidus glucospiesenant du clivage du
saccharose en passant par la formation du compdexalent glucosyl-
enzyme (Mooser et Iwata, 1989), avec libérationcoamtante du fructose. |
existe de grandes variations de structure parmpddgméres synthétisés par
les différentes souches selon la destination d@téuglucosyle. En fonction

du polymere gu’elles produisent, les GS peuvert@asseées en 4 groupes.
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2.2.1.1. Les amylosaccharases (AS) (EC 2.4.1.)

Ce sont des enzymes remarquables du fait de lesitiggpa l'interface de
plusieurs familles d’enzymes. En effet, elles appanent par leur structure a
la famille 13 des GH (famille des-amylases) et sont les seules enzymes de
cette famille dotées d’une activité polymérase.t€€ebpacité a former un
polymére a partir du saccharose les rapproche dg&sq@ constituent la
famille 70 des GH. Enfin, la spécificité de synthedes liaisonsi(1-4)
unique chez les GS, s’apparente a celle des enaydlesgation de I'amidon

et du glycogéne. L’AS se distingue néanmoins de@&Egar sa capacité a
utiliser le saccharose et non un sucre activé de DP ou UDP-glucose
comme donneur d’unités glucosyles pour former umdymolymeére dont les
unités sont liées par des liaisons osidiqud4 —4) avec la libération
concomitante du fructose (Potocki de Montalk et.c@D00). Les séquences
des AS dd\eisseria polysaccharest Deinococcus radioduransont connues

et leurs activités caractérisées. Ce sont des amyie 71 et 72 kDa
respectivement powd. radioduransetN. polysacchare@Potocki de Montalk

et coll., 1999; Pizzut-Serrin et coll., 2005). Dales famille des GS,
'organisation structurale de I'AS fait figure desption. L'étude de la
séguence primaire de la seule AS recombinante peoduce jour (celle de
Neisseria polysacchargaa révélé I'absence de zone variable et de GBD
(Skov et coll., 2001).

2.2.1.2. Les dextrane-saccharases (EC 2.4.1.5)

Ces enzymes élaborent un polymere dénommeé « dexttah présente dans
la chaine principale au moins 50% de liaisons qaesa (1l - 6) successives

et contient des ramifications ef{l- 2), a(1-3) et/oua(1-4). Le taux de
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ramification ainsi que leur arrangement spatialierdr suivant I'enzyme

productrice. Les études de structure-fonction omtmps de localiser les
résidus critiques pour la formation des liaisondiqgaes par la DSR-E (Fabre
et coll., 2005) et ceux déterminant la longueur destranes produits par la
DSR-S (Moulis, 2006).

2.2.1.3. Les mutane-saccharases (EC 2.4.1.5)

Le polymeére synthétisé par ces enzymes est cofstitajoritairement de
liaisons a(1-3) consécutives dans la chaine principale. lls spyelés
mutanes et sont généralement insolubles dans I'€as. polyméres sont
élaborés par les mutane-saccharases de certaimdsesaléstreptococcus sp.
ainsi que pat. mesenteroideSIRRL B-523 et NRRL B-1149 (Sidebotham,
1974; Mooser, 1992).

2.2.1.4. Les alternane-saccharases (EC 2.4.1.140)

Ces enzymes synthétisent un glucane appelé «atesn Il présente dans la
chaine principale des liaisons osidiqué$ - 6) eta(1 - 3) qui sont alternées,
et possede des ramifications également lieesa@n-3). Trois souches
productrices d’alternane ont été mises en évidehcenesenteroideBIRRL
B-1355, NRRL B-1501 et NRRL B-1498 (Jearatcoll, 1954 ; Seymour et
Knapp, 1980 a,b).

2.2.2. La structure des GS
La structure tridimensionnelle de 'AS d¢ polysacchareaontenant une

molécule de Tris liée au site actif est la seutacsire de GS connue. Elle
indique (Figure 10) que la forme de la chaine patiglique de I'AS dans
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I'espace lui conféere une organisation structuraléecedomaines, nommés N,
A, B, B’ et C (Skov et coll., 2001). Les domainesB\et C sont communs a
ceux des enzymes de la famille @aeamylases (Skov et coll., 2001) (Figure
11).

Figure 11: Structure tridimensionnelles de 'amylosaccharasele N. polysaccharea
(Skov et coll., 2001).

Des homologies de séquence (figure 12) repérées lestGS et les enzymes
de la famille 13 des GH (famille des-amylases), laissaient présager
I'existence de similitudes structurales (Ferrettc@l., 1987 ; Mooser et coll.,
1991 ; Devulapalle et coll., 1997).

Les homologies ainsi mises en évidence révelent lgsieenzymes de la
famille des GS possédent elles aussi un tonn@at)s,( qui présenterait
cependant une permutation circulaire (Mc Gregarodit, 1996) : le premier
élément de structure secondaire serait I'héli; suivie des éléments
équivalents 34, o4, g5, a5.... a 8, puis suivrait une séquence de 160 résidus
de structure inconnue, et enfin les élémégiisal, ... 3 du tonneauf¥{a)s
(Monchois et coll.,, (1999a)). C'est notamment I&&nhce de cette

permutation circulaire qui a conduit a classer &S dans une famille
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distincte de celle des-amylases dans la classification des GH (Coutirtho e

Henrissat, 1999a).

-

Enzyme Région VI Région | Région V
B2 B3, domaine B
AS 126 GLTYLHLM-P 182_ DFIFNH 254 QWDLN 282 IL

Enzymes de la famille deg-amylases

Région Il
B4

Région IlI
B5

Région IV
B7

Région VII
B8

RVDAVAF 328_ EAIV 388_YVR--S HD 480_ G.PLIYLGD

RI DTVKH 230_ EVLD 292_FVE--N HD 323_ GPIIYAGQ

RLDFARG 205_ EVWD 286_FVD--N HD 318_ GIPCIFYDH
RFDLASV 435_ EPWA 505_FID--V HD 574_ GIPLMQGGD

RVDVINF 255_

EMPG 324_YWN--N HD 360_ GTPYIYQGE

TAKA 56_GFTAIWIT- P 117_ DVVAMN 173_LPDLD 202_GL
AMY1 34_GVYHVWLPP 88_ DIVIN H 150_IDHLN 176_AW
ISO 218_GVTAVEFL-P 292_ DVVYMN 342_GANFN 371_GF
OLG 44_GDVIWLS- P 98_ DLVVNH 167_QPDLN 195_GF
AMP 435_GSVIYLN- P 487_ DGVFMNH 565_WADFI 593_GW
AM 106_ GLLKMEEL-P 252_ DVWANK290_LYDWK 317_EF
CGT 70_GVTALWIS@ 135_ DFAPNH 197_LADFN 225_Gl

SUP 34_AIGGVHLL-P 82_ DFMINH 164_QIDID 192_LI

TRS 54_GVDCLWVPP 108_ DFVMM 178_QPDLN 206_GF

RLDVANE 626_ ELWG 698 _LLG--S
RI DHFRG 368_ EDLG 416_YTG--T
RVDAVKH 257 EWFL 323_FID--N
RLDAFAY 215_ EIWD 290_TLD--T
RLDAVPY 252_ EANQ 322_FLR--N

HD 745_ GMPSIYYGD
HD 485_NIPATQFGN
HD 354_ GVPAIYYGT
HD 369_ GPQIYYVG
HD 385_ GSPVLYYGD

Glucane-saccharases

GTF-S 849 _GTQFEMA-P 915_ DLVPNQ 395 _ANDVD 433_GV
GTF-D 894 GVTSFEMAP 959 DWVPR 423 ANDID 461 _GC
DSR-B 939 GTSFQLA- P 1004 DWVPR 491 _ANDVD 529 Gl
DSR-S 958 GVTSFQLA-P 1023 DWVPE 509 ANDVD 547 Gl

RVDAVDN 475_ EAWS 542_FIR--A HD 614_TVTRVYYGD
RVDAVDN 503_ EAWS 579_FIR--A HD 649_SITRLYYGD
RVDAVDN 571_ EQWS 639_FVR--A HD 709_TVPRVYYGD
RVDAVDN 589 EDWS 657_FVR—AHD 727_TVPRVYYGD

\

J

Figure 12 Régions conservées de la séquence de I'amylosauealse deN.
polysacchareat de quelques enzymes des familles 13 et 70 digsaside-hydrolases

(respectivement alpha-amylaseisgducanesaccharases). Rouge : résidus
strictement conservés (triade dytique) ; Bleu : 4 résidus additionnels
les mieux conserves

TAKA : a-amylase dAspergillus oryzacAMY1 :a-amylase d’orge, 1SO : isoamylase seudomonasp.
strain SMP1, OLG: oligo-1,6-glucosidase d8acillus cereus AMP : amylopullulanase de
Thermoanaerobacter ethanolicusAM : amylomaltase deSolanum tuberosumCGT : cyclodextrine
glucanotransférase ddacillus circulans strain 8, SUP : sucrose phosphorylase ldeuconostoc
mesenteroidesTRS : trehalose synthétase Eienelobactersp. strain R48, GTF-S détreptococcus downei
Mfe 28, GTF-D deStreptococcus mutardS5, DSR-B dé.euconostoc mesenteroiddRRL B-1299, DSR-
S delLeuconostoc mesenteroiddRRL B-512F.

2.3. Les sucrose-phosphorylases (EC 2.4.1.7)

Elles catalysent de facon réversible la converdiorsaccharose et de I'acide
phosphorique en D-fructose et-D-glucose-1-phosphate. La réaction se
déroule avec la formation d’'un intermédiaire glytamsnzyme qui réagit a son
tour avec les accepteurs pour former les prod8itedrstein et coll., 1967).

La réaction catalysée est la suivante :

Saccharose + orthophosphateD-fructose +a-D-glucose-1-phosphate
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La structure résolue de la sucrose-phosphorylase Bifilobacterium
adolescentignontre que I'enzyme est composée de quatre doméind, B’
et C). Les domaines A et B sont communs a cewxaasbres de la famille
desa-amylases et les résidus (Asp 192, Glu 232) duasitié catalytique sont
localisés aux extrémités des feuill@ et 5 du tonneay3{a)s. La topologie
du domaine B’ est plus spécifique. Elle défavorike liaison des
oligosaccharides et réduit la taille du canal descdes substrats par rapport
aux autres membres de la famille 13 des GH, saatligie role de ce domaine
dans la modulation de la fonction de ces enzyntesstiremarquable que la
forme du domaine C-terminal n’est observée dansrauautre hydrolase de
la famille 13 des GH. Les sucrose-phosphorylasest smus forme

homodimérique dans le cristal (Sprogoe et coll0430

3. Les sucrases-isomaltases (EC 3.2.1.48)/(3.2.1.10

3.1. La description des enzymes

Les sucrase-isomaltases font partie des enzymea tamille GH 31. Ces
enzymes hydrolysent la liaison osidiqgue avec uné&nt®n de la
configuration anomeériqu& via un mécanisme de catalyse acide-base a
double déplacement impliquant un intermédiaire t@ntaglucosyl-enzyme.
Deux résidus d’acide aspartique (Asp) sont idergitomme étant les acides
aminés catalytiques nucléophile et acide/base céfpeElles hydrolysent le
saccharose et lI'isomaltose. La principale difféeeawvec les enzymes de la
famille 13 est la préférence donnée a I'hydrolyss glucanes. Les génomes
des animaux (’'homme y compris) ne codent pas poww invertase. lIs
utilisent donc I'enzyme inhabituelle qu'est la <sas®-isomaltase pour
hydrolyser le saccharose. C’est une enzyme digesintestinale qui

hydrolyse le saccharose et joue un role importansda derniére étape de la
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digestion des hydrates de carbone (Ernst et caD06). L'étude de
I'inhibition de l'activité sucrase-isomaltase petndddentifier des composeés
utilisés dans le traitement du diabéte sucré cotewarbose, le miglitol et
bien d’autres (Weaver et coll., 1997 ; Azuma ek cB006).

3.2. La structure des sucrases-isomaltases

Les enzymes de cette famille sont subdivisées snué-groupes selon les
homologies de séquences. Les sucrases-isomaltasesclassées dans le
sous-groupe | (Ernst et coll., 2006). Le monomérevtalA (sous-groupe 1)
compte un domaine catalytique central (A), avedolaologie du tonneau
(B/a)g (figure 13) et deux séguences consensus cardicjéeis de cette
famille (Tableau 2) (Kimura, 2000).

Figure 13 : Structure de l'a-glucosidase de&ulfolobus sulfataricus(Mal A)

(A : monmeére ; B : trimére de dimére$ (Ernst et coll., 2006)

Tableau 2: Séquences consensus des enzymes dertdllia31 des GH
(Kimura, 2000)

Enzyme Région A Région B
Human lysosomal acid 513 DGMWIDMNEPSNF 610 AGHWTGDVWSSW
Rabbit intestinal (isomaltose) 500__DGL WIDMNEVSSF 598  AAHWLGDNTATW
Rabbit intestinal (sucrase) 1389 DGL WIDMNEPSSF 1494 AGHWLGDNYARW
SBGase 464 DG | WIDMNEASNF 562__ TAHWTGDNAATW
Barley 433__ DGL WIDMNE ISNF 510 TAYWTGDNAATW
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lll. LES ENZYMES SPECIFIQUES DU TRANSFERT DU FRUCSBE

1. Les principales réactions catalysées

Le mécanisme de réaction élucidé dans les anné&fsetd960 a été remis a
jour (Géanzle et Schwabs, 2005). Il indigue quea®s/mes agissent avec un
mécanisme moléculaire a rétention de configuragioomeérique passant par
un intermédiaire fructosyl-enzyme avec libérati@nla molécule de glucose
(Alberto et coll., 2004). Le résidu fructosyle essuite transféré sur I'eau, un
accepteur hydrate de carbone ou une chaine de @ayem croissance. Les
résidus catalytigues nucléophile/lbase et donneur pietons sont
respectivement Asp et Glu. En plus du saccharesefrlictosyltransférases
(Ftfs) utilisent le raffinose comme donneur de tose. Deux types de
fructanes sont synthétisés par les Ftfs Hastobacill. Le lIévane a des
liaisons osidiquef(1- 6) avec un degré de branchement variablB(&n- 2,

6) et I'inuline a des liaisons osidiquB& - 1) et des points de branchement
enpB(2-1, 6) (van Hijum et coll., 2002, 2004 ; Tiekingcsll., 2005a). La
synthese des fructanes est invariablement assodéecelle des
fructooligosaccharides (FOS). Lors de la syntheseRDS, le saccharose agit
comme un donneur de fructosyles ou un acceptetrudmsyles pour former
du 1l-kestose (1-kestotriose), avec des réactioosessives de transfert qui
vont donner les FOS croissants comme le nystodekéktotetraose GF3) et
1,1,1-kestopentaose (GF4) (figure 14). D’autres mmsBs peuvent servir
d’accepteurs pour donner des hétérooligosaccharides enzymes de ce

groupe sont classées dans les familles GH32 et GH68
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|. Hydrolyse Il. Réaction d'accepteur ll. Palymerisation

saccharose zaccharose saccharose zaccharose

ZUCTOSE
matose

H:0

+ arlose * alucoss o
glucase * fructose Tkestose  glucose R levane ~ glucoze

GaFa + GoF;5

[ra]
(11}

+
nysto glucose

GF4 + GF;

Figure 14 : Schéma des réactions catalysées paldganesaccharase de. sanfranciscensis
TMW1.392 a partir du saccharose

(Tieking et coll., 2005a, b)

2. Les enzymes de la famille 32 des GH

2.1. La structure des enzymes

La structure des enzymes classées dans cettedatel GH sur la base des
homologies de séquences (Alberto et coll.,, 200€téarésolue a partir de
I'exo-inulase dAspergillus awamor{Nagem et coll., 2004). Elle indique que
I'enzyme est constituée de deux domaines (N eri@h@ux). Le domaine N-
terminal montre une rare conformation en 5 lamespdes[3 avec une
profonde poche centrale chargée négativement. laxtules de 5 feuillets
sont disposés en ordre successif avec 5 repliempsatglosymetriques autour
d’'une cavité centrale. Le domaine C-terminal esistitué de repliements de
feuillets 3. Les deux domaines sont reliés par un court legtigique avec les
positions et les orientations relatives des deumaloes stabilisées par de

multiple liaisons hydrogéne et interactions hydpds (figure 15). Lors de
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I'hydrolyse du saccharose, le résidu fructosylel’éermédiaire fructosyl-

enzyme est fixé entre les 5 lames en forme de Bag¢glans I'axe central du
domaine N-terminal (décrite ci-dessous). Les résidaatalytiques

nucléophile/base et donneur de protons sont ragpawnt Asp 41 et Glu
241 (structure de I'Exo-inulase) et confirmés sinvertase de levure, un
autre membre de la famille 32 (Reddy et Maley, 19996).

Figure 15: Structure de I'exo-inulase deAspergillus awamori
(Nagem et coll., 2004)

2.2. La présentation des enzymes

2.1.1. Les invertases (EC 3.2.1.26)

Les invertases catalysent I'’hydrolyse irréversiilesaccharose en glucose et
fructose. Elles sont couramment utilisées pourrtalpction de sucre inverti
dans l'industrie alimentaire (Tanriseven et Dog20)1). Le sucre inverti a
I'avantage d’étre incolore contrairement aux préglobtenus par I'hydrolyse
chimique (Monsan et Combes, 1984). Cependant cegras ne font pas
gu’hydrolyser le saccharose. Dans certaines camgditelles sont capables de
catalyser la transfructosylation pour produire d&3S (Nguyen et coll.,
2005).
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2.1.2. Les exo-inulases (EC. 3.2.1.80)

Egalement connues comme les @D-fructosidases, elles hydrolysent les
résidusp-D-fructofuranoses non réducteurs terminaux destdnes liés en
B(2-1), B(2-6) avec une libération concomitante @eD-fructose. Les
substrats naturels des exo-inulases incluent iheul le lévane et le

saccharose (Nagem et coll., 2004).

2.1.3. Les saccharose : saccharose-1- fructosydfierases (EC 3.2.1.99)

Elles convertissent le saccharose en 1-kestose @aeaendements élevés
mais elles ne peuvent pas synthétiser les fructamekaut degré de
polymérisation. Elles se retrouvent le plus souxanniveau des plantes ou

elles catalysent la synthése des FOS (Vijn et Smegk999).

3. Enzymes de la famille 68 des GH

3.1. La structure des enzymes

La résolution de la structure des levanesucraseBadélus subtiliset de
Gluconacetobacter diazotrophicuadique la conformation en 5 lames de
pales identique au module N-terminal des enzymes darfalle GH 32. La
structure de I'enzyme est stabilisée par un ressernt entre le N-terminal et
le C-terminal du polypeptide (figure 16). Au nivedeBacillus subtilis trois
résidus d’amino-acides conservés de la poche ¢ergoat critiques pour la
catalyse et sont préesumés fonctionner comme leéaphblle (Asp 86) et
'acide/base (Glu 342) ou stabiliser I'état de siion (Asp 247). Un résidu
arginine (Arg 360) essentiel a l'activité polymérase trouve dans un site

adjacent a la poche centrale et exposé au solvemtg et Futterer, 2003).
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Figure 16. Structure de la levanesucrase d&luconacetobacter diazotrophicus
(Martines-Fleites et coll., 2005)

3.2. La description des enzymes
3.1.1. Les#D- fructofuranosidases (EC 3.2.1.26)
Elles hydrolysent le résidp-D-fructofuranose a I'extrémité non réductrice

des B-D-fructofuranosides. Elles catalysent égalemens déactions de

transfert de résidus fructosyles (Nguyen et caQ5).

3.1.2. Les levanesucrases (EC 2.4.1.10)

Ces enzymes catalysent I'hydrolyse du sacchardsesghthése de polyméres
de fructose de type lévane (liaisdd@ - 6)). Elles réalisent le transfert de
'unité fructosyle du sucrose a un certain nombacakepteurs comprenant
'eau, le saccharose et le polymére de fructans.l&eanes sont linéaires ou

branchés au niveau du C1 (Tieking et coll., 200% a,

3.1.3. Les inulinesucrases (EC 2.4.1.9)

Elles catalysent I'hydrolyse du saccharose et ldh®se d’'un polymere de

fructose de type inuline (liaisond(2-1)). Elles realisent le transfert de
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I'unité fructosyle du sucrose a un certain nombezackepteurs comme l'eau,

le saccharose et le polymere de fructane (Tiekingle, 2005 a,b).

OBJECTIFS DE LA THESE

Cette étude bibliographigue montre [I'étendue nedatide [I'activité
invertasique dans l'univers des enzymes activesesusucres. De méme, la
complexité et l'originalité de certaines glycositgdrolases impliquées dans
la biosynthese des dérivés du saccharose aindaqeegiabilité des produits
de synthese et leurs potentialités ont été évoqueéass ce contexte de
valorisation par voie enzymatique du saccharosegliecanesaccharases, les
a-glucosidases, les invertases, les inulinesacobsyrdss |évanesaccharases
etc. capables de catalyser des réactions de tyaosglation pour la synthése
de composés glycosylés et/ou de polymeres de glumosructose a partir de
ce substrat, suscitent un intérét particulier car :

a) Elles ne nécessitent pas de substrat activéao@ment a la majorité des
enzymes de biosynthese des polysaccharides deosphdre. Ceci leur
confére un réel attrait économique, puisque le l&rOSe, agroressource
renouvelable et disponible, est nettement meillearché que les substrats
activés des glycosyltransférases.

b) Elles possedent une grande diversité de spiéésfiet permettent donc de
synthétiser des polymeres de structures variégdpynt un éventail de
propriétés.

c) Elles peuvent étre modifiees a facon par ingéniationnelle (troncatures
de domaines ou mutations spécifiques) ou par appral@atoire (création de
banques de variants de la protéine choisie etrnsaié du variant le plus
performant pour la propriété choisie, par des &age sélection et/ou de

criblage) pour adapter leurs propriétés a I'obteantle composés spécifiques.
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Depuis la mise en évidence de l'activité invertasicqdu suc digestif de
I'escargotA. ventricosdors de la purification d’autres enzymes, aucusaies
de purification de I'enzyme responsable de cettevigr n’a été entrepris.
Pour approfondir les connaissances sur cette engymee de son utilisation
éventuelle, I'étape de la purification était unglabdle incontournable. A cet
effet, nous avions a répondre aux questions swggadans le cadre de nos
travaux de thése :

- Sachant que la purification d’autres enzymes daéae source a été
jalonnée de nombreuses difficultés, peut-on fa@lempurifier en
guantité suffisante I'enzyme responsable de I'&étiinvertasique en
utilisant les méthodes classiques de chromatoggdigjiide ?

