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R&sumé

On a &tudié la struéture de la glutamique dé-
shydrogénase du foie de boeuf.A A l'aide du Sepha-
rose 4B, on a déterminé que l'enzyme a un rayon
Stokes de 9.52 mu & une concentration de 0.8 mg/ml.
Aprés 24 heures d'incubation dans un détergent, le
lauryl sulfate de sodium, l'enzyme est complétement
dissociée en sousunités d'un poids moléculaire de
50,000 et d'un rayon Stokes approximatif de 2.93 mu.
L'analyse du dérivé N-terminal ne révéle que l'ala-
nine dont on trouve 0.91 mole par 47,500 g de GDH.
Oon conclut que six monoméres de la GDH d'un poids
moléculaire de 50,000 s'associent pour donner un
protomére et quatre protoméres s'associent, d leur
tour, pour donner un oligomére d'un poids moléculai-
re de 1.2 millions. On a aussi trouvé que 1l'enzyme
était le plus stable dans un tampon phosphate 0.1M
a pH 7.6. La succinylation de la GDH augmente le
rayon Stokes de la molécule et sa solubilité&, mais

détruit l'activité enzymatique.

xvi



Abstract

The structure of beef liver glutamate dehydro-
genase was studied. A Stokes radius of 9.52 mu was
found on Sepharose 4B. A 24 hour treatment with a
detergent, sodium lauryl sulfate, completely disso-

ciates the enzyme into subunits. These have a mole-

cular weight of 50,000 and a Stokes radius of approx-

imately 2.93 mu. Alanine was obtained as the only
N-terminal residue. A quantitative analysis gave
0.91 mole of N-terminal alanine per 47,500g of en-
zyme. The oligomer of 1.2 million molecular weight
seems to be composed of four protomers and each pro-
tomer is composed of six monomérs. The enzyme is‘
the most stable in 0.1M phosphate buffer at pH 7.6.
Succinylation of the enzyme increases its Stokes
radius and its solubility, but destroys the glutama-

te dehydrogenase activity.

xvii



INTRODUCTION

I. .Considérations générales sur la structure des proF
téines.
A. Degré d'organisation.

On peut considérer les protéines a différents
niveaux d'organisation strudturale, soit au niveau
des structures primaire, secondaire- , tertiaire (75)
et quaternaire (12).

1) Primaire - Ce premier degré d'organisation
protéique consiste en la séquence des acides aminés
dans la chaine polypeptidique. Cette séguence est
déterminée génétiquemeht lors de la biosynthése.

2) Secondaire - La structure primaire d'une
chaine polypeptidique détermine 1'entourage immédiat
des résidus intrapeptidiques; une interaction entre
ces résidus améne la chaine a se replier pour former
ane hélice £ (90) ou toute autre structure. Cette

orientation spatiale de la chaine polypeptidique don-
ne la structure secondaire.

3) Tertiaire - La structure hélicoidale d'une
chaine polypeptidique ne pourrait expliguer & elle

seule la forme globulaire de certaines protéines.

L'interaction des résidus &loignés les uns des autres
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sur une méme chaine ou sur des chaines différentes
d'une méme protéine, force le polypeptide & se re-
plier; les liaisons sulfhydryles intra ou inter-
péptidiques forment des boucles; d'autres liaisons
tellesque les liens hydrog&nes entre la tyrosine et
les groupements carboxyles, les liaisons hydrophobes
et les forces de van der Waals aménent la protéine
& acquérir une structure spatiale différente de cel-
le que donnerait 1*interaction entre les résidus
voisins. Toutes ces forces donnent a4 la protéine sa
structure tertiaire. ’ |

4) Quaternaire - Certaines protéines sont
composées de plusieurs chaines polypeptidigques re-
liées les unes aux autres par des liens non-covalents.
on dit que ces proté&ines ont une structure quater-
naire. Chacune des chaines a ses pIropres structures
primaire, secondaire et tertiaire. La plupart des
protéines d'un poids moléculaire excédant 50,000
semblent &tre composées de sousunités (68) (122).

La structure gquaternaire des protéines est détruite
par les agents dénaturants couramment employés en

 chimie des protéines comme la guanidine, l'uré&e ou

les détergents.



La structure quaternaire d'une protéine
peut étre &tudiée par différentes méthodes: a)

1'analyse au rayon X D) le microscope &lectronique

c) 1l'analyse des groupements aminés et carboxyles
terminaux d)'l'analyse des hydrolysats enzymatiques
ou "fingerprint" e) 1‘'ultracentrifugation, l'é&lec-
trophorése et la chromatographie f£) 1la détermina-
tion du nombre de centres actifs.

Cette structure guaternaire de la protéine,
comme ses structures secondaire et tertiaire est di-
rectement reliée & la s&quence des acides aminés
qui composent la protéine. La structure finale
adoptée par une protéine est définie par une portion
du DNA, soit le géne structural de cette protéine.
Une mutation causant une substitution de 1'acide
glutamique par la valine dans la molécule d'hé&mo-
globine modifie la molécule et cause 1'anémie falci-

forme (65).

B. Mé&canisme d'interagtion des sousunités.
1) Gécmétrie de lfassociation.
Les agents de dénaturation comme les déter-
gents, l'urée et la guanidine brisent la structure

quaternairé des protéines sans attaquer les liaisons
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covalentes (85); 1'association des sousunités se fait
donc par des forces secondaires et non covalentes.
Selon Tanford (124), ces interactions non-covalentes

sont les liaisons hydrogé&nes, les forces coulombigues

d'attraction et de répulsion, les interactions protéine-
solvant, les liaisons hydrophobes et les forces de

van der Waals. L'influence de chacune de ces forces

sur 1'ensemble de la molécule est difficilement mesu-
rable, mais les sousunités s'associent de fagon &
conférer 3 la molécule naturelle une structure stable

et spécifique (82).

Monod et coll. (82) ont tenté d'expliquer
cette association & 1'aide d'un mod&le. Une molécu-
le polymérique qui contient un nombre fini de sous-
unités identigques est un oligomé&re. Chacune de ces
sousunités est un protomére qui, une fois dissocié
complétement, forme des monoméres. L'ensemble des
groupements ou résidus d'un protomé&re qui le lie a
un autre protomére est une aire d'association. Les
aires d'association gui jient deux protomé&res forment
le domaine d'association de la paire. Si 1'associa-

tion est hétérologue le domaine d'association est
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constitué d'aires d'association différentes; si
1'association est isologue le domaine d'association
est fait d'aires d'association identiques.

Une association isologue a ﬁn axe de symmé-
trie double; chague groupement "x" d°un protomére
qui se lie & un groupement "y" d'un autre protomére
fournit 3 1'autre protomé&re un groupement "y" pour
former un deuxiéme lien "xy". Une association iso-
logue tend & donner des polyméres finis formés d'un
nombre pair de protoméres. Dans une association hé-
térologue le domaine d'association n'a pas de sym-
métrie et cette association donne généralement des
polymé&res formés d'un nombre indéfini de protpméres.
Si une protéine s'associe a la fois par des domaines
isologues et hétérologues l'oligomére contient un
nombre minimum de six protoméres. Ces modéles ont
pu étre vérifiés pour certaines protéines (54) (91)
(94) (130). “

{1 existe un nombre restreint de combinai-
sons possibles des monomdres ou des protom@res (71).
Cette restriction vient du fait que la molécule
polymérisée doit avoir assez d'espace sur sa surfa-
ce pour accomoder les éroupes chargés de chacune des

sousunités (36).



2) Structure quaternaire et allostérie.

L'interaction hé&me-h&me dans la molécule
d'hémoglobine a été& longtemps le seul exemple d'une
jnteraction entre des sites spécifiques et distincts
dans une protéine (11) (136). L'étude des enzymes
ayant un rdle dans le contr8le du métabolisme par
Monod et coll. (83) a révélé que ces enzymes avaient
le méme comportement cinétique que 1'hémoglobine.
Ces protéines, appelées allostériques, montrent une
dépendance sigmoide de la vitesse initiale de 1la
réaction & la concentration du substrat. Cette ano-
malie résuite de la liaison du substrat & plus d'un
site sur l'enzyme. Cette interaction, dite homotro-
pe, est toujours coopérative. Certaines molécules,
appelées affecteurs allostériques, qui sont trés sou-
vent les produits terminaux d'une chaine métabolique,
peuvent aussi gtre liées & l'enzyme et influer pro-
fondément sur son activité caEglytique. Les effets
hétérotropes peuvent activer ou inhiber l'enzyme.

Ces interactions allostériques semblent étre
relides 3 un changement dans la conformation de ces
protéines. Selon le moddle de Monod et coll. (83),

ces protéines allostérigues sont des oligom&res ol
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les protom&res occupent des positions &quivalentes.
‘La conformation de chacun aes protoméres est influ-
encée par son éssociation avec les autres protoméres.
Aussi la symmétrie de 1l'oligomé&re est conservée lors

d'une transition allostérique.

II- Organisation structurale de ia glutamigue déshy-

drogénase. |

a) Nomenclature.

La glutamique déshydrogénase (GDH) sur la-

‘quelle portent le présent travail est, selon la no-
menclature systématique, la glutamate: NAD oxidoré-
ductase (déaminante) et porte le numéro 1.4.1.2. de
la Commission sur les Enzymes de 1'Union Internationa-
le de Biochimie (42). Le nom trivial de cette enzy-
me, €tant généralement utilisé dans la littérature,

on utilisera ce méme nom.

b) Sources.
La glutamique déshydroiénase a été isolée
de plusieurs sources, mais principalement des animaux
(129) (29), des plantes supérieures et des champignons
(109) (76). Chez les plantes supérieures la GDH se re-

trouve surtout dans les mitochondries des feuilles (109)
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et les chloroplastes (76). La GDH du chien de mer
(25) et de différentes sources bactériennes (72) a
aussi été isol&e et purifiée. Ia glutamique déshy-
drogénase du foie de boeuf est de loin celle gqui a
&té le plus &tudiée a la fois parce que le foie de
boeuf a été la premi&re source connue de 1l'enzyme et
qu'on peut acheter dans le commerce la GDH recrys—.

tallisée.

c) Activité enzymatique

La GDH catalyze la réaction suivante:

L-glutamate + NAD®  + 4,0 —= cétoglutarate +

NADH + NH+4 + H'. Dans certaines conditions, la

GDH peut désaminer 1'alanine pour donner le pyruvate.
La GDH du foie de boeuf n'est pas spécifique pour

NAD, elle peut aussi utiliser NADP comme coenzyme.
D'autre part, les GDH isolées des plantes ou des bac-
téries sont spécifiques pour 1'un ou l'autre des coen-
zymes (44). Deux glutamique déshydrogénases, respec-

tivement spécifiques pour le NAD ou le NADP, ont &té

isolées de Neurospora (116) et de Thiobacillus novel-

jus (72). L'utilisation de 1'un ou l'autre coenzyme

par la GDH du foie peut &tre un facteur de contrdle



du métabolisme cellulaire, Frieden (49) a trouvé que 1'ATP
n'avait pas d'effet sur 1'oxidation du NADPH tandis qu'il
inhibait fortement 1l'oxidation du NADH. Aussi la GDH du
foie possé&de un deuxidme site spécifique pour le NADH et non
pour le NADPH (49). La position importante qu'occupe cette
enzyme entre le métabolisme des produits azotés et le cycle
des acides tri-carboxyliques laisse supposer que 1'emploi
spécifique de 1'un ou l'autre des co-enzymes peut influencer
1'équilibre des fonctions cataboliques et anaboliques (117).

L'activité de la GDH dans la mitochondrie produit en
premier lieu le NADPH gqui est utilisé directement ou oxydé
par le NAD dans une transhydrogénation (100).

d) Relation entre la structure et l'activité enzymati-
que de la GDH du foie de boeuf.

La structure et 1'activité de cette enzyme peu&ent étre
modifiges par différentes petites molé&cules présentes dans la
mitochondrie. Olson et Anfinsen (88) ont crystallisé 1l'enzyme
pour la premi&re fois en 1952 et ont trouvé un poids molé&culaire
de 1 million & une concentration supérieure 5 1 mg par ml. Le
tableau 4 montre que les valeurs troﬁvées par différents auteurs
varient entre 7 X 105 et 2 millions. Cette molécule se disso-
cie par dilution en des particules ayant un poids moléculaire
variant entre 250,000 (88) et 450,000 (49) . Récemment,
Eisenberg (34) a trouvé une valeur de 313,000 £ 3,000 par ex-

trapolation & cencentration zé&ro; la faible erreur expérimentale
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de cette expérience et la coincidence avec la valeur de
330,000 % 2,000 rapporté&e par Corman et Kaplan (25) pour
1a GDH du foie de chien de mer nous porte & accepter cette
valeur comme poids mol&culaire de l'enzyme dissociée par
dilution. Ces unités de 300,000 peuvent &tre dissociées
en les traitant avec des agents dénaturants et 1'on obtient
des sousunité&s d'un poids moléculaire variant entre 43,000
et 60,000 (67) (80) (69) (78) (34) (5). La détermination
du résidu en position N-terminale a révélé la présence de
17-23 moles d‘'alanine et 1—2 moles d'acide ‘glutamique par
105 g de cpH (67) (5).

Les formes de poids molé&culaires 300,000 et 1 million,
que l'on nomme provisoirement polymére et monomére, sont en
8quilibre rapide (88) (51). L'enzyme diluée aux concentra-
tions utilisées dans les dosages eﬁzymatiques (10 muM) existe
principalement sous forme de monom@&re (48) mais les deux
formes de GDH, polymére et monom&re, sont actives (37) (43).
L'équilibre entre ces deux formes de GDH peut &tre déplacé
par l'addition de petites mol&cules. En présence de NADH,

ZnCl2 (126), certains stéroides (13§) et le GTP (135) désag-
gr&gent l'enzyme en monomé&res, inhibent l'activité de gluta-
mique déshydrogénase (17) (49) et stimulent l'activité d'a-
lanine déshydrogénase de l'enzyme (126) (17). L'ADP proté&ge
l'enzyme contre la désaggrégation et la perte d'activité
(126) (49). 1I1 semblait donc y avoir une relation entre le

degré de polymérisation de la GDH et son activité enzymatique
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(126). Aussi en mesurant l'activité d'alanine dé&shydrogé-
nase en fonction de la concentration de l'enzyme, Tomkins
et coll. (126) ont remarqué que l'activité& &tait proportion-
nelle 3 la concentration 3 de faibles concentrations. En
augmentant la quantité d'enzyme dans le milieu, l'activité
d'alanine déshydrogénase atteignait un plateau; une propor-
tionalité entre l'activité d'alanine déshydrogénase et la
concentration de l'enzyme fut cependant obtenue & de plus
fgrtes concentrations en présence de NADH et dé GTP. Fisher
(37) et Frieden (45) ont par la suite démontré que la relation
entre l'association et la dissociation de la GDH et son acti-
vité enzymatique n'était que circonstancielle. Les facteurs
qui influent sur 1l'association de la GDE modifient en méme
temps sont activité et sa conformation (70). Des &tudes immu-
nologiques (126) ont montr& que l'enzyme dans ces différentes
conditions existait sous trois formes. Le mod&les proposé par

Tonmkins et coll. (17) (18) (70) est le suivant:

- GT -
D11Utlon monom&re X I_\]_Z\_ID_I_.E-__E-E nonomere Y.

Le monom&re X obtenu par dilution possé&de l'activité d'a-
lanine et de glutamique déshydrogénase. Le mononére y
obtenu par l'addition de NADP et de GTP, Zn++ ou de dié-
thylstilbestrol n'a pas 1l'activité de glutamique déshy-
drogénase, ne s'associe pas et poss&de une activité accrue

d'alanine déshydrogénase. Toutes ces formes ont des confor-



mations différentes qui modifient l'affinité& de l'en-

zyme pour les coenzymes (47).

On a vu que la GDH du foie de boeuf peut
utiliser NADH ou NADPH comme coenzyme. L'enzyme
lie trés fortement l'un de ces coenzymes au site
actif, mais il existe un autre site non-actif ol
le NADH est 1ié spécifiquement. L'affinité de
l'enzyme au second site est moindre qu'au site ac£if,
mais ces deux sites sont mutuellement influencés
(120). L'enzyme poss&de aussi un autre site non-actif
spécifique pour les nuclé&otides dérivés de la purine.
Les nucléotides 1i&s & ce site influencent le degré
de polymérisation et 1'activité enzymatique en modi-

fiant la conformation de la molécule (120).

-~

e) Problémes relatifs & 1l'explication au

noyen du mod&le de Monod du comportement de la GDH.

