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SUMMARY 

Purification and properties of n-mannonate hydrolyase f rom Escherichia coli K I2 
I. D-Mannonate hydrolyase (EC 4.2.I.8), an enzyme of the hexuronate path- 

way, has been purified by ammonium sulfate precipitation, chromatography on 
DEAE-cellulose and Sephadex G-2oo gel filtration. The overall procedure results in 
a 6I-fold purification with a yield of 340/0 . 

2. Optimal conditions for enzyme assay have been established:glycylglycine 
buffer at pH 8.3, in the presence of ferrous sulfate and 2-mercaptoethanol as activators 
and protector. 

3. Mannonate hydrolyase is inducible by glucuronate and fructuronate, but 
not by galacturonate and tagaturonate. It  has a maximum activity between pH 7 
and 8.5. Among numerous compounds tested, only mannonate is a substrate with a 
Km of 20 raM. Several inhibitors of the enzyme have been studied, and the following 
three are competitive inhibitors : D-gluconate, D-mannitol and D-sorbitol. Some inter- 
mediates of the degradative hexuronate pathway activate the mannonate hydrolyase: 
D-glucuronate, D-galacturonate, D-tagaturonate and D-altronate. 

4. Thermal inactivation of mannonate hydrolyase in the presence of urea 
indicates that at last 85 % of the activity of the enzyme is homogeneous. The pro- 
tection against heat denaturation by the competitive inhibitor D-gluconate confirms 
the nature of the inhibition. 

5. The enzyme is inactivated by i mM p-chloromercuribenzoate. 
6. The product of enzyme action on D-mannonate has been identified as 2- 

keto-3-deoxy-D-gluconate by paper chromatography. 

INTRODUCTION 

La voie de ddgradation du glucuronate et du galacturonate chez la souche 
ATCC 9637 d'Escherichia coli a 6t6 d6crite par Ashwell et collaborateurs 1-~. 

Abr6viation: PCMB, sel de sodium de l'acide p-chloromercuribenzoique. 
* Ce m6moire est inclus dans les travaux prdsent6s par Janine M. Robert-Baudouy pour 

l'obtention du grade de Docteur-~s-Seiences Physiques (Universit6 Claude Bernard, Lyon). 
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Fig. I. Hydrolyse de l'acide D-mannonique en 2-cdto-3-d6soxy-D-gluconique. 

La D-mannonate hydrolyase (EC 4.2.1.8) catalyse la transformation de l'acide 
D-mannonique en acide 2-c6to-3-dfsoxy-D-gluconique, interm6diaire de la d6gra- 
dation de l'acide D-glucuronique (Fig. I). 

Le but  ~ atteindre 6tant la connaissance des mdcanismes de r6gulation phy- 
siologiques et g6n6tiques intervenant dans la biosynth6se des enzymes associ6es h 
la d6gradation des hexuronates, il s'est av6r6 n6cessaire d'approfondir l'6tude bio- 
chimique de l 'hydrolyase mannonique, avant d'aborder son analyse g6n6tique 
notamment% 

Dans l 'optique de ces recherches, apr6s une raise au point relativement d61icate, 
dont le ddtail, a d6j~ 6t6 ddcrit ailleurs6; un dosage spdcifique de cette enzyme en 
extrait brut et purifi6 a 6t6 61abor6. 

La purification de l 'hydrolyase mannonique par une m6thode originale, donne 
des rdsultats nettement sup6rieurs 5 ceux obtenus auparavant 3. 

Un certain nombre de propridt6s biochimiques nouvelles, v6rifi6es pour la 
plupart, simultan6ment en extraits bruts et purifi4s a 6t6 6tabli. 

MATERIEL 

Organisme 
La souehe d'Escherichia coli utilis6e est K 12 S 3000 (Hfr H) auxotrophe pour 

la thiamine. 

Produits chimiques 
Les produits suivants ont 6t6 synthdtis6s au laboratoire: D-altronate de cal- 

cium 7, D-fructuronatel, s, D-tagaturonate s, 2-c6to-3-dfsoxy-D-gluconate 9, D-mannono- 
lactone et amide-D-mannonique 6,1°,1'. 

METHODES 

Culture et rdcolte des bact&ies 
Les bactdries sont cultiv~es en a~robiose ~ 37 °C sur milieu minimum 63 (ref. 12) 

additionn6 de thiamine (0.5/,g/ml) en presence de glueuronate de potassium (18-5o 
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raM) comme seule source de carbone et d'6nergie. R6colt6es en fin de phase exponen- 
tielle de croissance, les bact6ries sont lav6es deux fois par centrifugation dans du 
tampon Tris IO mM, pH 7.0, et remises en suspension dans ce m~me tampon ~ raison 
de 1.8- lO1°-4. 5 • IO TM bact6ries par ml (soit 12-3o mg de poids sec bact6rien par ml). 

