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INTRODUCTION

La glumatate deshydrogénase des végétaux supérieurs a été relative-
ment peu étudiée, Parmi les a?teurs qui se sont intéressés 4 cette en-
Zyme nous pouvons citer BulenYet Pahlich et Joy 1'ont respectivement

étudide sur les feuilles de mafs et sur les racines de poise

Dans le cadre d'une étude des effets de 1l'environnement sur des en-
Zymes Gy métabolisme azoté, nous avons abordé 1l'étude de la glumatate

deshydrogénase des tissus foliaires de Chenopodium quinoa Wild, Cette

enzyme est particulitrement intéressante car elle occupe une position clé
dans les voies du métabolisme azoté, En effet, elle sert de lien entre le
cyole de Krebs et le métabolisme des acides aminés en catalysant 1l'incor-
poration d'azote ammoniacal sous forme de composés organiques, Cette
étape constitue la porte d'entrée de l'ammoniac dans les acides aminés 3
& partir de l'acide glutamique, tous les autres acides aminés pourront
8tre synthétisés soit suivent les voies métaboliques connues, soit par

transamination,

L'action de la glutamate deshydrogénase se fait suivant 1'équation 3

o . N NaDPH po?
COOHCH,=CH,,~ C-COOH ¢ NH ———> GOOH~CH_~CH_~CH + H.0
2 4 . T 2 2 \ 2
WaD . COOH
ou NADP

Dans cette étude, nous nous proposons de trouver les méthodes de
préparation d'un extrait de glutemate deshydrogénase (GIDH) de feuilles
~de Chenopodium gquinosa,qui nous permettraient d!étudier quelques caracté~

ristiques de llenzyme,-
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L'extraction d'enzymes actives et d'organites cellulaires pose des proble-
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mes particuliers éhez les végétaux et certaines précautions doivent 8tre

prisesEneffety lorsque le broyage du matériel végétal est effectué, les
compartiments cellulaires n'existent plus et les différents éléments de
ces cellules se trouvent au contact les uns des autres., Les enzymes
peuvent ainsi &tre en présence d'inhibiteurs et, chez les végétaux supé-
rieurs qui contiemnent des composés phénoliques,cette inhibition est un

phénoméne fréquent.

Les composés phénoliques agissent de plusieurs maniéres 3

~ soit en formant des pomfis hydrogéne avec les groupements peptidiguec
des protéines., Ils sont alors liés aux enzymes qu'ils inhibent d'une ma-
niére réversible.

-soit en forment des liaisons plus stables (covalentes) : ils sont
d'abord oxydés en gquinones, oxydations dues surtout aux phénols oxydases
(et en particulier & l'ortho diphénol oxydase) mises au contact de leurs
substrats lors de l'extraction. Il y a ensulte copolymérisation des qui-

nones avec les protéines, entrafnant une pertc d'activité des enzymes,

Pour éviter cette inhibition , il était hebituel d'utiliser des thiols
et. autres agents réducteurs dans le milieu d'extraction, Mais on s'est
apergu que cela ne suffisait pas toujours, certaines enzymes n'ayant aucune
activité malgré 1l'emploi de cysteine ou DIECA (Slack 1966). Ainsiy Loomis
et Battaile (l968),ont montré 1ll'insuffisance des agents réducteurs et des
thiols et ont préconisé l'emploi de polymeres, Cependant, €@s polymeéres
ne se sont pas toujours montréEaussi efficaces qulon llavait espéré au
départ. Aussi, maintenant, on a tendance & employer de nouveau les thiols
et les autres agents réducteurs dans le milieu d'extraction. Ceci slex~
plique par les différents composés phénoliques qu'on peut trouver dans
les plantes étudiédes; ainsi, il n'y a pas de milieu dlextraction type, et

pour chaque plante, il faut essayer d'en trouver un convenable ,

Nous avons ainsi testé plusiecurs milieux, certains contenant des
polyméres, d'autres des thiols, d'autres enfin des agents réducteurs
autres que les thiols, Les raisons qui nous ont fait choisir ces milieux

sont les suivantes g

~ Les polymeres : Polyvinylpyrrolidone soluble (yp )} PM = 25.000
v insoluble (Polyelar AT)




possédent
Ces composés/des groupes similaires & ceux des protéines et peuvent

donc se substituer & celles-ci pour se lier a des composés phénoliques

par des liaisons hydrogéne. Les protéines sont donc ainsi protégées des
tannins, Le PV¥P., inhibe 1'0, diphéno%bxydase et adsorbe les phénols mais
il semble qu'il ne peut lier les composés phénoliques de petit poids molé-
culaire (inférieur & celui de 1l'acide chlorogénique), alors que le polyclar
AT est capable de lier l'acide chlorogénique (Anderson,l968).