Selon Monod, Changeux et Jacob (83), les en-
zymes qui ont un role importan£ dans la régulation
métabolique ont deux caractéristiques principales:

1) ces enzymes possédent un site spécifique, autre
. gque le site actif, pour des petites molécules, autres
que le substrat, qui altdrent l'activité enzymatique.
2) Ces enzymes montreﬁt une dépendance sigmoide de
l1a vitesse initiale de la réaction a la concentration

du substrat ou d'un affecteur.
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La position importante qu'occﬁpe 1'acide

glutamigue entre le métabolisme des composés azotés
et le cycle de Krebs, laisse peu de dcutes sur le
fait que la GDH a un r8le de régulation. Aussi l'in-
fluence des nucléotides de la purine sur 1‘activité
enzymatique est un fait trés bien connu. Ré&cemment,
Frieden (43) et Colman ont démontré qu'a concentra-
tion physiélogique de GDH, on obtenait le comporte-
ment Sigmoide des molécules allostériques. Le mo-
déle suggéré par Monod, Wyman et Changeux (82) (22)
pour- expliquer la structure quaternaire de ces pro-
téines ne peut cependant &étre appliqué directement
4 la GDH du foie de boeuf & partir des donné€es obte-
nues jusqu'ici. Ce modéle demande une symmétrie struc-
turale entre les protomé&res oli chacun des protoméres
doit avoir la méme structure et la méme activité&. Les
études de Jirgensons (67) et Apella (5) sur les ré-
sidus N-terminaux de la GDH ont révélé 17-23 moles
d'alanine et 1-2 moles d'acide glutamique pour 106 g
de GDH. Dans ces conditions, on peut difficilement
obtenir une symmétrie de structure et 1l'é&quivalence
des protom&res dans le polymé€re. De plus, on pourxait

‘supposer . la formation d'un polymé&re hélicoidal,

mais cette forme n'a jamais &ét& trouvée dans le cas
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de la GDH. Si la présence d'acide glutamique comme
résidu N-terminal de -la GDH est due & une contami-
nation, le polym@re pourrait &tre formé de protomé&-
res identiques, et le mod&le de Monod (82) serait

applicable.
f) Considérations sur les méthodes d'analyse.

La méthode la plus couramment cit&e dans les
&tudes sur la GDH est la diffusion de la lumi&re. On
a remargué par expérience, et plusieurs auteurs le
mentionnent (78) (46), gue la GDH est instable a la
température de la chambre. Magar (78) semble croire
que les poids moléculai;es plus €levés obtenus par
diffusion de la lumié&re sont dus 4 cette instabilité
de l'enzyme, qui augmente.la diffusion. Aussi la
GDH &tant sensible aux changements de concentration,
une mé&thode d'analyse insensible & ces changements
semblait de beaucoup préférable. La filtration sur
gel d'une macromolécule est indépendante de sa con-
centration de 0.1 & 50 mg/ml. Si les macromolécules
" dissoutes ont une formé sphérique, le volume d'é&lu-

"

tion est fonction du rayon Stokes "a" (1) (131) (3).

Le Sepharose 4B, récemment offert par Phar-
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macia Canada Ltd, présente les mémes avantages que
le Sephadex tout en ayant une limite d'exclusion
beaucoup plus élevée.

On tentera, par une technique améliorée, de
déterminer les dérivés N-terminaux de la GDH et de
vérifier ainsi 1l'identité& des sousunités. A 1'aide
des données obtenues par filtration sur gel, on ten-
tera de calculer le nombre de sousunité§ composant

chacune des formes de la GDH.
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METHODES EXPERIMENTALES

I- Propriétés de l'enzyme naturelle.

A. Détermination de 1l'activité enzymatique.

1- La L-glutamique déshydrogénase du foié

de boeuf, recrystalis@e trois fois a été acheté
chez Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri,
en quantité suffisante (lot. 94B-0831-1 Type II)
pour ne pas avoir 3 répéter les processus de puri-
fication. Cetté enzyme, pratiguement libre d'ions
ammonium, est en solution dans le glycérol conte-
nant 50% de tampon phosphate 0.01M & pH T.3. Cette
solution stabilise l'enzyme et celle-ci garde son
acitivité@ jusqu'd son arrivée au laboratoire. La

solution contient 10 mg de protéines par ml et est

- - 0 - -~ - .
conservée 4 5°C jusqu'a ce gqu'on l'utilise.

2— Méthode de d&termination de l'activité
enzymatique.

La GDH catalyse la réaction suivante:
. acide~L-glutamique + NAD 4= acide A -cétoglutarique

+NH+4 + NADH + H+

Le taux de formation du NADH est stoichiométrigue

-

3 celui de l'oxidation de l'acide glutamigue et on
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le mesure & 340 mu selon la méthode de Strecker
(119) . Le dosage enzymatique de Strecker modifié
par Sigma Chemical Company est utilisé. Les cellu-
les de quartz employées durant ces travaux ont un
diam8&tre intérieur de 1 cm et proviennent de Beck-
man Instruments Co. Les lectures de densité opti-
que sont faites & l'aide d'un spectrophotomé&tre
Beckman DU. &guipé& d'un photomultiplicateur. On do-
se l'enzyme en pipettant dans la cellule les solu-

tions suivantes:

2.6 ml de phosphate de potassium 0.05 M & pH 7.6
0.1 ml d'une solution de NAD 0.01 M (8 myg NAD par ml
HZO)'

0.1 ml d'une solution de GDH & une concentration d'en-
viron 0.1 mg par ml de tampon phosphate & pH 7.6

0.2 ml d'une solution de L-glutamique dans 5 ml H2O,
on ajoute environ 1 ml d'une solution de KOH 5N pour
neutraliser et on dilue & 10 ml avec de l'eau dis-
tillée. Le phosphate de potassium provient de Sigma
Chemical Co., le NAD et l'acide L-glutamique de Lu-
tritional Biochemicals.

Immédiatement aprés 1l'addition de l'acide gluta-
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mique, on mélange en inversant deux ou trois fois
la cellule. On place rapidement la cellule dans le
spectrophotométre a la température de la chambre et
1'on mesure la densité optique & 340 mu & interval-
jes de 30 secondes pour trois minutes en utilisant
de 1l'eau comme référence dans l'autre cellule.

3- Unité enzymatique.

L'unité enzymatique telle- que définie par Sund
et Akeson (123) et modifi&e par Sigma Chemical est
la quantité d'enzyme qui cause 1'oxidation de 1.0pn
mole d'acide glutamique par minute 5_25°C et a pH
7.6.

4- Calculs de l'activité enzymatique.

Les calculs sont faits & partir du taux initial
d'oxidation durant les trois premiéres minutes avec

la formule suivante:

Unités par mg de protéine = D.O. 340 par minute X 3.0
6.22 X mg de protéine dans
la cellule

La formule est valide pour un volume total de
3 ml de solution dans 1la cellule en acceptant une

valeur E de 6220 (63) pour le coefficient d'extinction
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molaire du NADH. La concentration de protéine est
mesurée 3 280 mu (123) (E 1% 280 mu = 9.50) ou &
(279 mu E 1% 279 mu = 9.73) (88).

B. Détermination du poids moléculaire par fil-
tration sur gel.

1- A l'aide du Sephadex G~200.

Le Sephadex.G—200 est un dextrane modifié a

1'épichlorophydrine fabriqué par Pharmacia, Uppsala,

sudde. Il se présente sous forme de microsphéres.

vantes: (Lot. No. 9405; Water regain 20 % 2g/9, par-
ticle size 40-120 u).
a) Préparation de la colonne.

On laisse gonfler environ 20 g. de Sephadex G-200
dans un grand excés d'eau distillée pendant 3 heures
5 85°C (92) et une nuit a la température de la cham-—-
bre. On décante pour enlever les petites particules.
On éguilibre ensuite le gel avec un excds de tampon
phosphate de sodium 0.01M 3 pH 7.6 dans la chambre
froide pendant environ 2 heures. On répéte le pro-
cédé aprés décantation. Aprés cette deuxi&me addi-

tion de solvant, on ajuste le volume de fagon a ob-

tenir une suspension assez légére et on la verse
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dans une colonne de Pharmacia K25/45 3 moitié remplie
du méme solvant. D&s que le gel a commencé & sédi-
menter, on ouvre le robinet et on finit d'ajouter la
suspension avant que tout le gel n'ait fini de sé&di-
menter dans la colonne. Cette technique a pour but
d'éviter la formation de strates qui déforment les
bandes d'élution. Lorsque la colonne est'préte, on
1'équilibre 3 nouveau en laissant passer un volume
égal au volume de la colonne de tampon phosphate sous
une pression de 36 cm HZO. Le volume total Vt' Qu
gel est de 190 cc. La colonne est reliée & un moni-
teur Uvicord LKB &quipé d'une cellule 3 flot conti-
nu et le pourcentage de transmittance de 1l'é&luant me-
suré a 256 mu est inscrit sur un enrégistreur Bausch
and Lomb modéle VO-5.

b) Standardisation.
Le volume d'exclusion de la colonne est mesuré
3 1'aide du Blue Dextran 200C (Pharmacia Uppsala lot
no. 4474). Le Blue Dextran 2000 est fabriqué a par-
tir du Dextran 2000 ayant un poids moléculaire moyen
de 2 X 106 ce qﬁi 1'exclut comglétement des pores
du Sephadex. La filtration Ge ce produit en solution

-

3 0.1% dans un tampon approprié permet de déterminer
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a la fois le volume d'exclusion, Vor et 1'homogé-
néité de la colonne (40). On applique sur la surfa-
ce du gel deux cc d'une solution a 0.1% de Blue.
Dextran 2000 dans le tampon phosphate 0.01M & pH 7.6
§ 1'aide d'une seringue munie d'une aiguille recour-
bée de facon & obtenir une bande bleue uniforme et
horizontale. OQuand l'échantillon est complé&tement
appliqué, on recouvre la surface du gel d'environ
1 cm d'&luant et on continue 1'élution avec le méme.
tampon & une vitesse moyenne de 8 ml/cmz/h. On re-
cueille 1'éluant & la sortie de 1l'Uvicord dans un Cy-
lindre gradué. Le volume &lué correspondant & un
minimum de transmittance est mesuré directement. A
1'aide de solutions de protéines de poids moléculai-
res connus, il est possible de déterminer le poids
moléculaire d'une protéine. Il s'agit de porter en
graphique le logarithme du poids moléculaire des
protéines en fonction du rapport de leurs volumes da'é-

lution, V et d'exclusion, Vg, respectifs (4) (131)

er
(115). On standardise la colonne en applicant comme
précédemment et dans les mémes canditions 2 ml de
solutions & 0.2% des proté&ines suivantes: la thyroglo-
buline ée porc, 1la gamma-globuline humaine, 1"hémo-

{
globine humaine, l'albumine du sérum de boeuf et le
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cytochrome C. Toutes ces protéines sauf l'élbumine
proviennent d'un ensemble de protéines étalon no.
8109 de Mann Research Laboratories. L'albumine de
boeuf vient du lot. no. R-1431, de la méme compagnie
(cat. no. 751). On applique ensuite 2 ml d'une so-
lution de GDH i 10 mg par ml et 1l'on mesure le volu-
me 4d'élution.

2- A l'aide du Sepharose 4B.

Le Sepharose est un agarose sans forme de micro-
sphéres préparé par Pharmacia Fine Chemicals AB,
Uppsala, Suéde. L'agar est un mélange d'agarose et
d'agaropectine. L'agaropectine qui est un polysac-
charide contenant des groupements sulfatés et carbo-
xyles poss&de les proprié&tés d'un &changeur d'ions
et cause des effets secondaires dans la filtration
sur gel. Le sepharose est un agarose pﬁrifié par
la méthode de Hjerten (60) (61). Le Sepharose 4B
contient environ 4% d'agarose.

a) Préparation de la colonne.

On obtient le Sephafose 4B sous forme de sus-
pensién agqueuse contenant 0.02% de nitrure de so-
dium comme bactéricide, de sorte qu'il peut étre

utilisd directement sans gonflement. On ajoute
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quatre ou cing volumes de tampon phosphate 0.05M &
pH 7.6 & 10°Cc au Sepharose (lot no. 2700) on méian-
ge et on remplit une colonne de Pharmacia 25/45 de
~la fagon habituelle. La colonne est équipée de Se-
phadex "Upflow Adapters" et le reste de 1l'Equipe-
ment est le mé@me que pour l'exp&rience aVec le G-200.
La colonne, d'une hauteur de 40 cm, est lavée avec.
deux volumes de tampon phosphate sous une pression.
de 25 cm H2O a4 une vitesse de 2.8cc/cm2/h. Ces
deux derni&res conditions seront constantes pour
toute la durée de l'expérience. Le volume (Vt) de
la colonne a &té déterminé & la fin de l'expérience
en remplissant celle-ci a la méme héuteur avec de
l'eau (41).

b) Standardisation.

Le volume d'exclusion, Vo’ de la colonne est me-
suréd 3 l'aide de 2 ml. d'une suspension & 1 mg/ml

de cellules de Escherichia colji lyophilisées (Esche-

richia coli Strain 9001 NCTC, Batch no. 6 Seravac

Laboratories Ltd, Maidenhead, England). On standar-
dise la colonne en appliquant séparément les solutions
suivantes:

1 ml de thyroglobuline de boeuf 3 10 mg/ml (Sigma

Chemical Co. lot P92-B-61), 2 ml de catalase de foie
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de boeuf 3 20 mg/ml (Sigma Chemical Co. lot 125B-
8500). Un échantillon de 2 ml de la solution de
GDH (Sigma Chemical Co. type II 10 mg/ml) est

aussi appliqué sur la colonne. Toutes les déter-

minations du volume d'élution sont répétées une fois.

C. Ultracentrifugation

Ajoutée & d'autres cFitéres de pureté, l'ultra-
centrifugation d'une solution de protéines permet
de juger de son homogénéité.

1- Préparation de la solution:

Oon dialyse pendant 21 heures 40 mg de GDH (10
mg de protéines par ml, Sigma Chemical, type II lot
94B-0831-1 contre 4.25 litres de tampon phosphate
de potassium 0.15M a pH 8.0.

2~ Concentration de GDH:
On pipette un aliquot de 1.0 ml que l'on dilue

-~

4 10.0 ml avec le méme tampon. On mesure ensuite
1a concentration de GDH a 279 mp par la m&thode de
Olson et Anfinsen (88).

3- Ultracentrifugation:
On mesure la vitesse de sddimentation de la GDH

5 une concentration de 0.14 mg par ml, dans le tam-

pon phosphate 0.15: & pH 8.0, & 20°C & 1l'aide de
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1'ultracentrifuge analytique Beckman, modé&le E, &
une vitesse de 59780 RPM. L'appareil est équipé
d'un systéme optique schlieren et les photos sont
prises toutes les quatres minutes. Cette analyse
est faite dans une cellule de 12 mm contenant envi-
yon 0.6 ml de solution.

D. Chromatographie sur DEAE cellulose (diéthyl-

aminoéthylcellulose)

Les celluloses modifiées en échangeurs d'ions
sont particuliérement utiles pour le fractionnement
des moldcules ioniques d'un haut poids moléculaire
telles que les acides nucléiques et les protéines.
La structure et la propriété hydrophile de 1la cellu-
lose ajoutées & un faible pourcentage d'ions échan-
geables permettent d'obtenir une &lution tx&s sélec-
tive dans des conditions conse;vant l'activité enzy-
matique.

1- Préparation de la cellulose.

On mélange 10 g. de DEAE cellulose, Mannex DEAE,
(Mann Research Laboratories lot no. N-2431 0.86 meq/
gm) & 200 ml d'eau distillée. On laisse sé&dimenter
et on décante deux fois pour enlever les petites

particules. On lave 1a cellulose pendant une heure
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avec 150 ml de HC1l 0.5 N et on lave & l'eau distil-
jée sur un entonnoir de Buchner jusqu'a@ pH de 4 a 5.
On laisse la cellulose dans 150 ml de NaOH 0.5 N
pendant une heure et on lave comme précédemment a
l'eau distillée jusqu'a pH 7. On &quilibre la cel-
lulose & 10°c avec dau tampon phosphate de potassium
0.05 M & pH 7.6. BAprés avoir mélangé pour faire une
suspension assez lé&gére, on remplit une colonne 15/
30 de Pharmacia jusqu’3d une hauteur dfenviron 28 cm.
On lave la colonne jusqu'd ce que le pH de 1'éluant
soit égal 3 7.6 et constant.
2- Filtration de la GDH sur'Sephadex G-25.