Extraction 
L'hydrolyase mannonique est extraite par t rai tement de IO rain ~ o °C ~ l'aide 

du d6sint6grateur sonique Rayth6on (IO kHz). Apr~s centrifugation (I h/t  38 ooo × g) 
6liminant les d6bris cellulaires, l 'extrait  est ffactionn6 en parties aliquotes de I ml et 
stock6 g --20 °C. Dans ces conditions, l 'activit6 enzymatique se maintient g 90% 
pendant un mois au moins. 

Dosage enzvmatiquc 
L'activit6 de l 'hydrolyase mannonique est mesur6e par l 'estimation de l'acide 

2-c6to-3-d6soxy-D-gluconique selon la m6thode de Waravclekar et Saslaw 13 modifi6e 
par Weissbach et Hurwitz 14. 

Le milieu de la r6action enzymatique, pr6incub6 IO rain/~ 37 °C, contient : tampon 
glycylglycine-soude 200 mM ~ pH 8.3 ; 2-mercapto6thanol 5 ° mM; FeSO 4 o.8 mM ; extrait 
enzymatique convenablement dilu~; mannonate de potassium 60 mM 6. La r6action 
enzymatique est arr~tfie par dilution du m61ange r6actionnel (i vol.) dans le r~actif 
suivant (3 vol.) = solution aqueuse d'acide trichlorac~tique ~t IOO g/1 contenant du 
chlorure mercurique 20 mM (destin6 ~ prdcipiter le 2-mercapto6thanol). Apr~s centri- 
fugation ~ 6000 × g pendant 15 min, les surnageants sont dilu6s dans l'acide tri- 
chlorac~tique ~ IOO g/1 de mani~re ~ ce que le mannonate  non d6shydratd n'exc~de 
pas 1.5/zmoles/ml et ~ ce que tout autre compos6 6ventuellement pr6sent n'interf~re 
d 'aucune fa~on avec le dosage chimique 6. Un volume de 0.2 ml de surnageant dilu6 
est oxyd6 par l'acide periodique pendant 20 rain ~t la temp6rature ambiante (25 °C), 
puis chauff6 avec l'acide thiobarbiturique 14. Le complexe color6 form6 est dos~ en 
absorptiom6trie ~ 549 nm. Dans ces conditions, 0.290 unit~ d'absorbance correspon- 
dent ~ o.oi #mole de 2-c6to-3-d6soxy-D-gluconate pr6sent dans le volume de sur- 
nageant soumis ~t l 'oxydation periodique. Dans nos conditions standard les vitesses 
initiales sont une fonction lin~aire de la quantit6 d 'extrai t  enzymatique lorsque celle-ci 
varie dans un rapport  de I -5o  au moins. L'unit6 enzymatique est d6finie par la 
quantit6 d 'hydrolyase mannonique qui fait apparaltre I / , m o l e  de 2-c6to-3-d6soxy- 
D-gluconate par rain. Les activit6s sp6cifiques sont exprim~es en/2moles de 2-c6to- 
3-ddsoxy-o-gluconate apparu par rain et par mg de prot6ine (unit6s/mg de prot~ine). 

Dosage des protdines 
Les prot6ines sont 6valu6es par la m6thode de Lowry et al.15, ou celle de War- 

burg et Christian 16. 

Inactivation thermique 
Le milieu d' inactivation constitu6 de tampon Tris io raM, pH 7.o, est pr6- 

incub6 ~ la temp6rature choisie. Le d6clenchement de l ' inactivation se fait instan- 
tan6ment par dilution an quart de l 'extrait  A inactiver dans le milieu pr6chauff6. 
L'activit6 au " temps z6ro" d' inactivation est mesur6e sur un 6chantillon pr61ev6 
imm6diatement apr~s la dilution. ~- intervalles de temps r6guliers, on prdl~ve tr~s 
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rapidement une partie aliquote du m61ange que l 'on verse dans deux parties de milieu 
r6actionnel exempt de substrat  maintenu ~ o °C, puis on dose l 'activit6 r6siduelle. 

Identification du produit rdactionnel 
La r6action enzymatique est conduite dans les conditions standard, de telle 

sorte que le surnageant contienne environ IO/~moles de 2-c6to-3-d6soxy-n-gluconate 
par ml et une proportion de substrat  d6celable par chromatographie sur papier apr~s 
trai tement selon la technique de Hickman et Ashwell ~. Les d@6ts sont r6v616s par 
les r6actifs au permanganate de potasse-periodate ou le phtalate d'aniline, capables 
de r~v61er tous les  sucres 1~, la potasse m6thanolique jointe ~ l 'hydroxylamine, r6actif 
des lactones 17 enfin le periodate-thiobarbiturate is susceptible de mettre en fividence 
les dfisoxy-oses. 

RI~SULTATS E r  DISCUSSION 

Purification de l'hydrolyase mannonique 
Les diff6rentes 6tapes de cette purification sont toutes r6alis6es ~ une tem- 

p6rature comprise entre o et 4 °C. Toutes les op6rations de centrifugation durent 
30 min ~ 12 ooo × g. L 'extrai t  sonique brut  provient de 3 1 de culture (1. 7 g de 
bact6ries en poids sec). 