Le pH du milieu d'extraction est trés important quand on utilise le PVP,

En effet si les phénols sont ionisés, ils ne peuvent former de liaison
hydrogene ni avec PVP ni avec les protéines mais ils s'oxyderont plus faci-
lement en quinones. I1 a été montré qu'on obtenait une meilleure activité

a pH 7,15 qu'a pH 7,5 (Jones et Hu1me,196l). Pour les phénols de petit
poids moléculaire, le pH optimum d'absorption est de 3,5, I1 semble donc
qu'aux pH physiologiques, les composés phénoliques de petit poids molécu~
laire ne soient pas liés par les polymeéres. Par contre les thiols et autres

réducteurs sont efficaces,
Les Thiols inhibent l'activité de 1'C.diphénol.. exgaase.

Deux groupes sont a considérer:
1) Les thiols qui.réduisent en phénols les quinones formées,
Ce sont des inhibiteurs puissants de 1'O.diphénolanxjdase.Parmi eux, nous

avons retenu le thioglycollate de sodium préconisé par Anderson.(l968)

2) Les thiols qui se combinent aux quinones, On obtient ainsi un
produit qui ne peut 8tre oxydé et n'inhibant plus les enzymes. Nous avons
retenu 3

~-le mercaptoéthanol
~ le glutathion réduit, qui sont des inhibiteurs defo. diphénol,oxy.

dase moins puissants que ceux du groupe 1.

Réducteurs autres que les thiols

- Acide ascorbique, Il réduit les guinones en régénérant les phénols.
Son mécanisme d'action est semblable a celui du thioglycollate de sodium:
puisqu'ils emp@chent tous deux llaccumilation des quinonese. Mais les
effets de 1l'acide aseorbique ne sont pas durables, celui-ci étant oxydé

par les extraits de tissus.



~Aétabisulfite de potassium ou de sodium. Ce sel offre une protec-
tion permanente, avec une concentration minimale qui ne varie pas avec
1'état physiologique du tissus, ni avec la quantité de tissus par volume
dlextrait, Cela est attribué & une totale inhibition de 1'0. diphéno]:*o

xydase., Cependant son efficacité diminue s'il est employé & pH >»7,5.

Nous avons enfin testé llactivité de llenzyme solubilisée d'une poudre
acétonique, car l'acétone dissout les composés phénoliques alors qu'elle
précipite les protéines bien que parfois d'une maniére irrdversible. Ce
procédé permet ainsi de séparer la protéine enzymatique des composés phé-

noliquese

I- METHODES DE CULTURE ET D'EXTRACTION.

Les plantes sont semées dans des terrines contenant de la terre et
placées
-s0it dans une chembre conditionnée & 20° C le jour (18h) et & 12°C
la nuit (6h), 1'éclairement étant dlenviron 10 000 lux.
~solt en serre & 25°C sans éelairage artificiel, la lumiere natu-—

relle étant alors suffisante,

Les prélévements en vue de llextraction d'enzymes ont lieu & partir
du trentiéme jour de culture., Afin de permettre 1l'éclatement des cellules
et des organites en vue d'obtenir les enzymes solubles totaux, les feuilles
sont congelées & l'azote liquide. Puis le broyage est rédalisé a 1llaide
d'un ultra turrex, dans du teampon phosphate Oy1 M pH= 7 contenant le
polymere ou le réducteur choisi (O,25g de tissu par ml de milieu d'ex~
traction). Aprés filtration sur quatre couches de gaze et centrifugation
4 basse vitesse (4000 t/mn) pour éliminer les débris de tissus et les
cellules entiéres, les homogénats sont centrifugés & haute vitesse
(13000 t/mn= 20000 g ou 18000 t/mn = 40000 g selon les cas), puis dia=
lysés contre du tampon phosphate 0,01 M pH =7 contenant du mercaptaétha-
nol 5m M, cela afin d'obtenir une protection permanente des enzymes., La
poudre acétonique, préparée selon Strecker (1955)1est dissoute dans du
tampon phosphate 0,1 M pH = 7, cette solution centrifugée & grande
vitesse puis dialysée contre le méme tampon que pour les autres extraitse
Toutes les opérations dlextraction sont réalisdes dang une chambre froide
a+4°C,