La GDH &tant en solution dans un tampon phospha-
te & pH 7.3 contenant 50% de glycérol, on doit d'a-
bord remplacer ce milieu par le tampon initial de 1la
colonne de DEAE cellulose. La purification de la
GDH sur une colonne de Sephadex G-25 medium (Pharma-
cia Canada Ltd lot no. 259) 1.5 X 28 cm dans ce
tampon est un moyen rapide et efficace de changer le
milieu dans lequel la GDH est dissoute; l'enzyme est
complé&tement exclue des pores tandis que le glycérol
passe & un volume d'élution & peu prés &égal au volu-

me de la colonne. On applique 1 ml de la GDH (Sigma
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Chemical Type II) sur le Sephadex G-25 3 10°%, &
1'aide d'une aiguille courbé&e, on laissé absorber
1'échant§llon et on &lue avec le tampon phosphate
0.05M &8 pH 7.6. On récueille la fraction contenant
1'enzyme, on détermine son activité enzymatique par
la méthode décrite et 1la concentration en protéines

par absorption & 280mu (123).

3- Chromatographie sur DEAE cellulose.

La méthode employ&e pour cette chromatographie
est une modification de celle de Hooper, lansen et
Bell (62). On applique 1'8chantillon de GDH sur la
colonne a 10°C comme pour la filtration sur gel. On
laisse absorber 1l'é&chantillon complétement et on
applique un gradient de tampon phosphate & l'aide
de deux bouteilles de Mariotte de 500 ml placées
1'une au-dessus de l'autre; la bouteille inférieure
_contient 150 ml de tampon phosphate 0.05M 3 pH 7.6,
la boufteille supérieure contient du tampon phospha-
te 1M & pH 7.6. On recuéille des fractions de 5.2
ml 5 1l'aide d'un collecteur de fractions Buchler. On

mesure chacun des tubes 5 280 mu (123) et 1tactivité

enzymatique par la méthode décrite plus haut.
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L'homogénéité de la solution de GDH est aussi
vérifiée sur DEAE cellulose dans les mémes condi-
tions sauf que la colonne est &quilibrée initiale-
ment avec le tampon phosphate 0.01M; la concentra-
tion de phosphate est progressi&ement élevée a
1'aide d'un gradient de 0.01M & 0.05M et de 0.05M &
1 M. Pour cette chromatographie, 1'&chantillon &-
quilibrée avec le phosphate 0.054 est dilué jusqu'a
0.01M en phosphate avant d'étre placé sur la colonne.
IL.a concentration de phosphate dans chacun des tubes
est calculde par la méthode de Birhofer et Ritter (14).
La lindarité du gradiant est de plus vérifié en mesu-
rant la densité optique & 280 mu a la sortie de la
seconde bouteille d'un gradient de tyrosine.

E. Electrophor&se sur acétate de cellulose.

Le natériel utilis& pouxr cette expérience (la
chambre 3 &lectrophoré&se, l'applicateur et la source
de courant direct) provient de Gelman Instrument Co.,
ann Harbor, Michigan. Le polyacétate de cellulose
porte le nom de fabrigue Sepraphore III. Ces bandes
(1" X 6 3/4"5 sont manufacturées de fagon & offrir
noins de résistance au courant. L'électrophorése sur

polyacétate de cellulose offre plusieurs avantages sur
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le papier; entre autres avantages, l'acétate de
cellulose diminue la pé&riode d'8lectrophorése des
protéines & environ une heure et cela avec une meil-
leure résolution.

On place dans la chambre & électrophoré&se du
tampon phosphate 0.05M & pH 7.6 et on y trempe les
bandes d‘'acétate de cellulose. Apré&s avoir épongé
1'excsds de tampon avec du papier, on applique 1'é-
chantillon de GDH, la solution & 10 mg par ml dans
le tampon phosphate—glycérol 50:50. Sans laisser

sdcher les bandes, on les place dans la chambre ol

on appligue un courant de 100 volts et de .206 mA
' cm

pendant 230 min. 5 la température de la chambre. On
révsle les protéines 5 1'aide d'une solution de
Ponceau S a 0.01% dans 1'acide trichloroacétique 5%.
(Le Ponceau S provient de ESBE Laboratory Supplies

5 Touton et 1l'acide trichloroécétique de Fisher Scien-
+ific). On rinse les bandes trois fois pour une mi-
nute & l'acide acg&tigue 59%; aprés avoir enlevé l'ex-
cés de solvant, on rinse pour une minute 3 1'&thanol
95%. On ass&che légérement et on rend les bandes

transparentes €n les plagant pour une minute dans

une solution d'acide acétique 10% dans le mé&thanol.
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Un séchage d‘'environ 20 minutes 3 la température de
1a chambre suffit pour obtenir la transparence. Les
bandes traitées de cette fagon sont beaucoup moins
friables et peuvent é&tre conservées intactes trés

facilement.

II- Stabilité de l'enzyme.

Afin de dé&terminer si la force ionigue, la nature
du tampon et la filtration sur gel de Sephadex G-25
avait une influence sur la stabilité& de l°enzyme &
la température de la chambre, on a déterminé l'acti-
vité enzymatique de la GDE aprés différentes périodes
d'incubation.

La GDH provient de la méme source que précédem-
ment, le phosphate de sodium primaire et secondaire,
de Fisher Scientific (gqualité Fisher Certified Reagent),
le tampon Tris HC1l est préparé'é partir de Trizma de |
Ssigma Chemical Co. St. Louis, Missouri.

La méthode de dosage utilis& dans ces expériences
est la méme dans tous les cas c'est-a-dire cque la
éellule contient 2.6 ml de fampon phosphate 0.05M a

pH 7.6 quel que soit le tampon utilisé . au cours de

1'incubation, 0.1 ml de solution de NAD, 0.1 ml de
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solution de GDH dans le tampon employé& pour 1'in-
cubation et la réaction est amorcée par l'addition
de 0.2 ml de solution de glutamate de potassium.

Des solutions de GDH & 0.1 mg/ml sont pré-
parées en diluant 0.1 ml de solution de GDH (Sig-
ma, Type II) dans 10 ml des tampons suivants: phos-
phate de potassium 0.005M, 0.01M, 0.05M, O.lM, 0.5M,
1M et Tris-HC1l 0.05M. Les solutions sont conservées
scellées et & la température de ia chambre entre les
ddterminations. La stabilité de l'enzyme apré&s pas-
sage sﬁr colonne de Sephadex G-25 (1.5 X 28 cm) a
été déterminée sur deux colonnes, 1'une équilibrée avec
le tampon phosphate 0.05M & pH 7.6, l'autre avec un
tampon & 0.01M. Des fractions de 5 ml furent recueil-
lies et les deux fractions contenant le plus de pro-
téines furent conservées pour les dosages enzymatiques.

Dans ces deux cas la concentration en proté&ine fut

déterminéz par absorption & 280 mp (123).

III- Dissociation de la glutamique déshydrogénase en
sousunités.
La modificatién de la conformation d'une pro-

téine rend celle-ci plus susceptible & l'action des
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enzymes et des agents chimiques. ILe traitement de
la GDH par différents agents dénaturants permet
d'obtenir les chaines polypeptidiques constituant
l'enzyme (67). Celles-ci peuvent &tre ultérieure~
ment ou simultanément modifiées en bloquan£ les
groupements sulfhydryles.
1- Dénaturation.

On &quilibre 100 mg de GDH (Sigma Type II
lot no. 94B-0831-1) dans le tampon Tris-HC1l sur
une colonne (1.5 X 30 cm) de Sephadex G-25 médium é-
quilibrée avec le tampon Tris-HC1l 0.1M & pH 8.5. La
fraction (10 ml) contenant la plus grande partie de
1l'enzyme est lyophilisée.

a) Solution d'urée

L'urée (Shawinigan Chemical Co. Ltd, Montréal,
Reagent Grade lot G-107712 H B) est recrystallisée
avec de 1'éthanol et s&chée & l'air. On en prépare
une solution 8M dans l'eau distillée et celle-ci est
passée & travers un échangeur d'ions (Treat Water De-
mineralizer, A. McGillivray Chemicals Ltd, Paris, Ont)
immédiatement avant utilisation. Ce traitement per-
met da'enlever les cyanates qui donneraient des déri-
vés carbamylés de lé GDH (118). Aussi l'emploi du

tampon Tris favorise la réaction des traces de cyanate
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avec ce dernier plutdt qu'avec l'enzyme (59).

b) On ajoute 10 ml de cette solution au
lyophilisat et on mesure la concentration de l'en-
zyme d 280 mu (123). Cette mesure est approximati-
ve et ne sert qu'a calculer la quantité de réactifs
nécessaires pour les réactions qui suivent.

2~ Réduction des liens sulfhydryles

La réduction de ces liens est effectuée en
présence d'un excés de B-mercapto&thanol. La solu-
tion de GDH dans l'urée et le Tris-HClest placée
dans un tube de Thunberg et l'oxygéne est &évacué  en
saturant avec de l'azote pendant 30 min. On ajoute
ensuite 0.1 ml (excé&s de 100X) de B-mercaptoéthanol
(Sigma Chemical Type I lot 106B-1730) a& l'aide d'un
microseringue et on garde le tube pendant 4 heures
& 25°C sous atmosphé&re d'azote. L'addition de 0.1 ml
de mercapto&thanol &8 10 ml de Tris HC1l 0.1M & pH 8.5
fait descendre le pH jusgu'a 8.15; cette valeur est
convenable pour la réaction suivante (59).

3~ S-carboxyméthylation.

La carboxyméthylation de la GDH est effec-
tuée selon la méthode de Hirs (592) sauf que 1l'acide
iodoacétique (Sigma Chemical lot 67B-3180) en solu-

tion dans le NaOH IN (270 mg/ml) est ajouté par
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portions & 100 ul par minute.

Aprés acidification a pH 5, la solution est
placée dans un sac et dialysée & la température de
la chambre pendant 21 heures contre 4 litres d'eau
distillée. Le contenu du sac est lyophilis@ pen-
dant deux jours. Le taux de carboxyméthylation de
la GDH n'a pas &t& déterminé.

Le p-OH mercuribenzoate réagit avec les
groupements sulfhydryles pour donner des dérivés mer-
curibenzoatés. Ce produit a &té utilisé par Bover
(20) pour le titrage des groupements sulfhydryles par
spectrophotométrie. La réaction est trés rapide avec
les groupements -SH libres. En dénaturant la GDH &
1'aide du dodécyl sulfate de sodium en présence de
p-OH mercuribenzoate le taux de formation des sous-
unités est limité par la dénaturation a l'aide du dé-
tergent et non par la réaction du mercuribenzoate
avec les liens sulfhydryles.

On ajoute a8 1 ml de GDH (Sigma Chemical Type
II, 10 mg/ml) 2 ml d'une solution de dodécylsufate de
sodium 0.075M (Sigma Chemical lot no. 126B-0860)
contenant du p-OH-mercuribenzoate 1.5 X 1074 et
ajusté a pH 8. On égite 5 25°C dans un incubateur

Dubnoff, & différents intervales, on préléve des
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échantillons que l'on appliqgue sur une colonne de
Sephadéx G-200 &guilibrée avec le méme solvant. Le
pourcentage de transmission & 256 mn de l'éluant
est mesurd i l'aide d'une cellule a flot contenu
Uvicord de LKB. La réaction des groupements -SH
avec le mercuribenzoate augmente la densité optique
de- la protéine & 250-255 mu (20), et facilite sa dé-
tection. La vitesse d'@lution est d'environ 3-4 cc/
cmz/h. On a isolé le dé&rivé p-OH mercuribenzoaté
préparé par cette m&thode 8 partir de 131 mg de GDH.
Aprés la réaction on dialyse la solution pendant 24 h.
contre 1'eau courante et on lyophilise. On extrait
avec dix volumes de chloroforme une suspension acide
de 143 mg de lyophilisat, on filtre le résidu et on

le s&che 3 110°C.

IV- Caractérisation des sousunités.

1- Détermination du poids molé&culaire
sur Sephadex G-200.

L'emploi du Sephadex G-200 pour cette expé-
rience permet de sé&parer trds facilement la portion
de la GDH non dissoci&e des chaines polypeptidigues;
5 l'aide de proté&ines de poids moléculaires connus,

on peut déterminer le poids moléculaire de celles-ci.
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Le Sephadex G-200 est gonglé comme précédemment (92)
et &quilibré avec une solution de lauryl sulfate de
sodium (SDS) 0.05M contenant du p-OH-mercuribenzoate
(PMB) de sodium 10-4M; la solution est ajustée &
pH 8.0 avec NaOH. Une colonne de Pharmacia K25/45
Equipée d'un "Sephadex flow adapter” est remplie
jusqu'ad une hauteur de 36 cm pour donner un volume
total (Vt) de 176 cm. La colonne est équipée d‘un
robinet & trois positions gui permet d'injecter 1'é-
chantillon et de faire passer‘l'éluant sans altérer
la surface du gel.

On applique séparémment 0.9 cc des solutions
3 12 des standards suivants: Blue Dextran 2000, Phar-
macia Uppsala AB lot 4474, ovalbumine Fisher Scientific,
albumine de sérum de boeuf Fraction V, Mann Research
R1431, pepsine 2X recrystallisée, Worthington lot 676,
chymotrypsine crystallisce, Worthington Biochemicals
CD-514-17. On laisse passer le solvant et on recueil-
je 1'@luant dans un cylindre gradué & la sortie du
LKB Uvicord. Un volume semblable de glutamique déshy-
drogénase dénaturée 24 heures selon la méthode dé- |
crite & la section III, 4, est aussi appliqué sur la

colonne. .
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2~ Electrophoré&se des sousunités.

L'électrophorése des protéines en présence
d'urée 8M sur gel de polyacrylamide ou d'amidon per-
met une tr&s bonne résolution d'un mé&lange de pro-
téines en ses différents constituants. Ces tampons
contenant de l'urée ont permis de séparer des sous-
unités de différentes protéines comme 1'aldolase du
muscle de lapin (21) (30) et la ribulose diphosphate
carboxylase (105).

La stabilité de l'acé&tate de cellulose dans
de tels tampons permet de l'utiiiser avec avantage
pour 1l'é&lectrophoré&se des sousunités de la GDH. Les
appareils utilisés sont les mémes que ceux décrits
4 la section I (E). Tous les tampons utilisés con-
tiennent de 1l'urée 8M (Reagent Grade Shawinigan Che-
micals lot G10-7712-H8) et sont conservés au réfri-
gérateur jusgu'ad leur utilisation. Le tampon phos-
phate a pH 8.2 est 0.025M par rapport au phosphate;
le tampon Tris-EDTA-acide borique & pH 9.0 est une
modification du tampon de Aronsson et Gronwald (6)
le tampon glycine est une modification dp tampon
glycine décrit par Bailey (9). Des solutions de car-

boxyméthyl~GDli sont préparées dans ces tampons a
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une concentration de 20'mg/ml. L'échantillon est
appligué comme précédemment et on fait une électro-
phorése en 4 exemplaires dans le méme tampon avec
un courant de 160 volts, 0.125 mA/cm pour 3% heures
i la température de la chambre. Pour le tampon gly-
cine, le courant est de .25 mA/cm: Les bandes sont
traitées au Ponceau S et clarifiées tel que décrit
précédemment.

3- Détermination de 1l'acide aming& N-
terminal de la GDH.

On obtient le dérivé dinitrophenylé (DNP) de
la GDH en traitant l'enzyme avec le FDNB d'aprés la mé-
thode de Phillips (93). Cette méthode est préférable
3 la méthode originale de Sanger (108) puisqu'elle
permet de dinitrophényler la protéine dissociée; un
traitement au FDNB de la protéine intacte risque fort
de n'é&tre pas quantitatif.

On ajoute & 5 ml de GDH (Sigma Chemical Type
II 10 mg/ml) 2.87 g de guanidine-HCl (Eastman Chemical
lot 43A) et 15 mg de bicarbonate de potassium. Lors-
que les réactifs sont dissous on ajoute un exces
(0.1 ml) de IDNB (Eastman Organic Chemical) et agite
violemment & la temp&rature de la chambre et a8 l'obs-

curité pendant 22 heures. A la fin de la période
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d'incubation, on acidifie & pH 2 avec HCl et on lave
la DNP-proté&ine insoluble une fois & l'eau, deux fois
& l'acdtone et 3 1l'éther. Le produit est s&ché a

la temp&rature de la chambre et pesé.

A) Analyse qualitative des dinitrophé&nylamino-acides

i) Hydrolyse.

On hydrolyse & 32 mm HG 12.8 mg de DNP-GDH
en présence de 2 ml d'acide chlorhydrigue 5.7N redis-
tillée pendant 16 heures a 100°c.

ii) Extraction

Aprés l'hydrolyse, le tube est refroidi et
le contenu est placé dans un entonnoir & décantation
de 30 ml. Le tube est lavé avec 10 ml d'eau distil-
1ée et les lavages sont ajoutés a 1'hydrolysat pour
donner une concentration finale en HCl de 1IN. On ex-
trait 4 fois avec 5 ml d'&ther anhydre (Mallinckrodt)
ne contenant pas de peroxyde (15). Les extraits éthé-
rés sont lavés 3 fois avec 5 ml d'acide chlorhydri;
gue 0.1N (93) et la phase aqueuse deux fols avec 5 ml
d'éther. Les lavages sont groupés respectivement
avec les phases aqueuse et &th&r&e. La phase éthérée
est évaporée & sec. Le résidu est dissous dans 4.0 ml

d'acétone.
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iii) Chromatographie des dérivés éthéroso-
lubles.