- Quelles sont les principales caractéristiques nuddéres, structurales
et cinétiques de I'enzyme purifiee ? Cette enzysteelble une invertase
ou une autre molécule enzymatique hydrolysantdersaose ?

- L’enzyme purifiée hydrolyse-t-elle simplement ledaarose ? Est-elle
capable de synthétiser un polymeére a partir duhsaiose seul ? Quels
sont les structures (composition, taille, liaisoosidiques) et le
mécanisme de polymeérisation des composés évemgltesynthétisés

par I'enzyme purifiée ?



Il. MATERIELS ET
METHODES
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1. La source enzymatique

La source enzymatique est le suc digestif de IgstaArchachatina
ventricosa,un mollusque gastéropode comestible (figure 17)squetrouve
dans une grande partie de I'Afrigue sub-saharignmeide (Annexe 1). Il
appartient a l'ordre des stylomatophores, la fandlésAchatinideaet au
genre Archachatina(Hodasi, 1984). Le suc digestif est extrait selore
méthode adaptée de celle de Colas (1977). Lesgegsagont gardés a jeun
pendant trois jours afin de permettre la digestierioute la matiere organique
ingérée. Les coquilles sont ensuite cassees. Le digestif est isolé de la
masse viscérale et placé au-dessus d'un entorord@gr@ant de la gaze afin de
recueillir le suc digestif débarrassé de tout muatiuge tout débris de coquille.
Le suc digestif recueilli est centrifugé (20 000 3f) minutes, 4°C). Le
surnageant conservé a 4°C avec de l'azoture dairso,02 %; m/v)

constitue I'extrait brut.

Figure 17 : Photo de I'escargoArchachatina ventricosa
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2. Dosage de l'activité hydrolasique

L’activité est déterminée selon le cas par le desauy glucose (kit
enzymatique Biomérieux), le dosage du para-Nitraphibéré du pNRx-D-

glucopyranoside et/ou le dosage des sucres réds@auDNS.

2.1. Dosage du glucose par le kit enzymatique Bioigiéx

L’activité hydrolasique est déterminée par une ed¢hadaptée de celle du
fabricant. Le volume réactionnel de 100 pl est cosépde 25 pl d’enzyme,
50 pl de tampon et 25 pl de substrat. Le mélangmashé a 37°C pendant 5
minutes. La réaction est arrétée par chauffageaaurbarie a 95°C pendant 3
minutes. Apres refroidissement des tubes, lls aombuveau incubés a 37°C
pendant 20 minutes apres I'ajout du réactif dudkitdosage enzymatique du
glucose (1ml) par tube. Un volume de 100 ul estigmgprélevé de chaque
tube et mis dans un puits d’une plaque de lectiaalensité optique est enfin
déterminée a 505 nm dans chaque puits avec unutede plaque

(Versamax). Une solution de glucose a 1 mg/mldétalon. La valeur de la

densité optique est divisée par deux dans le cdieulactivité hydrolasique

du maltose pour tenir compte de la libération dexdenités glucosyles par
molécule de maltose hydrolysée. L'activité enzymadi est exprimée en unité
internationale (Ul) correspondant au nombre de omies de glucose

libérées par minute dans les conditions expérinesita
2.2. Dosage de I'activité pNPasique
L’activité d’hydrolyse enzymatique du pNRi-D-glucopyranoside est

déterminée dans un volume réactionnel de 100 plposen de 25 ul
d’enzyme, 50 ul de tampon et 25 ul de substramékrnge est incubé a 37°C
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pendant 5 minutes. La réaction est arrétée pat d@@00 ul de carbonate de
sodium a 1 M. Un prélevement de 100 pl de milieactiénnel est mis dans
un puits d’'une plaque de lecture. La densité optigst déterminée a 405 nm
par le lecteur de plaque (Versamax). Un étaloméadisé avec une solution de
pNP a 1 mM. L’activité (Ul) est exprimée en micrdesde pNP libérées par

minute dans les conditions expérimentales.

2.3. Dosage des sucres réducteurs au DNS

L’activité enzymatique est déterminée selon la mé¢hde Miller (1959) dans
un volume réactionnel de 100 pl composé de 25 ghayme, 50 pl de
tampon et 25 pl de substrat. L’incubation est fai&/°C pendant 5 minutes.
La réaction est arrétée par ajout de 100 pl de E3Inélange est chauffé au
bain marie a 95°C pendant 5 minutes. Apres rees@hent dans un bain de
glace, un préléevement de 100 pl de milieu réacgbest mis dans un puits
d’'une plaque de lecture. La densité optiqgue esrad@hée a 540 nm par le
lecteur de plaque (Versamax). Un étalon est réalisr une solution de
glucose a 1 mg/ml. L’activité (Ul) est exprimée micromoles d’équivalent
glucose libérés par minute dans les conditions raxeétales. (Dans le calcul
d’'activité, la DO est divisée par deux pour termmpte du fait que deux
molécules de sucres réducteurs sont libérées pékcule de saccharose

hydrolysée).

Tableau 3: Composition du réactif de dosage au DNS

Acide 3-5 dinitrosalycilique 10 g/l
Tartrate double de sodium et potassium 300 g/l
NaOH 16 g/l
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3. Le dosage des protéines

Les protéines sont dosées par la méthode de Bdadfacro-bradford plus

précisement) (Bradford, 1976). Le test de microedliyed consiste a ajouter
0,2 ml de réactif de Bradford a 0,8 ml d’échantilloLe mélange est

homogénéisé (sans faire de mousse) et laissé as pgmdant au moins 15
min a la température ambiante. L'absorbance a 59%®st déterminée. Une
solution d’albumine de sérum bovin (BSA) a 0,2 mgsert a réaliser la

gamme étalon. La teneur en protéines est égaledomée par la mesure en
continu de I'absorbance a 280 nm pendant les chiographies sur la chaine
FPLC (Akta Pharmacia).

4. La purification de I'enzyme

4.1. Les chromatographies

4.1.1. L’équipement

Les chromatographies sont réalisées sur une cl®@h€ (Akta Pharmacia)
composée de deux pompes isocratiques, un mixegrakent, un détecteur
UV et un collecteur de fractions. L’acquisitionletraitement des données se
font par le logiciel UNICORN 3.

4.1.2. Colonne de Q Sepharose

Le gel Q Sepharose est coulé dans une colonne Xike I#harmacia (1,6 x 8
cm) et équilibré par plusieurs lavages avec le tamgitrate-phosphate 20

mM (pH 5,0). Un échantillon d’extrait brut (0,75 )dilué de moitié dans le

tampon citrate-phosphate 20 mM (pH 5,0) est engléfmosé sur la colonne.
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Les protéines non retenues sont éluées avec leotame lavage puis un
gradient par paliers de NaCl dans le tampon cHpatesphate 20 mM (pH

5,0) est appliqué comme suit :

- Palier 1 : élution a 4 % NaCl 1 M jusqu’au retderla ligne de base a zéro

- Palier 2 : élution a 100 % NaCl 1 M jusqu’au retae la ligne de base a
Z€ro.

Le débit est de 2 ml/min et des fractions de 4ant sollectées.

4.1.3. Colonne de Concanavaline-A-Sepharose 4B

Les fractions actives obtenues aprés la chromagtbggaur Q Sepharose sont
concentrées a 2 ml par ultrafiltration (8 5) etsdéses sur une colonne PD-10
de Pharmacia (selon les indications du fabricdri€chantillon de protéines
concentré est déposé sur une colonne de Concamavalsepharose 4B (1,6
x 3 cm) équilibrée avec le tampon citrate-phospBatenM, pH 5,5 contenant
du NaCl 0,5 M ou sans NaCl. Le débit est de 1 nnl/etides fractions de 2
ml sont collectées. Les protéines non fixées stuéed lors du lavage. Les
protéines fixées sont €luées soit par un grad@@t I M) de NaCl seul, soit
par un gradient de méthgltD-mannopyranoside (0 a 0,25 M) seul, soit enfin
par un gradient mixte de méthgtD-mannopyranoside (0 a 0,25 M) et de
NacCl (0,5 M) dans le tampon citrate-phosphate 20, pi¥5,5.

4.1.4. Colonne Hi-Trap FF (5ml)

Les fractions actives issues de la chromatogragime) Sepharose ou de la
Concanavaline A Sepharose sont concentrées pafiltriéition (item 5) puis
dessalées sur une colonne PD-10 de Pharmacia (Esoimdications du
fabricant). L’échantillon dessalé est déposé swolanne Hi-Trap fast flow
(Pharmacia). La colonne d’'un volume de 5 ml estep@ I'emploi et sa
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matrice comporte les mémes groupements fonctiongels le gel Q
Sepharose mais elle donne une meilleure résoluEibnest equilibrée avec le
tampon citrate-phosphate 20 mM, pH 5,5. Le déhkitdesl ml/min et des
fractions de 2 ml sont collectées. Les protéingées sont éluées par un
gradient en NaCl de 0 a 2% en 2 min puis de 2 @&%aCl en 50 minutes et

enfin un palier a 100% NaCl 1 M jusqu’au retouldaégne de base a zéro.

4.1.5. Colonne Superose 12

Les fractions actives sont concentrées par uliratibn (item 5) puis
déposées sur une colonne Superose 12 (Pharmauirég avec le tampon
citrate-phosphate 0,1 M pH 5,0 contenant 0,15 M INB€ débit est de 0,25
ou de 0.5 ml/min et des fractions de 0,5 ou 1 mt sollectées.

4.2. Electrophorése préparative

4.2.1. Préparation du gel et migration

Les fractions actives de trois cycles de chromaiglges sur Q Sepharose (3
Xx 20 ml) sont concentrées a 0,3 ml par ultrafibrat (item 5).
L’électrophorése préparative en gel de polyacryigmrest réalisée dans les
conditions natives selon la méthode des gradieistontinus de Laemmli
(1970). Le gel de résolution est a 10 % (m/v) pbie,le gel de concentration
a 4% (m/v) en acrylamide. Les gels d’'une épaisseut,5 mm sont coulés
dans les plagues sans mettre de peigne au-dessuenifre a obtenir un seul
grand puits haut de 10 mm environ sur toute laelarglu gel pour y déposer
I’échantillon (environ 11 mg de protéine). La migopa se fait a 150 volts
pendant 4 heures sur la mini-cuve « Mighty sma8t 250/SE260 » (Hoefer

Scientific) refroidie par une circulation d’eau &4



59

Tableau 4: Composition des gels et du tampon de nnagion

Gel de concentration
Acrylamide/bis-acrylamide (37,5 :1)| 4%

Tris/HCI pH 6,8 125 mM
TEMED 0,15 % (m/v)
Persulfate d’'ammonium 0,1 % (m/v)

Gel de séparation
Acrylamide/bis-acrylamide (37,5 :1)| 10 %

Tris/HCI pH 8,8 375 mM
TEMED 0,08 % (m/v)
Persulfate d’'ammonium 0,1 % (m/v)

Tampon de migration 10 X
Tris base 30,2 g/l
Glycine 144 g/l

4.2.2. Localisation de I'enzyme dans le gel degmiylamide

Au terme de la migration, le gel entier est rineéxdfois a I'eau distillée, puis
il est lavé trois fois (10 minutes par lavage) ddngampon citrate-phosphate
20 mM pH 5,5 avec agitation basculante douce engdraent du tampon a
chaque fois. Le gel est ensuite incubé dans uneticol de pNPa-D-
glucopyranoside (10 mM dans le tampon citrate-phatgp 20 mM pH 5.5)

jusqu’a observation d’'une bande de couleur jauneif@n 3 a 5 minutes).

4.2.3. Extraction de I'enzyme

La bande de gel de polyacrylamide colorée en jasgtiedécoupée (ne pas
déborder) puis réduite en pate fine. Le broyat ras en suspension et
homogénéisé dans 10 ml de tampon citrate-phos#tateeM pH 5,5. La

suspension est ensuite centrifugée a 20 000g pe2@aminutes a 4°C. Le

surnageant est récupéré et filtré (sartorius 0,2. e pNP est éliminé par
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deux ou trois cycles de concentration a 0,3 ml yagfiltration intercalés
avec des reprises dans 5 ml de tampon. Un contidl@NP résiduel est
réalisé par le carbonate de sodium 1M avec pouragg€e une solution
tampon citrate-phosphate (100 ul d’extrait ou dep@n et 200 ul de réactif).

5. L'ultrafiltration

Les échantillons de protéines sont concentrés dessubes Amicon Ultra-4
(Millipore) dont les filtres ont un seuil de coupute 100 kDa, a 7500 g dans
une centrifugeuse (Beckman) réfrigérée a 4°C.

6. L’électrophorése analytique

6.1. Préparation des gels et migration

L’électrophorése analytique en gel de polyacrylamahns les conditions
natives (PAGE) et dénaturantes (SDS-PAGE) estsémbkelon la méthode de
Laemmli (1970). En conditions natives, le gel deofation a 8 % (m/v) et le
gel de concentration a 4% en acrylamide sont @slika migration est faite a
150 volts sur la mini-cuve « Mighty small II SE 25260 » de Hoefer
refroidie par circulation d'eau a 0-4°C. Le kit desarqueurs de taille
(Pharmacia) est composé de la thyroglobuline (G&Sgrritine (440 kDa), la
catalase (232 kDa), la lactate aldolase (140 kbkalbumine (67 kDa).

En conditions dénaturantes, le systeme « NOVEX -gwfli» de Invitrogen
est utilisé avec les gels précoulés (BIS-TRIS, tiogen) a 10% en
acrylamide. Les kits (Invitrogen) de solutions dmalturation des protéines,
du tampon de migration et des marqueurs de massigsutaires (25 a 200

kDa) sont utilisés.
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6.2. Les colorations apres I'électrophorese

6.2.1. Les protéines

Les gels de polyacrylamide sont colorés pendarg8ds dans une solution
au bleu de Coomassie R-250 (0,2 % m/v ; méthaacide acétique glacial;
eau). La décoloration des gels est ensuite régi@ediffusion en immergeant
les gels dans une solution de méthanol-acide asetqu dont la composition

est indiquée ci-dessous (tableau 5).

Tableau 5: Solutions de coloration et de décolorain des protéines

Solution de coloration

Bleu de coomassie R-250 0,25¢g
Méthanol 30 ml

Acide acétique 10 mi

Eau milli Q QSP 100 ml
Solution de décoloration

Méthanol 30 ml

Acide acétique 10 ml

Eau milli Q QSP 100 mi

6.2.2. L'activité enzymatique

L’activité enzymatique est révélée in situ dangde(PAGE) par la coloration
au 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) (Relanhcoll., 1998), ou par
I’hydrolyse du pNPa-D-glucopyranoside. Les morceaux de gel (1 cm de
large) coupés a cet effet sur les bords du gel sSnoés deux fois avec de
'eau distillée, puis lavés trois fois (10 minutesr lavage) dans du tampon
citrate-phosphate 20 mM pH 5,5 avec agitation doecehangement du

tampon a chaque fois. Les bandes de gel sont ensaitbées :



62

- soit dans une solution & 10 mM de pNFD-glucopyranoside jusqu’a
observation de la couleur jaune (environ 3 a 5 (e

- soit dans une solution de saccharose 0,5 M damséime tampon a 37°C
pendant 30 minutes. Le gel incubé dans le sacahasisensuite rincé trois
fois a I'eau distillée puis plongé dans une sotlutie TTC a 0,5% (m/v) dans
le NaOH 0,5 M et porté au bain-marie a 95°C. Daggarition (1 a 3 min) de
bandes rouges de formazan (chromophore formé paudese libéré dans le
gel en se combinant au TTC), la solution de TTCébstinée et la coloration

est arrétée par I'acide acétique a 5% (v/v).

7. Poids moléculaire en gel filtration

Le poids moléculaire apparent de I'enzyme a étéradené par filtration a
travers une colonne de Superdex 200 HR 10/30 (Riwanequilibrée avec
le tampon citrate phosphate 0,1 M pH 5,0 conte@atd M de NaCl. Les
protéines sont repérées dans les éluats (Ve) paralesorption a 280 nm.
L’étalonnage de la colonne est réalisé avec de®ipes étalons. La masse
moléculaire de I'enzyme est estimée en comparamtesmps de rétention a
celui des protéines du kit des marqueurs de t@l@armacia) composé de la
thyroglobuline (669 kDa), la ferritine (440 kDay tatalase (232 kDa), la
lactate aldolase (140 kDa) et I'albumine (67 kDa).

8. La teneur en sucres neutres

La teneur en sucres neutres de I'enzyme est détéenpar la méthode au
phénol-sulfurique (Dubois et coll., 1956). Le dasagst réalisé directement
sur I'enzyme sans hydrolyse préalable et permedtidier la quantité totale

de sucres neutres. Sous l'action de 'acide sujfiericoncentré a chaud, les

sucres se dégradent pour donner des dérivés dudlirCondensés avec le
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phénol, ils donnent naissance a des chromophorat l@dsorbance est
mesurée a 480 nm. Un échantillon d’enzyme conteb@njug d’enzyme

(dosage au Bradford) est ajusté a 0,2 ml aveapdaa. Le phénol (0,2 ml a
5% (m/v)) puis l'acide sulfurique concentré (1 nddnt successivement
ajoutés. Le mélange est homogénéisé pendant 5emiautbain marie a 95°C
puis laissé a température ambiante dans 'obscjusigu’a refroidissement.
L’absorbance est lue a 480 nm. La courbe d’étalparest établie avec une

solution de glucose a 1 mg/ml.

9. La détermination de la séquence N-terminale

9.1. Le transfert de 'enzyme (western-blot)

Apres I'électrophorése en SDS-PAGE, I'enzyme péeifiest transférée sur
une membrane Immobilon-PSQ (Millipore). La membrase au préalable
trempée dans du méthanol 100% (15 secondes). &llensuite rincée trois
fois avec de I'eau milli Q (1 & 2 minutes) puis iétée dans le tampon de
transfert (Tris-base 50 mM, Acide boriqgue 50 mM tma@ol 20% (v/v), SDS
0,01% (m/v)) ou elle reste jusqu’a son utilisatibe.gel d’électrophorése est
également équilibré pendant 10 min dans le tampdnathsfert.

Le gel est ensuite placé en sandwich dans un mdXekll 1l blot module,
Invitrogen) selon les indications du fabricant dd#let sorte qu'il soit en
contact avec la membrane. Le module contenantddvgah est rempli du
tampon de transfert tandis le reste de la cuveesspli a I'eau distillée. Le

transfert se fait a 30 volts pendant 1 heure.
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9.2. La coloration et le séchage

La membrane est rincée trois fois a I'eau Milli @ omlorée pendant 15
secondes dans une solution d’Amido black (coloradtl% (m/v), acide

acétique 1% (v/v) et méthanol 40% (v/v)). La décation se fait par rincage
a leau milli Q jusqu'a l'absence de la couleur udedans l'eau de
décoloration. La membrane est séchée a températubeante puis la bande
colorée contenant I'enzyme est découpée et envaydastitut Pasteur de
Paris pour le séquencage. La séquence N-termisaldéeerminée selon la
méthode de dégradation d’Edman par un séquencepiroti@ines ABI 473A

(Applied Biosystem, Foster city, CA, USA).

10. Activité hydrolasique et stabilité en fonctiordu pH

L'influence du pH sur I'activité hydrolasique dwcsharose est étudiée dans la
gamme de pH 3 a 7 du tampon citrate-phosphate OAu différents pH, 25

ul d’enzyme, 50 ul de tampon et pbde saccharose 0,1 M dans le tampon
correspondant sont incubés. L’incubation se fait3&C et lactivité
enzymatique est déterminée dans les conditionstusdles de dosage du
glucose sur 50 pl de milieu réactionnel. La stabilde I'enzyme est
déterminée aux différents pH aprés une pré-incobaéi 4°C pendant 24
heures. Un aliquote est dilué au ¥ dans le tampiatesphosphate 0,2 M pH
5,5 puis l'activité résiduelle est déterminée a $3 dans les conditions

habituelles.

11. Activité hydrolasique et stabilité en fonctiorde la température

La température optimale d’activité est déterminée Ifgtude de l'activité

hydrolasique du saccharose sur une gamme de telmgéde 25 a 60 °C. Le
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milieu réactionnel composé de 2B d’enzyme, 50 pl de tampon citrate-
phosphate 20 mM, pH 5,5 et 25 pl de saccharosM@a pH 5.5) est incubé
a chaque température. L'activité est déterminées d@s conditions
habituelles avec le kit de dosage du glucose. kartbstabilité de 'enzyme
est étudiée en pré-incubant I'enzyme a 45, 35 éC3Des aliquotes sont
prélevés par intervalles de temps, rapidementite$éralans un bain de glace
puis I'activité résiduelle de I'enzyme pré-inculest déterminée a 37°C dans
les conditions habituelles et exprimée en pourgentde l'activité de

I'enzyme non chauffée.

12. Action des effecteurs

12.1 Influence des ions sur l'activité hydrolasique

L’enzyme est incubée en présence d’une concenirdéds mM d'ions (CH,
Cu”, Cd”, F€*, Hg', K*, Mg®* ou Mrf*) sous forme de chlorures en solution
dans le tampon citrate-phosphate 20 mM (pH ajust&b5asi nécessaire).
L’incubation se fait a 37°C pendant 5 minutes. Liat® invertasique
résiduelle est déterminée et exprimée en pourcentdg lactivité

enzymatique dans un milieu réactionnel sans ion.

12.2. Influence de 'EDTA, du Tris et du SDS sumktivité hydrolasique

Dans un volume réactionnel de 100 pl, 'enzyme(B%est ajoutée a 50 ul de
tampon contenant 'EDTA, le SDS ou le Tris et 25dplsaccharose (0.1 M)
dans le tampon citrate-phosphate 20 mM pH 5,5 pwair la concentration
en effecteur de 0 & 150 mM. Le mélange est incub®irtutes a 37°C.
L’activité est déterminée en dosant la quantitéues réducteurs libérés au
DNS.
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13. Spécificité de 'activité hydrolasique

L’activité hydrolasique de I'enzyme est testée des substrats repartis dans
les trois groupes de produits que sont les glyessites oligosaccharides et
les polysaccharides. Les substrats sont testéd@lsm®spon citrate-phosphate
20 mM pH 5,5 a des concentrations de 5 mM, 50 mM%u(m/v). L'activité
est déterminée par le dosage du pNP (ou oNP) libértg les substrats
synthétiques et par le dosage du glucose (méthuenatique) ou des sucres
réducteurs (DNS) pour les autres cas. L'activitélsuaffinose* est dosée par

le kit enzymatique de dosage du glucose et au Datffegu 6).

