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SUMMARY 

Iodination of the levansucrase of Bacillus subtilis 
Levansucrase (fl-D-2,6-ffuctan:D-glucose I-fructosyltransferase, EC 2.4.1.1o ) 

of Bacillus subtilis contains 17 residues of tyrosine per molecule of enzyme of mol.wt. 
4 ° ooo. Progressive iodination of tyrosyl groups in alkaline medium leads to a con- 
comitant loss of the enzymatic activity. The inactivation is complete when the protein 
binds I 4 - I  5 iodine atoms per mole at pH 9-4 and 28-30 at pH 8.5. Every tyrosyl 
residue is accessible to iodination. At pH 8. 5 where the enzyme is normally active, 
levans of a low degree of polymerization protect against the inactivation bv iodination, 
without interfering with the fixation of iodine, 

INTRODUCTION 

Les seuls groupes ffmctionnels des sucres non rdducteurs sont lee groupements 
alcooliques primaires et secondaires. On peut penser raisonnablement clue c'est par 
leur interm~diaire que le saccharose et lee l~vanes se lient g la 16vane-sucrase (fl-D- 
2,6-fructane:D-glucose i-fructosyltransfdrase, EC 2.4.I.lO). Parmi lee groupes de la 
prot~ine qui sont susceptibles d'intervenir dane cette liaison figurent entre autres lee 
groupements carboxyliques et lee groupes phdnoliques des rfisidues tyrosyls. La varia- 
tion de l'affinit6 pour le saccharose en fonction du pH implique l'intervention d'un 
groupement carboxyU, Par contre, l'affinit6 pour lee ldvanes ne varie pas dane toute 
la zone d'activit6 de l'enzyme, c'est-~-dire jusqu'~t un pH sup6rieur ~t 8. 5 (r6f. i). I1 est 
donc possible de penser A l'intervention d'un groupe dont le pK serait situ~ au-dessus 
de 9. Nous avons par cons6quent essayfi de mettre en 6vidence le r61e possible des 
groupements phdnoliques (pK IO). 

L'une des mdthodes classiques de blocage des rdsidus de tyrosine est l'iodation 
par action directe de l'iode. Cette technique a 6tfi utilisde avec suce6s pour ddterminer 
le r61e des r~sidus tyrosyls dane l'activit6 de divers enzymes: ribonucl~ase ~,a, carboxy- 
peptidase A 4,'~, chymotrypsinog~ne 6, lacticoddshydrog6nase v, ly-qozyme s. C'est elle 
que nous employ(ms dans ce m6moire avec la 16vane-sucrase. 
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IODINATION DE LA LI~VANE-SUCRASE DE Bacillus subtilis 331 

MATI~RIEL ET TECHNIQUES 

Ldvane-sucrase 
La prfparat ion de 1' enzyme pur de Bacillus subtilis a 6t6 d6crite pr~c6demment 9. 

Iodation 
Acides aminds tdmoins. Les d6riv6s mono- et diiod~s de la tyrosine et de l'histi- 

dine marqu6s par 181I ont dt6 pr6parfis suivant la mdthode de ROCHE et al. 1° qui 
consiste ~ mettre en prfisence une solution ammonicale de chaque aminoacide et une 
solution 6th6r6e d'iode radioactif. 

Ldvane-sucrase. La 16vane-sucrase a 6t~ iod6e selon la m6thode de HUGHES ET 
STRAESSLE 11. L'iode est dissous dans une solution aqueuse d'iodure de potassium 
(2 moles d'iodure pour I atome-gramme d'iode). La prot6ine (500 #g) en solution dans 
du tampon carbonate-bicarbonate 0.5 M (pH 9.4) ou borate 0.2 M (pH 8.5) est mise 
en pr6sence d 'un nombre d 'atomes d'iode croissant; le m~lange est agit6 pendant I h 

o °. Une fraction aliquote est alors pr61ev6e et dilu6e IO lois dans du tampon phos- 
phate 0. 4 M (pH 6.0). Le dosage de l 'activit6 enzymatique s'effectue dans les conditions 
habituelles 9. L'iodation de la l~vane-sucrase en pr6sence de 16vanes (IO raM) de poids 
mol. 15 ooo longuement dialys6s contre de l 'eau distill6e (afin d'61iminer des impuretfis 
qui interf&rent) est effectu6e dans les m6mes conditions. 