La chromatographie en couche mince sur cel-
lulose (Eastman Chemical Co. Rochester, N.Y.) possé-
de les mémes avantages que le papier pour ia sépara-
tion des DNP-amino acides tout en &tant beaucoup plus
rapide. Un couplage du systéme de Blackburn et
Lowther (19) avec le tampon phosphate 0.75M de Davies
et Harris (27) permet une séparation bidimensionnel-
le des DNP-amino acides en 6 heures comparativement
3 2 ou 3 jours avec le papier. On arrose les couches
de cellulose avec un tampon phthalate 0.05M a pH 6;
apré&s avoir enlevé 1'excds de tampon on les laisse
sécher environ 2 ou 3 heures. On applique sur des
couches de cellulose différentes, a 2 cm de chacun
des cbtés, 15nl1 de solutions de DNP-alanine, dinitro-
phénol, dinitroaniline dans l'acé&tone & 200 pg/ml.

On évapore 275ul de 1la solution cétonigue du résidu
éthérosoluble jusqu'a@ un volume de 40nl et on l'ap-
plique de la mé€me fagon.

La premiére chromatographie se ‘fait dans le
tampon alcool amyligue tertiaire saturé avec le phtha-
late & pH 6 de Blackburn et lLowther (19) dans une
chambre de type "sandwich" de Eastman Chemical Co.
Rocherster, N.Y. Les couches cellulosigues sont s&-
chées pendant la nuit et une chromatographie dans la

seconde dimension est faite dans le tampon de Dbavies
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et Harris (27). ©On peut aussi sé&cher les couches
3 l1'aide d'un courant d'air pendant deux heures
avant la seconde chromatographie.

Le sé&chage et la chromatographie se font a
1'obscurité pour prévenir la photodé&carboxylation (95).
Un md3lange de 140ul de la solution cétonique du ré-
sidu &thérosoluble, de 7.5ul de DNP-ala, 7.5n1 de DNP-
OH et de 7.5nl de DNP-—NH2 est réduit par &vaporation
3 un volume de 20pl et appliqué sur une couche cellu-
losique comme décrit précédemment; une chromatogra-
phie bidimensionnelle est effectuée dans les mémes
systé&mes de solvants.

iv) Chromatographie des dérivés hydrosolubles.

On effectue la chromatographie unidimension-
nelle des dérivés DNP-hydrosolubles sur une couche
cellulosigue & 1l'aide du systéme de Blackburn et
Lowther (19) et du systéme de Partridge tel que sug-
géré par Sanger et Tuppy (107). ©On prépare des lu-
tions de & -DNP-lysine, £ -mono-DNP-arginine, o-DNP-
tyrosine, di DiMP-histidine 5 une concentration de
200 ng/ml dans l'acide chlorhydrique dilu&. On tam-
ponne une couche cellulosique avec le phthalate et

on applique 5ul des solutions témoins et 10 pl de la
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fraction hydrosoluble réduite & 5 ml, on appliqgque
aussi 45ﬁl des solutions de DNP-OH et DNP—NHZ. On
fait ensuite migrer 1l'alcool amylique tertiaire
tamponné au tampon phthalate (19) jusqu'a une hau-
teur d'environ 13 cm. On applique des é&chantillons
identigues sur une autre couche de cellulose et on
fait migrer dans le solvant n-butanol-acide acéti-
que-eau (4:1:5) préparé au moins 24 heures a l'avance

(107).

B) Analyse quantitative de la DNP—alanine.

La méthode pour la détermination guantitati-
ve du dérivé DNP-alanine en position N-terminale con-
siste 3 ajouter & la GDH avant 1'hydrolyse, de la
DNP-DL-alanine l—C14 dont le poids et 1la radioactivi-
té spécifique sont connus. L'inclusion de la DNP-DL-
ala—-l—C14 permet en une seule correction de calculer
le total des pertes dues & l'hydrolyse, la photodé-
carboxylation, 1l'application de l'échantillon et 1'é-

lution des taches du chromatogramme.
. 14
1) DNP-DL-alanine-1-C
i) Synthése

Le dérivé est synthétisé par la méthode de
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Levy et Chung (73). On dissout 4.96 mg (55.67nMole)
de DL-ala—l-—C14 dans 250 pl d'eau distillée a 40°c
et on ajoute 11 mg de carbonate anhydre de sodium.
On ajoute ensuite 56uMole de FDNB (Eastman Chemical)
et on agite vigoureusement & 40°c pendant 30 minutes.
Les gouttelettes de FDNB disparaissent au bout de 10
d 15 minutes.

ii) Pureté

a) Electrophoré&se

On applique un échantillon de la solution pré-
cédente sur du papier Whatman 3MM et on soumet a
1'électrophorése dans une solution d'acide formigue
1.5M et d'acide acétigque 2M (50:50 v/V) & pH 2.0 (7),
630 volts et 1.6 mA/cm pour 75 minutes. On fait aussi
1 'électrophor&se de la DiiP-alanine et de l'alanine dans
les mémes conditions. Les bandes contenant la DNP-ala
et 1'alanine sont séchées et traitées d la ninhydrine;
une des bandes contenant la DNP—DL—-ala-—l-C14 est aussi
arrosée 3 la ninhydrine, l'autre est séchée et coupée
en sections de 1 cm. Celles-ci sont placées dans 15
ml de mélange & scintillation liguide contenant 10 g

de PPO, 0.2 g de POPOP (Packard Instrument Co. Scin-

tillation Grade) dans un litre de méthyl-cellosolve
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(Fisher Scientific Reagent), deux litres de toluéne
et 1.5 litres d'éthanol a 95%. Les bouteilles sont
placées dans un compteur § scintillation liquide a
double canal (Nuclear Chicago Mod&le 8401, systéme
703), équilibrées & 0°C et & l'obscurité. Chaque

échantillon est compté pendant 60 secondes.

b) Chromatographie sur cellulose.

La chromatographie sur couche mince de cellu-
lose (Eastman Chemical) par la méthode de Blackburn
‘et Lowther (19) décrite plus haut a révélé des tra-
ces de dinitrophénol. Puisque ces traces influenée—
raient 1'activité spécifique de la DNP—DL—ala-l—Cl4,
le dinitrophénol est sublimé aprés acidification en
chauffant le contenant sous un vide tré&s poussé. On
met alors en solution dans environ 0.3 ml de bicar-
bonate & 1% et on refait une chromatographie sur cel-
lulose du produit purifié& en présence de solutions té-
moins; on découpe le chromatogramme en sections de
1 cnm et on compte les sections comme précédemment
pendant 5 minutes.

. ¢) Concentration

-

On sé&che uné nuit a llOOC et 4 l'obscurité

de la DWP-alanine trouvée pure par chromatographie
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et 1l'on en p&€se 1l1.26 mg par différence dans une
fiole volumétfique de 110 ml. On met en solution
dans le bicarbonate a 1% ét on en prépare diffé-
rentes dilutions. On mesure la densit& optigue
8 360 mu (74). On mesure 100 ul de la DNP-ala-1-
14, .

C 3 5.1 ml et on mesure sa concentration au

moyen de la courbe é&talon.

2) Détermination de la quantité de proté&ine dans
la DNP-GDII.

La DNP-GDH préparéec selon la m&thode d&cri-
te en 3 a) est séchée sous vide en pré&sence de P205
et pesde par différence dans cdes tubes de Pyrex‘de
0.8 mm D.I.; on ajoute 2 ml d'acide chlorhydrique
et & certains de ces tubes on ajoute 10 pl de la
solution de DNP-ala—l—Cl4. Les tubes sont scellés
sous vide et placés & 110%¢ pour 12, 16 et 24 heu-
res. Le pourcentage de proté€ines dans 1'échantillon
de DNP-GDH est calculé 3 partir de 3 &chantillons
hydrolysés sous vide pour 16 heures 3 110°%. L'hy-
drolysat est analysé sur un analyseur automatique
d'acides aninés (Technicon Instrument Co.) paf la
méthode accflérée de Hamilton (57). Trois acides
aminés (val, ile, leu) donnent des résultats cons-

tants et sont peu détruits par une hydrolyse dans
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ces conditions (127). La quantité de protéine
obtenue par cette analyse divisée par la valeur cal-
culée 3 partir des données de Apella et Tomkins (5)

donne le rapport de protéine dans la DNP~GDH,

3) Chromatographie de la DiP-alanine.

L'extraction de la DNP-ala se fait selon la
méthode décrite en 3 ¢). La phase éthérée est &va-
porée @ sec sous un courant d'air chaud et le résidu
est repris dans l'acétone et appliqué & 1'aide d'une
microseringue Hamilton sur un papier Whatman # 1
traité au phthalate selon la méthode de Blackburn
et Lowther (19). On rinse le bé&cher de 10 ml plu-
sieurs fois avec environ 10 ou 15 pl d'acétone et
les lavages sont aussi appliqués sur le papier. On
applique 6 é&chantillons sur le méme papier plus deux
témoins de DiWP-ala et DWP-OH. La chromatographie
descendante avec le systéme alcool amylique tertiai-

re saturé au phthalate prend environ 36 heures.

4) Elution et dosage des taches.

Les taches contenant la DKP-ala sont soigneu-

sement découpées et placées dans des bouteilles avec
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3.00 ml de NaHCO3 i 1%. Les vials bouché&s sont

incub8&s et agités lentement & 50°C pendant 20 min.
pour compléter 1l'é&lution (74). Des surfaces éga-

les de papier servant de témoins sont traitées de

la méme facon. L'&luat est placé dans des cellules
de quartz de 1 cm et la densité optique est lue 3

360 cm contre un témoin contenant de l'eau. La
quantité de DNP-ala dans 1'échantillon est calculée
en prenant une valeur de 1.63 X lO4 comme coefficient

d'extinction de la DNP-ala & 2.21 mui par ml. (Ta-

bleau 19).

5) D2termination de la radiocactivité.

On pipette 2.50 ml de solution de la cellu-
le de quartz et on 1l'évapore @ sec sous un courant
d'air chaud dans une bouteille pour la scintilla-
tion liguide. ©On ajoute 15 ml du mélange & scintil-
lation liquide et on agite fortement. Les é&chantil-
lons sont laissés & 0°C et i 1l'obscurité pendant 4
heures et comptés jusgu'd concurrence de 40,000 CPl.
On prépare aussi 3 témoins contenant 2.50 ml de
bicarbonate de sodium & 1% €vaporé a sec, 15 ml de

mélange & scintillation et 10 pl de la solution ce
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DNP-ala—l—14C. Un témoin ne contenant que le bi-

carbonate é&vaporé & sec et le mélange & scintilla-
tion est aussi compté dans les mémes conditions.

Le "guenching" des &chantillons est corri-
gé & l'aide du rapport des deux canaux par la mé-
thode de Herberg (58). On détermine la radioacti-
vité d'une série d'échantillons de toluéne—c14 étal-
lonnés et scellés contenant des volumes différents
d'acédtone comme agent de “quenching". (Muclear Chi-
cago Liguid Scintillation Quenched Standards Set
No. 180, 060 lot 110). La solution maitresse de
toluéne—C14 est calibrée par comparaison & 1l'é&talon
de 014 No. 4924 et § la solution étalon d'acide ben-
zoique-Cl4 No. 4925 du National Bureau of Standards
of U.S. Chaque &chantillon contient 254,000 DPH de
toluéne—cl4. Le_rapport de la radioactivité détec-
t8e dans les canaux 1 et 2 en fonction du pourcenta-.
ge de la radioactivité totale détectée dans le
canal 2 constitue la courbe &€talon. On peut, par

la suite, dans les mé@mes conditions, déterminer

1'efficacité du comptage d'autres &chantillons.

V) Succinylation de la GDi.
1) Succinylation.

L'enzyme est succinylé&e selon la m&thode de
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Habeeb (55). On dialyse 110 mg de GDH (Sigma Che-
mical Co. type II 10 mg/ml) contre 2 litres de
tampon phosphate de potassium 0.05M & pH 7.8 &

2°c pendant 20 heures. Le volume de la solution de
GDH apr&s la dialyse est d'environ 25 ml. On ajoute
en mélangeant avec un agitateur magnétique 3.28 ml
(164pMole) d'une solution d'anhydride succinigue dans
le dioxane par portions de 0.2 ml sur une période

de 30 minutes. Apr&s chaque addition, le pH est
maintenu 3 7.7 - 7.8 en ajoutant une solution de
NaOH 1. L'anhydride succinique ajouté correspond

3 un exc8s de 24 fois le nombre de groupements aminés
susceptibles & la succinylation (24) (123).

Apré&s la succinylation, la solution est lim-
pide et on la concentre en y laissant gonfler du BIO
Gel P-4. (Le BIO Gel est un copolym@re d'acrylamide
et de mZthyl@ne bisacrylamide manufacturé par BIO-Rad
Laboratories. Ce gel exclut les molécules ayant un
poids moléculaire supérieur 3 3600, Les spécifica-
tions du manufacturier sont les suivantes: (Controle
3026, eau d'imbibition 2.6 ml/gm gel sec, 50-150 Mesh).

L.e Bio Gel P-4 est extr&mement hydrophyle
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et en l'ajoutant 3 une .solution d'enzyme, on peut
concentrer la prot&ine (excluse des pores du gel)
sans changer la force ionique et le pH de la solu-
tion, On ajoute le Bio Gel P-4 & une concentra-
tion de 2 gm par 30 ml de solution. On laisse gon-
fler 3 ou 4 minutes et on filtre & 1l'aide d'un
adapteur Millipore pour seringue. L'adapteur con-
tient un treillis métallique gui permet de filtrer
le gel sous pression. Chaque processus de concen-
tration permet de diminuer le volume du tiers. On
répdte l'expérience de fagon & obtenir un volume
d'environ 15 ml. On centrifuge & 2°C et 2000 RPM
pour se débarasser de quelques particules de Bio
Gel n'ayant pas &té& enlevées. On dialyse l'enzyme
pendant 24 heures a la temp&rature de la chambre
contre 2 litres de phosphate de potassium 0.15H a
pH 8.0 on mesure la densité optique de l'enzyme suc-
cinylée & 279 mu. Le coefficient d'extinction dé-
terminé par Olson et Anfinsen (88) est utilisé pour
la détermination de la concentration de la GDE.

2) Propriétés de l'enzyme succinylée
a) Activité enzymatique.

L'activité@ enzymatigue de la GDIi succinylé&e
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est mesurde 3 deux concentrations par la méthode
décrite dans la section I. On utilise 50 nl de
solutions contenant .341 mg et 4.87 mg de GDH suc-
cinylée par ml de tampon Tris-HCl 0.05M 3 pH 8.0.
Ces concentrations d'enzyme sont respectivement 1.7
et 2.4 fois plus grandes que la concentration uti-
lisée pour l'enzyme naturelle.
b) Ultracentrifugation

Afin de comparer la vitesse de sé&dimentation
de la GDH succinylée i celle de l'enzyme active, on
prépare des solutions de l'enzyme modifiée et de
l'enzyme active & une concentration de 4.14 mg/ml
dans le tampon phosphate 0.15M 3 pH 7.6. Les analy-
ses sont faites dans une ultracentrifuge analytique
Beckman a 20°C, 3 une vitesse de 59780 RPM. Les

photos sont prises 3% toutes les gquatres minutes.

c) Eiectrophorése
On fait 1l'électrophoré&se sur acétate de cel-
lulose de la GDH succinylée (4.l4lmg/ml) par la mé-
thode mentionnée plus haut avec un courant de 100
volts, 0.275 mA/cm pendant 2 heures. Les bandes

sont traitées comme précédemment.
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d) Filtration sur gel Sepharose 4B.
La GDH succinylée est appliquée sur la
colonne de Sepharose 4B décrite 3 la section B-2.
On applique des &chantillons de 2.0 ml et de 1.6 ml
de l'enzyme modifiée & une concentration de 4.14 mg/
ml. Le volume &'&lution, Ve' est mesuré directement

(3

3 la sortie du moniteur Uvicord.
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- RESULTATS -

I. Propriétés de la GDH.

A. Poids moléculaire.

1) Sur Sephadex G-200.

