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"L'esprit scientifique, c'est auséi l'esprit
d'accueil. On est accueillant devant le résultat des expé-
riences : elles contiennent une part de vérité que nous
ignorons encore et gue nous allons peut-&tre découvrir si
nous prétons attention. Nous ne savons pas ce que nous al-
lons trouver, mais nous en Sommes heureux a l'avance. Si
nous extrapolons cette attitude au reste de notre existence,
nous garderons une bienveillance attentive devant tout ce
gul nous entoure, les choses et }les etres, les hommes gue
nous rencontrerons et les événements que nous vivrons,

C'est une attitude trés positive qui rend heureux celui gui
la posséde et gui rend heureux ceux gu'il approche. C'est
un élément d'intérét pour le monde, pour son €volution, pour
les fréres hommes éloignés de nous, c'est une source de
rayonnement.

Alors, notre existence se poursuivra dans une
ambiance de constant progrés, de renouvellement, d'accueil

au monde ..."

Lowis LEPRINCE-RINGUET
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RESUME

La fructose 1,6-bisphosphatase chloroplastique (EC
3.1.3.11) d'Euglena gracilis est purifiée jusqu'ad 1'homogénéité

par précipitations & 1l'acide et au sulfate d'ammonium (30-50 %},
chromatographies sur DEAE-cellulose et hydroxyapatite, chromato-
focusing et filtration sur gel de Sephacryl. La FBPase est rela-
tivement thermostable, puisqu'elle est encore active & 50°C. Le
poids moléculaire de 1l'enzyme, estimé par filtration sur gel de
Sephacryl, se situe entre 190 et 210'000. Une bande unique, avec
un PM d'environ 50'000, est détectée aprés électrophorése sur
gel dénaturant. Il en résulte gue la FBPase chloroplastigue d'Eu-
gléne est constituée de 4 sous-unités. Son point isocélectrique
est de 4.9-5.0.

La courbe sigmoide de l'activité de la FBPase chlo-
roplastique d’Euglena gracilis, dépendant du temps, suggéere

qu'il s'agit d'une enzyme de régulation. En effet, in vivo elle
est activée par la lumiére, gqui peut etre remplacée par le di-
thiothreitol. D'autre part, la FBPase purifiée est activée in
vitro par le DTT et un extrait protéinique, partiellement puri-
fié par précipitation au sulfate &'ammonium (50-%0 %}, filtra-
tion sur gel de Sephadex, chromatographies sur hydroxyapatite,
DEAE- et CM- cellulose ; il renferme 3 protéines de PM 10'500,
11’000 et 16'000, détectées par électrophorése sur gel dénatu-
rant. On peut donc en déduire que l'activité de la FBPase est
également régulée dans les chloroplastes d'Eugléne par le sSys-
téme ferrédoxine-thiorédoxine.
Chez Euglena gracilis, la FBPase chloroplastique

est synthétisée, comme d'ailleurs pratiquement toutes les autres
enzymes du cycle de Calvin, au niveau des ribosomes cytoplas-
miques puis est importée dans les chloroplastes,



INTRODUCTION GENERALE

"La Nature s'est donnée la tadche de capter au
vol la lumiére déversée sur le monde, et d'emmaga-
siner la plus mouvante de toutes les forces, aprés
1'avoir immobilisée. Pour y parvenir, elle a recou-
vert l'écorce terrestre d'organismes gqui, & l'état
vivant, absorbent la lumiére solaire et produisent
continuellement, en utilisant cette Force, une
somme de différence chimique. Ces organismes sont
les plantes ... Dans les plantes, il ne se produit

gu'une transformation, non une création de matiere.”

Julius Robert MAYER
Die organische Bewegung in ihrem
Zusammenhange mit dem Stoffwechsel
Heilbronn (1845}

Les Végétaux sont le siége d'une fonction biologigque

fondamentale : la photosynthése. Dans les Algues et les Végétaux
~supérieurs, elle est localisée dans des organites particuliers,
les chloroplastes. Lorsque ceux-ci sont éclairés par de la
lumiére de longueur d'onde convenable, ils réduisent le gaz
carbonique en glucides (réactions enzymatigues de la photosyn-
thése) et cette réduction s'accompagne d'un dégagement d'oxy-
géne, provenant de la photolyse de l'eau (réactions photochi-
miques de la photosynthése). Le dégagement d'oxygéne est un
phénoméne treés rapide (de l'ordre du millidme de seconde), gui
suit immédiatement l'éclairement et qui a lieu dans les thyla-
koides, tandis gue la réduction du gaz carbanique est plus

lente et se déroule dans le stroma. Les réactions photochimiques
de la photosynthése (Fig.l) sont fort complexes. Deux photo-
systémes captent les photons de la lumiére solaire, qui excitent
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Fig.l. Réactions photochimiques de la photosynthése : systéme
transporteur d'électrons. 2, donneur primaire d'électrons du
photosystéme II (PS II1) ; Q, accepteur d'électrons du PS II ;
P?OO' donneur d'électrons du photosystéme I (PS 1) ; X, accep-
teur d'électrons du PS5 1

Tiré de Maugh (1981)

les chlorophylles. Il en résulte une émission d'électrons qui
sont pris en charge par un systéme transporteur d'électrons. Le
bilan énergétique consiste en la formation d'ATP (photophospho-
rylation) et réduction du NADP, qui sont utilisés dans la seconde
phase. Les réactions enzymatiques de la photosynthése sont nom-
breuses. Elles constituent le cycle de Calvin-Benson-Bassham ou
cycle réductif des pentoses phosphates (Fig.2).

’ Chez les Végétaux supérieurs, plusieurs réactions du
cycle de Calvin sont activées par la lumiére (réactions clef du
cycle). Elles sont catalysées par les enzymes suivantes : la
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Fig.2. Réactions enzymatigues de la photosynthése : cycle de
Calvin-Benson-Bassham ou cycle réductif des pentoses phosphates (P).
DHAP, dihydroxyacétone phosphate ; E4P, érythrose 4-P ; FBP, fruc-—
tose 1,6-bisphosphate ; FBPase, fructose 1,6-bisphosphatase ;

F6P, fructose 6-P ; GA3P, glycéraldéhyde 3-P :; GA3P DH, glycéral-
déhyde 3-phosphate déshydrogénase ; GlyBP, glycérate 1,3-bis-
phosphate ; Gly3P, glycérate 3-P ; RuBP, ribulose 1,5-bisphos-
phate ; Ru5P, ribulose 5-P ; R5P, ribose 5-P ; SBP, sédoheptulose
1, 7-bisphogphate ; SBPase, eédcheptulose 1,7-bisphosphatase ;

S7P, sédoheptulose 7-P ; Xu5P, xylulose 5-P

Tiré de Marie-Louise Champigny (1976}



ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase, la glycéraldéhyde 3-phos-
phate déshydrogénase, la fructose 1,6-bisphosphatase, la sédo-
heptulose 1,7-bisphosphatase et la ribulose 5-phosphate kinase.
Parmi celles-ci, la FBPase de méme gue son mécanisme de régula-
tion sont étudiés chez 1'Epinard (Buchanan et al.,1371; Schiirmann
et al.,1976; Wolosiuk et Buchanan,1977). Dans les chloroplastes,
cette enzyme est activée par un mécanisme qui comprend des pro-
téines réqulatrices (ferrédoxine, ferrédoxine-thiorédoxine
réductase et thiorédoxine) et qui dépend du flux d'électrons (cf.
chap.2}. A un pH davantage alcalin et 3 une concentration plus
élevée de magnésium, la FBPase démontre une activité, qui est
indépendante du mécanisme de régulation chloroplastique. 11 est
dés lors intéressant d'examiner la question chez Euglena
gracilis, algue unicellaire flagellée, faisant partie de 1'em-
branchement des Euglénophytes, pour saveir si ce mécanisme de
tégulation enzymatique existe déja chez les Végétaux inférieurs.
Nous allons donc passer en revue la purification et
les propriétés de la FBPase chloroplastique d4'Euglena gracilis

{chapitre 1), la mise en évidence de 1'activation de la FBPase

par la lumiére in vivo {chapitre 2}, la régulation de la FBPase
in vitro et la purification partielle de thiorédoxines (chapi-

tre 3) ainsi que la biosynthése de 1'enzyme {(chapitre 4).