Tableau 6: Les substrats testés pour la spécificitBhydrolyse de I'enzyme

Substrat

pPNP a-D-Glc (5 mM)
pPNP (3-D-Glc (5 mM)
Méthyle a-D-Glc (50 mM)
Méthyle 3-D-Glc (50 mM)
oNP(-D-Gal (5 mM)

Cellobiose (50 mM)
Lactose (50 mM)
Leucrose (50 mM)
Maltose (50 mM)
Saccharose (50 mM)
Trehalose (50 mM)
*Raffinose (50 mM)

Amylose (1% m/v)
Inuline (1% m/v)
Cellulose (1% m/v)

14. Activité hydrolasique en fonction de la concerdtion en substrat

L’activité hydrolasique est étudiée a cet effetwoe gamme de concentration

de 0 & 15 mM en maltose, pNPD-glucopyranoside et saccharose puis de 0 a
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1,5 M en saccharose uniquement. Les vitessesla@sitemnt déterminées dans

les conditions habituelles avec le kit de dosaggmatique du glucose.

15. Parametres cinétiqgues (Km, Vm et Ks)

L'activité hydrolasique est déterminée en mesulanjuantité de glucose
libéré pour des concentrations en saccharose de@50d0 1,5 M. Les
parameétres cinétiques (Km et Vm) sont déterminépliquement par la
représentation de Lineweaver-Burk (1934). La constKs est également
déterminée graphiquement par I'extrapolation deolarbe 1/v = f([Sac]). Les
valeurs théoriques de l'activité dans le cas d'imtgbition par excés de
substrat sont calculées a partir des vitesseslgstobservées en appliquant la
transformation de I'’équation de Michaelis-Menten :

VmS

V= 5

S+Km+EL
Ks

16. Inhibition par les produits de la réaction

Les produits de I'hydrolyse enzymatique du sacc®sont le glucose et le
fructose. Le type d’inhibition de ces composésisidrolyse du pNPua-D-
glucopyranoside et ou celle du saccharose estnii@er Le glucose ou le
fructose (0, 10, 100 mM) sont ajoutés au milielctiéanel contenant le pNP
a-D-glucopyranoside (0,2 a 1 mM) ou le saccharosg&5(InM) et I'activité

résiduelle est déterminée.
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17. L’activité de transglucosylation

17.1. Influence du pH sur 'activité transférasique

L'activité transférasique est étudiée dans la gandmepH 3 & 7 avec le
tampon citrate-phosphate 0,1 M. Le volume réactbrast de 1 ml. Aux
différents pH, I'enzyme (0,5 Ul/ml) est incubée ale saccharose (1 M) dans
le tampon citrate-phosphate 0,1 M pH 5,5. Lincidratse fait a 35°C
pendant 6 heures sous agitation. Un prélevemend ({10 du milieu
réactionnel est chauffé au bain marie a 95°C pdn8aminutes, dilué au
1/10C dans I'eau milli Q, filtré (membrane 0,45 um) eakysé par HPLC.

17.2. Influence de la concentration en substrat diactivité transférasique

L'influence de la concentration en substrat surdaction de transfert de
glucosyles est étudiée en incubant I'enzyme (1 Dlavec des concentrations
en saccharose de 0,075 a 1,5 M pendant 12 heu8Cadans le tampon
citrate-phosphate 0,1 M pH 5,5 et sous agitatianptélevement (100 pl) du
milieu réactionnel est chauffé au bain marie a 9p&@dant 3 minutes, dilué
au 1/100 dans I'eau milli Q, filtré (filtre 0,45 pum) et dyaé par HPLC.

17.3. Cinétique de la réaction de transglucosylatio

Le milieu réactionnel constitué de substrat (saade 1,5 M), de tampon
citrate-phosphate 0,1 M et d’enzyme (1 Ul/ml) estubé a 35°C sous
agitation. A des intervalles de temps définis, ualgvement (100 ul) du
milieu réactionnel est chauffé au bain marie a 9p&@dant 3 minutes, dilué
au 1/100 dans I'eau milli Q, filtré (membrane 0,45 pum) ealysé par HPLC.
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17.4. Synthése des oligosaccharides a partir duchacose

Le milieu réactionnel de 50 ml est composé de saose (1,5 M) et
d'enzyme (1 Ul/ml) & pH 5,5 dans le tampon citialb@sphate 0,1 M.
L’incubation se fait a 35°C et le mélange est agitécontinu pendant 72
heures. La réaction est arrétée par chauffage daumiéactionnel au bain
marie a 95°C pendant 10 minutes. Un échantillon|(lh)Oest préleve, dilué
(1/100 et 1/20000) et filtré avant 'analyse desdoiits.

18. Analyse des produits de la transglucosylation

Plusieurs techniques analytiques de sensibilitéérentes ont été utilisées
selon le niveau de séparation souhaité et les wdusmns a faire afin de
réduire les temps d’analyse et les dilutions sigiges nécessaires au dosage
de tous les composés présents dans les milieuxiadaels. Les colonnes
Potassium et {g sont utilisées pour suivre I'évolution des réausiopar
I'observation des produits et le changement de8lprchromatographiques.
La chromatograpie liquide d’échange d’ions a haedormance est utilisée
pour identifier les composés (monosaccharides, osdigharides,

polysaccharides).

18.1. Analyses qualitatives par HPLC

Les produits de la réaction de transglucosylationt sanalysés sur un
chromatographe Hewlett Packard série 1050 compogé slysteme de
dégazage en ligne, d’'une pompe, d'un passeur atithread’échantillons,
d'un four a colonne et d'un réfractometre. Selaandlyse a réaliser, une
colonne Potassium (oses simples et disaccharides},9 (polyméres) est
branchée a I'HPLC. Pour la colonngg@4 x 250 mm, Ultrasep, Bischoff
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Chromatography) la température d’analyse est f&x&0°C, le débit a 0,5
ml/min et I'’éluant est de I'eau Milli Q. Pour laloane Potassium (300 x 7,8
mm, Aminex HPX-87K column, Phenomenex) I'analystfage a 85°C, le
débit est de 0,5 ml/min et I'éluant est I'eau M@li Les échantillons de 10 ul
ayant une concentration en sucre initilBg/l sont injectés. L'acquisition et
le traitement des données se font par le logici€hroméléon ». Des
solutions de saccharose, fructose, glucose en gatemencentrations de 1 a

5 g/l sont utilisées comme étalon.

18.2. Identification des produits

La séparation et l'identification des mono, di egasaccharides synthétisés
sont realisés par HPAEC-PAD, sur un systeme DioD&x500 (Dionex,
Sunnyvale, CA) composé d'une pompe a gradient GPu50 détecteur
électrochimique ED-40, une colonne CarboPac PA200 25 mm, Dionex)
et une précolonne du méme support permettant deresépt identifier les
sucres de taille inférieure ou égale a DP 20. Lasphmobile est une solution
de soude a 150 mM dans I'eau milli Q a un débitud/min. Les sucres sont
élués par un gradient linéaire d’acétate de sodiéma 600 mM) en 30
minutes dans la soude a 150 mM. La colonne esttemia a 30°C. Des
solutions de glucose, fructose, saccharose, malissenaltose, nigerose,
tréhalose, isomaltotriose, isomaltotetraose etnai@sooligosaccharides (DP3
a 8) sont utilisées comme références. Les échamgilet les solutions de
référence sont préparés dans de I'eau milli Q aconeentration inférieure ou
égale a 25 mg/l. L'acquisition et le traitement desnées sont faits par le
logiciel « Chromeleon » (Dionex).
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18.3. La purification des oligosaccharides

Les oligosaccharides synthétisés sont purifiecpeomatographie liquide sur
une colonne ¢ préparative (120-10+ Prontosyl Eurobond (10 pM)) a
compression axiale (4 x 24 cm) connectée a unenehdPLC composée
d’'une pompe (HPLC ICS) et d'un détecteur RI (RI@1€S). La purification
se fait a température ambiante avec pour €luaa Ifeilli Q & un débit de 25
ml/min. Le milieu réactionnel est dilué de moitéqQivalent a 250 g/l de
saccharose initial) et des échantillons de 5 mit $ojectés par cycle de
purification. Des fractions de 25 ml sont collesté# leur composition est
déterminée par chromatographie sur colonng dalytique. Les fractions
contenant des produits non purs sont concentrée&otayvapor et reinjectées
sur la colonne préparativedCLes fractions contenant les composés purs sont

conserveées.

18.4. Concentration et lyophilisation des oligosaecides

Les échantillons purs sont concentrés par évaporabus vide au rotavapor.
Les fractions sont concentrées dans un ballon glataps un bain-marie a
95°C jusqu’a un volume final d’environ 5 a 10 mllleE sont ensuite

congélées a -80°C. Les fractions concentrées ajébdées sont lyophilisées
pendant 24 heures (lyophilisateur Christ alpha 2@ermany). Les

échantillons lyophilisés sont stockés dans un deataur.

18.5. Les analyses structurales des oligosaccharide
Les analyses structurales des oligosaccharidedigsuont été faites par

hydrolyse enzymatique, spectrométrie de masse efctreeétrie de

Résonance Magnétique Nucléaire (RMN).
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18.5.1. L’hydrolyse enzymatique

Les échantillons des composés DP3 et DP4 (20 mM)t soumis a
I’hydrolyse enzymatique d’'une invertase grade \3l2(1.26) (0,5 Ul/ml) de
levure (Sigma) dans le tampon citrate-phosphatan®0 pH 4,5 a 45 °C
pendant 1 heure. La réaction est arrétée par cgaufd 95°C pendant 5
minutes. Un aliquote est dilué pour obtenir uneceoitration correspondant
au plus a 25 mg/ml de saccharose initial, filtré@um) puis analysé par

chromatographie d’échange d’'ions HPAEC-PAD.
18.5.2. La spectrométrie de Masse (MS)

La masse moléculaire des produits purifiés estratée par la méthode
LSI-MS (Liquid Secondary lon Mass Spectrometry) @ESAMO (C.
Absalon) de I'Université de Bordeaux | (France).tt€emeéthode permet
I'étude de composés fragiles comme les sucres.uipément utilisé est un
spectrophotometre de masse Autospec de géométrie @EBicromas,
Manchester, GB) qui fonctionne a une tension acaglée de 8 kV en mode
positif. L’échantillon (1 ml) est mélangé au boetld sonde avec une matrice

de dithiothreitol/dithioerythritol. Les ions [M+Npsont enregistrés.

18.5.3. La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les expériences de RMN utlisées pour [I'étude stnate des
oligosaccharides ont été réalisées au service congi@iRMN de I'Université
Paul Sabatier de Toulouse (M. Vedrenne). Nous awdalssé d’'une part, les
expériences de RMN monodimensionnelles du protana(400,13 Mhz) et
du carbone *C & 100,61 Mhz) et d'autre part, les expériencesRMN
bidimensionnelles'{..;, *H/**C & 100,61 Mhz) HSQC (heteronuclear single
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quantum coherence) etl{y, 'H/*°C a 100,61 Mhz) HMBC (heteronuclear
multiple bond correlation) qui montrent les cortiélas entre des noyaux de
natures différentes. Les spectres ont été obtamusnsspectrometre Bruker-
ARX 400 équipé d'un systeme Ultrashim. Les échlamd sont préparés a
partir du lyophilisat & une concentration de 73 gans du BO contenant de

I'acide trisilyl-propionique tetradeutéré (TSPd4nM) comme référence.



1. RESULTATS ET
DISCUSSIONS



75

PARTIE A : PURIFICATION ET PROPRIETES PHYSICO
CHIMIQUES DE L’'ENZYME

| : LA PURIFICATION

L’extrait brut du suc digestif dé. ventricosaest riche en protéines (cf
introduction) visqueux et coloré. La purificatiore dlactivité invertasique
nécessite donc [I'élimination préalable des pigmeetsdes substances
visqueuses ainsi que le fractionnement des pratéParmi les méthodes de
fractionnement utilisées a cet effet, la précimptatau sulfate d’'ammonium
entraine une inactivation irréversible de I'enzynte, filtration sur gel
(Sephacryl S 300) ne sépare pas les pigments desnmas de méme que les
gels d’échange d’ions (DEAE-Sephadex A 25, DEAERhaepll). Seul le gel
Q Sepharose permet une fixation des protéinesuetéletion sans pigment.

Ce gel est donc retenu pour le schéma de puriicati

1. Les chromatographies

Le fractionnement par la chromatographie d’échatigms sur Q Sepharose
(figure 18) permet de recouvrer environ la moité9%) de I'activité
enzymatique initiale dans le palier a 4% de Na®A.1lLes fractions actives
collectées qui contiennent le plus d’activité (20 sont claires et limpides.
Une augmentation du palier de gradient a 5% de NBROW permet
d’améliorer le rendement en activité enzymatiquésroa taux de NaCl élue
aussi certains pigments. L'étape du fractionnemsut Q Sepharose
représente donc un compromis entre la perte d'aréepde l'activité et
I'élimination de nombreux pigments et protéines nantives sur le

saccharose.
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Figure 18: Chromatographie d’échange d’ions sur geQQ Sepharose (Pharmacia)

Les protéines non fixées sont éluées par le tardpdavage. Le gradient de NaCl est ensuite appliguné
paliers a 4 % puis a 100% de NaCl 1 M. Débit 2 nm/rRractions de 4 mim{ protéine. 1) activité.

Suite au fractionnement sur Q Sepharose, la consbimales autres supports
de chromatographies envisagés pour terminer ldigatron est résumeée ci-
dessous (figure 19) :

Elle conduit aux résultats respectifs suivants:

-Superose 12 : obtention de deux pics accolés guneht deux bandes en
PAGE

- Hi-trap et Superose 12 : obtention d’'un grand quic donne deux bandes
protéiques en PAGE

- Concanavaline A Sepharose 4B et Superose 12n $&t modes d’élution
adoptés on obtient soit un grand pic qui donne dmndes en PAGE, soit
deux pics accolés qui donnent deux bandes en PAGE.

- Concanavaline A, Hi-Trap et Superose 12 : obbentle deux pics accolés

gui donnent deux bandes en PAGE.
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Toutes ces combinaisons ont abouti en PAGE (fig0rd) aux deux mémes

bandes protéiques. Seules les proportions relalieedandes de protéines

Extrait Brut

|

*Q sepharose

Sup.12 / \ Conc-A

Option 1 i
Hi-Trab **Conc-A
/ \ Hi-Trap

Sup.12 Sup.12 \
Option 2 Option 3 Sup.12
- * 2 posibilités Option 4

- **3 combinaisons

Figure 19: Schéma de la combinaison des gels de chratographie

Sup 12 : La colonne Superose 12
Conc-A : La colonne concanavaline-A-sepharose-4B
Hi-Trap : La colonne HiTrap FF

changent. Les extraits contiennent donc deux preséayant des propriétés
physico-chimiques tres proches qui rendent diffidéur séparation par les
méthodes chromatographiques utilisées. Afin de rohdter si les deux

protéines sont actives sur le saccharose, I'aétiwdrolasique du saccharose
est révélée in situ dans le gel de PAGE par larabtm au Triphenyl

Tetrazolium Chloride (TTC). La coloration est postpour une seule des
deux bandes protéiques (figure 20 B). L'électropier(PAGE) permet donc
de séparer I'enzyme de la protéine inconnue quusiqurs caractéristiques

proches. L'électrophorese est donc intégrée aw@otg de purification.



78

(B)

669
440

232

140 .

67

Figure 20: PAGE des extraits chromatographiques atoloration de l'activité
invertasique au TTC

Gel A: Coloration des protéines au bleu de coomads250. ligne 1, extrait brut ; ligne 2, extraiir Q
Sepharose ; ligne 3, extrait aprés ConcanavaliSepgharose 4-B ; ligne 4, extrait aprés Superose 12.
Gel B. Coloration de l'activité invertasique au T.TC

2. L’électrophorese préparative

2.1. Migration

En électrophorese native, la fraction active isdeiéa chromatographie sur Q
Sepharose donne des bandes bien séparées (fighje 125 fractions actives
de trois cycles de chromatographie sur Q Sephasosé concentrées par
ultrafiltration & 0,3 ml et soumises a I'électropdse préparative (gel de 10%
en acrylamide). Le taux de 10% en acrylamide peramst migration de
'enzyme en une bande fine tandis que la durée deutes (au lieu de 2
heures 30 minutes maximum en PAGE analytique) aotgrigécart entre les

bandes de protéines.

2.2. Coloration de l'activité

Au terme de la migration des protéines de I'exitaiticentreé, deux bandes de
gel (1 cm de large) découpées verticalement slbdeds du gel sont colorées

au TTC pour détecter I'activité enzymatique et édudre la position de
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'enzyme. Les bandes sont repositionnées a leaxeplinitiales et 'enzyme

est ainsi localisée dans le reste du gel (figuje 21

Figure 21 : Coloration au TTC (a : avant coloration b : aprés coloration)

Cette méthode bien que permettant de localiseos#ipn de I'enzyme dans
le gel présente de nombreuses difficultés (pedazyme dans le gel colorée
au TTC, précision limitée de la localisation, noguses étapes, longue durée,
nombreux produits utilisés etc.). En vue de familitet améliorer la
localisation de lI'enzyme dans le gel, nous avornstétde pNP a-D-
glucopyranoside dont I'hydrolyse donne un chromaghaune (le pNP) et du
glucose. Nous observons que la bande protéiguespmndant a I'enzyme
qui hydrolyse le saccharose dans le gel (coloraaio@ TC) réalise aussi de
facon spécifique I'hydrolyse du pNRD-glucopyranoside a 37°C en donnant
une coloration jaune dans le gel (couleur du pNiér&) (figure 22). La
localisation de I'enzyme directement dans le gel’pgdrolyse du pNRx-D-
glucopyranoside est plus précise, plus aisée aemeft ceuvre (elle compte
moins d’étapes, dure moins longtemps et nécessitele produits par rapport
a la coloration au TTC). Cette méthode est dorentet pour la suite de la

manipulation.
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Figure 22 Coloration de I'activité enzymatique dans le gebar les deux méthodes

Bande A : coloration au TTC indiquant I'hydrolyse shccharose
Bande B : coloration au pNP indiquant I'hydrolysepNPa-D-glucopyranoside

2.3. Extraction de I'enzyme

Apres la migration et les différents lavages, Kibation du gel
d’électrophorese préparative en présence de pNP-glucopyranoside
permet de localiser directement I'enzyme (figurea23L’enzyme est extraite

de la bande de gel colorée en jaune apres lessétlpbroyage, suspension,

centrifugation, filtration et élimination du pNRdfires 23 b et c).

Figure 23: Extraction et broyage de la bande de geblorée par la libération du pNP

a). Localisation de I'enzyme dans le gel par la pnésedu pNP libéré de I'hydrolyse du pMFD-
glucopyranoside

b). bande de gel coupée contenant I'enzyme (coudeuns)

c). broyéat de la bande de gel contenant 'enzyme
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L’extrait d’enzyme ainsi purifiée est homogene kalonne une seule bande
en PAGE (figure 24 a) native et en SDS-PAGE (figldeb). Cet extrait

contient donc une seule forme protéique. Le rendémhe purification est de
6,5 % et l'activité spécifique de I'enzyme est dg71Ul/mg de protéines
lorsque le saccharose est utilisé comme subsediilan de la purification est

résumé dans le tableau 7.

(A) (B)
1 M
L2 M 669 - 200
440 —_— 116
T 97
— 232 - 66,3
— 140 e 55
Sl 36
* - 67 e 31
P kDa - kDa

Figure 24 : Electrophorése analytique de I'enzyme

Gel A. PAGE native : ligne 1-Enzyme native, ligne 2-Fi@ts actives de la chromatographie sur Q
Sepharose, ligne M-marqueurs de taille en kDa
Gel B. SDS-PAGE : ligne 1-enzyme dénaturée, ligne M-quauars de taille en kDa

Tableau 7 : Bilan de la purification

Etape Protéine Activité Activité | Rendement Facteur de
(mg) totale (Ul) | spécifique (%) purification
(Ul/mg)
Extrait brut 109,1 | 47,45 0,435 100 1
Q Sepharose | 4,76 23,32 4,9 49,2 11,26
Electrophoreseg 0,156 | 3,09 19,7 6,5 45,28

Les protéines sont dosées par la méthode de Baadfor
L’activité spécifique est exprimée en pmoles degbe/min/mg de protéines
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Il. LES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES ET MOLECULAIRE

1. Détermination de la masse moléculaire

1.1. Par gel filtration

La filtration sur gel permet une estimation rapdle poids moléculaire des
protéines. Ainsi la masse moléculaire apparentéeteyme purifiee a été
estimée par gel filtration sur une colonne Supe#XHR 10/30 (Amersham
Biosciences Corp., NJ, USA). La colonne est éqdikbet éluée par le
tampon citrate-phosphate 0,1 M pH 5,0 contenarl@@l a 0,15 M avec un
débit de 0,5 ml/min. La masse moléculaire de I'emzydéterminée par
comparaison de son temps de rétention avec lesstataprétention de
protéines standards que sont la thyroglobuline (KB8), la ferritine (440
kDa), la catalase (232 kDa), la lactate aldolag® (dDa) et I'albumine (67
kDa) est d’environ 138000 Da (figure 25).

16 -

Lh PM

© o1 82 o3 b4 @5 05 07 08

Figure 25: Détermination du poids moléculaire de Enzyme native
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1.2. Par électrophorese

Le dodécyle sulfate de sodium (SDS) est un puissi@bergent ionique

largement utilisé pour dissocier les complexesgigoes solubles. Il dénature
les protéines en annulant la charge propre a clkadiglles. Les chaines
polypeptidiques éventuellement reliées par desspdissulfures peuvent étre
dissociées par [utilisation simultanée de mercéiptanol ; rendues
anioniques elles peuvent étre alors séparées @eraghorese, leur mobilité
étant strictement fonction de leur poids molécelair

Pour quil en soit ainsi, la charge par unité de ssea doit étre

approximativement constante et les propriétés Hydramiques fonction de
la seule longueur de la chaine polypeptidique. dcttbphorése en gel de
polyacrylamide de I'enzyme en présence de SDS damee seule bande
homogene. Le poids moléculaire des sous-unitésrdigie selon la méthode
de Webber et Osborn (1969) apres SDS-PAGE est idten@6 kDa (figure

26).