L'iodation de la prot6ine par 1~1I s'effectue de fa~on identique en absence et en 
prfsence de 16vanes. Les dilutions sont choisies telles que la radioactivit~ d'une solu- 
tion d'iode o.oi M suit de 50 #C/ml. Apr~s i h d'agitation le pH du milieu r6actionnel 
est ramenfi t~ 6.0 par addition de HC1 I M; la prot6ine est ensuite dialysde extensive- 
ment pour ~liminer l'iode en exc~s contre du tampon phosphate o.I M (pH 6.0) puis 
pr~cipit6e par l'acide trichlorac6tique t~ 7% et centrifug6e. Le culot de centrifugation 
est lay6 ~ l '6ther (~limination de l'acide trichloracfitique), centrifug6 une nouvelle fois 
et repris dans NaOH o.I M (O.l-O.5 ml). Une fraction aliquote est utilis6e pour d6ter- 
miner la concentration en prot6ine par la technique de LOWRY et al. 1~. Le comptage 
de la radioactivit6 est effectu~ sur une autre fraction aliquote ~ l'aide d'un compteur 
Tracerlab TGCI4. 

Hydrolyse de la protdine iodde 
Selon FINK, DENT ET FINK TM les d6rivfs iod~s de l'histidine et de la tyrosine ne 

sont pas stables dans les conditions de l 'hydrolyse acide. L'hydrolyse enzymatique 
ne pr6sente pas cet inconv6nient majeur. 

Hydrolyse enzymatique 
L'hydrolyse enzymatique a 6t6 r6alis6e par action de la prot6ase de Streptomyces 

griseus 14 (Pronase, produit Calbiochem) dans les conditions suivantes: le rapFort 
enzyme/substrat  initial est de I "20 ; on laisse la r6action s'effectuer en tampon phos- 
phate  0.03 M (pH 7.5) pendant  12 h ~ 37 °. Apr~s i2 et 24 h d'hydrolyse, une nouvelle 
addition de prot6ase 6gale ~ la quantit6 initiale est ajout6e au m~lange r6actionnel. 
Darts ces conditions l 'hydrolyse est prat iquement totale. La d6shalog6nation sponta- 
n~e des d~riv~s de la tyrosine, observ~e par LISSITZKY et al. 15 est att~nu~e en r~alisant 
l 'hydrolyse ~ l'obscurit~ et en absence d'oxyg~ne (tube de Thunberg). Les produits 
d 'hydrolyse sont ensuite analysfs par chromatographie sur papier (Whatman No. i ; 
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butano l -ac ide  ac6 t ique-eau ,  4:~:1,  v/v/v)  p e n d a n t  2 4 h. Une 61ectrophor6se rap ide  
(2o rain) en t a m p o n  phospha t e  o.o5 M (pH 6.o) sous une tension de 8oo V p e r m e t  au 
p r f a l ab l e  d'61iminer les iodures  c o n t a m i n a n t  les hydro lysa t s .  La  pos i t ion  des sub- 
s tances  rad ioac t ives  est  mise en 6vidence p a r  au torad iographie .  

RESULTATS 

Actio~ de l'iode sur l'activitd enzymatique 

La 16vane-sucrase est  d ' a b o r d  mise en pr6sence d 'un  nombre  croissant  d ' a t o m e s  
d ' iode  ~ p H  9.4 p e n d a n t  I h. 

La  Courbe a de la  Fig.  I r ep r f sen te  les var ia t ions  de l ' ac t iv i t6  enzyma t ique  en 
fonct ion du  nombre  d ' a t o m e s  d ' iode  mis en pr fsence  p a r  mol6cule d ' enzyme .  Les 
points  exp6r imen taux  se d i s t r ibuen t  sur  une dro i te ;  la pe r t e  to ta le  et  i r rdvers ible  
d ' ac t iv i t6  est a t t e i n t  pour  3o a tomes  d ' iode  r6agissant  pa r  mole de prot6ine.  