Chapitre 1. PURIFICATION ET PROPRIETES OE LA FBPase CHLORO-
PLASTIQUE D'EUGLENA GRACILIS

1.1. INTRODUCTION

La fructose 1,6-bisphosphatase (0O-fructose 1,6-bis-
phosphate 1l-phosphohydrolase, EC 3.1.3.11) catalyse 1l'hydrolyse
du fructose 1,6-bisphosphate en fructose 6-phosphate et phos-
phate inorganique : )

FBPase
fructose 1,6-bisphosphate ——e fructose 6-phosphate + phosphate

Chez les Végétaux, il existe deux sortes de fructose 1,6-bis-
phosphatase : une FBPase qui intervient dans le cytoplasme
(FBEase cytoplasmique) lors de la néoglucogenése {processus
inverse de la glycolyse) et une FBPase qui agit dans les chloro-
plastes (FBPase chloroplastique) dans le cadre du cycle réductif
des pentoses phosphates (cf. Introduction). La FBPase cytoplas-
migque d'Epinard a été purifiée (Zimmermann et al.,1978) et la
FBPase chloroplastique correspondante a été fort bien étudiée :
Racker et Schroeder (1958) proposérent les premiers un procédé
de purification de cette enzyme. Plusieurs années plus tard,
deux nouveaux processus de purification sortirent conjointement :
celul présenté par Preiss et Greenberg (1971) et celui de
Buchanan, Schiirmann et Kalberer (1971), dont une mise au point

a été publiée derniérement {(Schiirmann et Wolosiuk,1978). Chez

Buglena gracilis, une activité FBPasique dans le cytoplasme a
été rapportée (Smillie,1963) et une premiére méthode de purifi-
cation de la FBPase chloroplastique a été présentée par App et
Jagendorf (1964). Ce chapitre décrit un nouveau procédé de puri-
fication de la fructose l,6-bisphosphatase chloroplastique
d'Euglena gracilis, en tenant compte des techniques actuelles.




1.2. MATERIEL ET METHODES

1.2.1. Culture et stockage des cellules d'Euglena gracilis

Les cellules d'Euglena gracilis utilisées sont de

souche Z(ICC}, elles proviennent donc de la collection de cul-
tures d'algues de 1'Université de 1'Indiana, auvx Etats-Unis
(Indiana Culture Collection). Au laboratoire, elles sont con-
servées sur milieu solide d'agar.

Le type de culture, choisi pour 1'obtention de ces
cellules en vue d'isoler la FBPase chloroplastique, est mixo-
trophe (le rendement des cellules étant 6 fols supérieur par
rapport au type de culture autotrophe) : les Euglénes vont se
développer & la lumiére {environ 5'000 lux) & environ 25°C dans
6 bouteilles de 1{ litres (20 x 45 cm), contenant chacune 8
litres de milieu hétérotrophe (Greenblatt et Schiff,1959). L'air
pénétrant dans les bouteilles de culture est filtré et les
milieux nutritifs sont agités. La récolte a lieu six jours plus
tard, en utilisant une centrifugeuse & débit continu & 177000 x g.
Aprés la récolte, les cellules sont lavées & deux reprises
(5 min, 17'000 x g) avec 50 mM Tris-HCl pH 7.9, puis stockées

au congélateur a - 20°%.

1.2.2. Méthodes d'analyse enzymatique

Au cours de la purification de la FBPase, la méthode
colorimétrique est utilisée pour 1'analyse de la colonne DEAE-
cellulose et la méthode spectrophotométrique pour l'analyse des
autres colonnes ainsi que pour la détermination de 1'activité

spécifique & chaque étape.

Le principe de la méthode colorimétrique consiste &
doser le phosphate libéré lors de la réaction catalysée par la
fructose 1,6-bisphosphatase

. FBPase
fructose 1,6-bisphosphate ———== fructose 6-phosphate + phosphate
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Pour analyser la colonne DEAE-~cellulose, 50 pl de
fraction sont ajoutés au mélange réactionnel (volume final =
0.5 ml) renfermant {en Fmoles) Tris-HC1l pH 8.4, 50 ; EDTA-Na,
0.05 & MgSO4, 10. Le substrat (FBP-Naa}, 1.5 Fmole, est intro-
duit en dernier pour faire démarrer la réaction. Le temps de
réaction est de 15 minutes a 25°C dans un bain thermostaté. La
réaction est arrédtée en ajoutant 2 ml de mélange pour le dosage
du phosphate, selon la méthode de Fiske et SubbaRow (1%25) légé-
rement modifide (mélange stable pendant une journée : eau dis-
tillée, 60 ml ; acide sulfurique (1/5 concentré) 10 ml ; solu-
tion d'heptamolybdate 4'ammonium & 6.6 %, 10 ml ; sulfate de fer,
1.25 g). Le phosphate libéré forme avec l'heptamolybdate 4'ammo-
nium le complexe de phosphomolybdate d'ammonium qui est réduit
par le sulfate de fer pour former le bleu de molybdéne. Aprés 10
minutes, l'absorbance est lue & 660 nm contre un blanc {la frac-
tion utilisée ne contenant pas de PBPase). La quantité de phos-
phate 1ibéré est calculée par rapport & une courbe étalon établie
~ avec des concentrations croissantes de-phosphate inorganique {une
absorbance de 1.25 correspond a 1 Fmole de phosphate) .

Au cours de la purification de 1ls FBPasse, la méthode
spectrophotométrique est utilisée pour l'analyse des colonnes
hydroxyapatite, chromatofocusing et Sephacryl, de méme gque pour
la détermination de l'activité spécifique a chaque étape.

La FBPase hydrolyse le fructose 1,6-bisphosphate en
fructose 6-phosphate + phosphate. Par la présence de deux énzymes
complémentaires dans le mélange réactionnel, le fructose 6-phos-
phate est isomérisé par la glucosephosphate isomérase (GPI) en
glucose 6-phosphate (G6P}, qui, & son tour, est transformé par
la glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6P DH) en gluconate
6-phosphate en présence de NADP :

FBPase GPI G6P DH

FBP —————w F6P —— GSPF—-__‘P\GJ:CO“ate 6—phosphate

+
NADP waopH + B



C'est donc la réduction du NADFE gui est mesurée, en suivant la
réaction enzymatique & 340 nm, ce gqui correspond stoechiométri-
quement & 1'hydrolyse du fructose 1,6-bisphosphate.
L'échantillon a tester {jusgu'a 50 pl) est donc
introduit dans une cuvette spectrophotométrique contenant le
mélange réactionnel (0.95 ml) qui renferme {en pmoles) Tris-HC1
pH B.4, 100 ; EDTA-Na, 0.1 ;: Mq504. 20 ; NADP, 0.3 ; FBP-NaB. 1 ;
alucosephosphate isomérase, 1.75 unité ; glucose 6-phosphate
déshydrogénase, 0.70 unité. Le changement d'absorbance & 340 nm
est enregistré. La pente est mesufée, puis, connaissant le coef-
ficient d'extinction molaire du NADPH, la quantité de substrat
transformé est calculée et le résultat est donné en nmoles de
FBP hydrolysé par minute. L'activité spécifique est exprimée en
unités/mg (une unité enzymatique étant la guantité nécessaire
d'enzyme pour transformer une micromole de substrat par minute
3 25°%).

1.2.3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé selon le procédé
de Lowry et al. (1951). Le principe en est le suivant : la tyro-
sine et le tryptophane des protéines traitées réduisent en
milieu alcalin le réactif de Folin (acide phosphomolybdotung-
stique) pour former le bleu de molybdéne. Une solution de sulfate
de cuivre est ajoutée, ce qui a pour résultat 4'augmenter 1'in-
tensité de la coloration qui dépend de la quantité de protéines.