L'activité enzymatique de ces différents extraits est déterminée par
la méthode de Schmidt (1963) :
Toampon de dosage ¢ triéthanclamine 0,05 M pH=8
Concentrations dans l'essai: NADH ou NADEH: 1,5 X ]_O-'4 M
NH4+ (ci400 NH,) 10,5x10™2M
3

2
EDTA : 2,6 x10 ~ M

3

o(ceto glutarate: 8 x 10~ M

Le volume final est de 3 ml et l'oxydation du NADH ou du NADPH est
suivie spectrophotamétriquement & 340 nm. La température du milieu réac-
tionnel n'a pas toujours pu €tre contrblée mais on s'est efforcé d'opérer
a4 températurc constante. Les activités sont domnées en unités interna-
tionales ¢ 1 unité d'enzyme= quantité d'enzyme capable d'oxyder %p M de
NADH par minute.

Le tableau I rend compte des résultats obtenus. Deux valeurs sont pare
fels représentées; la premiére indique . la pente & l'origine, lorsque
l'activité variait avec le temps, et que les courbes pouvaient &tre assi-
milées a deux droites. Cette pente au départ est peu rigoureuse, sa dé—'

termination étant parfois effectuée avec seulement deux ou trois points,.

Les protéines ont dlabord été dosées sous forme d'azote total par la
méthode de Kjeldahl (protéine = Nx6,25) mais le PVP et le polyclar AT
(qui se dissout partiellement 2u cours de l‘extraction), contenant de 1'a~
zote et n'étant pas éliminés par la dialyse, les résultats se sont avérés
aberrants en ce qui concerne ces deux extraits. Pour ce qui est des autres
extraits, la méthode de Iowry (1951), donne des résultats en accord avec
ceux trouvés par la méthode de Kjeldahl. Mais il faut auparavant précipiter
les protéines par de 1l'acide trichloroacétique 10% (du volume final), laver
les culots a l'acétone et redissoudre ces culots dans de la soude 0,1N
pendant 2 heures & 50°C,cela en vue d'éliminer les composés phénoliques
subsistants et le mercaptoéthanol qui perturberaient le dosage. Les ac—
tivités spécifiques rapportées dans le tableau I sont obtenues a partir
des protéines dosées par cette méthode. Mais une incertitude demeure pour
les extraits contenant du PVP ou du polyclar AT car ces polyméres préci-
pitent aussi avec 1l'acide trichloreoacétique; les phénols qui y sont liés
précipitent en méme temps et sont aussi redissouts par la soude a la fin

de 1l'lopération,



TABLEATU I

' + - e T
: lers extraits : 2&me extraits :
: : t
3 't 2g matiere fraiche/ 5g matiére fraiche /20ml tampon s
] ¢ 20ml tampon 5 ACTIVITE H
3 e , 8 ACTIVITE : immédiatement aprés | 24h aprés llextraces
: w/nl wng de proi L'extraction | | ion o .3
: : t fpy 3 wnl 3 umgde . wml 3 wmg de
eines ’ . H ’e
3 H H 3 ¢ proteines ¢ proteinesg
3 : : s 0,105 : 0,046 . 0,132 8 0,059 :
:+ PVP 1% t 011 ° : o : 1 : : :
s : O, : 0,008 . 0,028 : 0,012 : 0,027 . 0,012 ¢
' olyolarAT f t 0,128 : 0,071 [ 0,10 : 0,060 :
: lg/g tissus fra::s 0,009 : 0,008 : 0,030 : 0,017 ¢ 0,029 ; 0,016 .
: : 0,015 ¢ 0,024 ¢ : % 0,006 & 0,065 :
t Acide Ascor- H H : H H H :
¢ bique 20m M t 0,004 ¢ 0,008 H 0,035 s 0,024 s 0,030 ¢ 0,021 H
t : : : : t : g
: : 0,026 0,051 ¢ 0,073 ¢ 0,043 s 0,110 : 0,064 :
s Métabisulfite ] : : : : . ]
: SmM : 0,006 3 0,012 ¢ 0,032 't 0,019 s 0,028 s 0,016 :
. T 0,012 A 0,022 * 0,110 0,087 . . :
f Glutathion 3 : 3 : * * s
* 20nM : : S 0,043 1 0,034 } 0,017 : 0,014 :
. ° 3 L4 ?
. ® L § & * (] . R 3
] : 0,008 3 0,0lO s 0,086 H 0,067 ¢ 0,154 : 0.120 H
¢ Mercaptoéthanols s s s s s ? s
t 20m M s 0,007 1 0,009 &+ 0,031 s 0,024 3 0,023 3 0,018 :
s g g : g 3 g $
: P 0,026 : 0,025  } : : : :
: Thioglycellate | . X . . : .
: 25 m M : 0,007 : 0,007 : 0,026 . 0,014 . 0,018 : 0,009 :
: t 3 t : 0,039 ! 0,056 t
. Poudre acétoni-: s f . ; 3 :
. aue . : . 0,018 1 0,026 ¥ 0,005 : 0,007 X