Prdcipitation des acides nucldiques. IOO ml d 'extrai t  brut sont pr6cipit6s par le 
sulfate de protamine (21 ml ~ 20 g/l, 12 h). Apr~s 61imination du pr6cipit6 le surna- 
geant contient 6.5% d'acides nucl6iques par rapport  au mat6riel absorbant total 16. 

Fractionnement des protdines par le sulfate d'ammonium. Le surnageant de la 
fraction 40% de saturation en sulfate d 'ammonium est port6 ~ 75 % de saturation et 
le culot correspondant, redissous dans 12 ml de tampon phosphate mono-disodique 
IO mM, pH 7.0 (Tampon I) est abandonn6 une nuit. Apr~s dialyse deux lois 15 h 
contre 500 ml de Tampon I, la fraction obtenue contient moins de 0.5% d'acides 
nucl~iques 16. 

Chromatographie sur DEAE-cellulose. Le dialysat sert ~ charger une colonne 
(2 cm × 45 cm) de DEAE-celtulose (Serva: capacitfi o.81) fiquilibr~e en Tampon I 
additionn~ de 2-mercapto~thanol IO mM (Tampon II). Les prot~ines sont ~lufies par 
un gradient lin~aire de NaC1 o-o. 4 M, dans le Tampon I I  avec un d~bit de 15 ml .h  1. 
cm -~. Les fractions (1.8 ml) 2o0 ~ 24o, contenant la majorit~ de l 'hydrolyase man- 
nonique sont pr~cipit~es par le sulfate d ' ammonium entre 65 et 9o~o de saturation. 
Le pr~cipit~ est mis en solution en Tampon I I  et dialys~ contre ce m~me tampon 
(5oo ml) pendant  deux fois io h. 

Filtration sur gel de Sephadex. Le dialysat pr6c~dent est chromatographi~ sur 
colonne (2.5 cm × 39 cm) de gel de Sephadex G-2oo (Pharmacia) 6quilibr6e en Tam- 
pon I I  additionn6 de NaC1 IOO mM. Les prot6ines sont 61u6es par le m6me tampon 
avec un d6bit de 2.5 ml .h  -1.cm -2. Les fractions (de 2 ml) 27-50 contiennent la to- 
talit6 de l 'enzyme. 

ce stade l 'hydrolyase mannonique a 6t6 purifi~e 6I lois et 34% de l 'activit6 
totale initiale ont 6t6 conserv6s. Les diff6rentes 6tapes de purification sont r6sum6es 
dans le Tableau I. 

Caract~re inductible de l'hydrolyase mannonique 
Le Tableau I I  montre que l 'hydrolyase mannonique est de nature inductible 
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TABLEAU I 

PURIFICATION DE L'HYDROLYASE MANNONIQUE 

La fraction la plus pure obtenue sur Sephadex G-2oo porte le No. 38; elle contient 3.4% de l'acti- 
vitd initiale, son facteur de purification est dgal k 78. 

t~tape Volume Protdines Activit~ Conserva- Activit~ Facteur de 
(ml) totales totale tion de spdcifique purification 

(rag) (unit~s) 1 'activit~ en 
en % (munit~s[ 

mg pro- 
t~ine) 

Extrai t  sonique brut IOO 168o 483 IOO 287 i 
Surnageant-protamine 115.5 524 465 96 887 3.1 
Dialysat (40-75% satd 

(NH4)2SO4) 14.4 357 345 71 966 3.4 
Chromatographie sur DEAE- 

cellulose IOO 7 ° 25 ° 52 357 ° 12.4 
Filtration sur Sephadex 

G-2oo 46 9.2 163 34 1760o 61 

TABLEAU II  

INDUCTIBILIT]~ DE L'HYDROLYASE MANNONIQUE 

Les activitds spdcifiques sont exprimdes en pourcentage du niveau induit par le D-glucuronate. 
L'inducteur analysd est ajoutd dans la culture k la concentration de 2o mM en prdsence de glycdrol 
2o mM. Le glucose, le succinate et le glycdrol employds seuls sont utilisds ~ la concentration de 
20 raM. 

Inducteur A ctivitg 
spgcifique 
relative 

Ndant (glucose seul) 8 
Ndant (succinate seul) IO 
N6ant (glycdrol seul) io 
D-Glucuronate i oo 
D-Fructuronate 6o 
D-Galacturonate < i 
D-Tagaturonate < I 
Amide-n-mannonique 450 

e t  que  seuls les d e u x  p r e m i e r s  i n t e r m d d i a i r e s  du  r a m e a u  d d g r a d a t i f  du  g l u c u r o n a t e  
l ' i ndu i sen t .  

