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In the extracts of Quercuspedunculata roots, the activities of S-dehydroquinate hydro-lyase and shikimate: 

NADP oxydoreductase are eluted in the same fractions whatever separation procedures are used: chromatography 

on Sephadex G 100, DEAE cellulose and hydroxylapatite, centrifugation in sucrose density gradient, disc electro- 

phoresis. These results are closely related to those obtained on the aggregate of enzymes involved in the shikimate 

pathway in Neurospora crassa. The molecular weight of the association determined by gel filtration is about 

55,000. 

1. Introduction 

ParalMement aux progrt% rBalis& sur la localisation 
intracellulaire des enzymes, se dgveloppe g 1’Cchelle 
molCculaire, l’idte selon laquelle les protCines cataly- 
sant des rCactions successives d’une m&me chaine mC- 
tabolique existeraient g l’etat de systemes multien- 
zymatiques hautement organids. De cette association 
risulteraient une efficacitC accrue et de nouvelles 
possibilit6s de contr8le de la voie biosynthitique. 

L’intervention de tels systhmes est actuellement 

bien Ctablie chez les microorganismes et les animaux: 
complexes de l’oxydation du pyruvate, de la synthese 
du tryptophane, de la synthese des acides gras [ 1, 21. 

En 1967, Giles et al. [3] ont identifie chez Neuro- 
sporu crassa un agrCgat catalysant cinq rCactions 
sCquentielles dans la voie de l’acide shikimique 
(Ctapes 2 2 6 - schCma). Des Ctudes sur six autres 
champignons infkrieurs [4] on montrC la prCsence de 
cette mCme association alors que les enzymes con- 
stitutives Ctaient trouvkes sCparCment chez plusieurs 
esphces de Bacttries [5] . 
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Chez les vegttaux superieurs, bien que la presence 
de tels complexes soit hautement probable [6] on ne 
possede que peu d’elements experimentaux en faveur 
de leur existence dans une fraction soluble. Ce travail 
apporte la demonstration de l’association de deux 
activites intervenant sequentiellement dans la syn- 
these de l’acide shikimique chez Quercus pedun- 
culata, la 5deshydroquinate hydro-lyase (EC 4.2.1. 
10) et la shikimate: NADP oxydoreductase (EC 1.1. 
1.25) (Ctapes 3 et 4 - schema). Tres recemment il a 
CtC montre sur des cultures de cellules de Nicotiana 
tabacum que ces deux enzymes n’etaient pas sepa- 
rables par centrifugation sur gradient de saccharose 

]71. 

2. Partie experimentale 

2.1. Mate’riels 
L’extraction des enzymes Porte sur des racines 

de Quercus pedunculata Ehrh. obtenues apres stra- 
tification des glands pendant un mois dans du sable 
humide a 20”. On homogeneise 10 g de materiel 
frais en presence de 25 g de Polyclar AT dans 80 ml 
de tampon phospate 0,l M de pH 75 renfermant 
0.5% de P.E.G. 6000 et 0,25% de thioglycolate de 
sodium. Le surnageant obtenue apres 20 mn de cen- 
trifugation a 16.000 g constitue l’extrait brut. 

L’acide shikimique et le NADP sont d’origine 
commerciale (Calbiochem), l’acide 5-deshydro- 

quinique a CtC prepare a partir de l’acide quinique 
selon la technique de Grewe et Haendler [S] . 

2.2. Mesure des activitks enzymatiques 
L’activite de la 5-deshydroquinate hydro-lyase a 

Cte appreciee par l’augmentation de l’absorbance a 
234 nm due a la production de 3-deshydroshikimate 
[9] dans le tampon phosphate 0,l M de pH 7,5. 
Celle de la shikimate: NADP oxydoreductase est de- 
terminee, dans le sens d’oxydation de l’acide shiki- 
mique, par la mesure de l’augmentation d’absorbance 
a 340 nm selon le protocole de Udvardy et Farkas 
[lo] au pH optimum de l’enzyme du Chene: 9,5. 

2.3. Techniques de fractionnement des prote’ines 
enzymatiques 

2.3.1. Chromatographie 
Les proteines de l’extrait ont CtC chromatogra- 
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phi&es sur gel de Sephadex G 100 (Parmacia Fine 
Chemicals), sur DEAE cellulose (Cellex D Bio-Rad) 
et sur hydroxylapatite (Biogel HTP Bio-Rad). 

2.3.2. Centrifugation en gradient de densite 
Des gradients lineaires ont CtC prepares a 4” a 

partir de solutions de saccharose (5-20%) dans le 
tampon tris-HCl 0,l M de pH 7,5, 10e4 M en dithio- 
threitol [4] . 

On depose sur chaque gradient de 48 ml, 0,l ml 
d’extrait enzymatique puis on centrifuge a 39.000 
tours/min dans le rotor SW 39 dune ultra centrifu- 

geuse Spinco modble L, pendant 17 h a 4”. Apres avoir 
per& chaque tube a sa partie inferieure on recueille 

36 fractions de 2 gouttes sur lesquelles on determine 
l’activite des deux enzymes. 

2.3.3. Electrophorese 
L’electrophorese sur gel de polyacrylamide a CtC 

realisee sur un appareil Shandon et les gels prepares 
selon Davis [ 131. L’electrophorese est conduite pen- 
dant 314 d’heure a 4” sous un voltage de 4 mA par 
tube. La revelation de la shikimate: NADP oxydore- 
ductase s’effectue d’apres Udvardy et Farkas [lo] . 
Pour l’elution des enzymes apres migration, le gel 
est d&coupe en fragments d’environ 2 mm qui sont 
ensuite homogeneises dans 2,5 ml de tampon phos- 
phate 0,l M de pH 7,5 a l’appareil Ultra-Turrax. La 
mesure des activites enzymatiques est realide sur 1 ml 
de la solution. 