lers extraits t meilleurs résultats donnés par métabisulfite et thioglycollate
2éme extraits : meilleurs résultats donnés par PVP, Polyclar, métabisulfite,
glutathion et mercaptoéthanol,
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Les résultats confirment ceux de certains auteurs (Anderson, 1968,
Loomis et Battaile, 1968). Les milieux contenant du PVP et du métabisulfite
ont été retenus, Nous avons abandonné le milieu avec le polyclar AT, en
raison des difficultés de broyege, et parce que l'activité en u /ml du mi-
lieu avec PVP était & peu prés la méme. Des extraits renfermant des concen-
trations plus importantes de PVP (& 2,5% ct & 5%) ont été essayés mais au-

cune amélioration n'a été observée,

Essad de purification partielle.

L'extrait obtenu absorbe considérablement & 340 mm, ce qui rend les lec-~
tures difficiles., Une premiére purification de 1l'enzyme a été tentée par pré~
cipitation au sulfate d'ammonium. Toute l'activité précipite entre 30 et 50%
de saturation (tableau II), On a vérifié qu'a 100% de saturation,rien ne pré-

elpitait et que dlautre part la solution finale ne possédait plus aucune

activité,
TABLEATU II
f(NH4z§o4% : PP 1% *  Métabisulfite 5m M PVP 1% + Métebisulfite’
sde atura. ¢ ACtivité : Activité | Activité : Activité | 5 mM i
0e BEh . wml : spéeifiqué sspéeifique | Activité s Activité |
: it : : : P ou/ml $ spécifique;
P30 . 0,055 & 0,046 . 0,036 i 0,026 0,061 : 0,066 :
: H ° : ° 3 g 3
T 50 i 0,01 : 0,015 . 0,041 : 0,016 ! 0,024 | 0,007 |
* ] 5 4 : O . :
H 80 : - : - : 0,009 . 0,014 : - ¢ - :
: : i : ) : s :

Pour des raisons de sécurité, et de fagon & &tre sur de réeolter um culot con-
tenant toute llactivité enzymatiqueyles limites ont été étendues de 10 a 60%

et on a vérifié que le culot 10% et le surnageant de 60% ne recélaient plus

aucune activité,
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La purification par abaissement de pH proposé par Pahlich et »Joy(1971),

/ , s L 2 142 s
N donné aucune activité mesurable et a donc été eourtdg

Aprés purification par précipitation au sulfate d'ammonium, les droites
. DO = £ (%) n'ont plus qu'une seule pente, l'enzyme conservant pendant cn-
viron dix minutes la méme activité.

Les régultats du tableau 1II appellent quelques remarques : les dosages
ont tous été effectués sur 0,5 ml d'enzyme sauf en ce qui concerne la fraction
30% de saturation au sulfate dl'ammonium des extraits incluant PVP et PVP +
métabisulfite sur lesquels les dosages avec 0,5 ml d'enzyme étaient impossi=
bles, la solution étant trop trouble, Il a fallu descendre jusqu'a 0,15 ml
pour pouvoir feire les lectures. Or, il se trouve que justement ces deux
valeurs sont les plus élevées, Si on compare les valeurs obtenues dans les
trois extraits sur la fraction 50% de sulfate d'ammonium (ces trois déter-
minations étant effectuées dans les mémes conditions), on constate que clest
dans l'extrait au métabisulfite que 1l'activité est la meilleure, On peut donc
douter de la supériorité des extraits contenant du PVP, car l'activité plus
élevée est certainement due & un effet de dilution, ce qui s'est confirmé

par la suite.