Effet  du p H  
C o m m e  on le v o i t  sur  la  Fig .  2, la  zone  de p H  off l ' e n z y m e  est  ~ la lois  la p lus  

s tab le  ~ la  p r d i n c u b a t i o n  e t  la p lus  a c t i v e  se s i tue  en t r e  p H  7.0 e t  8.5. A u x  p H  in- 
f6r ieurs  l ' e n z y m e  (en e x t r a i t s  b r u t s  ou purifids) se d d n a t u r e  p r o g r e s s i v e m e n t  (Tab leau  

III). n e n  v a  de m ~ m e  a u x  p H  sup~r ieurs  ~, 8.5. L a  mola r i td  du  t a m p o n  de la  rdac t ion  

e n z y m a t i q u e  v a r i a n t  de 50 m M  A 300 m M  ne modi f ie  pas  s i g n i f i c a t i v e m e n t  l ' a c t i v i t 6  
h y d r o l y a s i q u e .  

Cofacteurs 
La  pe r t e  d ' a u c u n  c o f a c t e u r  p r e s e n t  dans  les e x t r a i t s  b r u t s  n ' a  pu  ~tre d6cel6e 

pa r  d ia lyse  de  ceux-c i  p e n d a n t  24 h c o n t r e  du  t a m p o n  Tr is  IO mM,  p H  7.0. 
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T A B I A ~ , A  U I l l  

E F F E T  DU p H  ET DU TEMPS DE PREINCUBATION DE L ' E N Z Y M E  ,~ 37  UC SUR SOl,; ACTIVIT£  

E n  p r d s e n e e  d e  F e  2+ 0 . 8  m M  e t  2 - m e r c a p t o d t h a n o l  5 ° m M .  

Temps de ,4 ctivitds enzymatiques 
prdincubation relatives 
(rain) . . . . . .  

p H 6 . 6  p H 7 . o  p H 8 , 3  

O IOO IOO IOO 

IO 5 ° IO0 100  

3 ° 5 ° 1oo IOO 

5 ° 34  75 t o o  

Effets des ions 
Les conditions d'utilisation des ions dans le dosage de l'hydrolyase mannonique 

ont dt6 d&rites ailleursG; les principaux rdsultats de leurs effets sont donn6s ici: 
(I) Le Zn 2+, le Ca 2+, le Mg 2+, le K + et I'NH4+ sont sans effet, en prdsence ou en 

absence de 2-mercaptodthanol dans le milieu. 
(2) En l'absence de 2-mercapto6thanol, le Fe e+, le Mn 2+, le Ni 2+ et le Cu 2+ 

augmentent assez faiblement l'activit6 enzymatique, mais ils pr6cipitent plus ou 
moins. 

(3) En prdsence de 2-mercapto~thanol les m~mes ions, ainsi que le Co 2+ exal- 
tent nettement l'activit6 hydrolyasique (Tableau IV). Le r61e du 2-mercaptodthanol 
semble rdsulter en grande partie d'une meilleure solubilisation de l'ion qui se com- 
plexe ~ pH 8.3 avec le mercaptan. Pour le Fe 2+/~ o.8 mM la concentration du 2-mer- 
captodthanol donnant l'activit6 optimale est de 5o mM. De tous les thiols test6s le 
2-mercaptodthanol est le plus actif, mais il n'a gu~re d'effet en l'absence de cation. 

T A B L E A U  I V  

E F F E T  DE DIVERS CATIONS SUR L'ACTIVITI~ DE L 'HYDROLYASE MANNONIQUE 

Une m6ine  q u a n t i t 6  d ' e x t r a i t  e n z y m a t i q u e  brut  est  prd incubde  i o  m i n k  3 7  °C e t  d o s 6 e  d a n s  c h a q u e  

cas  en prdsence  des  c o n c e n t r a t i o n s  ind iqudes  de c a t i o n  et de  2 - m e r e a p t o d t h a n o l  5 ° r a M ,  les  au tres  
c o n d i t i o n s  du d o s a g e  d t a n t  par  a i l leurs  cel les  d u  m o d e  o p d r a t o i r e  s t a n d a r d .  L a  v a l e u r  v a r i a b l e  
( i o - 3 5 )  d u  t d m o i n  sans  ion  ni m e r e a p t o d t h a n o l  t radu i t  une  d d n a t u r a t i o n  var iab le  d e  l ' e n z y m e  au 
cours  de la prd incubat ion .  

Nature de l'io~z 
ajol*td 

.4ctivitds enzymatiques relatives 

ConcentratioJ~ de l'io~'t ajoutd (raM) : 
[0 5 I 0.8 0. 5 0. 4 O.t 

C o S O  4 6 8  5 ° 27  - -  22  - -  

N i S O  4 6 8  54  4 7  4 l 

M n S ( ) ~  9 5  9 5  9 ° - -  9 ° - -  - 
C H S O  4 58  4 ° 32  - -  32  - -  
F e S O  a t o o  [ o o  t o o  9 0  8 6  33  

(4) L'action optimisante du couple Fe 2+ i-mercaptodthanol parait complexe 
(Tableau V). D'une part, il "active" de mani6re instantande la r~action enzymatique 
(essais non prdincubds); d'autre part il "stabilise" l 'enzyme p%incubde durant des 
temps croissant en sa prfisence. L'activation observ6e ne parait pas relever d'une 
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TABLEAU V 

E F F E T  STABILISATEUR ET ACTIVATEUR DU COUPLE F e  2+ (0 .8  mM) + 2-MERCAPTOt~THANOL (5 ° mM) 
SUR L ' H Y D R O L Y A S E  MANNONIQUE A pH 8.3 
Un m6me extrait brut a 6t6 prdincubd et dosd dans chaque cas en prdsence des facteurs men- 
tionn6s. 