En  pr6sence de 16vanes de poids mol. 15 ooo ~ la concen t ra t ion  s a tu r an t e  de 
IO mM (soit 2o fois la va leur  de la cons tan te  d 'affinit6 K , / ~  o ° de l ' enzyme  pour  les 
16vanes), la Courbe b des var ia t ions  de l ' ac t iv i t6  enzyma t ique  en fonct ion du nombre  
d ' a t o m e s  d ' iode  mis en pr6sence pa r  mol6cule d ' e n z y m e  est aussi  une dro i te  mais  de 
pen te  plus faible,  ce qui  indique  un cer ta in  effet p ro t ec t eu r  des 16vanes. 
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20 40 60 80 100 
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Fig. i. Iodation de la 16vane-sucrase "k pH 9.4. Variation de l'activit6 enzymatique en fonction du 
nombre d'atomes d'iode pr6sents par mole de 16vane-sucrase. Courbe a, 14vane-sucrase seule; 
Courbe b, lgvane-sucrase plus lgvane io mM (poids mol. 15 ooo). 

Fig. z. lodation de la 16vane-sucrase ~t pH 8. 5 (m&mes coordonn6es que dans la Fig, i). 

En pr6sence d ' au t r e s  subs t ra t s  k concent ra t ion  61ev6e tels  que le saccharose 
Io  mM ou l ' inul ine  (polyfructos ide  ~ l iaisons 2-~I)  IO mM aucune p ro tec t ion  de 
l ' ac t iv i t6  n ' e s t  raise en 6vidence. 

II 6tai t  in t6ressant  de r6aliser l ' i oda t ion  de la  prot6ine  ~ un p H  moins  alcal in 
auquel  l ' enzyme  pr6sente  encore une act iv i t6  mesurable .  Nous nous sommes  donc 
p lacfs  & p H  8.5 et awms  observ6 (Fig. 2) : (i) une d6sac t iva t ion  plus lente  de l ' enzyme  : 
la pe r t e  to ta le  d ' a c t i v i t 6  est  a t t e in t e  pour  Ioo  a tomes  d ' iode  a jout6s  pa r  mole  de 
16vane-sucrase; (2) une p ro tec t ion  tr6s efficace des 16vanes de poids tool. 15 ooo & la 
concen t ra t ion  de Io  mM. 

Les r6sul ta ts  sont  ident iques  lorsque l ' iode  est  laiss6 en con tac t  avec l ' enzyme 
p e n d a n t  plusienrs  henres.  
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IODINATION DE LA L1~VANE-SUCRASE DE Bacillus subtilis 333 

Fixation d'iode t~lI sur la protdine 

Iodation d~ pH 9.4. I. Les courbes de la Fig. 3 montrent  les variations de la 
quantit6 d'iode fix6e par mole de 16vane-sucrase & pH 9.4 en fonction du nombre 
d 'atomes d'iode mis en pr6sence dans le milieu r6actionnel par mol6cule de 16vane- 
sucrase seule (Courbe a) et en pr6sence de 16vanes IO mM (Courbe b). 

La d6sactivation totale de l 'enzyme correspond ~ la fixation de 14-15 atomes 
d'iode par mole. Le rendement de fixation d'iode sur la prot6ine que l 'on peut d6finir 
par le rapport :  

n o m b r e  d ' a t o m e s  I fix4s pa r  mole de 14vane-sucrase 
R =  

n o m b r e  d ' a t o m e s  I p r6sen t s  pa r  mole de 16vane-sucrase 

est de l 'ordre de 0.4, ce qui est tr~s voisin du rendement th6orique maximum (0.5) de 
fixation d'iode selon le sch6ma r6actionnel de L116. En pr6sence de 16vanes le rende- 
ment est 16g~rement plus faible, mais la d6sactivation de la prot6ine correspond ~t la 
m6me fixation d'iode (14-15 atomes/mole 16vane-sucrase). 