La filtration sur gel de Sephadex G-200 de la
GDH obtenue de Sigma Chemical n'a révélé aucune
trace d'impuretés absorbant d& l'ultraviolet. 1Un
seul pic d'absorption a &té obtenu i un volume d'é-
lution Ve légérement supérieur au volume d'exclu~-
sion Vo déterminé avec le Blue Dextran. Les volu-
mes d'élution obtenus pour ce derniexr et les pro-
téines de poids mol&culaire connu éont indigués au
tableau 1. Le rapport Vg/Vy, volume d'&lution ré-
duit, est, selon whitaker (131) et Determann (2¢),
proportionnel au logarithme du poids moléculaire
(fig. 1). Cette valeur Ve/V, est spécifique pour
certaines conditions de force ionique, de pH et de
templrature puisgu'elle ne tient pas compte du volu-
me intérieur, Vj, qui pour le méme gel, peut varier
avec les facteurs mentionnés plus haut.

I,e facteur Kd @&fini par Porath (97)

Ve = Vo
Vi

K

(1)
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dépend principalement de la nature du gel. Cette
valeur représente le coefficient de distribution
de la molé&cule., Le volume interne est exprim& par

la formule suivante:

Vi =V - Vv - aw (2)

ol "WR" est la quantité d'eau albsorbée pai gramme

de gel sec, "a" est la quantité de gel sec utilisé
pour la colonne. Puisque pour le Sephadex G-200,

W, est 20 g., selon Rogers (103), (Vt - Vo) X 0.95
est un estimé de Vi. Les valeurs Kd calcul&es par
cette mé&thode sont donndes au Tableau 1.

Determann et Michel (28) ont trouvé une propor-
tionalité linééire'entre le logarithme du rayon
Stokes "a" des protéines et le rapport Ve/Vo pour
les gels G-100 et G-75. On obtient une relation
senblable avec le G-200 (fig. 2). La GDH ayant un
volume d'élution, V_, tr8s prd&s de celui du volume
d'exclusion Vgi on peut attribuer une valeur appro-
ximative d'au moins 660,000 pour le poids molé&culai-
re et de 8.1 mu pour le rayon Stokes de cette molé-
cule., La limite de rétention du G-200 pour les

protéines glorulaires, dans ces conditions, est
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d'environ 750,000-pour une molé&cule ayant un rayon
Stokes d'environ 8.3 mu.

La concentration de GDH au maximum d'absorption
est environ 0.8 mg par ml., La plupart des auteurs
semblent d'accord sur le fait que, a cette concen-
tration, on obtient pour la GDH un poids moléculai-
re d'au moins 750,000 (137) (49) (133).

En utilisant 1l'équation de Renkin (102) telle
que modifiée par Ackers (l), on peut calculer a
partir de la valeur Ky pour des protéines de rayon

Stokes "a" connu, le rayon moyen "r" des pores du
gel et de 13a le rayon Stokes d'une molécule de rayon

inconnu. L'égquation de Ackers est la suivante:

Kd = Ve -Vo = (1 - 2)2 (1L - 2,104 a + 2.09(5)2
V. r r r
i
- 0.95 (a)° (3)
r

Méme si Ackers ne le mentionne pas, le rayon moyen
des pores ne peut &tre déterminé qu'a 1l'aide de
molécules qui ne sont que partiellement retenues par

les pores. Ces molécules ont des valeurs 1(1%1)0.
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Toutes les molécules qui sont totalement excluses

(Kd = 0) donneraient le mé@me rapport a et de 1la des
r
valeurs erronées pour le rayon moyen des pores.

Les molé&cules dont le Kd =

sées pour la mé&me raison.

1 ne peuvent &tre utili-

" L'albumine, l'hémoglobine et la & ~globuline
ntilisées dans cette expérience respecteﬁt ces nor-
mes tout en ayant un rayon Stokes connu. Ackers (1)
a déterminé, & l1l'aide d'une calculatrice IBM~-1401
et de 1l'é&quation 3, les rapports a/r correspondant
a diverses valeurs Kyi ce calcul est utilisé& pour

déterminer les valeurs a/r présentées au tableau 2.

2) Sur Sepharose 4B.

La filtration sur Sepharose confirme les résul-
tats obtenus avec le G-200. On n'a trouvé aucune
trace d'impuretés dans la solution de GDH originale.
La standardisaticn de la colonne par des molé&cules
de poids moléculaire connu donne les résultats in-
digqu&s au Tableau 3 et a la figure 3. Par extrapo-
lation, on trouve un poids moléculaire variant de
912,000 & 934,000 pour la GDH, & une concentration

maximum de 0.8 mg/ml. Cette valeur est en accord
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Rayon moyen des pores du Sephadex G-200

Protéine Kq

Albumine du

sérum de boeuf 0.402

0.u462
Hémoglobine 0.462
X’-globuline 0.238
. 0.238

a(mu)

3.61
3.61

3.08

5.22
5.22

(3L)

(86)
(86)

al/r r(mu)
.1905 19.0
.1649 : 21.9
.1649 18.7
.2786 18.7
.2786 . 18.7

Rayon moyen des pores 19.4

Déviation standard 1.u40

Tableau 3

Volume d'élution des protéines sur Sepharose UB

P.M.

E. coli -

Catalase(106) 240,000

Thyroglobu- 660,000
line (3) 660,000
Glutamique -
déshydrogé-
nase
(ad Kd = Ve/Vo
(V=Vo)x0.96
V; = (204-58.3)x%0.

Vv
e
59.3cc
57.3cc
1608 cc
158 cc
137 cc
137 cc
131 cc
130 cc

96

Ky(a) log P.M.

.729 5.380
<714

. 564 5.826
.564

.51Y4 -
.521
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avec la valeur minimale de 750,000 déterminée sur
le Sephadex G-200. (section I.A.1l). Un résumé
des poids moléculaires de cette enzyme trouvés par
d'autres auteurs est donné au Tableau 4, La valeur

généralement acceptéé pour l'oligomére de la GDH

6 (88) (84) (114). Si 1'on porte en gra-

est 1 X 10
phique le rayon Stokes des molécules connues contre
leur volume d'élution réduit (4) on trouve, par
extrapolation, un rayon Stokes moyen de 9.37 mu pour
la GDH (fig. 4). Le rayon moyen "r" des pores du
Sepharose 4B, a été calculé par 1l'équation de Ackers
(1) pour la catalase et pour la thyroglobuline. Afin
de vérifier si 1'équation pouvait &tre utilisée dans
le cas présent, on a déterminé le rayon Stokes "a"
de la thyroglobuline & partir du rayon "r" des pores

trouvé avec la catalase; le rayon "a" de la catalase

a par la suite été déterﬁiné & partir du rayon "r
trouvé a partir de la thyroglobuline. Les r&sultats
sont présentés aux tableaux 5 et 6. Les rayons

Stokes calculés par cette méthode'se comparent tr€s

bien aux valeurs acceptées pour ces deux protéines

(F 83). Le rayon Stokes "a" de la GDH calcul& par
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Tableau 4

Résumé des mesures du poids moléculaire de la GDH

Poids moléculaire  Méthode Remarques Référence
1X 10° Sédimentation  Extrapolation (88)
et d une valeur
diffusion >4 mg/ml
1.25 X 105 Diffusion de conc. 4 mg/ml (63)
la lumiére
1.37 x 10° Diffusion de  0.84 mg/ml (137)
la lumiére pH 7.75 Tris
7 X 10° Diffusion de 0.8 mg/ml (49)
la lumiére pH 7.8 phosphate
8.75 X 10° Diffusion de 0.8 mg/ml pH 7.8 (49)
la lumiere phosphate présence
10-% DPNH
2 X 106 Diffusion de 4 mg/ml (37)
la lumiére
>2 x 10° Diffusion de >8 mg/ml (31)

la lumiére
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Tableau 5

Volume d'élution des protéines sur Sepharose u4B
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Protéine Ve Ve/Vg a(mp) log a
Thyroglobuline 137 cc 2.3k 8.1 0.908
(386) 137 cc 2.34 8.1 0.908
Catalase (31) 160 cc 2.74 5.23 0.7189
158 cc 2.71 5.23 0.719
Glutamique 130 cc 2.22 - -
déshydrogénase 131 cc 2.24 - -
Tableau 6
Rayon moyen des pores du Sepharose 4B
almp) K4 al/r r(ma) a(calculéd)
(mu)
Catalase(31) 5.23 .729 .0727 71.9
.71k .0772 67.7 4,82
69.8
Thyroglobu- 8.1 56U .1262 6l.2 8.81
line (96) .564 .1262 BU .2 :
. 6U.2

Rayon moyen des pores
67.0

Déviation standard
3.7
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cette méthode varie entre 9.68 et 9.51 mp (Tableau
7).
3) Ultracentrifugation.
a) Vitesse de sé&dimentation.

La figure 5 montre 1'hcmogénéité de l'échantil-
ljon de GDH sédimenté& & une concentration de 4.14 mg/
ml 5 59780 RPM. La vitesse de sédimentation de la
GDH & cette concentration est 22.2 S (figure 6 et

tableau 8) (un Svedberg vaut 10713

sec.). La vites-
se généralement donnée en unité Svedberg; S20'w'
est la valeur S gu'aurait une substance dans un
solvant de méme densité et viscosité que l'eau &

20°C. Les corrections sont faites selon la formule

suggérée par Schachman (111).

Sog v = S (Mg ) @) (=¥ )
20 ,w obs T30 To P20,w

_VPt

(1)

obs -~ vitesse de sé&dimentation mesurée

N, = Qiscosité de l'eau a la temp&rature de
1l'expérience.

Ho0 = viscosité de l'eau a 20°c.

N/No viscosité relative du solvant.
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P = densité de l'eau a 20°cC.
20 ,w
P, = densité du solvant & la température de
l'expérience.
74 = volume spé&cifique partiel de la GDH.

Dans cette expdrience le premier facteur (Nt/NZO) est
égal 3 1'unité; le second facteur (N/No) calculé par
svedberg et Pedersen (121) est égal & 1.045; 1la densi-

té du solvant 5 20°C mesurée directement & l'aide d'une
balance Chainomatic Christian Becker N.Y. est de 1.0198g/

cc; le volume spécifique partiel de la GDH est de 0.75

cc/g (34) (88).

S

20,w = 22.2 (1.000) (1.945) (1.069)

S 24.8 S

20 ,‘v’:’

b) Coefficient de friction
A 1'aide du rayon moyen de la GDH trouvé sur le

Sepharose, on peut calculer le coefficient de friction

de GDH.
£f -6 N
od
f = coefficient de friction

- coefficient de viscosité

=
1



Tableau 7

Rayon moyen de la GDH
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a(mp) K4 a/r r(mu)
Glutamique 9.68f0.53 .51 L1uus5 67.043.7
déshydrogé- . :
nase 9.5 53 .521 .1419 67.0%3.7
Tableau 8
Vitesse de sédimentation de la GDH
Photo Temps In X At (sec.)
1 2.20 1.82554 180
2 2.24 1.84685 420
3 2.28 1.86767 660
b 2.32 1.89019 900
5 2.36 1.90908 liuo0 -
S = d In X 5
dt = 8.70 X 10~ =22.2 X 10713sec = 22.25
60 w<¢

27T(59780)

Tableau 9
Activité initiale de la GDH dans le phosphate

Molarité du phos-
phate dans 1l'essai

Activité imtiale
(Vi) (unités)

. Molarité du phosphate
dans solution

enzymatique
0.01 .47 L
0.05 1.50 .0us
0.10 3.12 .0u7
"0.50 1.96 .060
1.0 1.27 .077
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a = rayon Stokes
£ =6 (1.047 X 1072) (9.52 X 107 7)
£ =1.8789 X 107/ gm
sec.
c) Coefficient de diffusion
L'é&gquation de Einstein (32) (33)
p= Fr
£
oli: kK = gonstante de Planck (1.3805 X 10”16 erg.)
o)

K
permet de calculer la vitesse de diffusion, D, de la
GDH,

16 7

X 2.93 X 102 = 2.1528 X 107/ cm?
7 sec.

D = 1.3805 X 10
1.8789 X 10

d) Calcul du poids molé&culaire.

L'équation de Svedberg permet de calculer le
poids moléculaire de la GDH a partir des données pré-
cédentes.

M = RTS

D (1-V )

ol R = constante des gaz (8.3143 X 107 ergs

OK' mole

M

poids moléculaire anhydre
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= densité du solvant & 20°c

M = 8.3143 X 10”7 X 2.93 X 102 x 24.8 x 10-13
2.1528 X 10~/ (L - 0.75 (1.0198) )
M = 1l.19 X 106

B. Chromatographie sur DEAE cellulose.

Apreés filtration de la GDH sur Sephadex G-25,
on récupére environ 86% du produit initial ayant une
activité spécifique de 1.18 unités/mg. La chromato-
graphie sur DEAE cellulose donne le résultat présenté
d la figure 7. Les fractions 11-17 contiennent 98.5%
de protéine et 112% de l'aétivité appliquées sur la
colonne. La chromaéographie de la GDH sur DEAE cellu-
lose équilibrée avec le tampon phosphate 0.01M donne
le résultét présenté d la figure 8. On obtient un
seul pic d'absorption qui contient 96.4% de la GDH
appliquée sur la colonne. Ce chromatogramme confirme
les expériences précédentes car on n'a pas décelé de
traces d'impureté absorbant & 280 mu par cette mé&thode.
Pour certaines chromatographies sur DEAE cellulose,

les fractions ont &té analysées par le microbiuret (53);

on n'a pas, & nouveau, d&celéd de traces d'impureté.

C. Electrophoré&se sur acétate de cellulose

L'@lectrophorése de la GDH sur acétate de cellu-
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jose ne donne qu'une seule bande tré&s nette a 5.3 cm

de l'origine en direction de l'anode (fig. 9).

II- Stabilité de l'enzyme.

L'activité initiale, V,., de la GDH varie avec
la molarité du tampon phosphate utilisé& comme solvant.
(Tableau 9 et figure 10). On obtient un ma#imum d'ac-
tivité enzymatique pour la GDH dans le tampon phospha-
te environ 0.1lM. Dahs ces conditions, la concentra-
tion effective de phosphate pour le dosage enzymati-
que est de 0.047M.

La période de préincubation a 25°C, nécessaire
pour obtenir la moitié de l'activité initiale, Vi/2’
dans le méme tampon, peut &tre considérée comme un
indice de stabilité de l'enzyme dans ce tampon. Plus
ce temps est long, plus l'enzyme perd son activité
lentement au cours de la période de préincubation. Les
résultats obtenus sont indigués au tableau 10 et a
la figure 11. On obtient un maximum de stabilité

dans le tampon phosphate 0.1M & pH 7.6.

L'activité initiale de la GDH dans le Tris-HC1l

0.054 38 pH 7.6 est deux fois plus élevée gue celle

que 1'on obtient dans le tampon phosphate. Le ta-

bleau 11 montre aussi gue cette augmentation de 1'ac-
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Figure 9

Electrophor&se de la GDH sur acétate de cellulose
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Tableau 10 -
St;bilité de la GDH dans le phosphate
Molarité du K-—POu | Temps (heures) pour obtenir Vi/2
0.005 | 1.5
0.01 - 4.5
0.05 235
0.1 425
1 300
Tableau 11
Activité et stabilité de la GDH
Tampon V; (unités) ' Temps pour Vi/,
(heures)
0.05M K-PO, 1.50 235
0.05M Tris : 3.11 200
0.01M K-PO, 1.47 4.5
0.05M K-PO, + G-25 ~1.35. 86
0.01M K-POy + G-25 0.50 6.5
Tableau 12

Cinétique de la formation des subunités 3 1'aide du Sephadex G-200

Période de traitement de Concentration relative de
la GDH au PMB et SDS protéine
Vei: VO Ve23105—107 ml
L ‘ ++ +
12 + +4

24 0 +4+4

<«
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tivité se fait sans perte appréciable de la stabi-
1ité de l'enzyme. Magar (78) et Bayley (10) men;
tionnent, sans toutefois présenter les données, que
l'enzyme est plus sable dans le phosphate que dans

le Tris-HCl. Schoffeniels (112) rapporte en plus que
1l'activité initiale de l'enzyme dans le Tris est trois
fois plus grande gue dans le phosphate. Le tableau 10
présente aussi les résultats obtenus pour l'activité
initiale et la stabilité& de la GDH aprés passage sur
une colonﬁe de Sephadex G-25. Ces données soht compa-
rées i celles que l'on obtient sans ce traitement dans

les mémes tampons. (figs 12 et 13).

III- Dissociation de la glutamique déshydrogénase en
sousunités.

1) Carboxymé&thylation.