Ll'extrait provenant de la dilution du culot de précipitation & 60% de
sulfate d'ammonium et dialyse pendant une nuit contre du tampon phosphate
0,0L M pH 7 avec du métabisulfite 5 m M trois fois renouvelé a été utilisé

pour l'étude des meilleures conditions de dosage,

Les dosages des protéines par la méthode de Lowry (1951);ﬂécédemﬂent
décrite ont alors été compaxés avec ceux obtenus par la méthode de Potty
(1969), sur ll'extrait brut. Les résultats ¢tant analogues,le méthode de
Potty plus rapide a donc été adoptée. Il faut cependant noter que les extraits
se conservent mieux lorsque le tampon de dialyse contient du mercaptoethanol )
au lieu du métabisulfite, En effet, llextrait (conservé & + 4°C) reste clair
et garde de llactivité jusqu'd quinze jours greés llextraction alors qu'avec
le métabisulfite, on observe au bout du troisiéme jour une précipitation ime~
portante, Cela est certainement dfl aux composés phénoliques présents dans

l'extrait qui, en se combinant au mercaptoéthanol ne deviennent plus g&nants,



On peut suivre dans le tableau III 1l'évolution des activités obtenues
avec le sulfate dlammonium. L'extrait final est environ cing fois plus con-—
centré que les autres extraits et on pouvait s'attendre & une activité plus
importante, La diminution de l'activité spécifique de L'extrait final nous

démontre que nous n'avons pas purifié l'enzyme mais nous avonz tout de méme

éliminé des composés génants et d'autre part concentré 1l'enzyme ce gqui faci

lite les mesures.,

TABLEAU III

Activité

f : Protéines’ Volume ° Activité fUnités to-~ : :
: . mg/ml . ml Tou/ml . tales. .spécifi- :
*  Fraction . . . ;% retrouvé . que .
X . i X *(entre pa~ : .
: . : X . renthéses)’ i
: : : 3 : : :
¢ Bxtrait brut 3 1,85 ¢ 150 : 0,053 ¢ 7,95 ¢ 0,029 3
: : : : :  (100) :
: : : : : 3 :
f Surna%eant f 1,40 f 145 f 0,052 f 7954 3 0,057 f
; de 10% : ; : N CE :
: (NH4)QSO'_ s : : : H :
s 10-60% {ir. . %, : : : : :
). L e Pose oo bosa3 P00 ]
N , : : (64,5) | :

IT-~ RECHERCHE DES MEILIEURES CONDITIONS DE MESURE D'ACTIVITE

La technique de Schmidi: (1963), prévue pour des mesures dlactivité
glutamate deshydrogénase extraite d'animeux, il nous a semblé intéressant
de réexaminer les conditions de mesure

nécessité ou non A'EDTA, tampon dc mesure et pH optimum, spéeificité

stricte ou non du coenzyme,



1) EDT4 , ,

La suppression de 1'EDTA dans le milieu réactionnel nous a permis de
mettre en évidence, (en accord avec Pahlich et Joy, 1971), une augmentation
dtactivité. La perte dlactivitdé avec EDTA est de 28% par rapport au milieu
sans EDTA,

2) Tampon de mesure et concentration de chlorure de sodium.

Pahlich et Joy (1971) ont trouvé que l'activité glutamate deshydrogénase,
mesurée avec NADH comme coenzyme, e¢st plus importante lorsque lm.dialyse gtii®
lieu contre du tompon firis plutdt que contre du tompon phosphates
Ils ont suggéré qu'il existe deux états de l'enzyme : un état dissocié en
sous unités actives avec NADH, un état associé dont l'activité est NAD+

dépendante.,

D'autre part Florkin et Schoffeniels (1969), ont établi que le chlo-
rure de sodium augmente considérablement l'activité GI1DH avec NADH comme

coenzyme., Le chlorure de sodium aurait apparemment un effet dissociant,

Nous avons ainsi testé plusieurs tampons de dosage : Tris, phosphate
et trieéthanolamine & pH=8 avec différentes concentrations de chlorure de
sodium., La figure 1 rend compte des résuliats obtenus, Les activités sont
exprimées pour chaque tampon en % de 1'aetivité sans chlorure de sodiums
On observe un petit effet activateur de SO‘p.M de chlorure de sodium avec
le tampon phosphate ce qui confirmerait 1'hypothese de Pahlich et Joy (1971).
Cependant, cette activité (108 mu/ml) est encore inférieure & celle observée