Temps d'incubation 
37 °C (rain) 

Activitds en~vmatiques relatives 

Sans addition Fe 2+ + 
ou Fe 2+ seul 2-mercaptodthanol 

O 2 5 IOO 

i O  6 IOO 

3 ° 4 IOO 

5 ° 4 IOO 

renaturation instantan6e de l 'enzyme, car l ' inactivation par pr6incubation sans fer-  
mercaptan est irr6versible. Plusieurs hydrolyases exigeant de mfime la pr6sence 
conjointe de fer et de mercaptan ont 6t~ ddcrites 19-2a. 

Effet de la concentration en substrat 
L'hydrolyase mannonique suit la loi de Henri-Michaelis entre les valeurs 2.5 mM 

et 125 mM de concentration en mannonate  et la vitesse maximale exp6rimentale est 
atteinte vers 80 raM. Le Kin, identique pour les extraits bruts ou purifi6s, est de 20 
(:j: IO) mM. 

Etude de la spdcificitd et des glueides effecteurs de l 'enzyme 
Recherche des substrats de l'hydrolyase mannonique. Aucun des compos6s suivants 

pr6sentant une certaine analogie avec le D-mannonate et susceptibles de donner par 
d~shydration un 2-c6to-3-d6soxyaldonate n 'est  substrat  de l 'hydrolyase mannonique 
en extraits bruts: o-arabono-I,4-1actone, L-gulonolactone, I>gulono-I,4-1actone, D- 
galactonolactone, D-talonolactone, o-gluconate, o-I,5-gluconolactone, D-glucuronate, 
D-glucuronamide, D-galacturonate, amide-D-mannonique. Le D-altronate analys6 sur 
une fraction purifi~e exempte d 'hydrolyase altronique 22 ne l'est pas non plus. M6me 
le D-glucarate 24 et le D-arabonate 25, d6shydratables par une hydrolyase sp6cifique en 
2-c6to-3-d6soxyaldonate, sont sans effet. La sp6cifieit6 d'action de l 'hydrolyase 
mannonique parait  donc tr~s 6troitement limit6e au seul mannonate. 

Analogues structuraux du mannonale inhibiteurs de l'hydrolyase mannonique. 
(I) Les glueides suivant sont d@ourvus d'effet inhibiteur (fl la concentration de 
50 mM): le I)-arabinose, le D-gluearate, le D-fructose, la L-gulonolactone, la I)-gulono- 
1,4-1actone, la I)-galactonolactone, le D-glucose, le I)-arabonate. 

(2) Les glucides suivants exercent un effet inhibiteur faible (IO-2O%): la D- 
arabono-I,4-1actone (70 raM), la D-talonolactone (60 raM), le o-mannose (250 raM), 
le L-rhamnose (25 ° raM), la o-glueuronolactone (60 raM). 

(3) Les glucides suivants montrent  un effet inhibiteur net (50 lOO%): le D- 
sorbitol (50 raM), le D-glucuronamide (50 raM), le D-gluconate (IOO raM), la D-I, 5- 
gluconolactone (60 raM), le I)-mannitol (50 raM), l 'amide I)-mannonique (20 raM). 

Le Tableau VI et les Figs 3, 4 et 5 r6sument l '6tude des principaux inhibiteurs 
de la Cat6gorie 3. On peut remarquer (Fig. 4) que la tr~s forte inhibition exerc6e par 
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TABLEAU VI 

]~TUDE DE QUELQUES INHIBITEURS DE L'HYDROLYASE MANNONIQUE 

Les dosages enzymatiques ont  6t6 r6alisds avec un extrai t  b ru t  en presence de subst ra t  k cinq 
concentrat ions diff6rentes s '6chelonnant de 2.5-25 mM, et de l ' inhibiteur ajout6 au milieu juste 
avan t  le d6but  de la r6action. Les K, ont dr6 ddtermin6s en util isant la repr@sentation de Line- 
weaver et Burk 2e et celle de Dixon ~7 qui donnent  des r6sultats concordants. 

lnhibite~tr Concentration Kt (valeur Nature de 
(mM) moyenne) (mM) l'inhibition 

D-Gluconate io, 15, 20, 3 ° 20 comp6titive 
n-Mannitol  25, 5 ° 3 ° comp6titive 
D-Sorbitol io, 15, 2o, 3 ° 9 comp6titive 
Amide-D-mannonique 0.02, 0.04, o.I, o.2 o.02 non-competit ive 
Amide-D-glucuronique 3 o, 60 20 comp6titive mixte 

l ' a m i d e  I ) - m a n n o n i q u e  es t  c o m p l e x e  e t  q u ' e l l e  a p p a r a i t  n o n - c o m p 6 t i t i v e  s e u l e m e n t  

a u x  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  de  s u b s t r a t  (K,  d u  T a b l e a u  V I  d 6 t e r m i n 6  a ins i ) .  P o u r  les 

f a ib les  v a l e u r s  de  c o n c e n t r a t i o n  en  s u b s t r a t  les c o u r b e s  o n t  u n e  a l l u re  n o n  l in6a i re .  