En pratique, cela se passe de la maniére suivante :
dans une éprouvette, mettre jusqu'i un volume de 0.5 ml 1'échan-
tillon a analyser (compléter avec de 1l'eau si nécessaire), ajouter
5 ml du premier mélange {CuS0,-5 H,0 (2 %), 1 ml ; K-Na-tartrate
+4 H20 (4 &), 1 mL ; N62C03 (3 %) dans NaOH 0.1 N, jusqu'a 100 ml),
mélanger sur le vortex, attendre 10 min. Introduire 0.5 ml du
second mélange (réactif de Folin-Ciocalteu 2 N, S ml : eau bidis-
tillée, 5 ml), remélanger, attendre & nouveau 10 min. Puis lire
1'absorbance a 660 nm. La quantité de protéines dans 1'échan-

tillon est calculée par rapport a une courbe étalon établie avec
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la sérum-albumine de boeuf. La concentration protéinique est
donnée en mg de protéines/ml. Quand la guantité de protéines
dans 1'échantillon est supposée étre assez faible (moins de 20
g9} un microdosage est effectué : au lieu des volumes de
0.5/5/0.5 ml par éprouvette, ce sont les volumes 0.2/2/0.2 ml
qui sont utilisés. Dans ce cas, il faut attendre 30 minutes une
fois le second mélange introduit, avant de pouvoir lire 1'absor-
bance & 660 nm.

1.2.4. Electrophorése sur gel natif

L'électrophorése sur gel natif de polyacrylamide
{systéme 6 ; Maurer,1971) est utilisée pour suivre la purifica-
tion pendant les différentes étapes. Ce systéme d'électrophorése
(concentration & pH 7.0, séparation & pH 8.0) a été choisi, car
il est adéquat pour 1l'enzyme étudiée. Par contre, en utilisant
le systéme plus courant (systéme 1 ; Davis,1964), il a été réa-
lisé que sous ces conditions (concentration & pH 8.3, sépara-
tion & pH 9.5), 1l'enzyme se dégrade sur le gel, provoquant des
trainées de protéine. La FBPase d'Eugléne se comporte donc d'une
maniére semblable & celle d'Epinard, ol il a été observé qu'elle
tombe en sous—unités sous ces mémes conditions d'électrophorése
(Buchanan et al.,1971; Zimmermann et al.,1976).

Pour la réalisation d'une €lectrophorése sur gel
natif, les solutions suivantes sont utilisées
- Solution d'acrylamide {pour 100 ml) : acrylamide, 30 g ; bis-
acrylamide, 0.8 g.
- Tampon Tris-HCL pH 7.5 {(pour 100 ml} : 1 N HCl, 4B ml ; Tris,
6.85 g ; TEMED, 0.46 ml.
~ Tampon Tris-phosphate pH 5.5 (pour 100 ml} : 1 M H3904, 39 ml ;
Tris, 4.95 g ; TEMED, 0.46 ml.
~- Solution de persulfate d'ammonium : 14 mg/ml.
- Solution de riboflavine {pour 100 ml) : 4 mg.
- TEMED. .
- Solution d'échantillon (0.5 ml) : glycérol 50 %, 0.1 ml ; solu-
tion bleu de bromophénol 0.05 %, 0.05 ml ; eau bidistillée, 0.35 ml.
- Tampon d'électrophorése (1 litre) : acide diéthylbarbiturique,
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5.52 g ; Tris, 1 g.

- Bain de coloration (par litre} : bleu de Coomassie, 2.5 g ; mé-
thanol 50 %, 908 ml ; acide acétigue, 92 ml. )

- Bain de décoloration (par litre) : acide acétique, 45 ml ; mé-
thanol, 50 ml.

Le gel de séparation (10 cm de hauteur x 1% c¢m de
largeur, 7.5 % d'acrylamide, 21 ml} est coulé le premier entre
les deux plagues de verre de l'appareil d'électrophorése., Elles
sont distantes de 1.5 mm (épaisseur du gel) et positionnées ver-
ticalement. Il est & remarguer gue pour les deux autres types de
gel {cf. § 1.2.5.2 et 1.2.5.3), le méme appareillage est utilisé
et les dimensions des gels sont semblables (10 x 15 x 0.15 cm).
La compesition du gel de séparation est la suivante

- Tampon Tris-HCl pH 7.5 2.6 ml
- Solution d'acrylamide 5.2 ml
- Persulfate 4'ammonium 1.0 ml
- Eau bidistillée 12.2 ml

Puis ¢'est le gel de concentration (3 % d'acrylamide,
7.2 ml) gui est versé. Voici sa composition

- Tampon Tris-phosphate pH 5.5 0.9 ml
- Solution d'acrylamide 0.72 ml
- Riboflavine 0.9 ml
- TEMED 6 l,l.].

- Eau bidistillée 4.68 ml

X

Les échantillons (jusqu'a 15 pl) sont dilués deux
fois avec la solution d'échantillon, puis sont appliqués sur le
gel dée gue le tampon d'électrophorése est versé dans les deux
cuves de 1'appareil. L'électrophorése dure environ 3 heures, sous
courant continu constant de 30 mA. Ensuite le gel est introduit
dans le bain de coloration ; 20 a 30 min plus tard, il est trans-
féré dans le bain de décoloration. Les protéines apparaissent
chacune sous la forme d'une ligne distincte colorée en bleu sur
le gel, & des hauteurs différentes suivant la migration gqu'elles
ont effectuée durant l'électrophoreése.
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1.2.5, Méthodes de détermination du poids moléculaire de la FBPase

11 est possible d'estimer le poids moléculaire des
protéines par Eiltration sur gel, car 1'élution des protéines a
lieu dans un certain ordre, lui-méme fonction logarithmique du
poids moléculaive {Andrews, 1964 et 1965).

C'est une colonne Sephacryl 5-300 (1.5 x 84 cm) qui
est utilisée pour l'estimation du poids moléculaire de la FBPase.
La drcite étalon a été établie avec les protéines de référence

suivantes :

Protéing étalon Poids moléculaire
RuBP carboxylase d'épinard 550'000
catalase de foie de bhoeuf 232'000
lactate déshydrogénase de muscle de lapin 140'000
sérum-albumine de hoeuf (dimére) ) 1341000
gérum-albumine de boeuf (monomére) 671000
désoxyribonucléase I de pancréas de boeuf 31000
cytochreome ¢ de coeur de cheval 12'500

L'échantillen (environ 1.5 ml), contenant & la fois
les protéines étalon et la FBPase chloroplastique d'Eugléne, est
appliqué sur la colonne Sephacryl $-300, équilibrée avec 30 mM
Tris-HC1l pH 7.3 + 200 mM NaCl + 14 mM MET. La colonne est éluée
avec le méme tampon. Le débit est d'environ 10 mi/h, maintenu
constant par une pompe. A la sortie de la colonne, 1'éluat passe
par une cellule Uvicord (enregistrement de la transmission a
280 nm) et est recueilli dans des fractions (environ 1 ml/fraction)
sur un collecteur. La posltion des protéines standard est déter-
minée d'aprés l'enregistrement, & 1'exception de la lactate dés-
hydrogénase. Sa position et celle de la FBPase sont déterminées
enzymatiguement.
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I1 existe une autre technigue pour estimer le poids
moléculaire des protéines (masse moléculaire relative) : une
électrophorése sur gel, avec un gradient de polyacrylamide, dans
le cas particulier de 4 &4 30 % {(Pharmacia,l980b).

Pour la réalisation d'une électrophorése sur gel,
gradient linéaire d'acrylamide, les solutions suivantes sont
utilisées
- Tampon d'électrophorése {(par litre) : Tris, 10.75 g ; acide
borique, 5.04 g ; EDTA-Na,, 0.93 g ; pH final, B8.5.

- Solution d'acrylamide A : acrylamide, 2.3 g ; bis-acrylamide,
0.1 g ; tampon d'électrophorése, jusgu'a 30 ml.

- Solution d'acrylamide B : acrylamide, 17.28 g ; bis-acrylamide,
0.72 g ; tampon d'électrophorése, jusgu'a 30 ml.

- Solution de persulfate 4'ammonium : 1 mg/ml.

~ TEMED.

- Tampon d'échantillon {1 ml) : tampon d'électrophoreése, 0.6 ml

-

glycérol 50 %, 0.25 ml ; solution bleu de bromophénol 0.1 &,
0,05 ml ; 2-mercaptoéthancl, 0.1 ml.