avec triéthanolamine sans chlorure de sodium (120 mu/ml)¢

3) pH optimum et spécificité du coenzyme

La gamme de pH testée (0,1 M) a été divisée comme suit :
Tampon phosphate : pH 636453 73 745
" tris HC1 : pH 7,538 38,5
" glycine NaOH: pH 9+;9,5 ;10 ;10,53 11
et les activités ont été mesurées avec NADH et avec NADPH comme coenzymes
(fig.2).
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On constate que le pH optimum est 8 lorgque ies mesures sont effectuées avec
HADH et qu'il est de 9 lorsqu'elles sont faites avec NADPH, 1l'activité maxi~
male ave ce dernier étant seulement 34% de celle obtenue avec NADH, Des
mesures réalisées sur les différentes fractions (extrait brut, surnageant
de 10% de saturation et culot 10-60j0 redissout) et dans les conditions de
pH optimum pour les deux coenzymes (tampon tridthanolsmine pH=8 pouxr NADH,
tampon gl¥cine pH=9 pour NADPH) font apparaltre que ce rapport dlactivité
NADPH x 100 reste constant, \
NADH

Nous voyons donc en accord avec différents auteurs que l'enzyme ne parait
pas avoir une spécificité stricte pour un seul coenzyme mais qu'elle accepte
soit NADH, soit NADPH (bien que 1l'activité soif plus élevée avec NADH).,
L'optimum de pH pour NADPH est cependant différent de celui indiqué par
Pahlich et Joy (1971), qui est de 7,6.

4) Le km apparent déterminé sur deux séries dlextraits nous domme une va—

leur de 3,5 x 10~ (fig 3) qui concorde avec celle établic par Bulen (1956)

sur les feuilleg de mais,

5) Vitesse de réaction initiale en fonction de la concentration d'enzyme @

Un premier essoai, utilisant une concentration de NADH de 2x10—%ﬂ, nous
conduit & une courbe & deux pentes. Un deuxieme essal avec une concentration
de NADH de 5x 10—4M domne des résultats comparables, Bien que les activités
ne soient pas du m€me ordre de grandeur (les plantes étant plus agées dans le
2tme essai), le changement de pente a lieu pour la méme concentration d'en~

zyme dans les deux cas (figed)s

Une explication rejoignant celle de Pahlich et Joy (1971), peut &tre
avancée : la concentration de 1l'enzyme provoquerait une association, et
1'enzyme sous cette forme serait moins active avec NADH. Au contraire la
dilution favoriserait la dissociation ce gui entrainerait une acbtivité plus
importante avec NADH.

Le fait que ll'activité obtenue par concentration de 1l'extrait (préci—
pitation au (NH4)2§O£' } est plus faible que celle attenduesest un ar-
gument en faveur de cette hypothése. Nous avons trouvé a plusieurs reprises

cette stimulation de 1l'activité avec la dilution,
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III-CARACTERISATION DE L!'LNZYME PAR FEILCTROPHORESE

L'électrophorése sur gel d'acrylemide est une me¢thode maintenant assez
couramment employée par différents cuteurs qui s'intéressent soit aux
protéines totales (gteward et al, 1965, Mc COWH et al,l968), soit & la

caractérisation d'enzymes particulieéres.

1) Méthodolegie.

Des électrophoréses sur gel d'acrylamide ont ¢té effectuées selin la

méthode de Davis (1964), comme suit @

Les typbes étant inversés, environ BOO/pl de saccharose & 40% sont in-
troduits dans le bas de chaque tube, puis le gel & larges pores (2,5%
dlacrylamide) contenant de la riboflavine est ajouté et recouvert par une
couche d'eau., La photopolymérisation est réalisée & la lumiére de tubes
fluorescents au bout de 30 mn, L'eau est enlevée et 1 tube rincésdeux
fois avec le gel de séparation (7% d'ecrylamide), avant d'&tre rempli avec
celui~ci. Afin d'avoir une extrémité du gel bien plate, et d'éviter 1l'ac-
tion de 1l'oxygeéne, on ajoute quelques gouttes d'eau sur le sommet. La
polymérisation chimique avec le persulfate d'ammonium se fait en une
heure et les gels sont amenés & + 4°C avant d'€tre utilisés. La solutidm.
de saccharose est alors enlevée et les tubes sont retmurnés et installés
dans l'appareil, Les échantillons sont dilués de telle fagon que O,l/ul
contiennent environ 400/ug de protéines, et 40% de saccharose. L'échan—
tillon (O,l)ll) est déposé sur le haut du gel et recouvert de tampon
df'électrophorése. L'électrophorese est ensuite réalisée & + 4°C dans un
appareil de Pleuger. lLa migration vers l'anode suivie grfice au bleu de

bromophénol préalablement ajouté au tampon, dure de 1h30 & 2 heures.