L a  c a u s e  de  ce p h 6 n o m ~ n e  n ' a  p a s  6t6 6claircie .  Le  c o m p o r t e m e n t  de  l ' a m i d e  m a n -  

n o n i q u e ,  a n a l o g u e  s t r u c t u r a l  le p lus  p r o c h e  d u  s u b s t r a t ,  es t  i n a t t e n d u :  on  a u r a i t  

pens6  t r o u v e r  en  lu i  u n  i n h i b i t e u r  c o m p 6 t i t i f  c a r a c t 6 r i s &  

L ' e x a m e n  de  la  c o n f i g u r a t i o n  d u  s u b s t r a t  e t  des  d i v e r s  i n h i b i t e u r s  c o m p 6 t i t i f s  

a n a l y s 6 s  sugg~re  q u e  la  s t r u c t u r e  m i n i m u m  r e c o n n u e  p a r  le s i t e  a c t i f  de  l ' h y d r o l y a s e  

m a n n o n i q u e  es t  celle,  i n c h a n g 6 e ,  des  c a r b o n e s  3 & 6 d u  m a n n o n a t e .  

Etude de quelques glucides activateurs de l'hydrolyase mannonique. U n  c e r t a i n  

n o m b r e  d ' i n t e r m 6 d i a i r e s  de  la  c h a l n e  d 6 g r a d a t i v e  des  h e x u r o n a t e s  a c t i v e n t  l ' h y d r o -  

lyase  m a n n o n i q u e :  le D - g l u c u r o n a t e ,  le n - g a l a c t u r o n a t e ,  le D - t a g a t u r o n a t e  e t  le 

D - a l t r o n a t e .  P e u  p r o n o n c 6  a u x  c o n c e n t r a t i o n s  de  m a n n o n a t e  r e l a t i v e m e n t  fo r t e s  

(30 m M ) ,  ce t  effet  d e v i e n t  t r~s  n e t  a u x  f a ib l e s  c o n c e n t r a t i o n s  de  s u b s t r a t  (6 mM)  e t  
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Fig. 2. Effet du pH sur l 'activit6 de l 'hydrolyase mannonique.  Pour chaque pH test6 la pr~incuba- 
t ion de IO min pr6c6dent le dosage est faite au m~me pH que la mesure d'activit& En ordonn~es, 
les activit6s hydrolyase mannonique sont exprim6es en unit6s d 'absorbance k 549 nm. 

Fig. 3. Inhibi t ion de l 'hydrolyase mannonique par  le D-gluconate. La repr6sentation graphique 
est celle de Lineweaver et Burk 26. Q---O, t6moin; D - - I ] ,  + gluconate 15 mM; 0 - - 0 ,  + gluco- 
nate 30 mM. 
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Fig. 4. Inh ib i t i on  de l ' hyd ro lyase  m a n n o n i q u e  pa r  l ' amide  D-mannon ique .  La  r ep rdsen ta t ion  
g r aph ique  es t  celle de L ineweave r  et  B u r k  .6. O---Q,  t~moin ;  A - - A ,  + amide  D - m a n n o n i q u e  
0.02 mM;  m - - m ,  + ami de  D - m a n n o n i q u e  0.0 4 mM;  O - - O ,  + amide  D - m a n n o n i q u e  o . i  mM;  
~ - - A ,  + amide  D - m a n n o n i q u e  o.2 mM. 

Fig. 5. Inh ib i t i on  de l ' hydro lyase  m a n n o n i q u e  pa r  le D-glucuronamide .  La  r ep re sen t a t i on  graphi -  
que  es t  celle de L ineweave r  et  B u r k  *e. 0 - - - 0 ,  t6moin ;  IN--V% + D-g lucuronamide  3 ° mM;  A - - ~ ,  
+ D-g lucuronamide  60 raM. 

augmente avec la concentration de l'interm6diaire (Tableau VII). En l'6tat actuel 
de nos connaissances ce ph6nom~ne reste difficile ~ interpr6ter, d 'autant  plus que la 
cindtique purement "micha61ienne" de l'activit6 enzymatique 5. divers pH et de son 
inhibition comp6titive laisse a priori peu de place h l 'intervention de ph6nom~nes 

T A B L E A U  VII  

ACTIVATION DE L ' H Y D R O L Y A S E  MANNONIQUE PAR CERTAINS GLUCIDES EN PRESENCE DE MANNO- 
NATE 6 m M  (FRACTION E N Z Y M A T I ~ U E  PURIFII~E 15 FOIS) 

Glucides ajoutds Concentration A ctivitds 
darts le milieu enzymatiques 
rdactionnel relatives" 
(raM) 

o - G l u c u r o n a t e  

D-Galacturonate** 
D-Taga tu rona t e  

D-Altronate**" 