Ln PM

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Migration (cm)

Figure 26: Détermination du poids moléculaire par S-PAGE
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2. La séquence N-terminale

L’'analyse a été faite sur des échantillons provemkn trois purifications
différentes. Vue la sensibilité de la méthode s, la présence des mémes
acides aminés confirme aussi la pureté de I'enzymadysée. La séquence des
dix premiers acides aminés de I'extrémité N-terh@ndeéterminée selon la

méthode des dégradations successives d’Edman est :

HoN-FLLDDDDKPF---rmmememmrmmemmemmemmenaen COOH.

3. Le dosage des sucres neutres

Lors de la purification par chromatographie d’aténl’activité invertasique a
été retenue sur la Concanavaline-A-Sepharose 4Bjutesuppose que
I'enzyme doit avoir au moins du glucose et/ou dunnese dans sa structure
(Pharmacia, 2003). Le dosage des oses neutresa paéthode au phénol-
sulfurique (Dubois et coll., 1956) sur une masse@gig d’enzyme donne
une teneur de 25% de sucres avec I'étalon glutdsezyme comporte donc
effectivement une fraction glucidigue dans sa simecet est de ce fait une

glycoprotéine.

4. Activité hydrolasique et stabilité en fonction d pH

Les réactions enzymatiques sont sensibles au plilleu car ce facteur
influence le degré d'ionisation du substrat, duwsabstrat et de la molécule
enzymatique. Au niveau de la molécule enzymatiqe¢,effet dépend des
groupements ionisables participant a la fixation swbstrat, a l'acte
catalytique et/ou au maintien des structures sexomncet tertiaire de la

protéine; ce qui peut étre favorable ou défavorablactivité enzymatique.
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L’influence du pH sur l'activité invertasigue donnene allure globale
classique en forme de cloche. L’activité hydrolasetres faible a pH 3. Elle
est ensuite croissante jusqu’a pH 5,5. Au-dela Hu5gp qui est la valeur

optimale I'activité décroit (figure 27).

0,3 ~
0,25 -
0,2 -

0,15 -

Activité (Ul/ml)

0,1 -

0,05 -

2 3 4 5 6 7 ¢

Figure 27: Activité et stabilité de I'activité invertasique en fonction du pH
activité (@) stabilité )

L’étude de la stabilité en fonction du pH montre wiénaturation irréversible
de l'enzyme aux pH tres acides (inférieur ou égaphth 3). L’activité

résiduelle déterminée apreés 24 heures de préinonbatix différents pH a
4°C (figure 27), indique que I'enzyme est peu dfecpour les pH de 4,5 a
pH 7 avec une activité résiduelle de 90% au mamax{mum de 100% a pH
5,5). L’enzyme reste donc plus stable aux pH neup@& rapport aux pH

acides.
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5. Activité invertasique et stabilité en fonction @ la température

La température optimale est un compromis entriet'ele la température sur
I'activité catalytique et la stabilité de la proktienzymatique. Dans le cas de
'enzyme purifiée, l'influence de la température égidiée dans l'intervalle
de 25°C a 60°C, dans le tampon citrate phosphatei0a pH 5,5 et en
présence de 25 mM de substrat. Nous observons uwgeneatation
progressive de I'activité saccharase en fonctiotadempérature entre 25 et
45 °C. Cette activité est optimale a 45°C (figu8 Auis baisse rapidement

apres 50°C et I'enzyme est totalement inactiverirpie 55°C.

0,04 1
0,035 -
0,03 +

0,025 ~

Vv (UI)

0,02 A
0,015 ~
0,01 -

0,005 A

20 30 40 50 60 70
Température (T)

Figure 28: Activité invertasique en fonction de laempérature

La dénaturation des enzymes par la chaleur s’acagngle plus souvent
d’'une perte d’activité qui est d’autant plus graode la structure tertiaire de
la protéine est complexe. L'étude de la dénatunatie 'enzyme est reprise
pour différentes températures. Incubée a troigudifites températures (30, 35
et 45°C), I'enzyme reste stable pendant 5 heuB&’'@ et elle conserve 96%

de son activité aprés 4 heures a 35°C tandis dof& 4 ne reste plus que
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49% d’activité résiduelle aprés 40 minutes. Cepehd&nzyme conserve
encore 60% et 40 % de son activité initiale apeebaures a 30°C et 35°C et
45°C respectivement (figure 29).

120 -

——30C
100 ——35C
—A— 45T
g 80 +
Q
o
3
e 60
0
9
=
o 40 A
<
20 -
0 : y ‘ . A— ‘ —A )
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temps (Heures)

Figure 29: Stabilité thermique de I'enzyme a 30°C35°C, 45°C
30°C @), 35°C @), 45°C (A)

L’énergie d’activation de la réaction catalysée pamzyme est liee a son
activité en présence de températures variablesuttge déterminer par la loi
d’Arrhénius. A cet effet, nous avons représentplyuement (figure 30) le
logarithme de l'activité relative de I'enzyme emdtion de linverse de la
température (en K). La pente de la droite obtersiedigectement liée a la
valeur de I'énergie d’activation (Ea). Dans not&s cous trouvons une
énergie d’activation de 12404 cal.iol
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e L/T (K/1000)
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Figure 30: Détermination de I'énergie d’activationpour I'hydrolyse du saccharose

6. Action de quelques effecteurs sur I'enzyme puiée

Les effecteurs sont des composés chimiques quifiaodplus ou moins les
réactions enzymatiques. lls peuvent jouer un ralgortant dans la régulation
des métabolismes et permettre d'acquérir d'impmsamformations sur la
structure et le mode d'action des enzymes (Krud2 1®Richard, 1984).

6.1. Influence des cations

L'étude de l'effet des ions métalliques sous fodmechlorures sur l'activité
invertasique a été faite a une concentration firdde5 mM. L'activité
résiduelle en présence des différents ions estim&pren pourcentage de
I'activité sans ions (tableau 8). Nous observores l@ctivité invertasique de
I'enzyme est plus importante en présence des iart$ & CS* par rapport au

contréle sans ion. Cependant, I'activité n’est paxlifiée lorsque le milieu
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contient les cations €3 K'et Mg tandis que les autres ions (Clre et
Hg™) exercent un effet inhibiteur. L’inhibition de €vité enzymatique est
partielle avec les ions Cii (90% d'inhibition), les ions F&(70 %) et totale
(100% d'inhibition) pour I'ion H§" (Tableau 8).

Tableau 8: Activité invertasique du saccharose efonction des ions.

lon (5 mM) Activité
Résiduelle (%)

Sans ion 100
Cco* 200
Mn? 187
ca’ 100
K* 100
Mg?* 100
Fe 30
Ccu* 10
Hg*™* 00

6.2. Influence de 'EDTA, du SDS et du Tris

L’'action de chélation des ions bivalents par TED&Até testée. Les résultats
obtenus (figure 31) indiquent une baisse constdatéactivité invertasique
en fonction de la concentration en EDTA. Cette smisst de 10% environ en
présence de 150 mM d’EDTA. L’'effet inhibiteur dEDTA semble modéré
mais l'allure de la courbe indique qu’il peut éfpbus élevé aux fortes
concentrations en EDTA.

Le Tris est un inhibiteur de I'activité de nombresiglycosidases. De 0 a 5
mM le Tris n'a pas d’effet sensible sur I'activihzymatique. Au-dela de
cette concentration en Tris, l'activité résiduelb@isse progressivement.
Toutefois la baisse de l'activité résiduelle estit@ns en moins importante a

partir de 50 mM en Tris (figure 31).
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Le SDS est un détergent ionique qui détruit les liaisongirbgenes,
hydrophobes et ioniques. Son action dénature |etéipes et entraine
généralement la perte de l'activité enzymatiquéaible concentration (0,25
mM) ce détergent semble avoir un léger effet atdiva sur I'enzyme.
L’activité enzymatique est ensuite inhibée en présedu SDS a partir de 0,5
mM. L’activité résiduelle chute a 10% a 1 mM ehbgme n’est plus active a
partir de 4 mM (figure 31).

120 -
100
80 -
60 -
40 -
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Activité résiduelle (%)

Effecteur (mM)

Figure 31: Influences de 'EDTA, du SDS et du Trisur I'activité invertasique
EDTA (A) ; SDS @) ; Tris (e).

7. Spécificité de substrat

Une enzyme peut agir sur un substrat unique ouepiiss substrats. Afin de
déterminer le groupe auquel correspond l'enzymeifier sa capacité
d’hydrolyse est testée sur différents substratdamant selon les cas, le pNP
(oNP pour oNRB-D-galactoside) libéré pour les substrats syntnésgou le

glucose libéré pour les autres. Parmi les substeatgs I'enzyme libere du
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glucose a partir du saccharose et du maltose, ®ugiu glucose a partir du
PNP a-D-glucopyranoside. Cependant, le maltose est mies hydrolysé
que le saccharose et le pNRD-glucopyranoside. Aucune molécule de
glucose ou de fructose n’est libérée des polyosi@esidon, cellulose,
inuline). lls ne sont donc pas hydrolysés, de mgoele cellobiose, le pNP
B-D-glucopyranoside, le leucrose, le trehalose éabl 9). Dans le cas
particulier du raffinose, aucune molécule de glecode galactose ou de
fructose n'est obtenue suite aux tests de dosagelawkit Biomerieux ou au
DNS.

Tableau 9 : Etude de la spécificité de substrat

Substrat Activité Activité
relative (%)
pNP a-D-Glc (5 mM) + 60

pNP (3-D-Glc (5 mM) - -
Méthyle a-D-Glc (50 mM) - -
Méthyle 3-D-Glc (50 mM) } }
ONPB-D-Gal (5 mM) - -

Cellobiose (50 mM) - -
Lactose (50 mM) - -
Leucrose (50 mM) -
Maltose (50 mM) +

Saccharose (50 mM) + 100
Trehalose (50 mM) -

*Raffinose (50 mM) - -

Amylose (1% m/v) - -
Inuline (1% m/v) - -
Cellulose (1% m/v) - -

8. Activité invertasique en fonction de la concenation en substrat

L’activité de I'enzyme est testée sur des concénotra variables des trois
substrats hydrolysés (pNRD-glucopyranoside, maltose, saccharose) (figure
32). L’'allure générale des courbes obtenues esttigiee pour les trois

substrats. L’enzyme semble adopter un comporteMattaélien jusqu’a une
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concentration en substrat pour laquelle la vitesdgmle est maximale. Au-
dela de cette concentration en substrat la vitessale baisse pour tous les
trois substrats. Chaque substrat est mieux hydradysge les autres dans un
intervalle de concentration donnée. Ainsi de 0 & le maltose est le
substrat le mieux hydrolysé puis le pNFD-glucopyranoside de 4 a 15 mM

et enfin le saccharose a partir de 15 mM (figure 32

0,6 -

V (UI/ml)

-1 1 3 5 7 9 11 13 15

S (mM)

Figure 32 Activité invertasique en fonction de la concentrion en substrat
Conditions : Substrat (0,00 a 15 mM), enzyme (0J6n), tampon citrate-phosphate pH 5,5, incubation

pendant 5 min a 37°C. L’'activité est déterminéelpalosage enzymatique du glucose libéré.

maltose ¢), saccharosek), pNP (x)

Dans lintervalle de concentration de 0 & 16 mMs&echarose donne une
courbe en vitesse initiale croissante. Nous augomsndonc la concentration
en saccharose jusqu’a 1,5 M pour mieux observemkgtique de la réaction
par rapport a ce substrat (figure 32). L’activitgdtolasique maximale de
'enzyme est ainsi obtenue a des concentratiorf@rdiftes pour les trois
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substrats (2 mM pour le maltose, 4 mM pour le piNP-glucopyranoside

(figure 32) et 50 mM pour le saccharose (figure 33)

Vobs

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14 16

Saccharose (M)

Figure 33: Activité hydrolasique en fonction de laconcentration en saccharose

Conditions : Saccharose (0,005 a 1,5 M), enzynte J/ml), tampon citrate-phosphate pH 5,5, inculrati
pendant 5 min a 37°C. L’'activité est déterminéelpalosage enzymatique du glucose libéré

9. Parametres cinétiques

Le profil de l'activité hydrolasique de I'enzyme rfiée en fonction de la
concentration en saccharose est ascendant jusge’&aleur maximale puis
diminue. Son tracé en coordonnées inverses de kEmev et Burk (1934)
pour déterminer les paramétres cinétiqgues n’estqiatement linéaire mais
présente une partie en rupture de pente avec tle®iam vers le haut aux
fortes concentrations en substrat (figure 34). Yasurs de Km et Vm pour
I'hydrolyse du saccharose sont donc déterminéeseganpolation de la

courbe en utilisant la partie linéaire. Les réssltabtenus dans ces conditions
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sont Km = 50 mM et Vmax = a 1,40 pmol/min/ml (cependant a 20.06

Ul/mg de protéines).

1V (Ul/mi)-1

-50 0 50 100 150 200
1/S (M-1)

Figure 34: Détermination des parameétres cinétiques ded-glucosidase

10. Test de I'hypothése d’inhibition par exces deubstrat

L’allure de la courbe d’activité de I'enzyme puedi pour I'hydrolyse du
saccharose ne correspond pas a celle d’'une cieétnithaélienne classique.
Nous avons voulu vérifier si cette cinétigue eshfocome a un modéle
d’inhibition par exces de substrat. Les valeursotiggéles sont calculées a
partir des valeurs expérimentales par la transfoomade I'équation de
Michaelis et Menten suivante/.:VLS82

S+ Km+K—S
Le facteur Ks de cette relation est déterminé aaeprésentation graphique

(figure 34) de 1/V = {(S). La partie linéaire dedaurbe (de 0,075 a 1,5 M)
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est utilisée a cet effet. Par extrapolation, I'tegtion de la courbe avec 'axe

des abcisses donne la valeur de Ks (Ks = 0,2 M).

UV (Ul/ml)-1

04  -02 0 02 04 06 08 1 12 14 16
S (M)

Figure 35: Détermination graphique de Ks

La représentation graphique de la courbe des \&leaiculées de l'activité
relative par la relation ci-dessus en fonction @edncentration en substrat
donne une courbe croissante jusqu’a une concenmtrate 0,100 M en
substrat. Elle décroit ensuite lorsque la concBairaen substrat augmente
jusqu’a 1,5 M. En comparant la courbe obtenue pesivaleurs observées et
celle obtenue pour les valeurs calculées danssle’cae inhibition par excés
de substrat, nous notons une évolution similaires deux courbes sont
quasiment superposeées (figure 36). La cinétiquéad@action d’hydrolyse

observée est donc conforme a une inhibition pag€xe substrat.
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Figure 36. Comparaison des vitesses observeées et calculée$omction de la
concentration du saccharose (M)

activité observéee ; activité calculée o

11. Inhibition de 'enzyme par les produits de la éaction

L’inhibition par les produits de I'hydrolyse du sharose (glucose et
fructose) est faite en deux parties. L'influencegiiucose ou du fructose est
déterminée en utilisant le pN&-D-glucopyranoside comme substrat. Le
dosage du pNP libéré en présence de concentratemmbles du glucose
permet d’éviter linterférence que donnerait le afgs enzymatique du
glucose (celui ajouté et celui hydrolysé) dans &s cdu saccharose. En
présence de concentrations fixes de glucose agutéilieu, on observe par
extrapolation un croisement des différentes courbesun méme point
(Vmax) sur I'axe des ordonnées alors que toutesdagbes sont divergentes
sur I'axe des abscisses. Nous en déduisons que léeMa réaction ne change
pas alors que le Km varie (figure 37). Ces obs@matsont caractéristiques
d’'une inhibition compétitive. Le glucose exerce dam effet inhibiteur de
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type compétitif pour I'’hydrolyse enzymatique du pbifD-glucopyranoside.

En présence du fructose aucune variation n’estroése

0,4+ * 1/Glu10

0,35 - ® 1/Glul00
A 1/Vo

0,3 -

0,25 ~
0,2 ~

0,15 ~

1V (Uliml)-1

0,1

-1 0 1 2 3 4 5 6

1/S (mM)-1

Figure 37: Effet du glucose sur I'’hydrolyse du pNPa-D-glucopyranoside

L’enzyme (25 pl) est incubée avec le pf®D-glucopyranoside (0,4 a 1 mM) en présence deogki¢0, 10

et 100 mM) dans un volume réactionnel de 100 pdpen5 min a 37°C, pH 5,5 dans le tampon citrate
phosphate 20 mM. La réaction est arrétée par @de@®00 pl de carbonate de sodium a 1 M. Le pNRdibé
est dosé.

ce qui indiqgue que le fructose n'a pas d’influesce l'activité de I'enzyme.
L'effet du fructose sur l'activité de I'enzyme edtjalement déterminé en
présence du saccharose. Dans ce cas des conoastfates de fructose sont
ajoutées au milieu réactionnel et le dosage enzgoetlu glucose n’interfere
pas avec le fructose ajouté. L'activité enzymatigse donc déterminée en
dosant le glucose. Nous observons dans ces caomliti@ifférentes
concentrations de fructose) que le Km et le Vm aleéaction d’hydrolyse

enzymatique du saccharose (figure 38) sont les mé&aes les différents cas.
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Ces observations montrent que le fructose n'exaucen effet inhibiteur sur

I’hydrolyse du saccharose.

UV (Uliml)-1

0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

| ® 1/fru10 4 1100 @ UVsac| Vsac (mM)-1

Figure 38 Effet du fructose sur I'hydrolyse du saccharose

L'enzyme (25 ul) est incubée avec le saccharose 12 mM) en présence de fructose (0, 10 et 100 mM)
dans un volume réactionnel de 100 pl pendant 5a®7°C, pH 5,5 dans le tampon citrate phosphate 20
mM. La réaction est arrétée par chauffage a 95&Qjlucose libéré est dosé par le kit Biomérieux.

12. Activité transférasique en fonction de la concgration en substrat

En présence de concentrations variables de sasehdtanalyse en HPLC
des milieux réactionnels (aprés incubation) perdeefaire les observations
suivantes: (i) l'action de I'enzyme sur le sacclartibéere du glucose et du
fructose, (ii) la taille du pic de glucose est phetite que celle du fructose et
devient de plus en plus basse que celle du frucodar et a mesure que la
concentration initiale en saccharose augmentg, dés pics de composés
ayant une masse moléculaire plus grande que aelactharose sont formés
(figure 39) . Une proportion de plus en plus granmgeglucose libéré de

I'hydrolyse du saccharose sert donc a former devemux produits dont le
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poids moléculaire est supérieur a celui du saccearba taille de ces pics

augmente également en fonction de la concentratibale en saccharose du

PRI

Saccharose

140 il

00

80 oligosaccharides Saccharosg

o ~ 15
0,75
5 M 0.5

)%

-5|]—I. 0,25
-"“-—-"ﬂ‘-_‘-u--—-f e e 0,1
g e P N N 0,075
Jﬂ\._ T

Tl

a0 T T T I T T T T T
4] W 4 & B 00 @0 M0 Wb W0 A0 X0 M OW0 X0 ¥

Figure 39: Analyse des milieux réactionnels en fotion du temps sur colonne K.

L’enzyme (0,5 Ul/ml) est incubée avec le sucrosé () dans le tampon citrate-phosphate 20 mM pHa5,5
35°C sous agitation. Un prélevement (100 pl) deéemnitéactionnel a intervalles de temps définischauffé

a 95°C pendant 3 minutes, dilué au 1/100 dans Fe#luQ, filtré (membrane 0,2 um) et analysé p& LT
sur une colonne Potassium. Eluant : Eau milli @iD:€0,5 mil/min, Echantillon ; 5 pl

milieu réactionnel. L'analyse du milieu réactionrgell,0 M en saccharose
initial sur la colonne ¢ indique d’'une part, I'existence d’au moins deusspi
de produits de transglucosylation et d’autre gpurg ces pics sont élués avec
des temps de rétention relativement faibles. Dassconditions d’analyse sur
la colonne C18, ces pics représentent donc descoleted’oligosaccharides.
En prolongeant le temps d’analyse au-dela des géss oligosaccharides
obtenus aucun autre pic n’est observé (figure 4®Yemps d’élution étant en
corrélation avec la taille des molécules éluéds, signifie qu’il n'y a pas de
composé de haut poids moléculaire. L'enzyme purifié synthétise donc pas

de polysaccharides a haut poids moléculaire.
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Figure 40: Analyse du milieu réactionnel a 1 M enugrose sur colonne G

L’enzyme (0,5 Ul/ml) est incubée avec le sucrosk M dans le tampon citrate-phosphate pH 5,5 a 35°C
pendant 12 heures sous agitation. Un prélevem@t i) de milieu réactionnel est chauffé a 95°Cdaen

3 minutes, dilué au 1/100 dans I'eau déionisé&éfiimembrane 0,2 um) et analysé par HPLC sur une
colonne Gs.
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DISCUSSION

L’enzyme responsable de l'activité invertasique emen évidence du suc
digestif de I'escargof\rchachatina ventricoséColas, 1977) a été purifiée au
cours de cette étude. La combinaison des chronagibmgs par échange
d’ions, gel filtration et chromatographie d’affi@ih’a pas permis de purifier
'enzyme. Les difficultés de purification des glgidases d’origine animale
par les méthodes chromatographiques ont été aessomtrées lors de la
purification de deux3-glycosidases du suc digestif de I'escardahatina
balteata(Colas, 1977). L’auteur rappelait alors les proidé spécifiques de
la purification des enzymes d'origine animale. Hfete les glycosidases
forment souvent des complexes peu dissociablestoldng des processus de
chromatographies. Ainsi, lors de la purification de-glucosidase de
I'intestin de la grenouilleRana japonica les auteurs ont obtenu un pic
symétrique de protéines et d’activité enzymatiquges une seérie de
chromatographies d’échange d’ions, d’affinité etgéé filtration. Cependant,
en électrophorese le pic se scinde en deux bandewilles différentes
(Takesue et Takesue, 1996) correspondant a desneszgifférentes. Au
niveau des microorganismes, des difficultés du mérdee indiquent que les
enzymes sont parfois €éluées en pics asymeétriquiigsc typiques de la
dispersion des glycoprotéines (Zarate et Belda,6 199Hocine et coll.,
2000). Dans ces conditions, I'électrophorése detsaiex des différentes
chromatographies permet souvent de séparer I'ent@neautres protéines et
de la localiser dans le gel grace a une coloramécifique de son activité
enzymatique (Rehm et coll., 1998). Dans certaiss lextrait brut est soumis
a I'électrophorése et la portion de gel correspohdal’activité est ensuite
découpée pour étudier les propriétés de I'enzyraee(R et Sivakami, 1989 ;
Fabre, 2004). Dans d'autres cas, l'électrophoresel'@ape finale de la

purification apres une série de chromatographiedaeportion de gel
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correspondant a I'activité enzymatique est broydiee en suspension, filtrée
et centrifugée pour obtenir I'enzyme pure (FlanaganForstener, 1978 ;
Yamasaki et coll.,, 2005 ; Gul-Guven et coll., 200Mpus avons ainsi pu
purifier I'activité invertasique du suc digestif tlescargotA. ventricosaen
combinant la chromatographie d’échanges d’ions &urSepharose et
I'électrophorese préparative en gel de polyacryiemil’enzyme a été
localisée dans le gel par la couleur jaune du piN€llg libere en hydrolysant
le pNP a-D-glucopyranoside. Le rendement de purification5%) est
supérieur a celui de 1% obtenu par Yamasaki et (2005), relativement
proche de celui obtenu par Gul-Guven et coll. (20&x7faible par rapport a
ceux de nombreux autres travaux de purificationsgh@omatographies. Il
peut encore étre amélioré par I'électroélution 'dazyme qui reste incluse
dans le gel. Cependant, Flanagan et Forstener \X@W%8obtenu par cette
méthode de purification un rendement de plus de @jGdanontre que cette
méthode peut atteindre des rendements aussi éavess plus élevés que
ceux des méthodes chromatographiques classiquesffichtité de
I'électrophorese dans cette méthode de purificatest liée a I'action
synergique de la filtration (mailles du gel) etchamp électrique (charge de
la protéine) qui conferent une capacité de réswiybius grande en amplifiant
les différences alors qu’en chromatographie classiges deux facteurs

distinctifs interviennent séparément.