2.4. Estimation du PM du complexe par filtration 
sur gel 

Le poids moleculaire du complexe a CtC determine 
par filtration sur gel de Sephadex G 100 [ 121; la 
colonne (3,5 X 38 cm) Cquilibree dans du tampon 
tricine-soude M/200 de pH 8 est Ctalonnee a l’aide 
de proteines de poids moleculaires connus (Mann 
Research Laboratories). 

3. Resultats et discussion 

A la suite des diverses operations de fractionne- 
ment retenues la determination des deux activites 
enzymatiques indique une concordance parfaite 
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kg. 1. Diagramme d’klution des deux activitks sur Skphadex 

G 100. Colonne 54 X 5 cm kquilibrke et &ke avec un tam- 

pon phosphate M/10 pH 7,s. Dibit: 100 ml/h, fractions de 

10 ml aprks le Vo. 
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Fig. 2. Diagramme d’6lution des deux activitks sur DEAE 

cellulose. Colonne 1 X 10 cm 8quilibr6e dans un tampon 

phosphate M/100 de pH 7,s. Elution par un gradient likaire 
(250 ml tampon d’kquilibration - 250 ml tampon phos- 

phate pH 7,s M/S). Dkbit de 60 ml/h. Fractions de 10 ml. 
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Fig. 3. Diagramme d’ilution des deux activiks sur hydroxyl- 

apatite. Colonne 1 X 10 cm kquilibrke dans un tampon phos- 

phate M/200 de pH 6,7. Elution par un gradient tin&ire (300 

ml tampon d’kquilibration - 300 ml tampon phosphate pH 

6,7 M/5). 
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Fig. 4. Localisation des deux activitks aprk centrifugation 

sur gradient de saccharose. L’extrait enzymatique provient 

de la lyophilisation de la zone active recueillie aprk Sipha- 

dex G 100. 
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Fig. 5. Localisation des deux activitk aprbs ilectrophorkse 

SW gel de polyacrylamide. L’extrait enzymatique correspond 

i un $luat actif obtenu aprks hydroxylapatite, concentrk 

par lyophilisation et amen6 i 10% en saccharose. 

1 -7 
0 

3w J_ 
E E 
0 
x 

/ 

* 
4 
4 

ml 

1 I 
lw mo 250 Ho’ 

udume d’effluem [ml1 

Fig. 6. Diagramme d’klution des protkines &talons et de l’asso- 

ciation enzymatique du Ch6ne sur colonne de Skphadex G 

100. (1) Albumine 67.000, (2) ovalbumine 45.000, (3) chy- 

motrypsinog&ne 25.000, (4) myoglobine 17.800, (5) cyto- 
chrome 12.400, (E) association enzymatique. Le PM de E 

a 4th apprkid sur une courbe &talon trake i partir des don- 
n&es du diagramme. 

entre le comportement de la S-deshydroquinate 
hydro-lyase et celui de la shikimate:NADP oxydorB 
ductase (figs. l-5). Ces Gsultats rendent probable 
l’association des deux activitCs au sein d’une mCme 
structure protCique. On ne peut cependant savoir 
s’il s’agit d’une seule enzyme bifonctiom:elle ou d’un 

complexe form6 d’unitCs enzymatiques distinctes. 
Le poids molCculaire de cette association dCter- 

mini par filtration sur gel serait d’environ 55 .OOO 
(fig. 6). Cette valeur reste proche de celles obtenues 
pour les deux enzymes de Nicotiana tabacum et 

pour la shikimate:NADP OxydorCductase de l’orge 
[lo] mais diffkre nettement de celle du systbme 
multienzymatique conduisant de 1’Ctape 2 g 1’Ctape 
6 de la voie de l’acide shikimique chez Neurospora 
crassa qui est de 230.000. 

S’agit-il chez le ChCne d’une association uniquement 
bifonctionnelle? 

Les enzymes catalysant les Ctapes 1 et 2 ont CtC 
mises en Cvidence chez ce vCgCta1 [ 131 mais, par suite 
de leurs faibles activitCs, nous n’avons pu suivre leur 
comportement au tours de cette Ctude. Par ailleurs, 
les &tapes 5 et 6 dont l’existence a CtC dCmontrCe 
rCcemment chez le Haricot et le Pois [ 141 n’ont pas 
BtC recherchkes. La faible valeur de PM obtenue pour 

l’association du Ch&ne ne suggkre pas un caractkre 
multifonctionnel comme chez Neurospora crassa 
mais ce’type d’organisation pcurrait exister in vivo, 
le complexe pouvant subir une dissociation en certains 

de ses composants au tours des opCrations d’extrac- 
tion et de purification. 

En dehors des travaux nCcessaires Q la connaissance 
de la structure et des modal&& de regulation d’un tel 
systkme, le nombre d’activitks qui y sont rCellement 
engagCes reste done g prCciser. 

Ce premier indice de l’existence de complexes 
multienzymatiques chez les VCgCtaux supCrieurs laisse 
prCvoir une plus grande gCnCralitC du phenomkne; son 
intervention dans la voie de l’acide shikimique apporte 
un ClCment nouveau dans la comprChension du mCta- 
bolisme alicyclique chez les plantes et en particulier 
dans les interrelations entre acides quinique et shi- 
kimique. 
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