2.5 ioo  
7.5 iIO 

25 I4o 
50 I7O 
75 I9O 
5 ° I5o 
45 260 
75 3 t5  

2 I I O  

25 I 5 0  
50 I7O 

* Les  ac t iv i tds  re la t ives  s o n t  expr imdes  pa r  r a p p o r t  k un  t~moin  s ans  add i t ion  ~gal ~ ioo.  
** I1 n ' e s t  pas  en t i~ remen t  exclu que  la f rac t ion  e n z y m a t i q u e  utilis~e con t i enne  de l ' i somd- 

rase  u ron ique  c a t a l y s a n t  r6ve r s ib lemen t  l ' i somdr isa t ion  du g a l a c t u r o n a t e  en  t a g a t n r o n a t e ;  ce t te  
e n z y m e  pa ra i t  c e p e n d a n t  peu  ac t ive  dans  nos  condi t ions  s t a n d a r d .  

*** F rac t ion  purifide e x e m p t e  d ' ac t iv i td  hyd ro l ya se  a l t ron ique  22. 
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allost6riques. On est 6videmment tent6 d'envisager pour ces m6canismes un r61e 
r6gulateur dans la sdquence d6gradative des hexuronates, mais l 'ensemble des ob- 
servations relat6es est difficile ~ coordonner dans cette optique. 

Effet de la tempdrature 
Dans l ' intervalle de temperature 25-49 °C, l 'activit6 enzymatique ob~it ~ la 

loi d'Arrhenius. L'~nergie d 'activation correspondante est de 34 k J/mole (8 kcal/ 
mole) et le Q10 de la r6action (calcul6 entre 32 et 42 °C) est voisin de 1. 5. 

Inactivation thermique 
3, 52 °C l 'hydrolyase mannonique (extraits bruts ou purifi6s) suit une loi expo- 

nentielle de d6naturation jusqu'~t 30% d'activit6 r~siduelle au moins, avec une demi- 
vie de 2 rain (Fig. 6). L'observation d'une cin6tique ~ deux pentes n'exclut nullement 
l'homog~n6it6 de l'esp~ce enzymatique 6tudi6e. En effet, un m~me extrait  inactivfi 
dans des conditions diff~rentes de temp~rature ou de teneur en NaC1 ne donne jamais 
le m~me pourcentage d'activit6 la plus thermor6sistante (extrapol6 au temps z6ro 
d'inactivation), alors que ce pourcentage serait fixe s'il existait dans l 'extrait  deux 
enzymes isofonctionnelles de thermostabilitd difffrente. Ce phdnomgne de rupture 
de pente, observ6 par plusieurs auteurs sur des pr@arations enzymatiques totalement 
homog~nes (refs 19, 28, 29 et Novel, G., r~sultats non publi6s) pourrait ~tre dfi ~ la 
protection de l 'enzyme par des mol6cules prot6iques inertes venant s'agr6ger ~t celle 
de l 'enzyme ~t partir  d 'un certain stade de d~naturation. 
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Fig. 6. Inact iva t ion  thermique  de l 'hydrolyase mannonique  "k 52.5 °C. En ordonndes logarithmi- 
clues figurent les activitds rdsiduelles relatives apr6s inactivation ; en abscisses le t emps  d ' inactiva- 
tion. 

Fig. 7. Effet de l 'urde sur  l ' inact ivat ion thermique  de l 'hydrolyase mannonique  "X 41 °C, En or- 
donndes logar i thmiques figurent les activitds rdsiduelles relatives apr6s inact ivat ion;  en abscisses 
le t emps  d ' inact ivat ion.  O - - O ,  tdmoin;  U - - - !  + ur6e 4 M. 

Effet de l'urde sur l'inactivation thermiquc 
Le r6sultat pr6cddent nous a conduits & utiliser l'ur6e pour tenter de modifier 

l '~tat d'agr6gation prot6ique 30 '~. L'abaissement graduel de la temp6rature d'inacti- 
vation et l 'augmentation progressive de la concentration en ur6e provoquent une 
tr~s nette diminution concomitante de la proportion apparente d 'enzyme thermo- 
r6sistante. Dans les meilleures conditions obtenues (Fig. 7), la cin6tique est lin6aire 
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sans rupture jusqu'& 9% d'activit4 r4siduelle (extrapolation ~ 16% sur l 'axe des 
ordonn4es). I1 parait  probable que la deuxi~me pente observ4e n'est qu 'un r4sidu de 
protection artefactuelle par agr4gats et que l 'activit4 de l 'hydrolyase pr4sente dans 
l 'extrait  brut  est le fait d 'une mol4cule prot4ique homog~ne (jusqu% 85 % de l 'activit4 
au moins). Cette affirmation est renforc4e par l 'existence d 'un pic d'activit4 unique 
et bien homog~ne lors de la chromatographie sur DEAE-cellulose; cette fraction est 
n4anmoins inactiv4e par la chaleur selon une cin4tique ~ deux pentes. Une confir- 
mation de l'unicit4 de l 'enzyme ressort de la caract4risation d'un g&ne de structure 
unique pour l 'hydrolyase mannonique 5. 