Le gel, gradient d'acrylamide 4 & 30 %, est réalisé
par mixage de deux solutions (10 ml chacune}, introduites entie
les deux plaques de verre : .
Solution 1 Solution II

— Solution d'acrylamide A 5 ml

— Solution d'acrylamide B 5 ml

~ Persulfate d'ammonium 2.5 ml 2.5 ml
- Tampon d'électrophorese 2.5 ml 2.5 ml
- TEMED 2 pl 2 pl

Puis c'est le gel d'entrée ({4 % @'acrylamide, 12 ml)

gul est versé. Sa composition est la suivante

- Bolution d'acrylamide A 6 ml
- Tampon d'électrophorése 3 ml
- Persulfate d'ammonium (3 mg/ml) 3 mi
- TEMED 10 Pl

- 2-mercaptoéthancl 2 pl
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Les échantillons {(jusqu'a 15 pl) sont dilués deux
fois avec le tampon d'échantillon, puis sont appliqués sur le
gel, dés que le tampon d'électrophorése (950 ml + 950 pl MET}
est versé dans les deux cuves de l'appareil. Les protéines stan-
dard utilisées sont les suivantes : carboxylase, catalase, lac-
tate déshydrogénase, sérum-albumine de boeuf et ovalbumine
{43'000). Les conditions d'électrophorése se présentent comme
sult : préélectrophorése (sans les échantillons) : 30 min & en-
viron 70 volts ; électrophorése : 15 & 20 min & 70 V jusqu'a ce
que les protéines pénétrent dans le gel ; électrophorése propre-
ment dite : au moins 2'000 voltheures, par exemple-15 & 16 heures
a4 150 V. La coloration et la décoloration du gel sont identiques
a celles d'un gel natif habituvel (cf. § 1.2.4}).

L'électrophorése sur gel dénaturant (emploi du dodé-
cylsulfate de sodium) de polyacrylamide est utilisée pour esti-
mer le poids moléculaire de la sous-unité de la FBPase. En effet,
il existe une relation linéaire entre la mobilité relative de la
substance considérée et son poids moléculaire (Weber et Osborn,
1969). Pour la réalisation de ce type de gel (Laemmli et Favre,
1973), les solutions suivantes sont utiliségs
- Solution d'acrylamide (pour 100 ml) : acrylamide, 30 g : bis-
acrylamide, 0.8 q.

- Tampon Tris-HCL pH 8.8 (pour 100 ml) : 1 N HC1l, 38 ml ; TPris,
18.15 g.

- Tampon Tris-HC1 pH 6.8 (pour 100 ml) : 1 N HCl, 40 ml ; Tris,
6 g.

- Solution de dodécylsulfate de sodium, & 10 &.

- Solution de persulfate d'ammonium : 14 mg/ml.

- TEMED.

- Tampon d'échantillon : tampon Tris-HCL pH 6.8, 0.25 ml ; gly-
cérol 50 %, 0.25 ml ; solution SDS 10 %, 0.4 ml ; solution bleu
de bromophénol 0.05 %, 0.05 ml ; 2-mercaptoéthanol, 0.1 ml.
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- Tampon d'électrophorése (par litre) : Tris, 6 g ; glycine,
28.8 g ; 8DS, 1 g.
La composition du gel de séparation (% % d'acryl-

amide, 24 ml) est la suivante :

- Tampon Tris-HC1 pH 8.8 9.0 ml

~ Solution 4'acrylamide 7.2 ml

- Solution SDS 10 % 0.24 ml
— Persulfate d'ammonium 1.2 ml

- TEMED ‘ 6 pl

- Eau bidistillée 6.36 ml

Le gel de concentration (5 % 4d'acrylamide, 6 ml)} est

composé des produits suivants :

— Tampon Tris-HCl pH 6.8 0.75 ml
- Solution d'acrylamide 1.0 ml
- Solution SDS 10 % 0.06 mi
- Persulfate 4'ammonium 0.12 ml
- TEMED 6 Pl

- Eau bidistillée 4.07 m1

Les échantillons (jusqu'a 15 pl) sont dilués deux
fois avec le tampon d'échantillon, portés a ébullition pendant
3 minutes, puis appliqués sur le gel dés gque le tampon 4d'élec-
trophorése est versé dans les deux cuves de l'appareil. La sérum-
albumine de boeuf (67'000), la catalase (60'000), l'ovalbumine
(43'000), la désoxyribonucléase I (31'000), le chymotrypsinogéne
{(25'700), la trypsine (23'300), la ribonucléase (13700} et le
cytochrome ¢ (12'500) sont les protéines standard utilisées.
L'électrophorése dure environ 4 heures, sous courant continu
constant de 30 mA. La coloration et la décoloration du gel sont
semblables a celles du gel natif (cf. § 1.2.4).

1.2.6. Méthode de détermination du point isoélectrique de l'enzyme

La détermination du point isoélectrigue de la FBPase
chloroplastigue d'Eugléne est effectuée par focalisation isoélec-
trigue des protéines sur un gel de polyacrylamide, contenant un
gradient d'ampholytes. Le principe de la méthode est que, dans
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un gradient de pH di) & la présence d'ampholytes dans un champ
électrique, les protéines en solution viennerit & &tre placées au
pH correspondant a leur point isoélectrique.

Les gels utilisés pour la détermination du pI, prove-
nant de la firme LKB, sont préts a 1'emploi sur le Multiphor de
LKB. Ce sont surtout les gels de la gamme de pH 4-6.5 qui sont
utilisés, mais la gamme de pH 3.5-9.5 est également employée. Les
instructions suivies pour la procédure de 1'isoelectric focusing
lui-méme (disposition du gel sur la plaque, application des échan-
tillons sur le gel, temps et condition de 1'expérience), ainsi
que pour le traitement du gel apreés coup {fixation, coloration,
décoloration et coneervation du gel) proviennent du fabricant
{LKB)}.

1.3. RESULTATS ET DISCUSSION

1.3.1. Purification de la FBPase chloroplastique d'Euglena
gracilis

La procédure utilisée pour purifier la fructose 1,6-

bisphosphatase chloroplastique @'EBuglena gracilis est établie en

tenant compte des travaux de App et Jagendorf (1964) et de ceux
de Schiirmann et Wolosiuk {1978). Le schéma général est indigué
a la figure 3.

Toutes lee¢ étapes de purification se font en mainte-
nant l'enzyme 3 une température de 4°C environ. Au cours du pro-
cessus de purification, l'activité enzymatique est constamment
contrdlée selon les méthodes décrites au paragraphe 1.2.2.

Les étapes de la purification de la ¥BPase chloro-
plastiqgue d'Euglena gracilis sont les suivantee :

1.3.1.1. Extrait brut

500 g de cellules d'Euglena gracilis sont resuspendus
dans 500 ml 50 mM tampon phosphate pH 7.0 (NaKPi) + 14 mM MET
avec un mixer et cassés par ultrasons. Dés que les cellules sont
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extrait brut
(cbtenu par sonication}

précipitation & l'acide

précipitation au sulfate d'ammonium
(30-50 & de saturation}

chromatographie sur diéthylaminoéthyl-cellulose
chromatographie sur hydroxyapatite

chromatofocusing

filtration sur gel de Sephacryl

Fig.3. Procédé de purification de la FBPase chloroplastigue
d'Euglena gractilis

cassées, un inhibiteur puissant des protéases, le PMSF (phényl-
méthylsulfonylfluorure} est ajouté {1 mM). L'extrait brut est
centrifugé 20 min a 27'000 x g, les surnageants sont filtrés a
travers de la gaze pour éliminer des particules lipidigues, les
culots sont resuspendus dans le méme tampon pour récupérer de
1'enzyme et recentrigugés. Les nouveaux surnageants sont aussi
filtrés puis ajoutés aux premiers.

Le pH du surnageant est ajusté a 5.0 avec de l'acide
citrique 1 M puis 1l'extrait est centrifugé 20 min a 27'000 x g,
Les culots sont éliminés car ils contiennent trés peu d'enzyme.

Coptrairement & la FBPase chloroplastigue d4'Epinard, celle 4'Eu-
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gléne reste en solution aprés la précipitation acide. Quant a
la FBPase cytoplasmique, elle est éliminée par cette étape (cf.

chap. 4}.