2. Iodation extensive de la prot6ine: la 16vane-sucrase poss~dant 17 r6sidus 
tyrosyls par mole, la fixation maximum d'iode sur la prot6ine devrait  donc atteindre 
34 atomes en admet tant  que seuls les r6sidus tyrosyls interviennent. 

La Courbe a de la Fig. 4 repr6sente les variations du nombre d 'atomes d'iode 
fix6s par mole de 16vane-sucrase en fonction du nombre d 'atomes d'iode pr6sents 
dans le milieu r6actionnel par mole de 16vane-sucrase. Un plateau de fixation maximun 
est atteint lorsque la mol6cule de prot~ine a fix6 30-32 atomes d'iode, ce qui permet 
de penser que la presque totalit~ des r~sidus tyrosyls sont lodes. 
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Fig. 3. Quan t i t~  d ' iode fix6e pa r  mole de 16vane-sucrase k p H  9.4 en fonc t ion  de la q u a n t i t 6  d ' iode 
pr~sente  dans  la r~action.  Courbe a, l~vane-sucrase  seule;  Courbe b, 16vane-sucrase plus 16vane 
io  m M  (poids mol.  15 ooo). 

Fig. 4. Ioda t ion  ex tens ive  de la 16vane-sucrase.  Courbe a, l~vane-sucrase  non  d6natur6e ;  Courbe  
b, 16vane-sucrase d~na tur6e  pa r  chauffage.  
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La Courbe b de la Fig. 4 repr( 'sente les mCemes var ia t ions  de f ixat ion d ' iode  mais  
sur  la protfiine a y a n t  subi une complbte  ddna tu ra t ion  par  la chaleur :  la solut ion de 
protfiine en t a m p o n  phospha te  o.2 M (pH 6) a ~t~ port(,e pendan t  15 min au bain-  
marie  bou i l l an t ;  le coagulmn de prot(qne a dt~ diss~ms darts de la soude o.I M; la 
solut ion ob tenue  a ~t~ amen&e 5̀  p H  9.4 pa r  add i t ion  de t ampon  c a r b o n a t e  b ica rbo-  
na te  o. 5 M. L ' i oda t ion  de la prot6ine d(~naturde a (,t(' ensui te  rdalis('e dans  h's m6mcs 
condi t ions  que pr~c&iemment  exposdes. 

Les Courbes a et b sont superposables ,  ce qui indique que la ddna tu ra t ion  telle 
que nous l ' avons  rdalis6e ne d6masque pas  de nouveaux  r~sidus p o u v a n t  s ' ioder.  

Iodalio~, a pH ~'.5 
Nous avons effectud la m6me expdrienee d ' ioda t ion  g p H  8.5. Les quant i t ( ' s  

d ' iode  fix6es sont  ident iques  en absence et en pr&sence de 16vanes Io  mM (poids tool. 
I5 ooo), et  trbs voisines des quant i t~s  fixdes 5, p H  9.4. La  per te  d ' ac t iv i td  de Fenzyme 
se p rodu i t  & p H  8.5 lorsque la molecule  a fix6 e8-3o a tomes  d ' iode,  soit  une va leur  
tr&s proche du m a x i m u m  possible (Fig. 5). 

1,oo~, 

o o! \ %.  

o ~ x~ - ~  ~- 

pH 9.d 

0 5 10 15 20 25 30 
Atomes I f i xes /mole  16vone-sucrose 

Fig. 5. Activitd enzymatique de ldvanc-sucrase en fonction ile l~t quantitd d'iode fixde ~ pt l 8.5 ct 
k pH 9.4. 

Effet de la tempdrature s~r la protdine iodde 
L% l~vane-sucra~e a 6tb. iod6e & p H  8.5 et 5  ̀o ° p e n d a n t  I h, dans  les conditiow.+ 

d~crites pr&c~demment en absence et  en prfisence de lfivanes Io  mM. Une f rac t ion 
a l iquote  a dt& port6e :'L I5 ° et une au t re  k 2o °, p e n d a n t ,  h suppl&mentaire.  