Effet protecteur de divers glucides vis d~ vis de l'inactivation thermique 
Les conditions restrictives du dosage chimique 6 ne permettent  pas l'essai de 

protection par le substrat  lui-m~me. Parmi les divers analogues st4riques de ce 
dernier exer~ant un effet inhibiteur, seul le D-gluconate prot&ge l 'enzyme contre la 
d4naturation thermique (Fig. 8). Les deux autres inhibiteurs comp4titifs, D-sorbitol 
et D-mannitol, bien qu 'ayant  une affinit4 comparable ~ celle du gluconate pour 
l 'enzyme, n'exercent aucune protection contre l ' inactivation. I1 faut remarquer que 
le D-gluconate est seul ~ poss6der un groupement carboxyle en Position I comme le 
mannonate,  ce qui pourrait  4ventuellement lui conf6rer un effet protecteur diff4ren- 
tiel. Quoiqu'il en soit ce r4sultat sugg~re net tement  nne fois de plus que le gluconate 
se fixe sur le m6me site que le mannonate. 

100 
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Fig. 8. Effe t  du D-gluconate  sur  l ' i nac t iva t ion  t h e r m i q u e  de l ' hyd ro lyase  m a n n o n i q u e  & 49 °C. 
E n  ordonn4es  l oga r i t hmiques  f igurent  les ac t iv i t4s  r4siduelles re la t ives  apr~s inac t iva t ion ,  en  
abscisses  le t e m p s  d ' i nac t iva t ion .  O---O,  t 4moin ;  A - - A ,  + 3 -g lucona te  12 mM. 

Fig. 9. I n a c t i v a t i o n  de l ' hyd ro lyase  m a n n o n i q u e  pa r  le PCMB. Un  ex t r a i t  b r u t  tr~s concent r4  
(30 m g  de poids  sec pa r  ml) es t  incub6 5, t e m p 4 r a t u r e  a m b i a n t e  en  presence  de PCMB I mM. 
Pou r  c h a q u e  t e m p s  d ' i n a c t i v a t i o n  une  par t ie  a l iquote  d ' e x t r a i t  est  dilu4e d ix  fois dans  le mil ieu 
r4ac t ionnel  comple t  ma i s  e x e m p t  de Fe z+ et  2 -mercap to4 thano l  (37 °C). En  ordonn6es  logar i th-  
m i q u e s  f igurent  les ac t iv i t4s  r6siduelles re la t ives ;  en abscisses  le t e m p s  d ' i nac t iva t ion .  Le t4moin  
res te  p e n d a n t  le t e m p s  de l ' i nac t iva t ion  5. t e m p 4 r a t u r e  a m b i a n t e  (2 5 °C). O---Q,  t 4moin  sans  
PCMB;  I - - i ,  + P C M B  I mM. 

E ffet du p-chloromercuribenzoate 
Ajout4 en m~me temps que le substrat,  le PCMB n'exerce aucun effet jusqu'/t 

la concentration de o.I mM. A I mM de PCMB la vitesse ddcroissante de la r4action 
enzymatique d4note une d4naturation progressive de l 'enzyme. Effectivement 
l 'enzyme pr4incub4e avec le PCMB I mM est progressivement inactiv4e (Fig. 9). 
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Le seuil de sensibilit6 de cette enzyme au PCMB (I mM) est relativement 61ev6 corn- 
pard h celui de l 'enzyme homologue, l 'hydrolyase altronique ~9. L'intervention de 
groupements SH actifs dans le fonctionnement de l 'hydrolyase mannonique ne 
parait  donc pas pr6pond6rante, mais elle n'est cependant pas inexistante: contraire- 
ment au 2-mercapto6thanol qui est sans action, le dithiothr6itol et le dithio6rythritol 
(50 raM) doublent ou triplent respectivement l 'activit6 hydrolyasique en l'absence 
de fer. 

Identification du produit rdaclionnel de l'hydrolyase mannonique 
Lors de la chromatographic des produits de la r6action enzymatique catalys6e 

in vitro par l 'hydrolyase mannonique, on r6v61e la pr6sence d'une tache cochromato- 
graphiant avec le 2-c6to-3-d6soxy-D-gluconate authentique (aimablement fourni par 
J. Pouyssfgur) (RF = 0.36) et de deux autres taches identifiables ~ l'acide manno- 
nique et ~ sa laetone, ~ l'exclusion de toute autre tache correspondant ~ l 'un des inter- 
m6diaires de la s6quenee des hexuronates, pris comme t6moins ou d 'un quelconque 
autre glucide. 

Le produit de la d6shydratation du D-mannonate assur6e par l 'hydrolyase 
mannonique chez la souche K 12 S 3000 est donc tr6s vraisemblablement du 2-c6to- 
3-d6soxy-D-gluconate d6j~ identifi6 par Smiley et Ashwell a chez la souche ATCC 9637 . 
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