Du sulfate d'ammonium est ajouté pour atteindre
30 % de saturation dans l'extrait qui est centrifugé 10 min &
27'000 % 9. Les culots sont éliminés. Du sulfate d'ammonium
est rajouté jusqu'a 50 % de saturation, l’extrait est centri-
fugé comme précédemment. Le surnageant est mis de cété, tandis
gque les culots sont resuspendus dans 100 mM Tris-acétate pH 7.0
+ 14 mM MET et le pH est ajusté & 7.0 avec } M Tris. L'extrait
est dialysé contre 50 mM Tris-acétate pH 7.0 + 100 mM NaCl +
14 mM MET pendant la nuit, puis centrifugé 30 min & 48°000 x g.
Du sulfate d'ammonium jusqu'a 90 % de saturation
est rajouté au surnageant mis de cdté, car il contient des thio-
rédoxines, protéines activatrices de la FBPase. L'extrait est
centrifugé 10 min a 27'000 % g et les surnageants sont éliminés.
Les culots sont resuspendus dans 100 mM Tris-acétate pH 7.0 et
le pH est ajusté & 7.0 avec 1 M Tris. L'extrait est dialysé pen-
dant une nuit contre 50 mM Tris—acétate pH 7.0 dans un tube &
dialyse Spectrapor (retenant les protéines 34 PM supérieur 3
8'000), centrifugé 30 min & 48'000 x g, puis congelé a - 20°C.
Ces 3 premiéres étapes (extrait brut, précipitation
a 1'acide, précipitation au sulfate d’ammonium} sont effectuées
en Série 4 3 reprises, car ce sont 1'500 g de cellules d'Eugléne
qui sont utilisés pour la purification de 1l'enzyme ! Par conséguent,
les 3 fractions de sulfate d'ammonium (30-50 %) obtenues, sont

combindes pour &tre appliquées sur la premiére colonne.

L'extrait, de couleur rougedtre, est appliqué sur une
colenne (2.5 x 36 cm} didthylamincéthyl-cellulose DE-23 (Whatman},
égquilibrée avec 50 mM Tris-acétate pH 7.0 + 100 mM WNaCl + 14 mM
MET (Fig. 4). La colonne est lavée avec le méme tampon, puis éluée
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Fig.4. Chromatographie sur diéthylaminoéthyl-cellulose DE-23.
130 ml d'échantillon sont appliqués sur une-colonne DE-23 (2.5 x
36 cm), équilibrée avec 50 mM Tris-acétate pH 7.0 + 100 mM NaCl
+ 14 mM MET. La colonnhe est lavée avec le méme tampon, puis l'en-
zyme est €luée avec 50 mM Tris-acétate pH 7.0 + 170 mM NaCl +
14 mM MET. Les fractions (8.1 ml) sont testées pour détecter la
FBPase ( e#—=e ). { — ) % de transmission a 280 nm
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avec 50 mM Tris-acétate pH 7.0 + 170 mM NaCl + 14 mM MET. Le
débit de la colonne est de 81 ml/h, maintenu constant par une
pompe. Les fractions actives (8.1 ml/fraction) sont combinées
et le volume est réduit par ultrafiltration dans une cellule
Amicon, pourvue d'une membrane XM-50 (retenant les protéines
a PM supérieur & 50'000). La solution protéinique est centri-
fugée 20 min & 48'000 x gq.

11 est & remarquer que le cytochrome c de cou-

552"
leur rose, est élué avec 250 mM NaCl et la ferrédoxine, de cou~-

leur btune, avec 600 mM NaCl.

L’échantillon, qui vient de passer & travers une
colonne Sephadex G-25 Medium (1.5 x 31 cm) pour se trouver dans
le bon tampon {10 mM tampon phosphate pH 6.8), est appliqué sur
une colonne hydroxyapatite (1.5 x 13 c¢m), équilibrée avec 10 mM
tampon phosphate pH 6.8 {Fig.S5). La colonne est éluée avec un
gradient de 10-200 mM tampon phosphate pH 6.8. Le débit de la
colonne est d'environ 10 ml/h, maintenu constant par une pompe.
Les fractions actives (3.5 ml/fraction) sont combinées et con-
centrées par ultrafiltration. La solution protéinique est cen-
trifugée 30 min & 48'000 x q.

L'échantillon est d'abord passé & travers une G-25
Medium pour ee trouver dans le bon tampon {tampon phosphate
pH 6.8 remplacé par 25 mM histidine-HCl pH 6.0}, puis i1 est
appliqué aprés centrifugation sur une colonne de chromatofo-
cusing (1.5 x 4.4 cm), équilibrée avec 25 mM histidine-HC1l
pH 6.0 (Fig.6). La colonne est éluée avec le Polybuffer 74-HCl
pH 4.0 (Pharmacia,l980a). Le débit de la colonne est d'environ
17 ml/h, maintenu constant par une pompe. Les fractions actives
(4.2 ml/fraction) sont combinées, le pH (4.2) est ajusté & 5.5
avec 500 mM Tris—acétate pH 7.0. Aprés centrifugation (5 min,
48'000 x g), le volume est réduit pat ultrafiltration dans une
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Fig.5. Chromatographie sur hydroxyapatite. 18 ml d'échantillon
sont appliqués sur une colonne hydroxyapatite (1.5 x 13 cm),
équilibrée avec 10 mM tampon phosphate pH 6.8 et éluée avec un
gradient de 10-200 mM tampon phosphate pH 6.8 ( —-— }. Les
fractions (3.5 ml) sont testées pour détecter la FBPase ( e—e ).
{ — ) % de transmission & 280 nm
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Fig.6. Chromatofocusing. 11 ml d'échantillon sont appliqués sur
une colonne de chromatofocusing (1.5 x 14.4 cm), équilibrée avec
25 mM histidine-HC1 pH 6.0 et éluée avec le Polybuffer 74-HC1

pH 4.0. Le pH des fractions est mesuré (-+-) et la présence de

la FBPase est démontrée par son activité (e—e). (—) % de trans-

mission & 280 nm .
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Fig.7. Filtration sur gel de Sephacryl S-200. 6.5 ml d'échantillon
sont appliqués sur une colonne Sephacryl 5-200 (2.6 x 98 cm),
équilibrée avec 50 MM Na-acétate pH 5.5 et éluée avec le méme
tampon. Les fractions (5.1 ml) sont testéee pour détecter 1la
FBPase (e—we), (—) % de transmission & 280 nm
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cellule Amicon., La solution protéinique est centrifugée 20 min

a 48'000 x g.

L'échantillon est appliqué sur une colonne Sephacryl
S-200 (2.6 x 98 cm), équilibrée avec 50 mM Na-acétate pH 5.5
(Fig.7). La cclonne est éluée avec le méme tampon. Le débit de
la colonne est d'environ 25 ml/h, sous une pression hydrostatigue
de 140 cm. Les fractions actives (5.1 ml/fraction) sont combinées,
puis le volume est réduit par ultrafiltration dans une petite
cellule Amicon.

L'enzyme, obtenue & l'état pur, est stockée en petites

aliquotes au congélateur & - 20%.

La FBPase est testée aprés chaque étape de purifi-
cation et son activité spécifique est donc déterminée (Tableau I},
L'activité spécifique de 1'enzyme passe de 4.20 unités/mg de pro-
téine aprés l'étape de chromatofocusing & 34.50 & la fin de la
purification, aprés la colonne Sephacryl. Cela peut surprendre
que 1'activité spécifique augmente de presque 10 fois entre ces
deux étapes, car le degré de pureté de l'enzyme y est comparable
(Fig.8). Mais il faut souligner que l'extrait protéique, aprés
la colonne de chromatofocusing, renferme des ampholytes (Poly-
huffer) qui interférent avec la méthode utilisée pour doser les
protéines, ce qui a pour conséquence de simuler une concentration
plus €levée de "protéines" et ainsi diminuer l'activité spécifique
(unités enzymatiques / mg de protéine). D'autre part, les frac-
tions actives de la chromatofocusing ont un pH de 4.2, ce qui a
peut-&tre inactivé une partie de l'enzyme., Ainsi l'activité spé-
cifique a la fin de cette purification n'est que de 34.50 unités/
mg de protéine. Il est précisément & remarquer que, par deux feis,
l'activité spécifique de la FBPase d'Eugléne, a la fin d'une
purification, a été plus élevée : 45.06 et méme 62.84 unités par
mg de protéine, l'étape de chromatofocusing n'ayant pas été uti-
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lisée lors de ces deux purifications. App et Jagendorf (1964)
ont, pour leur part, trouvé une activité spécifique pour la
FBPase chloroplastique d'Eugléne gqui s'éléve a 72 unités par mg
de protéine. Cette valeur a été determinée dans la fraction pic
de la derniére colonne de purification {seconde DEAE) sous des
conditions de test enzymatique différentes des ndtres.