La masse moléculaire de I'enzyme native (138 kDaynparée a celle
obtenue en conditions dénaturantes (66 kDa) indoues 'enzyme purifiée
est un dimére formé de deux monomeres identiqués. dbit en outre
comporter des ponts dissulfures qui sont rompuprésence de SDS. En
SDS-PAGE, cette enzyme a une masse moléculairdn@rde celle de di-
glucosidase d&eobacillus sp. HTA-46@65 kDa en SDS-PAGE et 130 kDa
sous forme native, Hung et coll., 2005) ou celleAgéysia fasciata(69 kDa
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en SDS et une structure native tétramerique dekZ%g Andreotti et coll.,
2006). Cependant, cette masse moléculaire estfahie que celles ded-
glucosidase des grains de millet (80 kDa en gehfibn et 86 kDa en SDS-
PAGE (Yamasaki et coll., 2005) et celle de-glucosidase dé&cremonium
implicatum (Yamamoto et coll., 2004) mais reste inférieurecedle de
Schizosaccharomyces pom@kuyama et coll., 2005). Comme observé avec
I'a-glucosidase deChaetomium thermophilumla présence de résidus
osidiques dans la molécule enzymatique peut exglides écarts entre le
poids moléculaire natif de 'enzyme et la somme pl@isls moléculaires des
sous-unités en SDS-PAGE (Giannesi et coll., 2006).

La séquence des 10 acides aminés de I'extrémit@ériiiriale de I'enzyme
(FLLDDDDKPF), déterminée selon la méthode d’Edmemrynmence par la
phénylalanine. Comme dans le cas des dgupycosidases de la méme
source (Colas, 1977) ou der{glucosidase Il dB. thermoamyloliquefaciens
(Suzuki et coll., 1997), le premier acide aminédBerent de I'acide aminé
du codon d’initiation classique des séquences jgudd (Met). Par ailleurs,
aucune séquence homologue n’a été obtenue a cesfola comparant a
celles d’autres organismes déja en stock dansaesslde données de « NCBI
protein databank» selon la méthode de comparaisen sdquences
« BLAST ». Ceci n'est pas surprenant car I'homatogntre les différentes
enzymes se limite le plus souvent a des séquenmesemsus de faible
longueur (Kimura, 2000) de préférence autour deseacaminés catalytiques
et pas a I'extrémité. A signaler cependant que mewtains procaryotes, le
peptide signal qui occupe cette position est radatent bien conservé avec
une homologie de 40% environ pour les GS (von leifr®90 ; Monchois et
coll., 1999d). La présence de sites d’hydrolysedique observés au niveau
des séquences des régions N-terminalesodgkicosidases de la canne a
sucre (Yoshiki et Suzuki, 1980), de I'orge (Suidehson, 1990), de I'épinard
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(Sugimoto et coll., 1995) et du riz (Nakai et go#007) indiquent que des
protéolyses post-transcriptionnelles dans cettemégont responsables de la
production des formes multiples de la méme enzymez des végétaux
(Nakai et coll., 2007).

La fixation de I'enzyme sur le gel d’affinité (Cantavaline-A-Sepharose 4B)
indique qu’elle comporte comme beaucoup d’autregymes d'origine
animale, une partie glucidique contenant au moessrésidus de mannose et
de glucose. Il s’agit donc d’'une glycoprotéine (€lapd, 1990 ; Goldstein,
1976 ; Pharmacia, 2003). La teneur en oses estan2g % du poids de
'enzyme est une valeur approchée car d’'une partis ravons utilisé comme
référence le glucose alors que le dosage au piséifalique n’est pas
spécifiqgue du glucose, et d'autre part tous legesun’ont pas la méme
intensité de réponse (Dubois et coll., 1956). Lzete en ose de I'enzyme
purifiée est semblable a celle (24,5%) decremonium implicatum
(Yamamoto et coll., 2004), plus élevée que celbeitée pour les deuR-
glycosidases dé balteata(Colas, 1977) mais est trés inférieure a celle de
I'a-glucosidase hyperglycosylée (88%) d&chizosaccharomyces pombe
(Okuyama et coll., 2005).

Le pH optimal d’activité hydrolasique du saccharpael’enzyme purifiée est
de 5,5. Il est identique a celui dspergilus nidulangKato et coll., 2002),
supérieur a celui ded-glucosidase (pH 4,5) du riz (lwata et Suzuki, 2063
inférieur au pH optimum (pH 6,0) denFglucosidase neutre du rein humain
(de Burlet et Sudaka, 1977). L’étroite zone deibtaken fonction du pH (pH
4-7) est proche de celle (pH 3-8) de-flucosidase d&chizosaccharomyces
pombe(Okuyama et coll., 2005) ou de celle (pH 4-8) dd3{glucosidase
purifiée deTrichoderma viridgKono et coll., 1999). La température optimale

de I'enzyme purifiée (45 °C), est comparable aecd# la-glucosidase de la
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crevette Penaeus vannamegijLe Chevalier et van Worhmoudt, 1998) et
inférieure a celles observées (50°C) poux-dlucosidase de la blatte
Periplaneta americana(Kouamé et coll., 2005) et (81°C) pouraf
glucosidase ddBacillus thermoamyloliquefaciensP1071 (Suzuki et coll.,
1997). En comparaison avec les organismes des atmbigxtrémes
(températures, pH, pression, salinité) qui produises enzymes résistantes a
la température, a la salinité ou aux pH extrémasfalble température
optimale de k-glucosidase de I'escargot peut étre corréléefaiaheur et a
’humidité de son habitat naturel. La présence debahydrates dans la
structure de la molécule enzymatique peut aussigergy sa stabilité puisque
certains travaux ont montré que la glycosylatiomitaun effet général de
stabilisation sur la conformation et la stabilitésdprotéines (Okuyama et
coll., 2005). La détermination de I'énergie d’aatien (Ea = 12404 cal/mol)
indique une valeur proche de celle de l'invertagedlt (13000 cal/mol) ou
de l'invertase de levure (11000 cal/mol) (DixonNbb, 1979).

En présence de certains effecteurs comme I'EDTétiVdaé de I'enzyme est
atténuée. Ce résultat qui traduit une certaingant®n entre ce composé et
un éventuel métal, indique que cette enzyme seeaitlature métalloprotéique
(Vallee et Wacker, 1970). La faiblesse de l'attémmumade I'activité suggere
cependant que l'ion métallique a une trés forteigdf pour 'enzyme ou que
I'ion est difficilement accessible au dosage a eales contraintes stériques ou
de résidus amino-acides car l'effet inhibiteur éecomposé dépend de la
stabilité relative du complexe EDTA-ION par rappartcelle du complexe
ion-enzyme (Whitaker, 1972). L’inhibition totale dfactivité hydrolasique
par Iion Hg" ou ses dérivés suppose la présence d'un ou pisisieu
groupements thiols indispensables a l'activité evatigue. En effet, selon
Webb (1966), linhibition de l'activité enzymatiquar lion Hg* ou les
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dérivés mercuriques serait caractéristique de éggmce de fonctions thiols

essentielles. Cette hypothese doit étre confirna@eljautres approches.

Testée sur plusieurs types de substrats (glucgsidégosaccharides,
polymeéres), I'enzyme hydrolyse le maltose et paselobiose, le pNR-D-
glucopyranoside et pas le pN#D-glucopyranoside, le saccharose et pas le
leucrose ou le raffinose etc. L’enzyme reconnaitcdde facon spécifique la
liaison osidiquen des résidus glucosyles situés a I'extrémité naluatice
des substrats. Cette spécificité est confirmed'@ade de I'inhibition par les
produits de la réaction d’hydrolyse montrant quegliecose est un inhibiteur
compétitif des substrats hydrolysés alors que Uetdise ne I'est pas. De
méme, le fait que le raffinose dans lequel le géecterminal du saccharose
est bloqué par un galactose ne soit pas hydrolysikigae que I'enzyme ne
reconnait ni le fructose ni le galactose. Il enodée que I'enzyme purifiée
hydrolyse le saccharose en reconnaissant uniquelmeagiticose. L'enzyme

purifiée est donc une-glucosidase.

L'activité de I'enzyme est également influencée perconcentration en
substrat. A cet effet, la représentation graphideel’activité hydrolasique
donne des droites linéaires classiques aux faimesentrations en substrat
tandis qu’aux fortes concentrations une déviatimm michaélienne des
courbes est observée. Le seuil de la concentraticsubstrat entrainant cette
modification de la cinétique est de 2 mM, 4 mM 6trBM respectivement
pour le maltose, le pN-D-glucopyranoside et le saccharose. Une telle
déviation de la cinétique michaélienne a été olEsepour Ib-glucosidase
neutre du rein humain (De Burlet et Sudaka, 197 ppar lesB-glycosidases
du suc digestif de l'escargdk. balteata (Colas, 1977) mais le seuil de

concentration differe selon les enzymes et les teatBs La premiére
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hypothése pour expliquer ce phénomene serait uesebde la vitesse initiale
a cause de l'inhibition par exces de substrat (Gsmét Monsan, 1983 ;
L’Hocine et coll., 2000). Cette hypothése est tBaits vérifiee par la relation
appropriée de la transformation de I'équation dehdelis et Menten (figure
44). Cependant, Il est également admis que cefiethgse n'explique pas a
elle seule la baisse dactivitt¢ observée. En effiet, réaction de
transglucosylation qui a été confirmée par l'alldypique des courbes en
représentation de Lineweaver et Burk est aussgdésicomme responsable
de la cinétigue observée (de Burlet et Sudaka, )1976t aspect est abordé
dans la suite de l'étude au niveau de l'influenee lal concentration en
substrat sur I'activité transférasique. A partirdenM en substrat, I'activité
hydrolasique de I'enzyme est relativement plus irtgode pour les substrats
hétérogenes (pN&-D-glucopyranoside et saccharose) par rapport diosea
Les polymeres (amylose, cellulose, inuline) ne gmag du tout hydrolysés
soulignant ainsi la préférence de I'enzyme poussldsstrats oligosaccharides
hétérogenes commeakglucosidase dé\plysia fasciata(Andreotti et coll.,
2006). Selon la classification dasglucosidases en deux familles (I et Il) sur
la base de leur spécificité de substrat et de $bucture primaire, lo-
glucosidase purifiée correspond aux enzymes tygigigela famille | desi-
glucosidases, appartenant a la famille 13 des siges-hydrolases (Chiba,
1997, Yamamoto et coll., 2004 ; Okuyama et co00Q%). Cependant, seule la
détermination de sa structure primaire permettidedtifier les séquences

consensus et de confirmer ou non cette hypothese.

En conditions de vitesse initiale, la représentatipaphique de I'activité
enzymatique (hydrolyse du saccharose) selon Linesveat Burk a les
caractéristiques d’une inhibition par exces de tsabs(vérifiée par la

transformation de Michaelis-Menten). La ligne dediabituellement observée
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n'est obtenue que pour les concentrations en seashanférieures a 0,075
mM. Ces phénoménes ont été souvent observés muamigtiques d’activité
d’autresa-glucosidases et sont considérés comme étant cpasése baisse
de la vitesse initiale dépendante de la transgidatien (Malo et coll., 1999 ;
Yamamoto et coll., 2004). La concentration quasiiéente en glucose et
fructose observée pour les faibles concentrationsaecharose indique que
I'hydrolyse est favorisée dans ces conditions. Getmtre également que,
comparé a l'eau, le saccharose a un faible poaoaepteur qui est compensé
lorsque ce substrat est en excés (Monthieu et, @)03). L'analyse des
milieux réactionnels en présence du saccharoseirsgigue la synthése de
composés de poids moléculaires plus grands que delisaccharose. En
corrélant cette observation avec la différence aetdur observée entre les
pics de glucose et de fructose d’'une part et laibpié de I'enzyme pour le
glucose dautre part, cela impligue que les nouxeaomposés sont
synthétisés par d-glucosidase en transférant une partie du gluabseél de
I’hydrolyse enzymatique du saccharose. L'enzymeéfiparposséde donc une
activité transférasigque comme de nombreuses autregucosidases
(Henrissat et Bairoch, 1993, Andreoti et coll., @0@omme bien d’autres-
glucosidases également, l'activité transférasiqeel’dnzyme purifiée en
présence du saccharose se limite a la synthésga¥atcharides et n’aboutit
pas a l'obtention de polysaccharides a haut poideculaire (Kato et coll.,
2002 ; Kobayashi et coll.,, 2003) probablement grpoat avec sa capacité
d’hydrolyse. En effet, la synthese d’une liaisoycgkide (transglucosylation)
et son hydrolyse étant les deux variantes d’'un mproeessus catalytique,
cela impliqgue qu’'une enzyme qui n'a pas la capaditgydrolyser un
polysaccharide, ne pourra pas également en catdlysgnthese (Ferrer et
coll., 2005).
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PARTIE B : LA REACTION DE TRANSGLUCOSYLATION

Apres la purification de di-glucosidase, nous avons mis en eévidence
I'activité transglucosidasique qui pourrait jusifison intérét. Cette seconde
partie est consacrée a I'étude de certains aspectsctivité transférasique
notamment l'influence des parametres réactionnats €t concentration en
substrat), la cinétique de synthése et la caraatérn des produits obtenus en

utilisant le saccharose comme donneur et accegéeglucosyles.

1. Influence du pH sur l'activité transférasique

Nous avons déja observé dans la précédente padiéeeqchangement de pH
influence la réaction d’hydrolyse du saccharose lfganrzyme. Dans cette
seconde partie nous étudions également l'influehc@H sur la capacité de
I'enzyme purifiée a transférer des résidus gluasyiransglucosylation) dans
l'intervalle de pH 3 a pH 7. Les reésultats indiqueque [Iactivité
transférasique est completement inhibée a pH & &ligmente fortement
entre les pH 3 et 3,5 puis atteint son maximum apBur l'intervalle de pH
4 a pH 6,5 l'activité transférasique est maximdiestable puis elle baisse
ensuite au-dela du pH 6,5 (figure 41).

2. Activité transférasique en fonction de la conceration en substrat

Nous avons observé que la réaction de transgluaiimyls’accompagne de la
libération de fructose et de glucose (monosaccegyid.a présente étude a
pour objet de déterminer les quantités relatives nimnosaccharides et
d’oligosaccharides a différentes concentrationsaatharose et de vérifier si
une corrélation peut étre établie entre leurs wifftes proportions. Les

résultats (figure 42) indiguent que lorsque la tere sucre varie de 0,075 M
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Figure 41: Influence du pH sur la réaction de tranglucosylation

L’enzyme (0,5 Ul/ml) est incubée avec le sucro$¢ d chaque pH dans le tampon citrate-phosphateM0 m
Les mélanges sont incubés a 35°C pendant 12 heatesagitation. Un prélevement (100 pl) de milieu
réactionnel est chauffé a 95°C pendant 3 minutése du 1/100 dans I'eau milli Q, filtré (membradg
Lign?ﬂet analysé par HPLC sur une colonne Potasdiluant : Eau milli Q, Débit : 0,5 ml/min, Echantifl :

a 1,5 M, les quantités d’oligosaccharides syntbéiset de monosaccharides
libérés changent aussi mais pas dans les mémesrfioog. En effet, alors
gue la teneur en oligosaccharides est faible awssdsaconcentrations en
saccharose, elle augmente progressivement en slavanr@me évolution que
celui-ci. Concernant la teneur en monosaccharidesés, elle atteint des
0,075 M en saccharose une valeur qui varie peuoemparaison avec les
proportions de laugmentation en substrat. Ainsg keneur en
oligosaccharides qui était la plus faible aux bsszmcentrations en substrat
(de 0 a 0,50 M) devient plus importante que cele thonosaccharides au-
dela de 0,6 M en substrat. La teneur en monosadelsalibérés n’évolue
donc pas de la méme facon que celle des oligosadebalorsque la
concentration en substrat varie. Ces résultats natugonduit a réaliser la
réaction de transglucosylation a 1,5 M en saccleapmsur laquelle nous

avions le niveau de transfert le plus élevé.
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Figure 42 Influence de la concentration en saccharose sua transglucosylation

L’enzyme (1 Ul/ml) est incubée avec le sucroseaqak concentration dans le tampon citrate-phostate
mM pH 5,5 a 35°C pendant 12 heures sous agitationprélévement (100 pl) de milieu réactionnel est
chauffé a 95°C pendant 3 minutes, dilué au 1/106 daau milli Q, filtré (membrane 0,2 um) et arsdypar
HPLC sur une colonne Potassium. Eluant: Eau mjlli Débit: 0,5 ml/min, Echantillon: 5 ul (Sac:
saccharose ; oligos : oligosaccharides ; monascogke+fructose).

3. Cinétigue de la réaction de transglucosylation

Au cours de la réaction de synthése, la conceotraih saccharose baisse
fortement pendant les premieres 24 heures, indiquare utilisation
importante puis elle diminue plus lentement paslge. La cinétique de
production des oligosaccharides par I'enzyme estiesppour mieux cerner
leur formation. Le premier pic indiquant la synthédes oligosaccharides
augmente rapidement pendant les premiéres heuresadion puis apparait
un autre plus petit indiquant la synthése de coégpdaun poids moléculaire
plus élevé. La forme et la taille des pics se mextifensuite pour former des
épaulements de part et d’autre des pics initiaigui@ 43). Chaque pic
correspondant a un composé donné, les modificabbssrvées impliquent

donc un changement dans la composition des prodeit&a réaction qui
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constituent ces pics. Ces résultats suggerentrégatela formation d’autres

composes a partir de la modification des produisédents.
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Figure 43 Analyse des milieux réactionnels en fonction duemps sur la colonne
Potassium.

L’enzyme (1 Ul/ml) est incubée avec le sucrose {)5dans le tampon citrate-phosphate 0.1 mM pHa5,5
35°C sous agitation. Un prélevement (100 pl) deéemnitéactionnel a intervalles de temps définischauffé

a 95°C pendant 3 minutes, dilué au 1/100 dans Fe#luQ, filtré (membrane 0,2 um) et analysé p& LT
sur la colonne Potassium. Eluant : Eau milli Q, ibéB,5 ml/min, Echantillon : 5 pul

Le glucose et le fructose qui sont absents au tiéfmra réaction sont
observés par la suite et leurs teneurs augmentegrgssivement avec le
temps. Cependant, la teneur en glucose est toupbussfaible que la teneur
en fructose, de méme que l'écart entre les coratémis de ces deux
composeés augmente avec le temps (figure 44). Erspeant plus longtemps
la réaction nous observons que le pic de sacchamsent également un

autre composé néosynthétisé et non identifié.
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Figure 44: Cinétique de la synthése des oligosaccharides

L’enzyme (1 Ul/ml) est incubée avec le sucrose {@)5dans le tampon citrate-phosphate 0,1 M pH 5,5 a
35°C sous agitation. Un prélevement (100 pl) deéemnitéactionnel a intervalles de temps définischauffé

a 95°C pendant 3 minutes, dilué au 1/100 dans Fe#luQ, filtré (membrane 0,2 um) et analysé p& LT

sur la colonne Potassium. Eluant : Eau milli Q, iDéB,5 ml/min, Echantillon : 5 ul

saccharosedf), glucose &), fructose 4), oligosaccharidess|

4. Analyse des produits de synthese par chromatogrhie

A l'arrét de la réaction de synthese aprés 72 seditecubation, I'analyse du
milieu réactionnel (colonne ¢} indique des produits de transglucosylation
qui apparaissent en plusieurs pics distincts owléscet de tailles variables
(figure 45). L'identification des produits de syaie est donc envisagée par la
HPAEC-PAD qui est plus résolutive. L'analyse parAHZ-PAD du méme
milieu de synthese permet effectivement de mieypass les différents
composeés et méme d’en identifier quelques uns.iimgue ainsi le glucose,
le fructose et le saccharose résiduel dont le pmmporte un épaulement
suggérant la présence d'un autre composé. Les ipgode synthese sont

également mieux séparés et se distinguent en deupes.
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Figure 45. Analyse du milieu de synthese sur colonne;g

L'enzyme (1 Ul/ml) est incubée avec le sucrose {ll)>dans le tampon citrate-phosphate 0,1 M pH 5,5 a
35°C sous agitation pendant 72 heures. La réaetivrarrétée par chauffage du milieu réactionneb&€9
pendant 10 min. Un prélévement (10 ul) est diludA@0 dans I'eau milli Q, filtré (membrane 0,2 pet)
analysé par HPLC sur une colonng.@luant ;: Eau milli Q, Débit : 0,5 ml/min, Echdian : 10 pl

Un groupe est constitué par le maltose et ses immf{ésomaltose, nigérose)
ainsi que deux composés inconnus. L’autre groupt®esé de composés se
distinguant par un DP croissant de 3 a 8 et domgukntité relative dans le
milieu baisse de facon progressive avec 'augmematu DP des produits
(figure 46). Ce résultat confirme également l'alegene produits de haut
poids moléculaire dans le milieu réactionnel malgrdurée (72 heures) de la
réaction. Le saccharose résiduel est de 0,619 Mucecorrespond a une
baisse d’environ 0,881 M (58,73%) de sa concenptratitiale. Le glucose et
le fructose sont respectivement a 54 et 176 g/tuiuproduit a haut poids

moléculaire n’est observé.
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Figure 46: Analyse du milieu de syntheése sur coloenCarboPac 100 par HPAEC-
PAD.