Apr&s la carboxyméthylation, le produit lyophi-
lisé est flocculent et hygrOSCOpique. On obtient un
rendement de 143% en poids. Cette augmentation de
poids ne peut &tre attribuée aux groupements carbo-
xyméthyles seuls qui ne représentent gue 0.05% du poids
de la GDH (123). La vitesse de diffusion de l'urée
4 travers la membrane & dialyse dans ces conditions

(77) est telle gu'aprds 24 heures le poids d'urée ron
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dialysée est inférieur & 0.1 mg. Cette augmentation
de poids semble donc étre due 3 une rétention d'eau
qui ne peut &tre enlevée méme apré&s deux jours de

lyophilisation.

2) Mercuribenzoylation.

Ce ddrivé de la GDH a la méme apparence physique
gue le précédent. On obtient cependant aprés 24 heu-
res de dialyse et 72 heures de lyophilisation, un pro-
duit dont le poids est ehviron 17 fois celui de la GDH
utilisée. Cette augmentation du poids de la GDH peut
&tre attribude ici & deux facteurs principaux: 1'humi-
dité et le détergent SDS non dialysé. Les lipides mi-
grent tré&s lentement au travers la membrane de dialyse;
(79) aprés 24 heures on peut s'attendre & ce que la
plus grande partie du détergent soit encore dans le
sac & dialyse. Le traitement au chloroforme permet
d'extraire 94% en poidé du lyophilisat. Le rendement
total en proté&ines est alors de 135 mg ou 103% du pro-
duit de départ. La filtration sur G-200 de la GDH
traitde au PMB aprés différentes pé&riodes d'incubation
dans le détergent SDS permet de séparer deux formes de

‘GDH de poids moléculaire différent. On obtient un
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premier pic d'absorption & un volume d'élution, V.,
correspondant au volume d'exclusion Vg, et un deuxié-
me pic, & un volume d'é&lution, Vez, de 105 - 107 ml.
Ce volume d'é@lution, Vez, est hettement supérieur au
volume.d'exclusion et correspond i un poids molé&culai-
re semblable & celui des sousunités (voir section IV-I);
Le tableau 12 donne la concentration approximative en

protéines de chacun des pics apré&s différentes périodes

d'incubatibn;

IV- Caractérisation des sousunités.

1) Détermination du poids mol&culaire sur Sephadex
G-200.

Tel gue mentionné i la section pré&cédente (Tableau
12), la filtration de la GDH dénaturée pendant 24
heures dans le SDS ne révé&le qu'un seul pic d'absorp-
tion & 1l'ultraviolet.

La filtation, daﬁs les mémes conditions, de proté&i-
nes de poids moléculaire connu donne les résultats pré-
sentéds au Tableau 13. A la figure 14, le volume a'é-
lution réduit, Ve/Vg (131) (28), est porté en graphique
contre le logarithme du poids moléculaire. On trouve
un rapport linéaire entre Veg/Vgy et le logarithme du

poids moléculaire des proté&ines. A la figure 15, les
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valeurs Kd présentées au tableau 1 sont portées en
graphique contre le logarithme du rayon Stokes "a"
des protéines. Les valeurs obtenues par Determann
et Michel (28) sur Sephadex G-200 (Tableau 1l4) sont
incluses dans le méme graphique. Sauf, pour le cy-
tochrome C, on remarque gue ces résultats sont com-
parables. On obtient une régression lin€aire entre
le logarithme du rayon "a" des protéines et leur va-
leur K..

a

Si 1'on compare les valeurs Kd obtenues pour ces
protéines dans le détergent (Tableau 13) & celles gue
l1'on obtient a 1la figure 14, on peut calculer le rayon
effectif "a," de ces prot€ines dénaturées (Tableau 15).
Les sousunitéside la GDH ont un rayon.“ae" de 3.61 mu.

La différence (a, - a) pour les molécules connues
est égale 3 0.23 a; en supposant que la différence

(ae - a) pour la sousunité& est identique, on obtient

un rayon Stokes "a" approximatif de 2.93 mu.

2) Electrophor&se des sousunités.

L'électrophor&se des sousunités carboxym&thylées
de la GDH dans trbis tampons contenant de l'urée 8M;
de force ionigue et de pH différents, ne donne qu'une

seule bande apr&s r&v&lation au Penceau S {(fig. 16).



Tableau 1u

Constante d'équilibre des protéines sur Sephadex G-200

y

No. Protéine K4 a(mu)
1 Cytéchrome C 0.76 1.74
2 Ribonucléase 0.76 1.92
3 Trypsine 0.62 2.41
Y ; Albumine du sérum
| de boeuf 0.u43 3.61‘
5 Transférrine 0.32 4.00
6 Y. -globuline
humaine 0.26 5.22
Tableau 15

Rayon effectif des protéines sur Sephadex G-200

Protéine 2 ae (mu) (ag-adpy (ae-a)
a

Albumine du sérum :

de boeuf 3.61 4.06 0.us v 0.12

Ovalbumine 2.80 3.72 0.92 0.33

Pepsine - 3.24 - -

Chymotrypsine 2.28 2.82 0.54 0.24

Glutamique

déshydrogénase - 3.61 - -

(ag-a) moyen = 0.23a
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Figure 16
_ELECTROPHORESE DE LA CM- ~GDH SUR
ACETATE DE CELLULOSE*
16OV, 1.25mA /10 cms

g P
B S
-<—Origine
Phosphate Tris EDTA Glycine @
pH 8.22 Borate pH 9.55
pHSO

*Tous les tampons confiennent da I'urée 8M
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Figure 17

Y

£

Chromatographie bidimensionnelle de la fraction éthérosoluble
de l'hydrolysat de DNP-GDH.
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La netteté& des bandes obtenues dans ces trois tampons
permet de juger de l'homogénéité& des sousunités de
la GDH. L'électrophorése sur papier dans des tampons
contenant de l'urée a déja permis de séparer les sous-
unités d'autres protéines (21) (105) (30). On trouve
cepehdant un seul type de sousunité& dans le cas de la

GDH.

3) Détermination de l'acide aminé en position N-

terminale de la GDH.

On obtient 62 mg de DNP-GDH & partir de 50-55 mg
de GDH. Ce produit est insoluble dans l'acide acéti-
que glacial, le détergent SDS ou la guanidine-HCl 6M

d pH 8.5.

A. Analyse gualitative des dinitrophé&nylaminoacides.

i) Chromatographie des dérivés éthérosolubles. .

La chromatographie bidimensionnelle de la DNP-OH,

DNP—NH2 et de la DNP-ala donne les valeurs Rf présen-

tées au Tableau 1l6.
La chromatographie, dans les mé€mes conditions, de
275 nl d'hydrolysat €thérosoluble de DNP-GDH, ne révéle

que trois taches. Ces taches ont des valeurs Rf corres-

pondant & la DNP~OH, DNP-NH, et DNP-ala. (Tableaux 16

2

et 17). Le dinitrophénol et la dinitroaniline sont
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deux produits de dégradation gque l'on obtient cons-
tamment aprd8s 1'hydrolyse d'une DNP-protéine (101).
La co-chromatographie de la fraction &thérosoluble et
de dérivés connus confirme la présence de la DNP-ala,

"du DNP-OH et de la DNP-aniline (fig. 18).

ii) Chromatographie des dérivés hydrosolubles.

La chromatographie de la fraction hydrosoluble de
1'hydrolysat de DNP-GDH, dans les deux systémes de
solvants, n'a pas révélé de di-DNP-histidine ou d4d'[L -
mono-DNP-arginine. La séparation des dérivés DNP dans
le systéme butanol-acide acétique—eau (4: 1: 5) (107)
est préférable & celle que l'on obtiént dans le systéme
de Blackburn et Lowther (19). Le tableau 18 montre les
résultats obtenus dans ce systéme. La fraction hydro-
soluble contient 1'E-DNP-lysine et 1'C-DNP-tyrosine;
la lysine et la tyrosine réagissent avec le FDNB méme
lorsqu'elles sont plac@es 3 l'intérieur d'une chaine
polypeptidique. L'absence d'L -mono-arginine et de di-
DNP-histine confirme les résultats d'Apella et Tomkins
(5). L'analyse qualitative de la GDH par dinitrophé-
nylation a permis d'identifier la DNP-alanine comme

seul dérivé DNP correspondant & la position N-terminale



Tableau 16
Valeurs, Rf, des DNP-aminocacides en chromatographie bldlmen81on—
nelle .
Dérivé DNP Tampon alcool Tampon phosphate
: amylique
DNP-aniline _ 0.74 0.34
" DNP-OH 0.33 : 0.46
DNP-alanine 0.34 0.57

Tableau 17

Valeurs, Rg, de la fraction éthérosoluble de l'hydrolysat de

DNP-GDH

Dérivé DNP Tampon alcool - Tampon phosphate

amylique

le tache | 0.74 0.34

2e tache 0.33 0.49

3e tache 0.31 0.57
Tableau 18

Valeurs, Rf, de la fraction hydrosoluble de 1l'hydrolysat de
DNP- GDH

Dérivé DNP R¢

E-DNP-lysine 0.39

di-DNP-histidine 0.95

&L -mono-DiNP-arginine 0.45

O-DNP-tyrosine 0.66

Fraction hydrosOluble 8.2§

* Systéme butanol-acide acétique-eau H:1:5
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Figure 18

Cochromatographie de la fraction éthérosoluble de 1'hydrolysat
de DNP-GDH et d'échantillons connus.
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de la GDH..

B. Analyse quantitative de la DNP-alanine.

a) DNP—DL—alanine—l—l4C.

i) Electrophorése.

La réaction & la ninhydrine n'a pu révéler de
traces d'alanine libres dans la solution de DNP-ala
radioactive. Dans ces conditions l'alanine migre &
5.4 cm de l'origine en direction de la cathode; la
DNP-ala donne une bande jaune & l'origine. La dé&ter-
mination de la radioactivité aprés 1l'é&lectrophorése
est présenté&e 3 la figure 19. On remarque une diffu-
sion du aérivé DNP et un seul pic de radioactivité,
correspond & la position de la DNP-alanine; aucune

trace de 14C ne se trouve 3 la position de 1l'alanine.

ii) Chromatographie sur cellulose

La chromatographie unidimensionnelle de la DNP-

-~

ala radiocactive ne vé&véle qu'une seule tache a 2.0 cm

de l'origine dans le systéme de Blackburn et Lowther

(19). Les valeurs Rf cbtenues sont présentées au Ta-
bleau 19. On remarque gue le Rf obtenu pour la DNP-

ala—l—l4C est inférieur a celui dz la DNP-ala utilisée




96

SUIUD |\ ——5>
OpP-dNg—=> ©
ouIBLIO—>

2Hd @, 0-1-vIv-10-dNQ Di 8p 8sioydosos)3
6l oinbi4

0S¢

00S

0S.

NdJ



97

Tableau 19
. . e . : .14 *&
Chromatographie unidimensionnelle de la DNP-ala-1l- C
Dérivé DNP ' Re
DNP-OH 0.19 - 0.18
DNP-ala 0.29 - 0.30
14
DNP-ala-1-"C 0.25
% Systéme alcool amylique tertiaire-phthalate.
Tableau 20
Absorption de la DNP-ala & 360mu
MpMole DNP-ala/ml D.O. D.0. moyenne
17.66 .301 .303
.305
14,13 .237 . 241
.2uL :
8.83 151 .150
.148 .
h.u? 072 .074
.076
2.21 .037 .036

.035
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comme témoin; ceci est dfi au fait gue le dérivé ra—.
dioactif a &té& appliqué sous la forme de sel de so-
dium, tandis que le témoin a &té appliqué sous forme
acide. On a remarqué ce phénomé&ne & plusieurs repri-
ses au cours de ces travaux. La figure 20 démontre

1'absence d'impuretés radioactives dans la solution de

DNP—ala—l4C.

iii) Concentration

La courbe &talon de DiP-ala donne les résultats

-

présentés au Tableau 20 et & la figure 21. La courbe

-~

obéit i la loi de Beer et on trouve un coefficient

d'extinction molaire, E, de 1.70 X 104

ala & une concentration de 8.83 X 10-6M. La concen-

pour la DNP-

tration de la solution de DNP—DL—ala—14C est de 872

millimicromole par ml.

b) Détermination du pourcentage d'humidité dans

la DNP-GDH.

Les résultats de l'analyse de 1l'hydrolysat de la
DNP-GDH sont présent&s au Tableau 21. Partant des
valeurs du tableau 21 et connaissant le contenu en
acides aminés de la GDH pure, on peut calculer le poids
de GDH correspondant et de 13 le poids de protéins
dans l'échantillbn de DNP-GDH aQant 1'hydrolyse. Ces

résultats sont pr&senté&s au Tableau 22. On trouve un
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Tableau 21

Analyse quantitative des aminoacides de la DNP-GDH

Acide Aminé Micromole d'amino- uMole d'amino acide
acide par 10 g de Echantil- Echantil- Echantil-
GDH (5). lon 1 lon 2 lon 3
Valine 55.51 .684 .652 . 880
Leucine 55.07 .720 .704 .880
Isoleucine 61.67 .776 .800 .988
Tableau 22

Détermination de la quantité de proté&ine dans la DNP-GDH

mg de .
Echantillon DNP-GDH mg de GDH calculé& % de protéine
1 1.86 1.23 1.26 1.31 62.1
2 1.85 1.23 1.30 1l.28 68.6
3 2.08 1.59 1.59 1.60 76.4

¢ moyen = 71.0 % 5%
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fun pourcentage moyen de protéine de 71.0% dans
l'échantiilon de DNP-GDH. Selon Biserte et coll. (15),
une DNP-protéine contient approximativement 80% de
protéine.

c) Elution et dosage des taches.

i) Courbe &étalon de gquenching.

La radioactivité est mesurde & 0°C aux conditions
suivantes: Gate: 1200 volts, Data: 970 volts, canal 1
de la base a8 5.0 volts et le canal 2 de la base & 9.9
volts. Les résultats sont présentés au tableau 23 et
a la.figure 22.

ii) Radioactivité spécifique de la DNP-DL-

ala-1—14C.

La radioactivité& de la solution de DNP-DL—ala—l—l4C

d 872 millimicromole par ml mesurée & l'aide de 3 &chan-
tillons de 10 pl donne le ré&sultat présenté& au tableau
24,

La DNP—ala—l—l4C a une activité spécifique de
1.024 + 0.037 X 10° DPH par micromole ou 1024 + 37 DPM
par 10 ul de solution.

d) Calcul de la concentration de DiP-ala terminal.

La concentration de DNP-ala est déterminée par

spectrophotométrie & 360 mu. La radioactivité est
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déterminde dans les mémes conditions gque précédemment
et les valeurs sont corrigées de la méme fagon. Le
pourcentage de récupération correspond au pourcentage
de la radioactivité mesurée aprés- 1'&lution des tachesk
La quantité& originale DNP-alanine N-terminale dans

chacun des échantillons est calculée par la formule

suivante:
(A - BC)E = D
ol: A = nombre de millimicromoles de DNP-ala mesurée
a 360 mu.

B = nombre de millimicromoles de DNP—ala—l4C
ajout&es & chaque &chantillon ou 8.72 mi;li—
micromoles.

C = pourcentage de récupé&ration.

D = quantité originale de DNP-alanine N-terminale

E = 1lo00/C

Les résultats sont présenté&s aux tableaux 25 et 26. La
dernis&re colonne du Tableau 26 donne la concentration
de DNP—aia N-terminale dans quatre &chantillons diffé-
rents.

e) Calcul du poids moléculaire des sousunités.

Partant du poids de GDH dans l'é&chantillon de DWP-
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GDH et de la quantité& de DNP-ala-N-terminale obtenue,
(tableau 26) on peut calculer le poids moléculaire des
sousunités. On obtient 0.91 # 0.07 moles de dérivé
N-terminale par 47,500 g de GDH (tableau 27); cette
valeur correspond & un poids moléculaire de 52,000
+ 3,700 pour les sousunités.

Le poids moléculaire des sousunités trouvé par

filtration sur gel (IV-1l) est de 47,500.

V- Propriétés de l'enzyme succinylée.

La succinylation de la GDH s'accompagne d'une
diminution de la turbidité de la solution qui est vi-

-

sible & 1'oeil nu. L'enzyme succinylée est trés so-
luble dans le tampon Tris-HC1l 0.05}M & pH 8. On peut
conserver l'enzyme & 25°¢ pendant une semaine sans aug-

mentation de la turbidité.

1) Densité& optique.

Q .
Le coefficient d'extinction, EY¥279mu, de la GDH
succinylée est de 9.48. Les valeurs trouvées par

Sund et Akeson (122) et Olson et Anfinsen (88) pour

. 1%
la GDH natgrelle sont respectivement E280mu = 9.50 et
l% " - o‘ L -
E279mu = 9.73. La différence de 3% entre les coeffi

cients d'extinction de l'enzyme naturelle et succinylée
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est de l'ordre de grandeur de l'erreur expérimentale.
Il n'y a donc pas de différence significative entre
ces deux valeurs.