La figure 8 visualise les derniéres étapes de la
purification de la FBPase, aprés électrophorése sur gel natif
d'acrylamide (7.5 %) : diéthylaminoéthyl-cellulose (canal 1},
hydroxyapatite (canal 2), chromatofocusing (canal 3) et Sepha-
cryl S-200 (canal 4). Aprés la DEAE-cellulose et 1'hydroxyapa-
tite, de nombreuses protéines se trouvent avec 1'enzyme. L'étape
de la chromatofocusing est décisive a cet égard, et, & la fin de
la purification, aprés la Sephacryl S5-200, on peut considérer
gue la FBPase est pure : en effet, sur le gel, apparait la FBPase
{la grande bande), accompagnée d'une seule autre bande protéi-
nigue, en trés faible guantité d'ailleurs (sur le gel, petite
bande au-dessus de la grande bande, & la limite du pouvoir de
résolution). Il peut paraltre surprenant gue, bien qu'il y ait
3 fois plus de “"protéines" appliguées sur le gel aprés la chro-
matofocusing qu'aprés la Sephacryl, la quantité de protéines
sur le gel est bien plus faible. La raison en est que, comme
décrit dans le paragraphe précédent, la présence du Polybuffer
a faussé le dosage des protéines a l'étape de la chromatofo-
cusing. App et Jagendorf ne donnent aucune précision visuelle
sur le degré de pureté de leur enzyme ; il est donc hors de pro-
pos de comparer a ce niveau-1la les deux enzymes.

1.3.2. Conditions optimales de test enzymatique pour la FBPase

C'est la méthode spectrophotométrigue (cf. § 1.2.2.2)
gui est utilisée pour déterminer les conditions optimales sous
lesquelles la FBPase chloroplastique d'Euglena gracilis est tes-
tée : pH 8.4, 0.1 mM EDTA, 20 mM Mg’ et 1 mM de fructose 1,6-
bisphosphate.

Le pH optimal pour la FBPase est donc B.4, dans le
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15 | -

1o L.

pH

Fig.9. Effet du pH sur l'activité de la FBPase. Pour chaque
réaction, 0.8 pg de FBPase hautement purifiée est introduit dans
une cuvette spectrophotométrique contenant le mélange réactionnel

décrit av § 1.2.2.2, A l'exception du pH
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Fig.10. Effet de la concentration de magnésium sur 1'activité

de la FBPase. Pour chaque réaction, 0.8 pg de FBPase hautement
purifiéde est introduit dans une cuvette gpectrophotométrique
contenant le mélange réactionnel décrit auv § 1.2.2.2, a 1'excep-

tion de la concentration de magnésium
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Fig.1ll. Effet de la concentration du substrat sur l'activité

de la FBPase. Pour chaque réaction, 0.8 pg de FBPase hautement
purifide est introduit dans une cuvette spectrophotométrique
contenant le mélange réactionnel décrit au § 1.2.2.2, 3 1'excep-
tion de la concentration du substrat
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tampon Tris-HCl. La courbe de pH (Fig.9), réalisée avec 0.8 pg

de FBPase hautement purifiée par réaction, présente l'allure
suivante : a pH 7.2, l'enzyme n'est pas active, puis l'activité
enzymatique augmente graduellement pour atteindre son optimum a
pH 8.4. Ensuite l'activité de la FBPase redescend progressivement
jusqu'a pd 9. App et Jagendorf (1964) ont trouvé 8.25 pour le

pH optimum de la FBPase d'Eugléne. L'allure générale de la courbe
de pH qu'ils ont présentée est davantage symétrique par rapport

a l'axe passant par le sommet de la courbe (courbe de Gauss).

L'activité de la FBPase en fonction de la concentra-
tion en magnésium se présente comme suit (Fig.l0) : elle augmente
linéairement aux faibles concentrations pour atteindre un plateau
de saturation vers 30 mM. A 20 mM Mgz+, le plateau est presque
atteint ; c'est donc cette concentration en magnésium qui est
retenue pour tester l'enzyme. App et Jagendorf indiquent 10 mM
de MgClz.

L'activité de la FBPase varie rapidement aux faibles
concentrations de substrat pour atteindre un palier vers 2 mM de
FBP (Fig.1l). A 1 mM, le palier étant presque atteint, c'est cette
valeur qui est prise pour le test enzymatique. Quant au Ko apres
vtilisation de la méthode de Lineweaver et Burk, il est de 0.25 mM
pour le fructose 1,6-bisphosphate. Le Km est donc trés proche de
celui déterminé par App et Jagendorf (0.3 mM). Ces auteurs ont
également mis en évidence un rapport de concentration optimal
entre le magnésium et le substrat : il s'est avéré que leur en-
zyme présentait la meilleure activité avec un rapport Mgz+/FBP
de 20. Il est & remarquer que les conditions optimales actuelles
présentent aussi ce rapport (20 mM Mgz+/1 mM FBP) .

1.3.3. Activité de la FBPase en fonction du temps

La méthode colorimétrique (cf. § 1.2.2.1) est utilisée
pour mesurer l'activité de la FBPase en fonction du temps. Deux
conditions de test sont différentes dans cette expérience : pH 8.5
et 16 mM MgSO4. 50 pl d'enzyme hautement purifiée (40 pg) sont
introduits dans le mélange réactionnel {volume final = 5 ml1),
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Fig.12, Activité de la FBPase en fonction du temps. 40 ug de
FBPase hautement purifiée sont introduits dans 4.95 ml de mélange
réactionnel (pH 8.5, 0.1 mM EDTA, 16 mM MgSO4 et 3 mM FBP)}, main-
tenu & 25°C dans un bain thermostaté. A différents intervalles

de temps, 0.5 ml est prélevé et llactivité enzymatique est déter-

minéde comme décrit au § 1.2.2.1
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maintenu & 25°C @ans un bain thermostaté. A différents inter-
valles de temps, 0.5 ml est prélevé auguel sont ajoutés 2 ml de
mélange pour le dosage du phosphate. La référence est le temps
zéro. Il y a donc 4 pg d'enzyme par réaction et le résultat est
donné en pmoles de phosphate libéré (Fig.l2). La partie linédaire
de la courbe se situe entre 10 et 20 minutes ; par contre, il
existe un temps de latence dans les toutes premiéres minutes de
la réaction. C'est une indication pour dire que la FBPase chloro-
plastique A'Euglena gracilis est une enzyme de régulation.

1.3.4. Activité de la FBrase en fonction de la température

C'est la méthode spectrophotométrique (cf, § 1.2.2.2)
gui est employée. Trois variables sont différentes par rapport
aux conditions standard de mesufe de l'activité enzymatique
PH 8.5, 16 mM MgSQ, et 0.38 mM FEP. Pour chague réaction, 20 pl
de FBPase hautement purifiée (1.2 pgl sont introduits dans 0.98 ml
de mélange réactionnel et la réaction est enregistrée & la tem-
pérature indiquée (Fig.l13). En effet, l'enzyme est testée & dif-
férentes températures, allant de 10 & 60°C. D'abord l'activité
augmente rapidement : de 10 & 209 (élévation de la température
de 10%) 1a vitesse de réaction est multiplide par 2 {c'est le
coefficient de Van't Hoff). Il en va de méme entre 20 et 30°.
Puis le taux d'augmentation de la vitesse de réaction ralentit
un peu pour atteindre la vitesse maximale a 50°C {température
optimale). A 55%, la réaction enzymatique est nulle. Il faut
cependant remarquer que, puisque c'est la méthode spectrophoto-
métrique qui est utilisée, il se pourrait fort bien qu'ad cette
température une des deux enzymes complémentaires (glucosephosphate
isomérase ou glucose 6-phosphate déshydrogénase) soit dénaturée
et non la FBPase. Mais, de toute fagon, il s'avére que la fruc-
tose 1, 6-bisphosphatase chloroplastique d'Euglena gracilis est

s

active en tout cas jusqu'ad 50°C. Il est & souligner que la FBPase
chloroplastique d'Epinard est active aprés un traitement a la
chaleur (62°C pendant 15 minutes ; Racker et Schroeder,1958).
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Fig.13. Influence de la température sur l'activité de la FBPase.
Pour chaque réaction, 1.2 pg de FBPase hautement-purifiée est
introduit dans 0.98 ml de mélange réactionnel décrit au § 1.2.2.2,
4 1'exception du pH (8.5) et des concentrations de magnésium