Sur certains gels, sebont mises en évidence les protéines totales,

sur les autres la glutamate deshydrogénase.

») Mise en évidence des protéines totales

Dés leur sortie des tubes, les gels sont fixés dans de l'acide tri-
chlormacétique 12,5% pendant 30 mn. Puis ils sont colorés dans une solu-
tion de bleu de coomassie 1% diluée avec du TCA 12,5% 4 raison de 2 ml pour

20ml de volume final,
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Ils sont laissés dans cette solution une heure, au cours de laguelle les
bandes de protéines apparaissent. On décolore ensuite le fond en les

laissant une nuit dans du TCA 10%a

3) Mise en évidence de la glutamate deshydrogzénase

Le principe est fondé non plus sur l'oxydation du HNADH comme cfétait
le cas dans les mesures d'activité faites au spectrophotométre, mais au
contraire sur une réduction du NAD+. La réaction se fait donc dans le sens
de la désamination du glutamate. La méthode de Macko et al (1967), est

employée pour visualiser la glutamate deshydrogénase,

Le milieu d'incubation contient :

tampon Pris. HCL pH 8,5 ¢ 23,3 ml

glutamate de sodium 2 M ¢ 1,5 ml

NADT (30 mg/ml) : 0,6 ml
Phénazine méthosulfate= PMS (5mg/ml) : 0,12 ml
Hitro bleu de tétrazolium= Nitrc BT (lO mg/ml): 1 ml

Dés leur sortie, les gels sont plongés dans les réactifs convenables
pendant 15 mn au plus, puis rincés a 1l'eau distillée.

On vérifie gue la coloration apparue est bien due a l'enzyme cherchée
en réalisant des tubes témoins sans NADT et sams glutanate,

Les gels présentant les bandes correspondantes aux protéines totales
et & la glutemate deshydrogénase peuvent 8tre conservés dans ll'acide acé-

tique 7%, de préférence a l'obsucrité.
Résultats,

Les figures 5 et 6 rendent compte des résultats obtenus .

Ia figure 5 a) représente la mise en évidence de la glutamate des—
hydrogénase lorsque le tampon de dialyse de llextrait est du mercaptoé-
thanol, Une seule bande de coloration violette est visible sur le seul
tube contenant tous les réactifs, alors gue les tubes témoins (sans NAD"
et sans glutamate) ne possédent pas cette bande, Ia figure 5b) nous
montre également une seule bande de glutamate deshydrogénase mais cette
fois, le tampon de dialyse de l'extrait contient du métabisulfite et une
deuxieme bande de méme coloration mais ayant migrée davantage, est visible.
Cette bande apparait aussi sur les tubes témoins., Elle est attribuable aux
composés phénoliques, ceux-ci étant capables de réduire le phénazine méto~

sulfate qui sert de transporteur d!électron dans la réactiocn de coloration,
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Lorsque le tampon de dialyse renferme du mercaptoéthanol, celui-ci

réagit avec les phénols et la deuxiéme bande n'apparait pas.

ILa figure 5c¢) représente les bandes colorées en bleu des différentes
protéines ¢t elle nous témoigne de la bonne reproductibilité de la migration

électrophorétique.,

I1 faut noter qu'il ne nous a pas €%é possible d'obtenir la colcration
due a la glutamate deshydrogénasc avec WADP' au lieu de NAD'. L'activité
avec NADPH étant plus faible qu'avec NADI, il est possible gqu'on ne trouve
aucune activité nmesurable avec NADP+, Bien qu'une seule bande d'activité
glutanate deshydrogénasc alt été observée; cecl n'est pas en contradiction
avec l'hypothése d'association- dissociation, 1'état de 1'enzyme dépendant

de la concentration. En effet, chez d'autres plantes comue l'urtica diolca

(MJTelander, conmunication personnelle), l'extrait dilué donne naissance

a4 deux bandes et l'extrait concentréd & une seule.