2) Activité enzymatique

L'enzyme succinyiée ne possé&de aucune activité
de déshydrogénase glutamique aux deux concentrations
étudiées. Colman et Frieden (24) ont obtenu des ré-
sultats semblables par acétylation de la GDH avec un

excé&s d'anhydride acétique.
3) Vitesse de sédimentation.

La figure 23 montre 1l'homogénéité de la glutamate
déshydrogénase succinylée sé&dimentée & une concentra-
tion de 4.14 mg/ml et & 59,780 RPM. La vitesse de
sédimentation, 38 cette concentration, est de 21.0 S

(fig. 24 et tableau 28).

4) Electrophorése

L'é@lectrophorése de la GDH succinylée sur acétate
de cellulose ne révéle gqu'une seule bande qui demeure
a8 l'origine aprés 2 heures sous un potentiel de 100
volts 3 0.275 mA par cm. Dans les mé€mes conditions,
l'enzyme naturelle se déplace d'environ 2.8 cm en di-

rection de l‘'anode.
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Figure 24

o3 Vitesse de sédimentation de la GDH succinylée
' 414 mg/ml ,

Phosphate I5M pH 80
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Tableau 28

Vitesse de sédimentation de la GDH succinylée

Photo Temps In X At (sec.)
1 2.02 1.83874 420
2 2.08 . 1.86781 780
3 2.10 1.87788 900
i 2.14 1.89726 1140
'5 2.18 1.92193 1380
6 2.20 1.92765 1500
S=4d1n X
dt = 8.232 X 107° - 21.0 S
L /,(59780)

Tableau 29

Rayon moyen de la GDH succinylée

%

Echantillon Ve (ml) Kq al/r a

my1
2.0 ml 71.3 0.093 L4116 27.6
1.6 ml 61.U4 0.022 .5805 38.9
moyenne 6.4 0.058 4961 33.3

*r = 67.0 £ 3.7 mu (Tableau 6).
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5) Filtration sur gel Sepharose 4B.

La filtration de la GDH succinylée donne les
résultats présentés au Tableau 29. L'enzyme succi-
nylée est &luée beaucoup plus rapidement que l'enzy-
me naturelle. En utilisant le rayon des pores "r"
du Sepharose 4B trouvé au Tableau 6 et les rapports
a/r calculés par Ackers (1) pour différentes valeurs

Kq, ON trouve 33.3 mp comme rayon Stokes "a" de la

GDH succinylée.

\
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Discussion

I. Propriétés de la glutamique déshydrogénase.
A. Poids moléculaire

1) Sur Sephadex G-200.

Le rayon et le poids mol&culaire de la GDH n'ont
pu étre déterminés avec précision sur le Sephadex
G-200, son volume d'&lution &tant trop rapproché& du
volume d'exclusion de la colonne;

On a trouvé une relation lin&aire entre le rayon
Stokes des proté€ines et leur volume d'élution ré&duit,
Ve/Vo, sur Sephadex G-200. Cette relation a &té obte-
nue 3 la fois grdce aux résultats présentés ici et aux
résultats publiés par d'autres auteurs. Determann et
Michel (28) avaient trouvé une relation semblable sur

le G-75 et le G-100.

-

Le rayon des pores du G-200 mesuré a 10°C est
19.4 + 1.3 mu. Rogers et Thompson ont obtenu des va-
leurs de 18.6 + 0.6 mu (103) et 18.7 + 1.7 mu (104)
pour ce méme gel & 24°C et de 16.9 # 0.5 mu & 4°C.
Si les pores du G-200 ont un rayon moyen d'environ
19 mp, il devrait é€tre possible de séparxrer des par-

ticules ayant un rayon inférieur & cette valeur, tels
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que le cdliphage f 12 et le SBMV (Southern Bean
Mosaic Virus) (97). Il est cependant un fait expé-
rimental reconnu et vérifié par plusieurs auteurs
(28) (99) (4) (2); le Sephadex G-200 a une limite
supérieure de séparation (Kd = 0) pour des molécu-
les globulaires de poids moléculaire d'environ 800,000.
Nos résultats confirment ce fait.

Comparant les valeurs Ky obtenues par filtration
sur une colonne de G-200 aux coefficients de distri-
bution obtenus apré&s &quilibre, Ackers (1) affirme que
le mécanisme de filtration sur le G-200 et 1l'agarose
est différent de celui des autres gels. Selon le
mécanisme suggéré par Ackers, les macromol&cules dif-
fusent au travers du gel dans des canaux cylindriques.
I1 se peut que la diffusion des macromolé&cules soit
limitée 3 ces canaux, mais le rayon moyen des pores
obtenu 3 partir de l'é@quation d'Ackers (eqg. 3) ne cor-
respond certainement pas & la réalité en ce qui a trait

-

3 la limite d'exclusion du gel.

2) Sur Sepharose 4B
Sur le gel, nous avons déterminé un poids molé-
culaire de pré&s de 920,000 pour la GDH & une concen-

tration de 0.8 mg/ml. Cette valeur est encore &loi-

gnée de la valeur de 1.0 3 1.2 X 106 généralement
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acceptée comme le poids molé&culaire de 1'oligomére
(69, 84, 88 et 114).

Nous avons aussi trouvé un rayon Stokes moyen
de 9.52 mu pour la GDH & 0.8 mg/ml. A cette concen-
tration l'enzyme forme un oligom&re (48).

Le volume d'une sph&re de méme rayon est de

3614 mp3. Rogers et coll. (103) ont trouvé un rayon

Stokes de 6.1 mp pour la GDH & des concentrations va-
riant entre 117 et 0.4 ug/ml. A ces concentrations,
1'enzyme es* sous la forme d'un proicom&re. Une sphé-
re d'un rayon de 6.1 mp a un volume de 951 mp3. Di-
visant le volume de l'oligom&re parICelui du proto-
m8re on trouve un rapport de 3.8. Ce rapport semble
indiquer que l'cligom&re est un tétram&re. Olson et
Anfinsen (88) sont arrivés 3 la méme conclusion et ré-
cemment Willick (134) a aussi trouvé que la GDH s'as~-
sociait d'une fagon réversible.pour former un tétra-
meére.

L'éguation de Renkin telle que modifi&e par
Ackers (1) semble s'appliquer a la détermination du
rayon Stokes sur le Sepharose 4B. Ce dernier a trouvé
que le mécanisme de filtration sur les gels d'agarose

&tait différent de celui qui entre en jeu dans le cas

des autres gels. Cette affirmation provenait du fait
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que l'équation de Renkin'ne s'appliquait pas aux
filtrations sur 1l'agarose. Ce dernier produit con-
tient de l'agaropectine qui, agissant comme &changeur
d'ions, peut changer le volume d'é€lution d‘'une subs-
tance. Le Sepharose 4B, employé dans ces travaux ne

contenait pas d'agaropectine.

3) Ultracentrifugation.
Nous avons trouvé une vitesse de sé&dimentation,

S20 w’ de 24.8 S 3 une concentration de GDH de 4.14
’

mg/ml. Olson et Anfinsen (88) ont trouvé des valeurs,

550w’ de 26.6 S par extrapolation & une dilution in-
’

finie et de 25 S a une concentration de 4 mg/ml.

4) Calcul du poids moléculaire.
Le rayon Stokes de la GDH mesuré& sur le Sepharose
4B a permis de calculer les coefficients de friction

et de diffusion de la moldcule. La vitesse de diffu-

sion, D, calculé par cette méthode est de 2.1528 X 10~/

2
cm
sec.

Olson et Anfinsen (88) ont obtenu une vitesse de

diffusion de 2.54 X 107/ 932 par extrapolation 3 une
sec. . _
dilution infinie et de 2.38 X 10 7 gm? a une concentra-
sec.
tion de 4 mg/ml. La vitesse de diffusion calculée a
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partir du rayon Stokes de la GDH est & 10% prés
de la valeur expérimentale obtenue par Olson et
Anfinsen. Ce résultat semble valider l'hypothé&se
que le polymére est de forme sphérique.
Le poids moléculaire de la GDH calculé a l'aide
des données précédentes et de l'éguation de Svedberg

est de 1.19 X 106. Olson et Anfinsen (88) ont mesuré

un poids moléculaire de 1.08 X 106 d une concentration
de 4 mg/ml.

Des poids moléculaires variant entre un et deux
millions ont &t& obtenus pour la GDH (69) (137) (37)
(34) par diffusion de lumiére. Cependant, nous avons
remarqué et plusieurs auteurs le mentionnent (78) (46),
gue la GDH est instable 3 la température de la chambre.
Magar (78) semble croire gue les poids moléculaires
plus élevés obtenus par diffusion de lumié&re sont dus

d cette instabilité de l'enzyme qui augmente la dif-

fusion de lumiére.

B. Homog&néité de la GDH.

Les méthodes utilisé&es pour analyser la solution
de glutamate déshydrogénase, soit la filtration sur gels
G-200 et Sepharése 4B, l'ultracentrifugation, la chro-

matographie sur DEAE cellulose et 1l'é@lectrophorése,
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ont constamment démontré& 1l'homogéné&ité de l'enzyme.
Aucun de ces critéres n'eét, par lui-méme, suffisant
pour juger de l'homogéné&ité d'une protéine, mais la
similarité des résultats obtenus par ces différentes
néthodes nous a permis de considérer que la GDH était

d'une pureté suffisante pour &tre utilisée telle quel-

le dans les travaux subséquents.
II- Stabilité de la GDH.

L'activité de l'enzyme est maximale dans le phos-
phate 0.047M. alors que l'enzyme perd environ 50% de
son activité& dans le phosphate 0.077M. Plusieurs au-
teurs ont aussi remargué une inhibition de la GDH a
de fortes concentrations de sels. Olson et Anfinsen
(87) ont trouvé une inhibition de 50% pour la GDH du
foie de boeuf dans le tampon phosphate de force ioni-
que, I, de 1.4. Snoke (113), travaillant sur la GDH
du foie de poulet a aussi remarqué une inhibition nén—
compétitive de l'enzyme & de fortes concentrations de
sels, sans que celle-ci soit liée & la force ionique
de la solution. Cependant la plupart des auteurs (16)
(113) (35) semblent d'accord sur le fait que l'acti-
vité enzymatique est reliée de quelque fagon a la for-

ce ionique de la solution. Les résultats obtenus avec
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le phosphate confirment Ee fait.

En déterminant la période de pré&incubation &
25°¢ requise pour obtenir la moiti& de l'activité
initiale, Vi/2, nous avons pu déterminer la stabi-
1ité de l'enzyme sous différentes conditions. L'en-
zyme est le plus stable dans un tampon phosphate 0.1M
a pH 7.6; cetfe force ionique de 0.26, est égquivalen-
te 3 la force ionique du sérum physiologique. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Sund et Akeson
(123), et Bayley et Radda (10). Ces derniers ont
trouvé une stabilité appréciable de l'enzyme dans le
tampon phosphate 0.1M & pH 7.7. On'ne trouve dans la
littérature que des &tudes qualitatives sur la stabi-
1ité de 1l'enzyme dans des tampons de forces ioniques
différentes. Ces résultats contredisent cependant ceux
de Schoffeniels (112) qui affirme que l'enzyme est le
plus stable dans l'eau distillée.

Les r8sultats pré&sentés au tableau 1l montrent
qu'apr@s passage du Sephadex G-25 l'enzyme est beau-
coup moins stable que l'enzyme incub&e dans un tampon
s 25°%C. cette perte de stabilité de l'enzyme aprés
passage sur G-25 n'est pas due & la période cde filtra-

tion qui est d'environ deux heures car aprés deux
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heures & 25°C dans le témpon phosphate 0.05M, la GDH
poss&de encore 150% de son activité initiale (fig. 12).
L'effet est encore plus marqué dans le tampon phospha-
te 0.01M (fig. 13) oli 1l'enzyme ne posséde que 5% de son
activité initiale une heure aprés son élution du G-25.
On ne peut attribuer cette instabilité de la GDH
d& une dilution de l'enzyme par la filtration sur gel
puisque les fractions de 1'éluat étudiées ont des con-
centrations comparables aux solutions témoins dans le
méme tampon. Le peu de données que l'on possé&de a
ce sujet ne permet pas, pour le moment, de trouver la
cause de cette perte de stabilité. 'Les résultats per-
mettent cependant de supposer que certains facteurs
liés 3 l'enzyme active comme le substrat, les coenzymes
ou des ions sont retenus par la colonne. La perte de
ces substances pourrait étre responsable d'une inacti-

vation irréversible au cours de 1la purification.

III- Dissociation de la glutamigue déshydrogénase en
sousunités.
La filtration de la GDH sur Sephadex G-200 en pré-

sence d'un détergent, le lauryl sulfate de sodium, a
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montré qu'on peut utiliser cette m&thode pour étu-

dier la cinétique de dé&saggrégation d'une protéine.

On a troﬁvé gue la dissociation en sousunités est com-

pl&te aprés 24 heures d'incubation & la température

de la chambre. -
Jirgensons (67) et Frieden (50) ont employé le

méme détergent pour dénaturer la GDH. Ces deux au-

teurs ne mentionnent pas la nécessité d'une longue

incubation de la GDH dans le détergent. Le premier

obtient, apr&s l'addition du détergent SDS,un seul

pic sé&dimentant 3 une vitesse de 3.7 S tandis que
Frieden, utilisant la méme mé&thode, obtient deux pics
sédimentant respectivement a 20.9 et 6.05 S. Nous
avons d'abord obtenu deux pics sur Sephadex G-200,
mais apré&s 24 heures d'incubation dans le détergent
1'enzyﬁe semble totalement dissociée et il n'y a plus
gu'un seul pic d'absorption.

La différence entre ces ré&sultats montre 1'im-
portance du facteur temps dans la dissociation de 1la
GDH; les molécules s&dimentant & 20.9 S et 6.05 S ob-
tenues par Frieden (50) correspondent probablement au

protomé@re et au monomére.



IV - Caractérisation des sousunités de la GDH.
A. Détermination du poids moléculaire sur

Sephadex G-200.

Le poids molé&culaire moyen des sousunités cal-

culé i l'aide d'une courbe &étalon est de 47500 + 2500.

Les valeurs obtenues par sé&dimentation dans dif-

férents agents dénaturants (80) (67) (128) varient

entre 43000 et 52500. Eisenberg et Tomkins (34) ont
trouvé une valeur de 53500 = 1500 pour le poids molé-
culaire des sousunités par diffusion de la lumié&re.

La limite de rétention du G-200 dans le déter-

gents SDS est d'environ 4.5 X 105. Cette valeur est

de beaucoup inférieure & celle de 8.0 X 105 obtenue
habituellement pour les protéines globulaires en ab-
sence de détergent. Ce résultat est explicable si
l'on considére que les protéines dénaturées par le
détergent ne sont plus sph&riques comme on le suppose
pour expliquer leur comportement sur le gel (97).0n
peut aussi supposer gue les mol&cules de détergent

absorbées sur la surface des protéines dénaturées

augmentent leur. rayon Stokes.

On peut calculer le rayon Stokes effectif "ae
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des protéines dans le détergent SDS. Ce rayon "ae"
est celui gu'aurait une molécule sphérique ayant le
méme coefficient de distribution Kd sur la colonne.
A 1l'aide du rayon stokes effectif “ae" des sous-
unités de la GDH, on a calculé un rayon Stokes ap-
proximatif, a, de 2.93 mp pour ces sousunités. Les
dimensions des sousunités de la GDH n'ont pas été

rapportées jusqu'd maintenant dans la littérature,

mais ce nouveau param&tre, le rayon effectif "ae",

pourrait &tre tr&s utile pour 1'&tude des protéines

dénaturées.

B. Détermination de l'acide aminé en position N-

terminale de la GDH.

1) Analyse qualitative des dinitrophénylamino-
acides.

L'analyse qualitative du dérivé DWP-N-terminal
a révélé que l'alanine &tait le seul dériveé N-terminal
de la GDH. Ces résultats ont &té& obtenus dans des
conditions oii, l'acide glutamique, trouvé par d'autres
auteurs (67) (5) comme second dérivé dinitrophénylg,
aurait &té facilement détecté& s'il avait ét& présent.
Jirgensons (67) et Apella (5) ont trouvé environ un

résidu de DNP-glutamigue pour 20 r&sidus de DNP-ala
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comme dérivé N-terminal de 1a DNP-GDH. La figure 17
montre une photo prise a 1'ultraviolet d'un chroma-
togramme en couche mince des dérivés éthérosolubles

de la DNP-GDH. On ne peut déceler aucune trace im- .
portante de DNP-glu. La gquantité de résidu éthéroso-
juble utilisé&e pour cette chromatographie aurait

donnéd 0.9 millimicromole de DNP-glu; cette guantité
aurait été détectée facilement puisque, dans les

mémes conditions, on pouvait déterminer le R¢ d'échan-

tillons connus ne contenant que 0.35 mllllmlcromole
de DNP-ala. De plus, le facteur de Levy (74) pour la
DNP-glu (0.94) dtant inférieur a celui de la DNP-ala
(L.09), on ne peut attribuer ce fait & une différen-
ce de coloration entre ces deux dérivés. La diffé-
rence de 5% dans la destruction de ces deux dérivés
trouvée par Porter (98) ne peut aussi expliquer 1l'ab-
sence d'acide DNP-glutamique dans la fraction &thé&ro-

soluble de 1'hydrolysat de la DMNP-GDH.