(16 mM) et de substrat (0.38 mM) ; la réaction est enregistrée

&4 la température indiquée
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1.3.5. Poids moléculaires de l'enzyme et de ea sous-unité

Le poids moléculaire de la FBPase est estimé par
filtration sur gel (cf. § 1.2.5.1). Le résultat présenté 3 1la
figure 14 provient de la derniére expérience de détermination
du PM de 1'enzyme sur colonne Sephacryl $-300. Les protéines
standard utilisées sont la carboxylase (Mr = 550'000), la cata-
lase (232'000), la lactate déshydrogénase (LDH, 140'000}, 1la
sérum-albumine de boeuf (BSA} dimére (134'000) et monomére
(67°'000), la désoxyribonucléase I (DNase, 31'000) et le cyto-
chrome ¢ (Cyt. ¢, 12'500). La partie B de la figure représente
l'enregistrement de 1'absorbance de 1'éluat & 280 nm. Le poids
maléculaire de la FBPase est estimé graphiquement : la carboxy-
lase, la catalase, la LDH et la DNase sont sur la droite, con-
trairement au BSA et au cytochrome c. Il en résulte gue, dans
cette expérience, le poids moléculaire de la FBPase s'éléve 3
210'000. En tenant compte des résultats obtenus lors d'autres
expériences d'estimation de PM sur colonne, il s'avére que le
poids moléculaire de la FBPase chloroplastigue d'Euglena g:acilis

est situé dans la gamme de poids moléculaires 190-210'000. La
technique d'électrophorése sur gel, gradient d'acrylamide {(cf.
§ 1.2.5.2) confirme ce tésgultat,

Le poids moléculaire de la sous-unité de la FBPase
est estimé par électrophorese sur gel dénaturant SDS-9 % d'acryl-
amide {cf. § 1.2.5.3). La FBPase est appliguée sur le gel a la
fin de sa purification, aprés la filtration sur gel Sephacryl
$-200 (10.5 pg de protéine ; Fig.l5A, canal 2). La sous-unité
apparait dans la bande de Re 0.56-0,58. En effet, la FBPase n'a
‘qu'un seul type de sous-unité, car il s'est avéré gue, aprés un
gel bidimensionnel (isoelectric focusing - SDS}, la FBPase ne
donne qu'une seule bande ! Les protéines standard utilisées sont
les suivantes (Fig.15A, canal 1)} : la sérum-albumine de boeuf
{BSA, 67'000}, la catalase {(Cat., 60'000), 1'ovalbumine {Ov.,
43'000), la désoxyribonucléase I (DNase, 31'000), le chymotryp-
sinogéne (Chym., 25'700), la trypeine (Tryp., 23'300), 1la ribo-
nucléase {RNase, 13'700) et le cytochrome ¢ (Cyt. ¢, 12'500). Le
poids moléculaire de la sous-unité de la FBPase est déterminé
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Fig.1l4. Détermination du PM de la FBPase par filtration sur gel

de Sephacryl S-300 (1.5 x 84 cm).

(A} Environ 1.5 ml d'échantil-

lon, contenant les protéines standard et la FBPase chloroplas-

tique @'Eugléne, est appliqué sur la colonne Sephacryl 35-300,
équilibrée avec 30 mM Tris-HC1 pH 7.3 + 200 mM NaCl + 14 mM MET

et éluée avec le méme tampon.

(B) La position des protéines

standard est déterminée d'aprés l'enregistrement de 1'absorbance
de 1'éluat a 280 om (~~), a l'exception de la lactate déshydro-

génase. Sa position et celle de la FBPase sont déterminées enzy-

matiquement
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graphiquement (Fig.15B) en utilisant le BSA, la catalase, la DNase,
le chymotrypsinogéne et la trypsine qui sont disposés sur. une
droite ; le PM de la sous-unité est donc compris entre 45 et
47'000. Comme d'autres expériencee de détermination de PM sur gel
ont été effectudes, il en résulte que le PM de la sous-unité de

la FBPase chloroplastique d'Euglena gracilis se situe dans la

gamme de poids meoléculaires 45-51'000. Or, comme le PM de l'en-
zyme native est de 190-210'000, il s'avére que la fructose 1,6-
bisphosphatase chloroplastique d'Euglena gracilis est constituée

de quatre sous-unités.

1.3.6. Point iscélectrique de la FBPase

Le point iscélectrigque (pI) de la FBPase est déter-
miné par focalisation isoélectrique des protéines sur un gel de
polyacrylamide, contenant un gradient 4'ampholytes (cf. § 1.2.6).
La FBPase est appliguée sur le gel & la fin de la purification,
aprés la filtration sur gel Sephacryl S-200 (10.5 pg de protéine ;
Fig.16A}. Le gradient de pH s'étend de 4 & 6.5 (Fig.16B}. Dbans
cette expérience, le pI de la FBPase est donc égal & 4.9. Il est
A remarguer gue ce gel confirme le trés hauvt degré de pureté de
1'enzyme puisqu'il n'y a sur le gel qu'une seule bande protéinique
qui l'accompagne (résultat similaire au gel natif, cf.§ 1.3.1.8).
P'autres expériences de détermination de pl ayant été réalisées,
il s'avére que le point iscélectrique de la fructose l,6-bisphos-
phatase chloroplastigue d'Euglena gracilis est de 4.9-5.0,

1.3.7. Comparaison de gquelques propriétés de la FBPase d'Euglena

gracilis avec celles de la FBPase d'Epinard

Dans le tableau I¥, guelques propriétés moléculaires
de la FBPase chloroplastigque d'Euglena gracilis sont comparées

avec celles correspondantes de la FBPase d'Epinard, obtenues dans
notre laboratoire (Affolter et al.,1981). Le poids moléculaire

de 1'enzyme 4'Epinard est, suivant les auteurs, de 145'000 (Buchanan
et al.,1971) cu 160'000 (Zimmermann et al.,1976; Soulié,1981). Le

PM de la sous-unité varie également : 40'000 (Zimmermann et al.,
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Fig.16. Détermination du pI de la FBPase. (A) L'enzyme est appli-

2

quée sur le gel LKB i la fin de la purification, aprés la filtra-
tion sur gel Sephacryl $-200 (10.5 pg de protéine). (B) Le gradient

de pH s'étend de 4 & 6.5. Solution d'électrode 3 l'anode :
acide glutamique dans 0.5 M H3PO, 3 solution d'électrode & 1a

0.1 ™

cathode : 0.1 M P-alanine. Circuit de refroidissement et mesure

du pH 3 8%
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TABLEAU II

Quelques caractéristiques moléculaires de la FBPase chloro-
plastique d'Euglena gracilis et de celle d'Epinard

FBPase chloroplastique

Propriété moléculaire Euglena gracilis Epinard
Poida moléculaire 145'000%
de 1'enzyme native 190-210"000 1600002
Poids moléculaire 46'000°’
de la sous-unité 45-511000 40 000!
Point isoélectrique 4.9-5.0 4.9-5.1°!

a) d'aprés Buchanan, Schiirmann et Kalberer (1971}
b) d'aprés - Zimmermann, Kelly et Latzko (1976)
- Soulié (1981)
c) enzyme purifiée selon Schiirmann et Wolosiuk (1978}

1976; Soulié,1981) ou 46'000 (enzyme purifiée selon Schiirmann et
Wolosiuk,1978). De ces valeurs, il a été établi que la FBPase
chloroplastique d'Epinard posséde 4 sous-unités identiques (Baier
et Latzko,1975; Zimmermann et al.,1976; Soulié,1981). Nous avons
vu qu'il en va aussi de méme pour la FBPase d'Euglena gracilis.
L'enzyme d'Epinard présente un point isoélectrique comparable a
celui de l'enzyme d'Eugléne, puisgu'il se situe dans la gamme de
PH 4.9-5.1. De la comparaison de ces valeurs, il en résulte que
les deux enzymes, concernant leurs propriétés moléculaires, ne

sont pas fondamentalement différentes.
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1.4, CONCLUSION