La  per te  d ' ac t iv i td  enzyma t ique  a ~t~ ensui te  ~valu~e, apr~s d i lu t ion a p H  0.o, 
comme indiqud prdc~demment ,  pa r  r a p p o r t  k une solut ion d ' e n z y m e  non iod6 main-  
t enu  au m~me p H  et 5 la m~me temp6ra tu re .  

Dans  ces condi t ions ,  nous cons ta tons  que:  (1 ) l ' enzyme se compor te  de fagon 
iden t ique  5 l ' enzyme  m a i n t e n u  k o°; (2) les l~vanes exercent  le mfime effet pro tec-  
t e a r  qu 'g  o °. A u t r e m e n t  dit ,  l ' a u g m e n t a t i o n  de la t emp4ra tu re  n ' a  pas  pour  effet de 
d iminuer  la s tabi l i t6  de l ' enzyme iodd ni de modifier  la na tu re  du complexe enzyme 

io: i , , - ldvane.  

Analyse des produits de l'hydrolyse euzymatique de la protdine iodde 
Le r a d i o c h r o m a t o g r a m m e  de la  Fig.  6 a 6t~ ob tenu  en d @ o s a n t  sur le pap ie r  

e n  T1, "F 2 et T a les tbmoins  synthfitisfis pa r  la technique  de ROCHE et al> °, et en a, b, c 
une f rac t ion a l iquote  de l ' h y d r o l y s a t  to t a l  de la p ro te ine  ~. divers  s tades  d ' i oda t ion  
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Fig. 6. Analyse radiochromatographique de l 'hydrolysat  enzymatique de la 16vane-sucrase iod*e. 
T 1 et T v monoiodotyrosine (MIT) et diiodotyrosine (DIT) t6moins; Ts, monodiodohistidine (MIH) 
et diiodohistidine (DIH) t6moins, a, 16vane-sucrase ayan t  fix6 4.5 I par mole; b, l~vane-sucrase 
ayan t  fix6 8.8 I par mole; c, l~vane-sucrase ayant  fix6 14 I par mole. 

(pH 9.4): Stade a: 4.5 atomes d'iode fix6s par mole de 16vane-sucrase; Stade b: 8.8 
atomes d'iode fix6s par  mole de 16vane-sucrase; Stade c: 14 atomes d'iode fix6s par 
mole de 16vane-sucrase (inactivation totale). 

Aux 3 stades d'iodation de la proteine 6tudi6s, seuls les d6riv6s iod6s de la 
tyrosine (mono- et diiodo) sont mis en 6vidence. On ne distingue pas de tache individu- 
alis6e par autoradiographie au niveau des d6riv6s iod6s de l'histidine. 

La pr6sence de diiodotyrosine dans les premieres 6tapes d'iodation est compa- 
tible avec le schema propos6 par Lt 16, qui indique que l 'iodation de la monoiodotyro- 
sine en diiodotyrosine est beaucoup plus rapide que la formation du d6riv6 monoiod6. 

La distribution de la radioactivit6 a 6t6 6tudi6e en effectuant des comptages 
directement sur le chromatogramme au niveau des d6riv6s iod6s (mono- et diiodo- 
tyrosine) form6s au cours de l 'iodation (Fig. 7). 

Pour 15 atomes d'iode fix6s par la prot6ine, correspondant A l ' inactivation 
totale, il y a formation de IO moles de monoiodotyrosine et 2.5 moles de diiodotyro- 
sine. Pour 30 atomes d'iode fix6s, il n'existe essentiellement que de la diiodotyrosine. 