2) Analyse guantitative de la DNP-alanine N-
terminale.
L'analyse quantitative de la DNP-alanine termi-

nale a r&8vélé la présence de 0.91 + 0.07 mole d'ala-
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nine par 47,500 g de GDH; ceci correspond d un poids
moléculaire de 52,200 pour les sousunités. Jirgensons
(67) a trouvé entre 17 et 23 moles d'alanine en posi-
tion N-terminale par 106g de GDH; Apella et Tomkins
(5) ont trouvé 0.90 mole de DNP-alanine terminale par
52,000g de GDH ce qui équivaut a 17.3 moles par 1069.

Les résultats obtenus a l'aide de la.DNP-ala—1—14C
confirment les expériences précédentes; mais la pré-
cision est supérieure d celle obtenue par les auteurs
mentionnés plus haut. L'emploi de la DNP-DL-alanine-
1—14C comme standard interne permet en une seule opé-
ration de faire une correction correspondant a tous
les facteurs de correction utilisés dans les autres
méthodes. De plus, le 14C étant sur le groupement
carboxyle, on peut faire une correction pour les per-
tes dues & la photodécarboxylation du dérivé dinitro-
phénylé. Les autres méthodes ne tenaient pas compte
de ce facteur. Cette méthode peut &tre utilisée avec
avantage pour des quantités de protéines de 2 ou 3 mg;
on doit cependant connaitre qualitativement le rési-
du N-terminal avant d'employer cette méthode.

Le fait que l'analyse gualitative du dérivé N-

terminale n'a révélé qu'un seul acide aminé N-terminal
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est d'une grande importance. Les différentes mé-
thodes d'analyse utilisé&es par d‘'autres auteurs sem-
blaient indiquer la présence d'un seul type de sous-
unités, mais la présence de l'acide glutamique com-
me dérivé N-terminal laissait supposer l'existence
de 1 ou 2 chaines polypeptidiques différentes sur 20.
Ce fait inusité aurait causé& des difficultés sur le
plan théorique (22) (110) (123) (122).
L'électrophorésé des sousunités carboxymé&thylées
de la GDH n'a révélé qu'une seule espéce de sousunités.
De plus, les travaux de Tomkins (5) sur le résidu C-
terminal (thréonine), les peptides obtenus par la tryp-
sine et le bromure de cyanogéne confirment les données
physicochimiques obtenues par d'autres auteurs indi-
quant qu'il n'y a gqu'un seul type de sousunités (34)
(128) (80). En supposant que des différences de sé-
quences dans les acides amin&s intrapeptidiques n'au-
raient pas &té révélées ni par l'électrophorése dans
trois solvants différents ni par l'analyse peptidiqgue
faite par Apella et Tomkins (5); le fait gu'une seule
ligne de précipitine a &té obtenue par immunoélectro-
phorése des sousunités de la GDH (126) renforce la

conclusion de ces travaux et indique clairement due



128

les sousunités de la glutamique déshydrogénase du
foie de boeuf sont identiques. Selon la nomenclature
de Monod (82), ces sousunités identiques sont des
monoméres.

Le poids moléculaire du protomé&re a &té mesuré
sans ambiguité par Eisenberg et Tomkins (34) qui ont
trouvé une valeur de 313,000 + 3,000. On remargue aus-
si qu'un poids moléculaire de 330,000 # 20,000 a &té&
trouvé pour la GDﬁAau foie de chien de mer (25).' Si "ﬂ..
1'on divise le poids moléculaire du protom&re par ce-
lui du monom&re on trouve 6.26 monoméres par protomére.
Cette valeur est a@ 4% prés celle gue ‘donnerait un he-
xamére.

Le rayon Stokes de cet hexam@re a &té mesuré par
Rogers et ses collaborateurs qui ont obtenu une valeur
de 6.1 mp (103). Les volumes étant additifs, on peut
diviser le volume de la sphére.de rayon 9.52 mp mesu-
ré sur Sepharose pour l'oligomére par le volume du
prdtomére. Le rapport de ces deux volumes est de 3.8;
celui-ci est & 5% pr&s de ce gque donnerait un tétra-
mdre. L'oligom&re serait donc un tétram@re. On a
d'ailleurs obtenu un poids moléculaire de 1.2 X 106

a4 1l'aide de la vitesse de s&dimentation et du rayon
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Stokes mesuré sur Sepharose. L'additivité des
volumes semble justifiée par le fait que 1l'entoura-
ge des‘résidus tyrosine, tfyptophane et phénylala-
nine présents sur la surface du protomé&re n'est pas
changé par la polymérisation (26). Un changement de
volume aménerait aussi une différence dans 1l'entoura-
ge de ces résidus. De plus, des études de la GDH au
microscope €lectronique (64) montrent qgue la molécule
a une symmétrie tridimensionnelle et 1l'apparence d'un
tétraéde de 10.4 mp de cdté. Les réactifs employés
peuvent avoir modifié la molécule, mais les dimensions
n'en demeurent pas moins tré&s prés de ce que 1l'on a
trouveé. iRécemment, Willick (134) a aussi trouvé que
la éDH s'associait d'une fagon réversible pour former
un tétramére. Des plus hauts degrés de polymérisation
ont &té trouvés pour la GDH (37) (38)(39). Einsenberg
et Tomkins (34) ont méme trouvé que le poids moiéculai—
re du polymére augmentait indéfiniment avec la concen-
tration de la GDH. Cette situation est improbable
et des valeurs aussi hautes n'ont d'ailleurs été ob-
tenues que par la méthode de diffusion de la lumiére.
Comme le suppose Magar (78), il est possible que cet-
te anomalie soit due & une augmentation de la diffu-

sion de lumi&re guand la solution de GDH s&journe &
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la température de la pi&ce. Frieden (46) a d'ail-
leurs remarqué une augmentation de 4 fois de la dif-
fusion apré&s 30 min. & la température de la chambre.

La polymérisation selon Cross et Fisher (26)
se fait sans masquer les résidus tyrosine, trypto-
phane et phénylalanine déja présents & la surface du
protom&re. Aussi Iwatsubo et Pantaloni (66) ont trou-
vé respectivement 20 sites pour le NADH et le gluta-
mate par poids moléculaire de 1.1 X 106. Ces valeurs
sont &quivalentes & un site actif par monomére. La
conclusion que l'oligom&re est un tétramére s'accor-
de tr&s bien avec la théorie de Changeux (22) (82)
sur la structure gquaternaire des molécules allostéri-~
ques. Aussi, selon Schachman (110), & chaque monom&-
re doit correspondre un site actif; selon Tomkins (126)
l'enzyme n'a pas de tendance & s'aggréger indéfinitive-
ment & de fortes concentrations et posséde une envelop-
pe de diffusion symmétrique.

Il est intéressant de noter finalement 1'hydro-
phobicité extréme de la molécule de GDH. On a cal-

culé i 1'aide de la composition en acides aminés (5)

1'hydrophobicité& moyenne de la molé&cule de la GDH par
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la m8thode de Bigelow (13). On obtient une-hydro—
phobicité moyenne,%3ave, de 1755. Cette valeur indi-
que la présence d'un exc8s de résidus non polaires
qui favorise la formation de liens hydrophobes inter-
moléculaires. La ﬁolécule peut accomoder cet exces
d'hydrophobicité en s'associant. Selon la nomencla-
ture de Changeux (22}, 1le domaine d'association, se-
rait dans ce cas principalement hydrophobe. Tré&s
récemment, Pantaloni et collaborateurs (89) ont trou-
vé que l'association de la GDH ne change pas le pour-
centage d'hélice £ de la molécule. 1Ils ont de plus
trouvé que la GDH était constituée d'environ 30%
d'hélice £ , le reste de la structure €tant partagé
entre la structurefB et la structure en "pelote dé-
sordonnde" (89). Ces travaux unis a ceux d'autres
auteurs permettent d'affirmer que la glutamigue dé-
shydrogénase du foie de boeuf est constituée de mono-
méres identiques. Six de ces monom&res s'unissent
pour former un protomé&re qui polymérise réversible-

ment pour former un oligomé&re d'un poids moléculaire
de 1.2 millions.
V- Propriétés de la GDH succinylée.

A. Coefficient d'extinction.

La succinylation de la GDI ne change pas son
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coefficient d'extinction molaire a 280 mp. La
densité optique d'une protéine & 280 mp €tant due en
grande partie & la présence de tyrosine, on peut
conclure que celle-ci n'est probablement pas modifié&e
par la succinylation de la GDH. Colman et Frieden
(24) sont arrivés d la méme conclusion pour la GDH
acétylée. Habeeb a aussi observé tré&s peu d'estéri-
fication de la tyrosine des protéines globulaires

dans ces conditions.

B. Vitesse de sé&dimentation.

La vitesse de sédimentation, S, de la GDH suc-
cinylée est de 21.0 S a 4.14 mg/ml et 59780 RPM.
Cette vitesse de sédimentation ne peut &tre corrigée
par la formule de Schachman (111) puisque la valeur
du volume spécifique partiel, ¥, de la GDH succinylée
n'est pas connu. Les conditions de sédimentation &tant
identiques, on peut cependant comparer les vitesses
de sédimentation obtenues pour la GDH naturelle et
l'enzyme succinyl&e. Cette valeur de 21 S est de
beaucoup supérieure & celle qui a &t& obtenue par
Colman et Frieden (24) avec l'enzyme acétyl&e; a une

concentration de 2 mg/ml, l'enzyme acétylée et

inactive sé&dimente 3 une vitesse de 12.4 S. En ad-
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mettant que le volume spécifique partiel de la GDH
acétylée, est le méme que celui de la GDH naturel-

le, ces dernier ont calculé un poids moléculaire de

400,000 pour la GDH acétylée. Habeeb (55) a cepen-
dant remarqué une différence entre le volume spéci-

fique de l'albumine de boeuf succinylée et naturelle.

C. Rayon Stokes de la GDH succinylée.

Le rayon Stokes, a, de la GDH succinylée est de
33.3 mp. Le rayon Stokes de la GDH naturelle que 1l'on
a déterminé (tableau 7) est de 9.5 mu. Habeeb (55)
a remargqué une diminution du volume @'élution de 1'al-
bumine de boeuf sur Sephadex G-200 aprés succinyla-
tion qui serait caus@e par une augmentation du rayon
Stokes et du degrd d'asymmétrie de la proté&ine. Ce
fait a aussi été remarqué avec la gamma globuline hu-
maine (55). Le rayon Stokes de l'albumine de boeuf
succinylée, tel gue mesuré par Habeeb est de 12 mp;
celui de la protéine naturelle est de 3.61 mu (125).
Le rayon Stokes de l'albumine a augrenté 3.3 fois par
succinylation (55); celui de la GDH a augmenté& 3.5
fois.

Dans une &tude qualitative de la GDH succinylée,

Frieden (45) a remarqué que la GDH devenait considéra-
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blement allongée par suite de la succinylation. Les
résultats obtenus dans cette expérience confirment ce
fait. Ce dhangement de conformation de la GDH suc-
cinylée peut aussi expliquer son comportement &lectro-
phorétique sur l'acétate de cellulose. La succiny-
lation cause un changement de charge de 2 &lectrons
par groupement amin& succinylé&. On peut donc s'at-
tendre, si la prot&ine ne change pas de forme, & une
augmentation de migration vers 1l'anode proportion-
nelle au degré succinylation. La mobilité électro—
phorétique, u, est directement proportionnelle & la
charge de la molécule et inversement proportionnelle

au carré du rayon.

u ol Q/r2 . (1)

Dans le cas de la GDH, la mobilité& Electrophorétique
est nulle.

L'augmentation du rayon de la GDH succinylée a
probablement neutralisé 1l'augmentation des charges
sur la mol&cule. De plus la mobilité& d'une mol&cule
est inversement proportionnelle & son degré d'asym-

métrie (8). Cherry (23) a d'ailleurs obtenu un
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plateau en portant en graphique la mobilité& de l'al-~
bumine en.fonction du degré de succinylation. Selon
Habeeb (55), une augmentation du rayon Stokes d'une
molécule, accompagnée d'une diminution de la vites-
se de sé&dimentation, indique une diminution du coef-
ficient de diffusion, due 3 une augmentation de la
résistance offerte i la molécule en mouvement d cause
de sa plus grande asymmétrie. Les rayons Stokes trou-
vés 3 l'aide du G-200 par ce dernier confirment les
mesures obtenues 3 partir du coefficient de diffusion.

Le comportement de la GDH succinylé&e sur le Se-
pharose 4B n'est donc pas did & une augmentation du
poids moléculaire par agglomération, ce qui causerait
une augmentation importante de la vitesse de sé&dimen-
tation, mais & une augmentation de son rayon.

Les répulsions &lectrostatiques, en plus de lfad-
dition d'une chaine de quatre carbones par groupement

aminé semblent causer cette &longation de 1la molécule.
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Conclusion

Les travaux.présentés dans cette thése ont per-
mis d'étudier la structure de la glutamique déshy-
drogénase du foie de boeuf et la stabilité de cette
enzyme.

A 1'aide du Sepharose 4B, on a déterminé& que le
rayon Stokes de l'enzyme &tait de 9.52 mp a une con-
centration de 0.8 mg/ml. En comparant les volumes
qu'auraient l'oligomére et le protomére sphériquésA
d'un rayon Stokes respectif de 9.52 mp et de 6.1 my,
nous avons déterminé que l'oligom&re de la GDH est
un tétramdre. A l'aide de la vitesse de s&dimenta-
tion et du rayon Stokes, on a calculé un poids molé-

culaire de 1.19 X 106

pour l'oligom&re de la GDH.

Apré&s 24 heures dans le détergent lauryl sul-
fate de sodium, l'enzyme est compl&tement dissociée
en sousunités. Tel gue déterminé sur le Sephadex
G-200 en présence de détergent, ces sousunités ont
uﬁ'poids moléculaire moyen de 47500 et un rayon
Stokes approximatif de 2.93 mp.

L'analyse qualitative du résidu N-terminal de la

GDH a révéléd que l'alanine est le secul acide aminé
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en position N-terminale. On a trouvé 0.91 mole de
DNP-alanine par 47500 g de GDH; ceci correspond
4 une mole d'alanine N-terminale pour un poids molé-
culaire des sousunités de 52500.

Toutes les analyses de la GDH dissociée en sous-
unités ont confirmé la présence d'un seul type de
sousunité&s. Ces travaux et ceux d'autres auteurs
permettent de conclure que six monoméres de la GDH
d'un poids moléculaire de 50,060 s'associent pour

donner un protom@re; aussi quatre de ces protoméres ﬁ‘.'

s'associent & leur tour pour donner un oligomére
d'un poids moléculaire de 1.2 millions.

La succinylation de la GDH ne change pas son
coefficient d'extinction & 280 mu, mais augmente son
rayon Stokes et sa solubilité. L'activité enzymatique .
de la GDH est dé&truite par la succinylation dans ces
conditions.

On a trouvé que l'enzyme a une activité maximale
dans un tampon phosphate 0.047M; la GDH n'a plus que
cinquante pour cent de cette activité dans un tampon
phoséhate 0.077M.

La GDH est le plus stable dans le tampon phos-
phate 0.1M & pH 7.6; cette force ionique de 0.26 est

8quivalente & celle du sérum physiologique. L'enzyme
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est cependant beaucoup moins stable aprés passage sur
Sephadex G-25.

Il est intéressant de noter finalement l'hydro—
phobicité extréme de la molécule de GDH; & l'aide
de la méthode de Bigelow, on a calculé& une hydropho-
bicité moyenne de 1755 pour la GDH du foie de boeuf.
Cette yaleur indique la présence d'un excés de rési-
dus non-polaires qui favorise la formation de liens
hydrophobes. La molécule peut accomoder cet excés
de groupements hydrophobes en s'associant. Les tra-
vaux discuté&s plus haut ainsi que ceux d'autres au-
teurs permettent d'affirmer que la giutamique déshy-
drogénase du foie de boeuf est constituée de monoméres
identiques ou indifférentiables par les mé&thodes d'a-

nalyse présentement disponibles.
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