Par ailleurs, il apparalt parfois une autre bande (bande 2 fig.6) méne
sens NAD" mais pas sens glutenmate et qui est vraisemblablement due 2 une

enzyme oxydant le glutamate corrae 1'a trouvé Tsukamoto (1962),

CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons montré que la glutamate deshydrogénase

des tissus foliaires de Chenopodium guinoa pouvait &tre extraite dans du

tampon phosphate 0,1 M pH= 7 contenant du métabisulfite 5 mM.. Elle pré-
cipite entre 10 et 60% de saturation de sulfate d'armonium ce gui permet
d'obtenir un extrait sans substance qui interfére sur la lecture., Notons
que le temron de dialyse, utilisé & la fin de 1l'opération d'extraction,
a4 son importance, Finalement le tampon phosphate 0,01 ¥ pH= 7 contenant
du nercaptoéthancl 5 my+ est satisfaisant car le nmercaptoéthanol réagit
avec les composés phénoliques, et permet ainsi une bonne conservation de

1llextrait,

L'enzyme ne posséde pas de spécificité stricte vis avis de son
coenzyme puisque dans le sens de formation du glutamate; elle admet
NADH de méme que NADPH bien qu'avec ce dernier, l'activité soit plus
faible. Ses pH optima sont pH =8 et pH=9 selon que NADH ou NADPH ect

utiliSé °



R -

Aux concentrations de:: substrats utilisées en ce qui concerne 1lo<
ceto glutarate et l'ammoniaque; les activités maximales sont observées
quand l'enzyme cst suffisarment diluée (moins de 0,15 nl d'enzyme pour
3 nl de ailieu réactionnel). 11 nous parait probable que la dilution

dissocie l'enzyme et augmnente son activité,

Bien que deux enzymes différents aient pu &tre mises en évidence
(Leech et Kirk,1968), 1'une localisdée dans les mitochondries fonctionnant
avec NADH, et l'autre liée aux lamelles des chloroplastes fonctionnant
avec NADPH, et que d'autres auteurs aient ?5g€g§é10fi&§§fymes (Yue,1969,
Thurnman et a1,1965’ Grimnes et Fotroll,l96@/, nous n'avons pu observer qu'une
seule enzyme par électrophorése surgel d'acrylanide. Toutefois, il est
difficile de conclure & la présence d'une enzyrie uniquc car on nc peut
déceler aucune activité dans lc sens de 1l'oxydation du glutamate avec
NADP+ corme coenzyne.

Cependant, une poudre occétoniquce du culot obtenu aprés extraction de
i'enzyme soluble, réalisée avec les précautions nécessaires ft dissoute
dans du tampon contenant 1% de triton x 100} nous a permis, non seulement
d'observer 4 partir de ce culot unc activité importante, ce qui n'avait
pas été possible lors de nos premiers essais, mais surtout de vérifier

que le rapport d'activité NADPH est le mé@me que celui de l'enzyme soluble
(tableau IV). NADH

Dans ces conditions, il faut admettre ou ume solubilisation propor—
tionnelle aux cnzymes dans les comparbtinments chloroplastiques et mitochonm
driales, ou; corme 1l'a récerment montré Nikolova Tsenova (1971), dans les
chloroplastes, que la glutamate deshydrogénase posséde une activité qui

peut dépendre aussi bien de NAD" que de NADP+.

La localisation intracellulaire de la glutamate deshydrogénase ct la
caractérisation plus précise de 1l'identité du ou des enzymes responsables

de cette activité méritent d'8@tre poursuivies,



TABLEATU IV

Mise en évidence de la glutamate deshydrogénase

dans 1lt'insoluble

f f Activité(mu/gtissus fraiﬁ NADPH f
. Frectdons . mpm : NADPH s x 100
: : : S NADH H
! Imsoluvle (1) * 10,4 4y4 42
. (poudre acéto- : : .
° nique), : . . X
:  Ixtrait brut 96 : 40 s 42 :
: : : : :

(1) Les dilutions n'étont

pas les mémes (5ml pour ltextrait

acétonique et 50 ml pour llextrait brut), il ne faut
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pas conparer les deux activités cntre elles meis seulement

les rapports NADPH
HADH
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