L’enzyme (1 Ul/ml) est incubée avec le sucrose {@)5dans le tampon citrate-phosphate 0,1 M pH 5,5 a
35°C sous agitation pendant 72 heures. ElutionOMa50 mM dans eau milli Q, Gradient : Acétate de
sodium (6 a 600 mM en 30 min) dans NaOH 150 mM.iDéb ml/min, Echantillon : saccharose initial, 5
pl; milieu de synthese, 10 pl.

5. Caractérisation des oligosaccharides

Les produits de synthése désignés DP3 et DP4 paEBHRPAD ont été

purifiés par chromatographie liquide sur une co®y préparative. Leurs
masses moléculaires sont déterminées par spectierdét masse et les DP
théoriques observés par HPAEC-PAD sont verifiés. fiésidus et les liaisons
osidiques qui les lient sont ensuite déterminéshgdrolyse enzymatique et

Résonance Magnétique Nucléaire.
5.1. Purification des oligosaccharides
La colonne G préparative utilisée pour la purification des pritsl de la

réaction de transglucosylation distingue le glucesé fructose (un seul et

méme pic), les disaccharides (en un pic) et leeesutligosaccharides (en
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plusieurs pics). Cependant, sa résolution est mdiosine que la
chromatographie d’échange ionique (HPAEC-PAD). Naugns néanmoins
pu purifier du milieu réactionnel les deux prinaiggproduits (composés DP3
et DP4) de la réaction de transglucosylation aptésieurs passages sur la
colonne Gg préparative. La pureté est contrélée par analyse
chromatographique sur une colonngs @nalytique. Les autres composés
n'ont pas pu étre isolés a cause de la limite deluéon de la colonne. Nous
obtenons en moyenne 437,2 mg de lyophilisat du csgpP3 et 226,4 mg
de lyophilisdt du composé DP4. Notons cependant cpge masses ne
représentent pas la masse totale des composeés tbOPRB4edans le milieu
réactionnel. Un contréle par HPAEC indique qu'uiaetie des produits (DP3

ou DP4) reste mélangée a d’autres composeés daamesrfractions.

5.2. Hydrolyse enzymatique par une invertase

L’action hydrolasique de l'invertase libére a padiii composé DP3 deux pics
de molécules correspondant en HPAEC-PAD au frucedsau maltose. A
partir du composé DP4 les deux molécules égalehte@mées sont le fructose
et le maltotriose. Ce résultat indique que les amwép DP3 et DP4 sont
constitués d’unités glucosidiques liées entre gimsune liaisoru(1l-4) et
de fructose (figure 47). Les produits de I'hydre@yges composés DP3 et DP4
par l'invertase impliquent aussi que dans la stmgctde ces molécules le
fructose est situé a une extrémité et que son Rytra@nomere est engagé

dans une liaison osidique.
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Figure 47. Hydrolyse des oligosaccharides DP 3 et DP 4 pdinlvertase de levure

5.3. Détermination de la masse moléculaire en spaoitrie de masse (MS)

L’'analyse par spectrométrie de masse du composépPBSI-MS (Liquid
Secondary lonization-Mass Spectrum) met en éviddfigare 48) un pic
caractéristique d’un ion (M+Npde masse m/z : 527,3. Ces valeurs indiquent
que le composé DP3 a une masse moléculaire de T@hnges qui
correspond a un trisaccharide 1§d;,0,6). Quand au composé DP4, son
analyse par la méme méthode donne (figure 49) arcamactéristiqgue d’un
ion (M+Na) de masse m/z : 689,3 correspondant a un tettzsdde
(Co4H420,,) de masse moléculaire 666 grammes. Ces massagrantf que
les valeurs de DP observées par la chromatogragiéiehange d’ions
(HPAEC-PAD) sont correctes. L'augmentation de |sssgamolaire entre les
composés DP3 et DP4 d’une valeur de 162 g/mol coafégalement que ces
composeés different d’'une unité glucosyle et poemaappartenir a une méme

famille.
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Figure 48: Spectres de masse des composés DP3 ef p& LSI-MS

5.4. Détermination de la structure des oligosacciaas en RMN

Les composés DP3 et DP4 sont analysés par desienges de RMN

monodimensionnelles du protodH] et du carbone{C) ainsi que des

expériences bidimensionnelles de corrélation hétééaire {H/*°C) HSQC

et (H/**C) HMBC. Les spectres obtenus sont d’abord comparésux du

saccharose puis a ceux de composeés de référence.
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5.4.1. Le composé DP3

5.4.1.1. Le spectre du carbod@(RMN 1D)

L’attribution des déplacements chimiques des atameesarbone du composé
DP3 (confirmé par I'hydrolyse enzymatique et lacdpemétrie de masse) est
faite en comparant son spectt€C & ceux du saccharose et du
maltosylfructoside de référence (Bock et coll., 498 a comparaison des
déplacements chimiques du spectféCY du composé DP3 & celui du
saccharose montre que tous les atomes de carbonsaahlharose sont
contenus dans le spectre du DP3. Le composé DR$omstconstitué d’'une
molécule de saccharose sur laquelle est fixé uoogkisupplémentaire. Les
valeurs des déplacements chimiques des carbonesacktharose et du

composé DP3 sont résumées dans le tableau ci-de@sahleau 10).

Tableau 10: Déplacements chimiquesC) des carbones du saccharose et du composé
DP3.

Les valeurs des déplacemerilgont exprimés en ppm

Composé C1 Cc2 C3 C4 C5 C6

Saccharose

a-glc-(1— 2)- 92,9 71,9 73,4 70,0 73,2 61,0
B-fru 62,2 104,5 77,3 74.8 82,2 63,2
G,F

a-glc-(1— 4)- 100,6 | 72,6 73,8 70,2 73,5 61,3
aglo-(1-2)- | 928 |7L7 737 77,7 71,8 61,1
B-f%U 62,2 104,5 77,3 74,8 82,2 63,2

Les déplacements chimiques des carbones du DP&sporrdent aux valeurs
de références publiées pour le maltosylfructosigtck et coll., 1984). Nous
observons notamment des déplacements chimiquesté@astques du C'1 lié
(6 = 100,6 alors qué = 92,8 ppm pour le méme C1 libre) et celui du C'4

libre (d = 70,2 ppm) du glucose ajouté par I'enzyme. Noatems également



120

que le déplacement chimique du C4 de I'unité glvleodu saccharose passe
de 70,0 ppm a 77,7 ppm. Ce changement de déplatechanique dit

« deblindage » est d0 a sa liaison avec le C1 altbgk que I'enzyme ajoute.
De plus les valeurs des déplacements chimiqguesededeux atomes de
carbone sont typiques d’une liaisafl - 4) glucosidique (la liaisof(1 - 4)
est caractérisée parCl = 103,6 ppm & C4 = 79,6 ppm). Ce gue confirme
le résultat de I'hydrolyse du composé DP3 par Bitase qui donne du
fructose et du maltose. Les déplacements chimigessdifférents carbones
(**C NMR) regroupés dans le tableau 10 permettentatabutions des
différents carbones (Figure 49).

Tous les résultats obtenus par chromatographie KMPRED, hydrolyse
enzymatique, SM et RMN 1D°C sont concordants et indiquent que le

composé DP3 est un maltosylfructoside de formulemicue a-D-

glucopyranosyl-(1-4) a-D-glucopyranosyl-(1.2) [-D-fructofuranoside
(G2F) (figure 50).
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Figure 49: SpectresC RMN 1D du saccharose et du composé DP3

F : fructose du saccharose ; G : glucose du sazsbaB’ : premier glucose ajouté par
I'a-glucosidase ; Les chiffres désignent la positiorcarbone.
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Figure 50: Structure du maltotriosylfructoside

L’'analyse des résultats des expériences monodiomamsies de RMN 1BH
et des expériences bidimensionnelles de corréktiogteronucléaires est

ensuite réalisée pour confirmer la structure ol#enu
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5.4.1.2. Le spectre du protoi]

A partir des données de référence sur les déplatsrokRimiques des protons
du maltotriosylfructoside (Monthieu et coll., 2008pus avons pu identifier
certains signaux caractéristiques sur le spectr&l RB'H du composé DP3 :
- ad = 3,33 ppm le signal du proton H'4 porté par let dbre du
glucosyle ajouté par 'enzyme
- aod =5,32 ppm le signal des protons H1 et H'1 popasles deux
carbones C1 et C'1 respectifs du glucosyle du saosk et du
glucosyle ajouté par I'enzyme
Le nombre de protons résonnant a chacune de apsefrées est déterminé
par l'intégration des signaux observés. Nous obtergar intégration que le
signal ad = 3,33 Mhz correspond a un seul proton alors gha @ = 5,32
Mhz correspondant a deux protons. D’autre partaatcque I'environnement
d’'un proton influence lintensité et le nombre dees qui constituent son
signal, cette observation permet de vérifier libtttion des signaux. Dans la
structure du DP3, on note que les protons H1 etpgédsedent chacun dans
leur environnement un proton avec lequel ils coupléH2 et H'2
respectivement). Leurs signaux doivent donc étmestitoiés d’'un doublet
composé de deux raies d’égale intensité. Nous winssreffectivement deux
raies d’égale intensité pour le signal a 5,32 Migu(e 51). Enfin, le spectre
du proton tH) permet de distinguer les signaux spécifiques piesons
anomeres qui se situent dans la zonedde 4,4 a 5,5 Mhz (Bubb, 2003).
Ainsi, le signal observé & = 5,32 Mhz correspond aux deux protons
anomeres (H1 et H'1l) des résidus glucosyles du R§ure 51).
L’expérience monodimensionnelle (RMN 1EH) confirme la structure

chimique du maltosylfructoside.



123

s N __ll_l.‘u_.iww WAty

(H1, H'1)
(H'4)

J I S ﬂ T'L‘MJI'!'{M .U’r e

| T T T T I T I T T T I T
5 .50 = elel =1 _50 =3 _ OO = .50

Figure 51: Spectre RMNH du saccharose et du G2F
(spectre du haut : saccharose ; spectre du ba3): DP

5.4.1.3. Le spectre HSQC RMN 2D

En RMN bidimensionnelle, nous avons analysé lestspe de corrélations
hétéronucléaires obtenus par des expériences HEQNIRC. Sur le spectre
RMN 2D HSQC, les corrélations sont représentées @es taches
correspondant au couplage entre les atomes denear®MN 1D **C en

position verticale) et les protons qu’ils porteRMN 1D 'H en position

horizontale). En comparant le spectre HSQC du DE8lé du saccharose,
on distingue aisément les taches de corrélatiogrdrdicléaires entre les
carbones anomeres et les protons respectifs ddssé@gucosyles (C1/H1) du
saccharose et du composé DP3 (C1/H1 et C'1/H1)didtingue également
les taches de corrélations hétéronucléaires (C4édtte le carbone C4 du
glucosyle du saccharose et son proton ainsi qué/Kit) entre le carbone

C’4 du glucosyle ajouté par I'enzyme et son prdth. Ce résultat confirme
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gue le signal observéd= 5,32 ppm est bien celui des protons des carbones

anomeres du glucose (figure 52).
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Figure 52: Spectres HSQC montrant les couplagédc,; du saccharose et du G2F

(G : glucosyle du saccharose ; G’ : premier glyt§xé par 'enzyme ; G” : deuxiéme glucosyled)

L’agrandissement de la zone encadrée du spectreCH&Q G3F permet

d’attribuer toutes les autres taches de corrélatfiigure 53).
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Figure 53: Agrandissement de la zone encadrée duesgire HSQC du G2F pour la
mise en évidence des couplagkk.

(Les carbones sont désignés par Fx : fructose dehaeose; Cx : glucosyle du saccharose; C'x : premi

glucosyle fixé par I'enzyme et les protons pardenéro du carbone qui les porte)

5.4.1.4. Le spectre HMBC RMN 2D

Nous avons ensuite analysé les résultats des erpés bidimensionnelles
hétéronucléaires (HMBC). Dans ce cas, les tachesodelations {c.)
visibles sur le spectre 2D correspondent aux cgeglantre les atomes de
carbones (RMN 10°C en ordonnée) et le(s) proton(SH). Le spectre du
saccharose indique aisément des taches de camélagintre les protons
anomeres et les carbones C2 du fructose et C4utos. Quand au spectre
du composé G2F, il indigue une autre tache de latiog entre le carbone C4
du glucose et le pic des protons anomeéres en plsaghes de correlation du

saccharose. La seule difféerence entre les deuxcoiek (saccharose et G2F)
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étant le glucosyle ajouté, la nouvelle tache deétation observée indique
donc que ce glucosyle est lié par son hydroxylerame au C4 du glucose du
saccharose par une liaison osidiqfé - 4) (figure 54). Les résultats obtenus
par les difféerentes expériences RMN 2D HSQC et HMi®Gfirment que le
composé DP3 est le maltosylfructoside de formal®-glucopyranosyl-

(1-4) a-D-glucopyranosyl-(1 2) 3-D-fructofuranoside.
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Figure 54: Spectres HMBC montrant les couplageSc+ du saccharose et du G2F

(G : glucosyle du saccharose ; G’ : premier glytmfixé par I'enzyme)
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5.4.2. Le composé DP 4

5.4.2.1. Les spectres de RMN monodimensionnifet*°C)

Nous avons utilisé la méme chronologie d’analyse pour les spectres du
composé G2F. L'attribution des déplacements chigsades carbone$’C)
du composé DP4 est effectuée en comparant le spgatcomposé DP4 a
ceux du saccharose, du composé G2F et des valeurgefdrence du
maltotriosylfructoside. Les valeurs des déplacesehtmiques des carbones

(**C) sont résumées ci-dessous (tableau 11).

Tableau 11: Déplacements chimiquesiC) des carbones du saccharose et des
oligosaccharides purifiés.

Les valeurs des déplacemerisfl ppm)

Composé C1 C2 C3 C4 C5 C6
Saccharose
a-gle-(1-2)- |929 |719 |734 70,0 73,2 61,0
B-fru 62,2 104,55 | 77,3 74,8 82,2 63,2
DP3
a-glc-(1— 4)- 100,6 | 72,6 73,8 70,2 73,5 61,3
92.8 71,7 73,7 77,7 71,8 61,1
a-glc-(1- 2)-
62,2 104,55 | 77,3 74,8 82,2 63,2
B-fru
DP4
a-gle-(1-4)- | 1006 |72,6 |738 70,2 73,5 61,3
100,4 72,4 74,2 77,8 72,1 61,3
a-glc-(1- 4)-
92.8 71,7 73,7 77,7 71,8 61,1
a-glc-(1-2)- 1655|1045 | 77,3 74,8 82,2 63,2
B-fru

Tous les signaux de carbone ont été ainsi idestdtéattribués sur le spectre
(*°C) (figure 55).
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Figure 55 : Spectres*C RMN du saccharose et des composés DP3 et DP4

F : fructose du saccharose ; G : glucose du sausha®’ etG” : premier et second glucose ajoutés

Sur le spectré®C du composé DP4, ces résultats concordent avec ceu

obtenus lors de

'analyse par

HPAEC, hydrolyse srayque et
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spectrométrie de masse. lls indiquent que le coénposalysé est formé de 4
unités osidiques (3 glucoses et un fructose) dostructure correspond a un
composé G2F auquel une unité glucosyle est ajoudés. déplacements
chimiques caractéristiques sont observés=a100,6 ppmp = 77,8 ppm et
70,2 ppm. lls indiquent qu’un autre glucosyle (G&%t lié par son carbone
anomere (C’1) au résidu G’ du G2F par une liaissidiquea(1-4) et que
le carbone C”4 de ce glucosyle ajouté est libreudinotons également d’'une
part, que les pics des carbones C'1 et C”1 respmuent lies aux carbones
C4 et C'4 sont bien distincts et d’'autre part, dgigic du C'4 du glucose
terminal du G2F&=70,2 ppm) est déblindé et pass& a 77,8 ppm a cause
de sa liaison au C”1 du nouveau glucosyle ajoQs résultats concordent
avec les valeurs de références publiées (Bockllet @34 ; Monthieu, 2002 ;
Martin et coll., 2004). lls indiguent que la forraldu composé DP4 esti=D-
glucopyranosyl-(1L.4) a-D-glucopyranosyl-(1.4) a-D-glucopyranosyl-
(1- 2) B-D-fructofuranoside ou maltotriosylfructoside (frgub6).

&ﬁ*@m

G” G’

Figure 56 : Structure du maltotriosylfructoside

L’intégration du spectréH en RMN 1D permet de confirmer la présence des
protons anomeres de trois résidus glucose. Le mprbkd est aussi bien
distinct et libre (figure 57).
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Figure 57: Spectre RMN*H & 400 MHz du saccharose et du G3F

(spectre du haut : saccharose ; spectre du bag): DP

5.4.2.2. Les spectres de RMN bidimensionnelle (H&QEMBC)

Dans un souci de concision nous avons focaliséalae des résultats sur
'observation d’éléments caractéristiques commepr@sence de taches de
corrélation sur les spectres HSQC et HMBC. Ainar, le spectre de RMN
bidimensionnelle 'H/**C) HSQC, nous observons une tache de corrélation
entre les carbones C'1 et C"1 d’'une part et lestgors anomeres du glucose
d'autre part (figure 58). Ce résultat indique que proton anomere
supplémentaire observé (figure 57) est bien celwi cdrbone C”1 du

glucosyle ajouté au G2F.
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Figure 58 : Spectres HSQC montrant les couplagéd du saccharose et du G3F

Saccharose : couplaggimpliquant le proton H1 anomére (G)
G3F : couplagél entre les protons (H'1, H1) et les carbonesl(@t G"1) anoméres
(G : glucosyle du saccharose ; G’ : premier glutofixé par I'enzyme ; G” : deuxieme glucosyle éix

Concernant le spectre bidimensionrél/{°C) HMBC du composé DP4, son
analyse révéle comme pour le G2F une tache delatoré caractéristique
entre les protons anomeéres des résidus de glutdss earbones déblindés

(C4 et C'4) des unités glucosyles, contrairementspectre du saccharose
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(figure 59). Le glucosyle ajouté au G2F est domc par son hydroxyle
anomere au carbone C’4 du DP3 par une liaisonasidi(1-4). Tous ces

résultats confirment que le composé DP4 est biemaléotriosylfructoside.
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Figure 59: Spectres HMBC montrant les couplageSc du saccharose et du G3F

Saccharose : pas de coupldgémpliquant le C4 (G); DP4 : couplagkentre le C'4 (G') et le H"1 (G”)
(G : glucosyle du saccharose ; G’ : premier gluofixé par 'enzyme ; G” : deuxiéme glucosyle éix
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5.4.3. Les autres produits de la réaction de tramsggsylation

Apres la purification et la caractérisation du msyifructoside (DP3) et du
maltotriosylfructoside (DP4), nous cherchons a miéiteer la structure des
autres composeés (DP5 a DP8) du milieu réactionmelrgpus n'avons pas pu
purifier. Nous utilisons une méthode basée suralige en chromatographie
ionique (HPAEC-PAD) des maltooligosaccharides. Drasaux précédents
indiguent qu'en HPAEC-PAD les polyglucosylfructossd ont un
comportement chromatographique (séparation par moBRsants) similaire a
celui des maltooligosaccharides permettant dedparsr et de les identifier
méme au-dela d'un DP 7 (Monthieu, 2002 ; Monthiéwcal., 2003). Les
composés DP3 et DP4 ayant la structure des PGEs,allons vérifier si une
telle relation peut étre établie entre eux et leéseg produits de la réaction.

5.4.3.1. Le test de corrélation

Les résultats de l'analyse par HPAEC-PAD permetianteprésentation
graphique de 'évolution des temps de rétentiondi#€rents produits de la
réaction en fonction de leur masse moléculaireofséé DP donné par
I'analyse HPAEC-PAD et confirmé par MS pour le Dé&3le DP4). Parmi
tous les produits de la réaction, nous observorssguls les composés de DP
5 a DP8 se distinguent. lls (DP5 a DP8) sont parfant alignés avec le G2F
et le G3F sur une méme courbe avec un haut caezflicle corrélation
(r2=0,9963) (figure 60).
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5.4.3.2. Les structures des composeés inconnus

Par analogie avec les observations de Monthieolkt(2002) nous pouvons
déduire de la corrélation observée entre les coégpde DP3 a DP8 (figure

60) que les composés DP5 a DP8 appartiennent arfeerfamille
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Figure 60: Courbe de corrélation entre les temps destention par HPAEC des PGF et les
masses moléculaires.

(élution par un gradient d'acétate de sodium 600 deM.% a 100% en 30 min dans la soude 150
mM)

d'oligosaccharides  que le maltosylfructoside (DP3kt le
maltotriosylfructoside (DP4). Tous ces produits dohc la méme formule
générale GnF et se distinguent par le nombre @damtucosyles liées entre
elles et au glucose du saccharose par des liasndguesa(l-4). Cette
observation impligue que les composés inconnus &% @ DP8 sont
respectivement formés par I'ajout successif dg 3,et 6 unités glucosyles au
résidu glucose du saccharose par des liaisonsgasglia(l-4). Ces

différents composés peuvent étre représentés keliigure suivante (figure
61).
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DISCUSSION

La purification de lx-glucosidase du suc digestif de I'escardoventricosaa
permis de mettre en évidence sa capacité de tranmsllation. L'influence
du pH sur cette activité de transglucosylationdé$érente de celle observée
pour I'hydrolyse. En effet, alors que le pH d’hyigse du saccharose est
optimal a pH 5,5 l'activité de transglucosylatiost eptimale sur une gamme
plus large (pH 4 a 5,5). ti~glucosidase de la blatte présente également une
différence entre le pH optimal d’hydrolyse et celde la réaction de
transglucosylation (Kouamé et coll., 2005). La priee du substrat en exces
semble exercer un effet protecteur qui stabiliseZzyme sur une gamme de
pH plus large que lorsqu’elle est dans les solstiiluées de substrat.