DISCUSSION 

L'ensemble des r6sultats obtenus montre que l 'iodation des r6sidus de tyrosine 
a pour cons6quence une diminution de la stabilit6 de l 'enzyme. La d6sactivation est 
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Fig. 7. R6par t i t ion  des a t o m e s  d ' iode g l '6 ta t  de monoiodo ty ros ine  (M[T) (a) et de d i iodotyros ine  
(DIT) (b), en fonc t ion  de ]a quan t i t 6  d ' iode fixde pa r  la ldvane-sucrase .  

en effet plus 6lev6e & pH 9.4 qu'& pH 8.5, alors que la quantit6 d'iod6 fix6e demeure 
identique. 

La protection sp&ifique de l'activit~ enzymatique exerc6e par les l('.vanes 
vis-~t-vis de l'iodation & un pH oil l 'enzyme pr6sente encore pour eeux-ci une affinit6 
mesurable (pH 8.5) n'est cependant pas un argument en faveur de la fixation de ces 
polym6res sur des r6sidus de tyrosine, car elle ne se traduit pas par une diminution 
de la quantit6 d'iode fix6e. 

Le fait que seuls les r6sidus de tyrosine soient iod6s au moment de l'inactivation 
totale permet de penser malgr6 tout que parmi ceux-ci un certain hombre sont essen- 
tiels tt l'activit~, soit parce qu'ils interviennent directement dans le mdeanisme 
chimique de la catalyse par leur groupe ph6nolique, soit plus vraisemblablement qu'ils 
contribuent b, maintenir la structure active de la prot~ine, comme eela a 6t6 envisagd 
au cours de la photooxydation de la 16vane-sucrase (J. R. CHAMBERT, rdsultats non 
publi6s). 

D'autre part, la l~vane-sucrase poss6de une affinit6 pour les 16vanes de faible 
poids tool. qui d@end de la tempSrature. Ainsi la constante Ka  est environ IO fois 
plus faible (soit 0.5 raM) "~ o ° qu'& 37 °. I1 existe une tempSrature de transition, situde 
aux environs de 28 ° (r6f. 17). D&j~t EBE~T ET STRICKER ~s avaient obtenu un r~.sultat 
voisin avec l 'enzyme d'Aerobacter levanicum en ce qui concerne la vitesse maximum 
de synth6se des 16vanes ~t partir du saccharose. Ces faits peuvent s'interpr6ter par un 
changement de configuration de la protfine, induit par le substrat & basse tempdra- 
ture. Ils sont compatibles avec l'hypoth&se que nous avons 6mise coneernant l'inter- 
vention des lfivanes dans le maintien d'une certaine structure active de la prot6ine 
au cours de l'iodation. I1 est alors tout ~t fait logique que l'iodation se traduise par une 
diminution de la stabilit& de la prot6ine quand on 6bye le pH. 

On pouvait penser que l'618vation de la temp6rature provoquerait le m6me 
effet. N6anmoins, les expfriences r6alis~.es h 15 et 20 ° montrent clairement qu'il n'en 
est rien. 

Le r61e r6el des rfsidus de tyrosine ne pourra ~tre d6finitivement ~clairci qu'aprgs 
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l'6tude des variations des constantes physiques de la prot6ine provoqu6es par l'ioda- 
tion et apr~s l'6tude des effets secondaires sur d'autres r6sidus (Trp, His et Met) qui 
peuvent partiellement s'oxyder, comme l'ont montr6 FILMER ET KOSHLAND 19. 
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RI~SUMI~ 

L'iodation progressive des r6sidus de tyrosine de la 16vane-sucrase (fl-D-2,6 fruc- 
tane:n-glucose I-fructosyltransf6rase, EC 2.4.1.1o) de Bacillus subtilis entraine la 
perte concomitante de l'activit6 enzymatique. Elle est totale lorsque la prot6ine a 
fix6 14-15 atomes d'iode par mole ~ pH 9.4 et 28-30 atomes d'iode par mole A pH 8.5. 
Tousles  r6sidus de tyrosine (17 par mole d'enzyme) sont accessibles au r6actif. La 
16vane-sucrase est protegee par des 16vanes de faible poids mol6culaire, ~ un pH (8.5) 
off elle poss~de encore une activit6 enzymatique. 
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