La production des oligosaccharides pardlucosidase dé. ventricosavarie
en fonction de la concentration en saccharose. e, eaux faibles
concentrations en saccharose, le transfert du gflesur I'eau (I'hydrolyse)
est favorisé et le rendement de transglucosylagisinfaible. La situation
s’inverse lorsque la synthése se fait en préserineedaugmentation
progressive de substrat avec une corrélation €atrgmentation de la teneur
en substrat et le rendement de transglucosylatmtrairement au taux de
monosaccharide qui semble limité autour d'un séid.type de profil a été
obtenu avec la levanesucrase Ladeetobacillus reuteri(van Hijum et coll.,
2004) ainsi que celle de. sanfranciscensiIMW 1.392 (Tieking et coll.,
2005a) pour lesquelles une stagnation voir unesbatke I'hydrolyse sont
notées alors que l'activité de transglycosylatishaorrélée a la hausse de la
concentration en substrat. La non saturation desogyltransférases aux
fortes concentrations a été noté de méme quetlguaine concentration en
saccharose supérieure a 100 mM favorise les réaatie transfert par rapport
a I'hydrolyse du saccharose (Kralj et coll., 200dhe des explications est

que lI'eau en excés entre en compétition avec lj@ece et déplace ainsi
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I'équilibre de la réaction vers I'hydrolyse (Scigeh et coll., 1999). Pour
favoriser la réaction dans le sens de la synthigiseit donc soit augmenter la
concentration du(des) substrat(s), diminuer l'aidide I'eau ou extraire les
produits de la réaction. Des gluco-, manno- etajatdigosaccharides ont été
synthétisés par cette approche (Monsan et coll§9)19Cela explique
pourquoi nous avons utilisé de fortes concentratimitiales de saccharose
pour la synthese des oligosaccharides.

Dans nos conditions expérimentales, I'analyse diemde synthése montre
une variation de sa composition au fil du temps fdranation succesive de
différents pics de composeés, ainsi que les diff@rechangements de
I'intensité des pics observés suggerent la synthesgressive de produits de
masses moléculaires différentes. L'analyse de deurpermet d’expliquer la
variation de la composition en oligosaccharidesfibwlu temps par des
réactions de transferts intermoléculaires que Vere réalise entre les
différents produits de la réaction. Le profil desukbes de la cinétique de
transglucosylation est en effet comparable a addtenu avec t-glucosidase
de Paecylomyces lilacinu®u de Acremonium implicatunen utilisant le
maltose comme seul substrat. Ces enzymes produdssnbligosaccharides
de DP3 aux premieres heures de la réaction degtianosylation puis les
hydrolysent ensuite pour libérer du glucose ou taraes DP4, DP5 et les
autres oligosaccharides a DP supérieur en moindretié lorsque la réaction
est prolongée a plusieurs heures (Kobayashi et, @03 ; Yamamoto et
coll., 2004). Lors de la production des PGFs pat@rase, une réutilisation
des GnF ayant un DP supérieur a 4 unités a étavdlese plus le DP d’un
produit est grand, plus t6t il est reconsommeé (Miant et coll., 2003). Enfin,
'augmentation de I'affinité de 'enzyme pour lesroheurs de glucosyles en
fonction de leur DP a été également notée (Berid88) confirmant ainsi
que le saccharose est un mauvais accepteur et ajtee defaillance est

compensée lorsqu’il est en excés (van Hijum et,c02 ; Tieking et coll.,
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2005a). Les PGF de plus haut DP deviennent aissildeneurs de glucosyles
a cause de I'exces de saccharose ce qui abouttigmlement a la formation
de maltosylfructoside et maltotriosylfructoside.sGCabservations expliquent
pourquoi les produits que nous obtenons dans noditems expérimentales
(exces de substrat et longue durée) sont en maj&itDP3 et DP4. Les
oligosaccharides de DP5 a DP8 sont présents endmoiguantité. La
production d’un mélange plus homogene de PGFs fiierehts DP dépend
donc de plusieurs facteurs. Entre autres, elless@teeune optimisation qui se
traduira par un compromis entre la concentratiadhale en substrat et la
durée de la réaction en tenant compte uniqguemena dmmposition des
produits et non de la consommation totale du sabstr

L’analyse des constituants du milieu réactionnel WRAEC-PAD a permis
de les subdiviser en deux groupes. Le maltoseniigdtose et le nigerose qui
sont formés par deux résidus successifs de glioosent le premier sous-
groupe. L’autre sous-groupe est constitué de coégosn identifies formant
une série de DP3 a DP8. Les composés a DP3 (leaplusdant) et DP4 (le
suivant en quantité) de la série de DP3 a DP8 t@npurifiés. Les structures
de ces deux principaux produits de la réactionraesglucosylation ont été
ensuite déterminées par hydrolyse enzymatique trgpeétrie de masse et
RMN. Ces analyses ont établi que le composé DPE& antltosylfructoside
(G2F), tandis que le composé DP4 est le maltotifiesyoside (G3F). Les
composés G2F et G3F sont constitués d’'une molé&rileaccharose dont le
glucosyle porte par le biais d’'une liaison osidigu& —4) une molécule de
glucose (cas de G2F) ou deux molécules de gludesermémes liées entre
elles par des liaisons osidique€l — 4) (cas de G3F). Ces structures sont en
parfaite concordance avec les valeurs de référesqmeortées par d’autres
auteurs (Bock et coll., 1984 ; Monthieu et colDP2 ; Bubb, 2003 ; Martin et
coll., 2004). Cependant, tous les composés n‘ayantétre purifiés, la
recherche d’'une corrélation entre les différentsdpits a montré (par la
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chromatographie d’échange d’ions HPAEC-PAD) que demposés de la
série de DP3 a DPS8 sont de la méme famille que2e ®P3) et le G3F
(DP4) purifiés. lls appartiennent donc a la familéss polyglucosylfructosides
(PGF) dont la structure est caractéristique. Ellst eonstituée de
maltooligosaccharides de différentes tailles liasgucosyle du saccharose
par une liaisona(1-4). En RMN {C), lattribution des déplacements
chimiques des carbones du  maltosylfructoside  (G2Fgdu
maltotriosylfructoside (G3F) et du saccharose newne les carbones C1,
C’'1 et C”1 ainsi que les carbones C4 et C'4 lies @lucosyles ne sont pas
superposeés. Cela implique que les carbones delwessgles subissent des
environnements différents. Cependant, sur les s=¢€ de G2F et G3F les
signaux des carbones occupant des positions giesléexemples sur G3F :
GletG'l; G2et G"2; G3, G'3 et G"3 etc.)ws les différents résidus
glucose sont proches. Cette observation égaleragatgfar Monthieu et coll.
(2003) qui ont purifié les polyglucosylfructosidg¥GF) jusqu’a DP8, indique
gue les signaux de ces carbones finissent parnimsioce qui donne trois
types d’environnements moléculaires pour les rési glucose lorsque le
DP augmente. On distingue ainsi les déplacemeimmsiqures spécifiques des
carbones respectifs du glucose lié au fructoseglle®ses intermédiaires et
du glucose de I'extrémité des GnF ainsi que ceukuttiose. Finalement les
pics des carbones des glucosyles intermédiairast dgm mémes liaisons et
les mémes positions dans la structure des PGF auigmespécifiquement car
ils correspondent chacun a la somme de déplacereimigques de plusieurs
carbones. Le rapprochement de ces observationslawecrelation entre les
composes inconnus et ceux purifies indique queidailoition en série de
certains produits de la réaction de transglucasylatoncorde avec leur
appartenance a la méme famille des PGF (Monthieolkt 2003 ; Martin et

coll., 2004). Lu-glucosidase purifiée du suc digestif de I'escargatalyse
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donc la synthétise des PGFs de DP3 a DP8 a partaccharose utilisé seul
comme donneur et accepteur de glucosyles.

Les produits de la réaction de disproportionationsdccharose permettent
ainsi de déduire certaines réactions catalyseelsgpgtucosidase purifiée. Ce
sont : (i) la formation du glucosyl-enzyme avecliition du fructose, (ii) le
transfert du glucosyle sur I'eau (hydrolyse), (i@)transfert du glucosyle sur
le glucose précédement libéré par hydrolyse duhsaose pour donner le
maltose (a), le nigérose (b), 'ilsomaltose (c)) (e/transfert du glucosyle sur
le saccharose pour donner le maltosylfructosidele(transfert successif de
résidus glucosyles sur le saccharose ou certais P@Gur former d’autres
PGFs de tailles différentes (figure 62).

La comparaison des proportions relatives de cderdiits produits dans le
mélange réactionnel indique la préférence de I'eveypour la formation des
liaisons a(1-4) (PGFs et maltose) par rapport aux liaisand - 3)
(nigerose) et aux liaisorns(1-6) (isomaltose) pour les produits identifiés.
L’'anomériea de tous les produits formés implique que I'enzymglyse les
différentes réactions avec une rétention de laigordtion a du résidu
glucosyle du saccharose. Ce résultat implique égailéque la spécificité des
groupes hydroxyles glycosylés par la réaction dmsglucosylation ne
dépend pas toujours de la spécificité de I'hydmly€hiba, 1979). La
multiplicité des types de liaisons osidiques dexipits de transglucosylation
se retrouve aussi dans les produits degucosidases de sarrasin (Chiba et
coll., 1985), dePaecylomyces lilacinuKobayashi et coll., 2003) et det
glucosidase IV de I'épinard (Sugimoto et coll., 3P0L’obtention des
isomeres est dailleurs l'un des facteurs limitamds la réaction de
transglucosylation catalysée par les glycosida&gsaka et coll., 1987, Mala
et coll., 1999).
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Figure 62: Schéma des réactions catalysées pamdglucosidase purifiée

() la formation du glucosyl-enzyme avec libératido fructose, (ii) le transfert du glucosyle sugalu
(hydrolyse), (iii) le transfert du glucosyle surgkicose précédement libéré par hydrolyse du saasbgour
donner le maltose (a), le nigérose (b), ''somatés), (iv) le transfert du glucosyle sur le sacoka pour
donner le maltosylfructoside (d), (v) le transfutcessif de résidus glucosyles sur le sacchaols PGFs

pour former d’'autres PGFs (e).

Le mélange des produits de la réaction de disptigpation du saccharose
par l'a-glucosidase purifiee dé. ventricosacomportant des PGFs, du
maltose et ses isomeres, du saccharose résidselgai@ du glucose et du
fructose est semblable a celui de certaines prépasa commerciales
(Crittenden et Playne, 1996 ; Yamamoto et coll9@)9C’est le cas des PGFs
obtenus par l'action d'une CGTase sur un mélangel@mnsaccharose et
commercialisé par la société Malaysienne STEVIANussde nom de
«Olitose-FTO» (FTO: Fructo-Terminated Oligosacaes) (site:

www.stevianbiotech.cojn
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Les a-glucosidases d’autres sources (un mollusque nfAndreotti et coll.,
2006) ou I'épinard (Sugimoto et coll., 2003)) onstsi permis la synthese de
PGFs a partir dun mélange de pMFD-glucopyranoside ou maltose et de
saccharose. r-glucosidase d8acillus spSAM 1606 est également utilisée
pour synthétiser le glucosylsucrose et le 6-O-giysucrose a partir du
saccharose (Okada et coll., 2002). Cependantetion des PGFs a partir
du seul saccharose par l'action de-¢jlucosidase purifiée de I'escarght
ventricosademeure particuliére. A notre connaissance, tzeptemiére fois
que la synthese des PGFs de DP3 a DP8 a parteuwsaccharose comme
donneur et accepteur de glucosyles est rapportéeré€ultat peut aussi
indiquer que dans d’autres cas de synthése de FP&fkz/me ne nécessitait

pas forcement la présence d’'un mélange de deuxratshs



V. CONCLUSION
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La purification de lI'enzyme du suc digestif de tasgot Archachatina
ventricosacatalysant I'nydrolyse du saccharose n’a pas ptaise par les
méthodes classiques de chromatographies. L'impicate I'électrophorese
préparative et la coloration spécifique de I'a¢cévenzymatique dans le gel de
polyacrylamide par I'hydrolyse du pN#-D-glucopyranoside ont permis de
localiser I'enzyme et d’atteindre l'objectif de figation a homogénéité.
Quelques caractéristiques physico-chimiques deyee déterminées apres
sa purification, indiguent que I'enzyme purifiée @se a-glucosidase qui
hydrolyse de préférence les substrats hétérog@mme le saccharose et le
PNP a-D-glucopyranoside par rapport aux substrats homege
(glucooligosaccharides ou glucopolysaccharidesgntyme est aussi une
glycoprotéine de 138 kDa constituée de deux monesni&tentiques de 66
kDa chacun. Elle a un pH optimal d'activité hydsidpe de 5,5, une
température optimale de 45°C et elle transfereréggus glucosyles a partir
du saccharose.

Les essais de synthese de polymeres a partir dchaase par @i-
glucosidase purifiée du suc digestif de I'escafgahachatina ventricosant
abouti a I'obtention de plusieurs oligosaccharidess analyses par HPAEC,
hydrolyse enzymatique, spectrométrie de masse @MIRMN révelent qu'il
s’'agit du maltose, de [lisomaltose, du nigérose ddine série de
polyglucosylfructosides de DP3 a DP8 formeés d’'dmprharides de glucose
liés entre eux et au résidu glucosyle du saccharaseéles liaisons osidiques
a(1-4). Les proportions de ces difféerents composés dansnélange
réactionnel montrent que I'enzyme forme de préféedes liaisons osidiques
a(1-4) et dans une moindre mesure les liaisons osidim(le- 3) et

a(1-6).

Rappelons que les PGFs sont utilisés, entre aatvesne agents édulcorants

non cariogenes, gustatifs et anticristallisantssda@®m nombreuses catégories
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d’aliments comme les boissons, la confiserie etnkéslicaments (Okada et
coll., 1974 et 1979). lIs sont essentiellement cenumalisés sous les noms de
«coupling sugars» (usine de Hayashibara, JaporiDtitose-FTO» (usine de
Stevian, Malaysie) qui les produisent par des nu#hode synthese
enzymatique nécessitant deux substrats différédiesutres a-glucosidases
utilisent le saccharose seul mais ne synthétisemtieDP 3, le DP 4 et leurs
iIsoméres. La synthése enzymatique des PGFs (DPD® &8) par la-
glucosidase déirchachatina ventricosa partir du saccharose utilisé seul
comme donneur et accepteur de glucosyles est duticydiere et souligne le
potentiel de cette enzyme. A notre connaissanc l@epremiere fois que les
PGFs (DP 3 a DP 8) sont ainsi obtenusa-glucosidase purifiée dé.
ventricosapermet donc d’envisager d’autres perspectives @dangthode de
synthese de ces dérivés du saccharose ou d’aotrgmsés glucosylés.
Cependant, compte tenu des difficultés de I'étappudification de I'enzyme,
elle parait uniguement indiquée pour I'étape d'eabn des potentialités de
'enzyme. Nous suggérons de cloner et de surexptim@lucosidase de
'escargotA. ventricosadans un organisme hote approprié. Cela permettra
I'étude des relations structure/fonction de I'eneyoionée et 'amélioration
de ces performances (rendement de transfert, spiEcifle la réaction,

stabilité) par évolution dirigée.
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ANNEXE A
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Figure 63 : Répartition géographique des trois prigipales espéces Archachatinaen Afrique
de I'Ouest.
(Hodasi, 1984)
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ANNEXE B : LA PURIFICATION DES ENZYMES
(Asenjo, 1990 ; Dordick, 1991 ; Pharmacia, 2003)

Les sources enzymatiques (origine animale, végétalenicrobienne), sont
généralement des mixtures complexes de biomaseesiadromolécules et
d’électrolytes. Elles peuvent contenir une centauodr plus d’enzymes
difféerentes. Si dans quelques cas il est possibldiliser des tests
suffisamment spécifiques pour étudier des enzynws purifiées, dans la
plupart des cas les autres enzymes du milieu éranf en attaquant le
substrat, le coenzyme ou I'enzyme elle-méme oua@amstormant le produit
de la réaction. En vue d’étudier les propriétédeetomportement d’une
enzyme comme catalyseur, il est donc nécessailiawtEr aussi pure que
possible. La complexité des sources enzymatiquesdificile I'isolement et
la concentration des enzymes qui sont souvent afiluéont des
caracteéristiques physico-chimiques semblables amwes molécules et sont
sensibles a divers traitements. La purificatioroarmbjectif d’obtenir a partir
de ces extraits plus ou moins complexes une pmteipure » en quantité
suffisante tout en préservant ses propriétés plogggues (structure et
activité). Les procédés de purification doivent doenir compte de la grande
instabilité de certaines protéines et utiliser dammditions douces. Les
méthodes classiques de la chimie ne sont pas tsujadaptées a cette
exigence. Pour cette raison, des méthodes spézsfignt été développées
pour la plupart des biomolécules. Elles utilisest propriétés intrinseques des

protéines a savoir : (i) la taille, (ii) la solubél, (iii) la charge et (iv) I'affinité.

|. LEXTRACTION

Elle constitue une étape toujours en amont du cglelepurification et sa

procédure est choisie en fonction de la source reatigjue (microbienne,
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végétale, animale) et du mode de sécrétion (intrdaiee ou extracellulaire).
Elle regroupe I'ensemble des actions nécessaires guenir a partir de la
source enzymatique un extrait brut contenant |s pdut taux de molécules

enzymatiques solubles (figure 64).

Source végeétale, Sources animaldabhbienne
Intracellulaire Extracellulaire
— ¢
Broyage Centrifugation/filtratio
Centrifugation/filtration Cellules
/ \
Culot Surnageant Surnageant

Figure 64: Schéma d’extraction et de clarificatiordes enzymes

Les opérations de l'extraction doivent se faireidament et dans les
conditions les plus douces possibles afin d'évit@r dénaturation des
protéines. A cet effet, I'échantillon est stabiligh travaillant a une
température douce et en présence d'un tampon quigbede maintenir
constants le pH et la force ionique. Selon les gid’enzymes, quelques
exemples d’extraction sont donnés dans le table@ars (tableau 12).
L’extrait contenant I'enzyme contient aussi de nogoll autres composés
ayant des grandes et des petites masses molésuldiee purification

consistera en une seérie de fractionnement qui pgentede séparer la
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protéine enzymatique des autres protéines du miliemdre dans lequel les

différentes méthodes sont utilisées est détermanélgs essais.

Tableau 12: Modes de cassage des cellules selosdarce enzymatique

Action Procéde Source
Douce Lyse cellulaire (chocErythrocytes, E. coli
osmotique)
Lyse enzymatique Bactéries
Homogénéisation manuelle Tissus vivants
Broyage Muscle
Modérée Homogénéiseur a lames La plupart des tissus

animaux et végeétaux
Broyage avec un abrasif (sable) Bactéries et tigd8gétaux

Vigoureuse | Ultrasonication Suspension cellulaire
Presse de French Bactéries, cellules végétales

Il. LES PROCEDES DE SEPARATION

1. Les procédés membranaires

Ces procédés sont des moyens de séparation etrmentation par le
passage sélectif a travers une barriere poreusaotieules ou de particules.
La dimension des pores de la barriere détermine seguil de coupure » qui
deésigne la taille limite des molécules ou des palgs qui peuvent traverser.
Les membranes ont permis d’améliorer les perforemrue la filtration en
passant a l'ultrafiltration et a I'hyperfiltratioselon les éléments a retenir, on
distingue la microfiltration (particules en suspeny, ['ultrafiltration
(macromolécules), la nandfiltration (sucres, s@sldnts, acides dissociés),

'osmose inverse (sels monovalents, acides nond&s).
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La filtration peut étre frontale ou tangentielldoseque le flux d’échantillon
est respectivement perpendiculaire ou paralleieradmbrane. Cette derniere
est utilisée pour éviter la tendance a colmateptess par les molécules et les
particules pendant la filtration directe. A pressiambiante, le passage a
travers les membranes devient de plus en plusitkfiau fur et a mesure que
la taille des pores diminue. L'opération est aa&&éar I'action d’'une force
sous forme de pression. Les conditions expérimestale certaines

applications sont résumées ci-dessous (tableau 13)

Tableau 13: Exemples de parametres de filtration

Procédé Taille des pores  exemples Pression

Microfiltration 14100 pm Virus, pollen 0,1 a Irba

Ultrafiltration 10 4 1000 A° Glucose, 1 & 100 bars
albumine

Hyperfiltration 1al10A° Eau, NaCl 100-1000 bars

(Osmose inverse)

Remarque La dialyse est un cas particulier de procédé bnanaire
permettant des échanges liquide/liquide selon Ide tales pores de la
membrane de dialyse. Les échanges se font par esidifflsion selon le
gradient de concentration ou spécifiguement dansds des ions par

I'application d’'un gradient de voltage a traverg umembrane adaptée.

2. La précipitation

Elle est utilisée pour réaliser des séparationdgaonversion de solutés en
solides qui peuvent étre ensuite enlevés par uapeétle séparation
solide/liquide. Les protéines en solution présentis surfaces comportant
des régions de charges négative et positive tolbrig avec des régions

hydrophiles, polaires, non chargées et des rédigdsophobes non polaires.
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Les interactions complexes entre la surface derd&ime et le solvant qui
I'entoure déterminent sa solubilité. La protéinsteeen solution quand il est
thermodynamiquement plus favorable qu’elle soitoerde par le solvant
plutbt que de s’agréger avec les autres molécwdesratéines en une phase
solide. La protéine est rendue insoluble en chartgeat les caractéristiques
de la surface de la protéine elle-méme ou en clamigke solvant. Plusieurs
variantes de précipitation existent selon les doyts opératoires choisies.
On distingue ainsi la précipitation par le changeinte pH, par les sels, par
les solvants organiques, par les polyélectrolytes, les polyméeres non
ioniques ou par la dénaturation thermique dans$eou la protéine cible est
thermostable. La stabilité des agrégats est ardélipar I'agitation et la durée
de l'opération. Les méthodes de précipitation offrane haute sélectivité
dans les mixtures complexes. Les précipitants pdu&ge choisis pour ne

pas dénaturer les molécules biologiques commertasipes.

3. La centrifugation

Tout corps en solution subit I'action de son paiidsgé vers le bas et de la
poussée d’Archiméde dirigée vers le haut. Selomlesssité, supérieure ou
égale a celle du milieu, la force résultante setigak vers le bas ou vers le
haut et le corps va descendre ou remonter dangl&lé. Les molécules
biologiques réagissent de la méme facon. Cependtantt tres petites, leur
poids est faible et le phénoméne de sédimentatisquerait de durer
longtemps. Pour accélérer ce processus, des machirieété concues pour
générer par rotation (plusieurs milliers de rotagigar minute (rpm)) autour
d'un axe des accélérations de l'ordre de millieess gl Soumises a ces
conditions, les particules ou les molécules sédiemgren quelques minutes
ou quelques heures selon leur densité et les paesreu milieu. La vitesse

de sédimentation est mesurée en Svedberg (S).dodsfegeuses peuvent se
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distinguer par leur puissance (de quelques cerstaieepm pour les appareils
de paillasse a plus de 100000 rpm pour les ulttafigeuses). Certaines
sont munies de systéemes de réfrigération et/ou ide your eéviter
I'échauffement des échantillons. La centrifugatEst un puissant outil de
séparation qui est utilisé pour clarifier les ex&rébruts en éliminant les
particules en suspension, pour concentrer des mekcibles que 'on fait
précipiter spécifiquement ou pour éliminer les malés dont on ne veut pas
afin d’avoir les molécules d’intérét dans le sueet. Plusieurs variantes de
centrifugation existent selon que I'échantillon s&paré seul ou dans un tube

contenant un gradient.

lll. PRINCIPALES METHODES DE CHROMATOGRAPHIE LIQUIB

La chromatographie liquide est une technique dersépn basée sur une
difference de migration de molécules soumises @éplacement dans une
phase fixe (support solide) et une phase mobiles Paffinité des molécules
pour la phase fixe sera grande, plus elles seetatues (retard de migration)
pendant la migration. La nature de la phase fixerdéne la méthode de
séparation qui peut étre basée sur (i) la taillgomatographie d’exclusion
moléculaire), (ii) la charge (chromatographie d&uafpe d’ions), (iii) I'affinité

(chromatographie d’affinité) et (iv) I'hydrophobiéi (chromatographie
hydrophobe et de phase inverse). On distingue fantdtographie liquide a
basse pression (classique) et la chromatograpjuelé a haute pression ou
HPLC (plus récente). La chromatographie HPLC (HRghrformance Liquid

Chromatography) utilise des supports qui résiséenle fortes pressions et

offrent une plus forte résolution.
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1. La chromatographie d’échange d’ions

La séparation par chromatographie d’échange d'dénsend de I'adsorption

réversible des solutés de molécules chargées sumgrIipes échangeurs
d’'ions de charges opposées fixés sur des supputies. On distingue les
échangeurs de cations et les échangeurs d’anidms gae les molécules

échangées sont de charge respectivement positiveégative. La charge

globale, facteur déterminant la fixation d'une nool@ sur un groupement
échangeur d’ions est fonction du pHi de la moléatldu pH du tampon de
manipulation. Lorsque le pH de manipulation eseériigur au pHi de la

molécule celle-ci a une charge globale positivemprimet la fixation sur un

échangeur de cations et si le pH de manipulatibrswg®erieur au pHi d'une

molécule celle-ci est chargée négativement et pedixer sur un échangeur
d’anions. Les molécules dont le pHi équivaut audeHmanipulation sont de

charge globale nulle et ne peuvent donc étre fiséesin échangeur d’ions a
ce pH. Plus I'écart entre le pHi d’'une moléculdeepH de manipulation est
grand, plus la liaison établie sera forte. En praj la plupart des

manipulations d'échange d’ions sont réalisées eretdpes qui sont

schématisées ci-dessous (figure 65).

La premiére étape est I'équilibrage qui consisteng&ner I'échangeur d’ion a
un état initial en termes de pH et de force ionidues groupes échangeurs
sont associés a ce stade aux contre-ions échaege@@#néralement de
simples anions et cations, comme le chlorure aodttum).

La seconde étape est le dépbt et 'adsorption perdquelle les molécules

de soluté comportant une charge appropriée dépldegrcontre-ions et se
fixent de facon réversible au gel. Les composés fn@s sont enlevés de
I’échangeur par le tampon de départ au cours dagkav

Dans la troisieme étape, les composés fixés sa@chiés de la colonne

d’échangeurs en changeant la phase mobile de &adadre les conditions
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défavorables aux liaisons. Ceci inclut normalenfangmentation de la force
ionique du tampon d’élution ou le changement dulp#$. protéines les moins
fixées sont éluées les premieres alors que les fphtsment retenues sont
éluées avec les fortes concentrations de NaCl oiorties modifications de
pH. Les quatrieme et cinquieme étapes consistdatacher de la colonne les
composeés non élués par les conditions expérimanpaé/ues notamment en
augmentant les concentrations en NaCl ou la madidio du pH et de ré-

équilibration de la colonne aux conditions initg@feour I'étape suivante.

1. 2. 3. 9. 3.
état initial adsorption début de fin de régénération
désorption désorption
A B 4| & 0 O o o O
H 4 B 2 @ QO ® & @ 00O o
o dh O o o
F oo | A F2E| ©5Fm “Fp LN
- st - Y |'J++. .(++ P ® | O 4-+D+:JCI
+ & + \+ Y
o 2 [ | F Y 3] (] ®—0 - i
o 0 O A & & E B E ® ® @
o o o A A A 2 O O
contre-ions du B molécules a i) ions du
tampon de départ 4 séparer & gradient

Figure 65: Différentes étapes d’'une chromatographid’échange d’ions

2. La chromatographie d’'interaction hydrophobe (HIC)

Cette technique de séparation exploite les prawiétydrophobes des
protéines dans un environnement plus polaire etipaaturant. Elle est basée
sur les interactions solvants-groupes non polaiaesessibles (parties
hydrophobes) a la surface des biomolécules et igemds hydrophobes
(groupes alkyls ou aryls) attachés de facon cotalan gel de la matrice. Le

degré de substitution des absorbants des HIC egéréral dans l'ordre de
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10-50 umol/ml de gel de ligands alkyles C2-C8 anpdes aryles. La fixation
des protéines aux adsorbants est conduite en peederfortes concentrations
en sels pour favoriser les interactions hydrophobes des principes admis
est que les molécules d’eau autour du ligand etadiuté sont organisées en
structure ordonnée formant une sorte de bouclier.skl ajouté interagit
fortement avec les molécules d’eau ordonnées fdigsau de molécules
disponibles pour faire I'effet de bouclier. Celaifiée l'interaction entre le
ligand et la partie hydrophobe du soluté. L’élutest réalisée par un gradient
décroissant linéaire ou par paliers de la conceotreen sel du tampon
d’élution (figure 66). Le pH et la température ughcent la fixation des
solutés et il est important d’en déterminer lesditions adéquates lors des

séparations. Le sel couramment utilisé est le mutfammonium.

S - °@Q
. P S
s ® B B ,

Figure 66: Interactions hydrophobes entre les ligaths et les fonctions de la matrice

3. La chromatographie en phase inverse

Elle est basée sur les interactions solvants-gomo® polaires accessibles
(parties hydrophobes) a la surface des biomoléc@esdes ligands
hydrophobes (groupes alkyls) attachés de facon leowa au gel de la
matrice. Cette technique de chromatographie esthprade celle de la
chromatographie d’interactions hydrophobes dorg s# différencie par la
densité des adsorbants qui est en général derd’oé centaines de
umoles/ml de gel et leur hydrophobicité accrue (14). En conséquence,

les protéines sont liées par des liaisons relatverfortes aux adsorbants et
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nécessitent |'utilisation de solvants non-polaipesir leur élution. La partie
non polaire des alcools et des détergents entreoempétition avec les
protéines liées aux sites d’adsorption de la matwe qui entraine la
désorption des protéines (figure 67). Cette tealmigst particulierement
utilisée dans les applications analytiques et petpa@s pour les peptides et

les protéines stables dans les mélanges eau-solaaniques.

n @

Figure 67: Interaction de solutés avec un supportypique de phase inverse

4. La chromatographie d’affinité

Cette technique est idéale pour finir ou servitapé intermédiaire dans un
protocole de purification et peut étre utilisée déan ligand approprié est
disponible pour la protéine recherchée. En eféesucces d’'une purification
d’affinité nécessite un ligand biospécifique quupétre attaché de facon
covalente a une matrice de chromatographie. Leactions biologiques
entre le ligand et la molécule cible peuvent étres dnteractions
électrostatiques ou hydrophobiques, des forces ate Der Waals et/ou des
liaisons hydrogénes. Le ligand doit maintenir saésbn spécifique d’affinité
pour la molécule cible apres I'élimination par lggades autres molécules.
Pour éluer la molécule cible du milieu d’affiniténteraction peut étre
renversée soit spécifiquement en utilisant un biga@ompétitif, soit non
spécifiguement en changeant le pH, la force ioniguda polarité. En une
étape, la purification par affinité peut ainsi évitde perdre beaucoup de
temps par rapport aux procédures en plusieurs ®tppe sélectives. Tout

composé peut étre utilisé comme un ligand pourfipurson partenaire
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correspondant. Les molécules cibles peuvent étmfigas de mixtures
biologigues complexes et des composés en faibletiggiapeuvent étre
purifiées d’extraits a fortes concentrations enssaices contaminantes.
L’effet de concentration permet d'utiliser de lasgemlumes d’échantillon et
d’obtenir la molécule cible sous forme pure et emice. Des degrés de
purification de I'ordre de plusieurs centaines aie peuvent étre atteints avec

un fort taux de recouvrement (figure 68).

_,_k:.L.—_—aL_ Equilibrage de la colonne
a N n°
AM\ Dépot de I'échantillon et élimination

des molécules non adsorbées

ﬂLaL%aL\ Elution par le changement de conditions
;w‘ Régeneration

Figure 68: Différentes étapes de la chromatographid'affinité

Quelques interactions biologiques typiques fréquemimutilisées en

chromatographie d’affinité sont : (i) Les enzymdss analogues de substrat,
les inhibiteurs, les cofacteurs ; (ii) Le Glutathibla Glutathion S transférase
et la GST protéine de fusion ; (iii) les ions mkdales / les protéines de
fusion poly (His), protéines natives avec histidiogstéine et/ou tryptophane

native sur leurs surfaces etc.
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5. La chromatographie par adsorption en lit expansé

C’est une technigue particuliere de chromatographreadsorption réversible
de la molécule cible sur un adsorbant en suspenkmmatrice portant le
ligand n’est pas compacte mais est maintenue eansign dans la colonne
par le débit continu de I'éluant. Le lit fluidisétestable quand les particules
d’adsorbant sont en équilibre par la compensatiatreela vitesse de
sédimentation des particules d’'adsorbant et lass#tedu flot d’éluant
ascendant. Par cette méthode, les protéines @blaspurifiées en un seul
passage des extraits bruts ou de solutions corttedes particules sans
clarification, concentration et purification inigapréalables. L’expansion du
lit d’adsorbant crée une distance entre les paescd’adsorbant permettant le
passage sans gene de cellules, de débris celtutaird’autres particules lors
du dép6bt de I'extrait brut sur la colonne.

Un cycle de manipulation comporte plusieurs étgpgsre 69). Il débute par
(a,b) 'expansion et la stabilisation du lit en @eigsion caractérisées par la
formation de petits mouvements circulaires des rdsws. L'extrait brut non
clarifié est ensuite déposé (c) sur la colonndgaréme flux que celui utilisé
pour I'expansion et I'équilibrage. Les moléculebles sont adsorbées (d)
alors que les éléments faiblement adsorbés commediules, les débris
cellulaires, les particules et les contaminantgetrgent sans encombre et sont
éliminés par le courant d’éluant ascendant. Lorsigus les éléments non
fixés ou faiblement fixés ont été éliminés du kpansé, le flot d’éluant est
arrété et les particules d’adsorbant se déposeidament dans la colonne.
L’adaptateur de la hauteur de colonne est abaisssommet du dépot des
particules d’adsorbant. Le flux de I'éluant estvensé. Les protéines fixées
(e) sont éluées en utilisant les conditions de tamappropriées. L’éluat
contient la protéine cible concentrée, partiellenpemifiée, clarifiée et préte a

étre mieux purifiée par les chromatographies sugkds compacts classiques.
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Le lit est ensuite régénéré (f) sous sa forme semliée par un flot descendant
de tampon spécifique du type de chromatographiesééa Cette régénération
élue les protéines plus fortement fixées qui net g@s détachées par les

conditions d’élution de la manipulation.

i i

L L L L = c
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® @& =& 8 B8
a b C d e f

Figure 69: les étapes de la chromatographie en Expansé

Enfin une procédure de lavage en place est apgigoér enlever toutes les
substances non spécifiquement liées, précipitéedéoaturées du lit et lui
restaurer ces performances initiales. La staldida colonne est déterminée
par le calcul du nombre de plateaux théoriques (M/s2 avec t: temps
moyen de résidence et= déviation standard entre to et les points 15,85%
84,15% du signal UV maximal de la solution étaldont I'écart ne doit pas

dépasser £20% entre deux essais.
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6. La chromatographie de gel filtration

Cette technigue de chromatographie sépare les oleten fonction de leur
poids moléculaire. Le support de séparation est magice poreuse sous
forme de particules sphériques choisie pour saligtathimique et physique
ainsi que son inertie. La séparation se fait erptamisocratique souvent en
présence de NaCl pour éliminer les éventuels eftischarge. Cette
chromatographie est également utilisée pour chadgetampon ou pour
dessaler un échantillon. Apres le dépot, les mdddcdont la taille dépasse
celle des pores de la matrice sont éluées les premidans le « volume
mort » désigné Vo car elles passent par les espgetesles billes et la paroi
de la colonne a la méme vitesse que le tamponmoddcules ayant un acces
partiel aux pores de la matrice sont éluées paraid poids moléculaires
décroissants et sont caractérisées par leur « weoldi@ution » (Ve). Les
molécules ayant un acces total aux pores de laamdtaversent la colonne
mais ne sont pas séparées les unes des autrassdilegénéralement éluées
juste avant le « volume total » de la colonne (ffgure 70).

A partir de ces volumes on détermine pour chagogpre €luée une variable
Kav = (Vo-Ve)/(Vt-Vo) dite coefficient de partitioat qui est corrélé au PM
(0 < Kav <1). Attention toutefois au volume d’échantillon @pdser qui doit
étre le plus petit possible<3% du volume de Vt). Chaque colonne est
déterminée par sa résolution qui dépend a la feifaccapacité a distinguer
entre les molécules (sélectivité) et de sa capac#éparer les pics distincts

les plus proches (efficience).
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Les petites billes
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Figure 70: Schéma de passage de diverses molécelegel filtration

(Les molécules diffusent dans et en dehors de Kuicaaselon leur taille ; les grosses
molécules ne diffusent pas dans la matrice et passeavers la colonne)

V. 'ELECTROPHORESE

L’électrophorése est une technigque de séparatiséebsur le déplacement de
molécules chargées dans un champ électrique etidorde leur charge, de
leur taille et des mailles du support utilisé. lsegports les plus fréquents
sont l'agarose (polymére de -(-D-Gal-3,6 anhydrdsal-)- et le gel de
polyacrylamide. Elle permet de séparer les progiee fonction de leurs
différences en masses moléculaires, mobilité @phtrétique, points
isoélectrigues ou des combinaisons variables de meprietés. Au
laboratoire, c’est I'une des plus performantes naples applicables a la
purification des molécules biologiques actives. Hdebreuses variantes (en
présence de SDS, en gradient de pH, en gradienpalgacrylamide,
migration bidirectionnelle) de cette technique dangement utilisées par les
biochimistes pour les travaux analytiques et piatifar

Méme si un grand nombre de parameétres est a coesidk purification des
protéines varie d'une procédure en une simple éthp@récipitation aux

processus de production validés a grande échetjger@@lant, quelque soit le
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procédé choisi, il est toujours influencé par lgéral biologique de départ,
les éléments a éliminer, les contraintes physicotgjues et enfin les
ressources et I'équipement disponibles. Le plusvesaiuil faut plusieurs
étapes pour atteindre la pureté désirée. La méthodeante comporte des
étapes d’extraction et de clarification, de captude purification

intermédiaire et de polissage (figure 71).

Pureté
Polissage,
atteind-un haut
degré de pureté
Purification
intermédiaire, enlevd
les grandes
impurétés
Isolement,
Concentration,
Stabilisation
Préparation,
Extraction,
Clarification

Figure 71: La préparation et les trois phases de lpurification

Ce nombre est variable selon I'enzyme a purifiea. dié du succes et de
I'efficacité de la purification des protéines est gElectionner les techniques
les plus appropriées, d’optimiser leurs performanselon les conditions
expérimentales et de les combiner en une logiquer poaximiser les

rendements et réduire le nombre d’étapes nécessaire
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ANNEXE C : PRINCIPE D’ANALYSE DES SPECTRES

1. La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une méthode qui pdent&terminer la masse
moléculaire d'un composé. Elle permet ¢également btélir, par
fragmentation, des informations structurales caratiques des molécules
étudiées. C’est une méthode d’ionisation tres bngui permet de travailler
au niveau de la picomole.

La spectrométrie de masse utilise des champs iéleesr et magnétiques qui
exercent leurs forces sur des particules chargées)(dans le vide. Le
composé a analyser doit étre chargée (ionis€) tevdumit dans la phase
gazeuse du systeme a vide de l'appareil. Il exitErentes méthodes
d’ionisation et de désorption des composés quioné [zas volatiles et/ou qui
sont thermiquement labiles. L’échantillon est dissdans une matrice liquide
et placé sur une double a I'intérieur de I'appalteil cible est bombardée avec
un faisceau d’atomes rapides (exemple les atomeséden a 8 keV) qui
désorbent I'ion pseudo-moléculaire [M+Na}t les fragments de I'échantillon
ainsi que ceux de la matrice (qui corresponderbrait de fond). La masse
précise d'un pic peut étre déterminée a laide dtior de la masse
approximative de ce pic et de celle d'un pic deéngice. La masse
moléculaire exacte (m/z) de I'échantillon est cllela I'aide de l'ion pseudo-

moléculaire [M+Na]. Les PGF ont été analysés par la technique LSI-MS.
2. La spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléai(RMN)
Les noyaux de certains atomes qui ont soit un nerdbrmasse impair soit un

nombre atomique impair, possedent un spin, c’ateéd-un moment

angulaire. Ces noyaux peuvent étre étudiés par RAHdimilables a des
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sphéres chargées, ces noyaux peuvent tourner algdaur axe et engendrer
un dipble magnétique tel un petit aimant. Cet ain@ssséde un moment
magneétique 1 et un moment cinétique p. Ces dersdgriscolinéaires.

H=yp ow est le rapport gyromagnétique du noyau considéré
Quand un champ magnétique constant Ho est applicpidiant tend a
aligner son moment magnétique dans la directioHalet son axe de rotation
décrit un mouvement de précession autour de Hovadsse angulairex. Il
existe 2I+1 orientations possibles pour un noyargpirésentant le nombre
quantique de spin. Pour le proton, | est égal & Beeles deux orientations
sont possibles. La premiére correspond a un nivdaubasse énergie
(orientation dans le méme sens que Ho). Et la slkcanun niveau de haute
énergie (orientée dans le sens opposé a Ho). lg@naécessaire au passage
du niveau de basse énergie vers le niveau de kaetgie correspond a un
guantum d’énergieth D’ou la relation de LarmorAE = hy =yHo/2rtd’ou la
2mv = yHo.

L’application d’un champ magnétique supplémentdité oscillant a la
fréequence u (choisie de telle sorte a atteindrevitasse angulaire du
mouvement de précession du noyau c’est-a-dire l&ior 20 = wo) et
perpendiculaire a Ho permet au noyau d’absorberetgie nécessaire pour
basculer dans le niveau de haute énergie. C'qshdaoméne de résonance.
Chaque type de noyatH °C, ...) résonne a une fréquence qui lui est propre
et qui dépend de son environnement électroniquéférBnts processus
permettent ensuite aux noyaux excités de revelau@état d’équilibre. Les
expériences de RMN ne sont pas possibles sans imdesEnde retour des
noyaux a I'état de basse énergie. Ces mécanismesiésignés par le terme
général de relaxation. L'enregistrement du sigsakffectué au moment de la
relaxation des noyaux. Le signal se présente sommef d'une ou d'une

superposition de sigmoides amorties (FID: Freeudtidn Decay)
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représentant I'évolution de I'amplitude du signalfenction du temps. Une
opération mathématique est ensuite appliquée ay ElOransformée de
Fourier (TF) et permet ainsi l'acquisition du sigfaMN représentant
I’évolution de I'amplitude du signal en fonction ke fréquence sous forme

d’un spectre.

Déplacement chimiqueden ppm), cas du proton :

Tous les protons présents dans une molécule needbpas un signal unique.
Les fréquences de résonance des protons dans éeauteodépendent de leur
environnement nucléaire. Cet environnement peran® champ magnétique
induit supplémentaire au niveau du noyau. Ceci pgair deux effets sur le
déplacement chimique du noyau considéré :

- un blindage du proton lorsqu’il est dans le senstrare du Ho qui
correspond a un déplacement alule ce proton vers de plus faibles
valeurs.

- Un déblindage du proton lorsqu’il est dans le mé&mes de Ho qui
correspond a un déplacement dlule ce proton vers de plus fortes

valeurs

Surface des pics :

Elle est indicatrice du nombre de protons équivaleui résonnent a une

frequence donnée (et apparaissent donc sur lergsgeatd donné).

Couplage spin-spin :

Quand des protons sont portés par des atomes bieneavoisins, il peut se

produire entre eux une interaction appelée coupdiggspin. Ainsi un proton
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Ha est soumis au champ Ho mais aussi au champt ipduises voisins. Le
signal de Ha ne correspond plus a un seul pic daas proton isolé ou de
protons magnétiguement identiques) mais a plusieaiss d’intensités
variables. D’'une maniere générale si n désigne denbme de protons
équivalents voisins de Ha, le nombre de raies gioaside Ha est égal a n+1.
On parle alors de multiplet. Les intensités de®srajui composent ce
multiplet sont données par le triangle de Pasaaht €aractéristiques et
dépendent de n :

n =1, le signal est un doublet, les intensitdsuorrapport de 1 :1

n = 2 le signal est un triplet, les intensités wmtrapport de 1 :2 :1 et
ainsi de suite. La présence de plusieurs protonsingode Ha decuplent
d’autant le nombre de raies de son signal. Aindjaspossede deux voisins
non équivalents Hb et Hc, il donne un doublet astgacun d’entre eux et le
signal final est un doublet dédoublé. Le nombreaies totales est donc égal

a la multiplication entre les raies de chacun deplages.

Constante de couplage :

Elle désigne I'écart entre les composants de meltipElle est indépendante
de Ho et est exprimée en Hertz (Hz). Il y a au skim signal autant de
constantes de couplages que de couplages propreihefinsi, si un proton

couple avec deux voisins non équivalents, il existdeux constantes de

couplage.

De nombreuses tables de références de déplacernbkmsgues et de
constantes de couplages sont disponibles. Ellestitiant une aide précieuse

lors des dépouillements des spectres.
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