La fructose 1,6-bisphosphatase chloroplastique
d'Euglena gracilis est isolée par les étapes suivantes : précipi-

tations & l'acide et au sulfate d'ammonium, chromatographies sur
DEAE-cellulose et hydroxyapatite, chromatofocusing et filtration
sur gel de Sephacryl. Elle est ainsi obtenue a 1'état pur. Les
conditions optimales pour tester son activité sont lees suivantes :
pH 8.4, 0.1 mM EDTA, 20 mM de magnésium et 1 mM de fructose 1,6-
biephosphate. La courbe sigmoide de l'activité de la FBPase, dépen-—
dant du temps, est un indice pour dire qu'il s'agit d'une enzyme
de régulation. D'autre part, la FBPase est relativement thermo-
stable, puisqu'elle est encore active & 50°C. Le poids moléculaire
de 1'enzyme est estimé autour de 200'000, tandis que la sous-
unité présente un PM d'environ 50'000 : la FBPase est ainsi formée
de 4 sous-unités identiques. Quant & son point isoélectrique, il
se situe vers 5.0, pH oi 1l'enzyme reste en solution.
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Chapitre 2. ACTIVATION DE LA FBPase PAR LA LUMIERE IN VIVO

2.1. INTRODUCTION

Depuis les travaux de Pedersen, Kirk et Bassham
(1966), nous savons gue plusieurs enzymes chloroplastiques sont
activées par la lumiére in vivo. Parmi celles-ci, la fructose
1,6-bisphosphatase chloroplastique d'Epinard est activée par un
mécanisme de régulation enzymatique, dépendant de la lumiére
(Fig.17). Dans ce mécanisme, interviennent la ferrédoxine réduite
(Buchanan et al.,1967), qui fonctionne comme accepteur dans le
systéme transporteur d'électrons de la photosynthése, ainsi que
deux facteurs protéiques (Schirmann et al.,1976), qui furent
identifiés par la suite et désignés par les termes de ferrédoxine~
thiorédoxine réductase et thiorédoxine (Wolosiuk et Buchanan,
1977). Une partie de la ferrédoxine réduite, détournée de la syn-
thése du NADPH, va réduire la thiorédoxine. Cette réaction est
catalysée par la ferrédoxine-thiorédoxine réductase. La thioré-
doxine peut réduire 4 son tour la FBPase. Cette réduction en-
traine un changement de conformation dans la molécule de 1l'enzyme
par rupture de ponts disulfures. En effet, la lumiére provogque
dans le stroma une augmentation de 1-3 mM dans la concentration
du magnésium (Portis et Heldt,1976) et fournit ainsi, avec une
augmentation de pH d'environ 1 unité pour atteindre pH B8 & la
lumiédre (Werdan et al.,1975}, l'environnement nécessaire pour
une activité optimale de 1'enzyme.

11 a été démontré que ce mécanisme d'activation, dé-
pendant de la lumiédre (systéme ferrédoxine-thiorédoxine), active
dans les Végétaux supérieurs, en plus de la FBPase, d'autres en-
zymes chloroplastiques (Fig.18) : la sédoheptulose 1,7-bisphbs-
phatase (Schiirmann et Buchanan,1975; Breazeale et al.,1978), la
ribulose 5-phosphate kinase (Wolosiuk et Buchanan,l197Ba), la
glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase & NADP (Wolosiuk et
Buchanan, 1978b}, appartenant toutes les trois également au cycle
réductif des pentoses phosphates, la malate déshydrogénase a NADP
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Ferrédoxine\\\\\\\\‘~
A Ferrédoxine-thiorédoxine
réductase
o~
Thiorédoxine
FBPase FBPase
L_J oxydée réduite
Chlorophylle {inactive) (active)
-5-58 - - SH HS -
Mg2+
Lumiére FBP F6P + P,

Fig.l7. Mécanisme de la régulation in vivo de la FBPase chloro-
plastique d'Epinard : systéme ferrédoxine-thiorédoxine

(ne faisant pas partie du cycle de Calvin ; Wolosiuk et al.,
1977), la phénylalanine ammoniague lyase (enzyme du métabolisme
secondaire ; Nishizawa et al.,1979) et 1'adénosine triphosphatase
{activation de l'activité ATPasique du facteur de couplage ; Mills
et al.,1980).

Récemment, un autre modéle d'activation d'enzymes
chloroplastiques par la lumiére a été proposé : il s'agit du sys-
téme ferraltérine (Lara et al.,1980a; Lara et al.,1980b). Il
s'avére que la fructose 1,6-bisphosphatase chloroplastique d'Epi-
nard, activée par le systéme ferrédoxine-thiorédoxine, 1'est éga-
lement par le systéme ferraltérine : la ferrédoxine, la ferrédo-
xine-thiorédoxine réductase et la thiorédoxine sont alors rem-

placées par un nouveauw factewr protéjque, réduit directement par
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Glycéraldéhyde 3-phosphate
déshydrogénase & NADP

Ribulose 5-phosphate ) Malate déshydrogénase

kinase a NADP

Sédoheptulose 1,7- Phénylalanine

bisphosphatase ammoniagque lyase

Fructose 1,6~ Adénosine

bisphosphatase\ / triphosphatase
Thiorédoxine

-

Ferrédoxine-thiorédoxine réductase

Ferrédoxine

2

Chlorophylle

—)

Lumiére

Fig.l18. Enzymes chloroplastiques activées par le systéme ferré-
doxine-thiorédoxine
D'aprés Buchanan et al. (1979)
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un élément du photosystéme I, en amont de la ferrédoxine. Du
fait de sa ressemblance chimique et fonctionnelle i la ferrédo-
Xine, ce facteur protéique a été désigné du nom de ferraltérine
(protéine alternante, contenant du fer).

I1 faut signaler l'existence d'un troisiéme mode
d'activation enzymatigue par la lumiére : le systéme LEM (Light
Effect Mediator) présenté par Louise Anderson (Anderson et Avron,
1976;: Andetrson et al.,1978). Ce systéme se caractérise par rap-
port aux deux autres par la présence d'un facteur protéigue 1ié
3 la membrane thylakoidale. Il est accompagné d'un facteur stro-
matique saoluble {(Anderson et al.,l1981).

2.2. MATERIEL ET METHODES

2.2.). Culture et récolte des cellules

Euglena gracilis, souche 2, se développe sous condi-

tions mixotrophes dans une solution nutritive, le milieu modifié
de Hutner (Ortiz et al.,1980} déficient en vitamine B 12 (50 ng/l}.
En diminuant la concentration de vitamine B 12 dans le milieu de
cultute, les cellules ainsi obtenues peuvent facilement se trans-~
former en sphéroplastes (Tokunaga et al.,1976), probablement

parce que leur volume augmente considérablement sous ces condi-
tions de culture (Carell,1969). C'est a partir de ces sphéro-
plastes gue des chloroplastes intacts peuvent facilement &tre
isolés (Shigeoka et al.,1980; cf. § suivant). 5 ml de préculture
d'Eugléne sont aioutés en phase exponentielle de culture par

litre de milieu nutritif (entre 1 et 1.7 litre suivant les besoins).
Pour la culture, la température se situe entre 22 et 25°C pendant

4 & 5 jours. La récolte s'effectue lors de la phase exponentielle
par centrifugation 4 100 x g pendant 3 minutes pour éliminer le
milien de culture.

2.2.2. Obtention de chloroplastes intacts d'Eugléne

Apreés la récolte, les cellules sont lavées (3 min,
100 x g} avec 50 mM K-phosphate pH 7.0 + 0.38 M sorbitol (tampon A)
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et pesées., 6 g de cellules (poids frais) sont repris dans 10 ml
de tampon A et incubés avec 50 mg de trypsine {(trypsine de pan-
créas de boeuf, type III, de chez Sigma} pendant environ une
heure & la chambre froide {env. 4°C}. La trypsinisation rend la
parci cellulaire sensible (Kick,1964}, les cellules deviennent
sphériques (sphéroplastes). Aprés ce temps, le contrdle de la
trypsinisation se fait au microscope a contraste de phase {(pour
effectivement observer si les cellules deviennent sphériques).

La digestion est arrétée par dilution de la trypsine en ajoutant
3 volumes du tampon A et centrifugation (3 min, 100 x g) pour
éliminer la trypsine (lavage). Les cellules sont resuspendues
dans une solution-tampon isotonique (25 mM Hepes-NaCH pH 7.4 +
0.33 M sorbitol + 0.5 mM EDTA—Naz), brisées avec un broyeur a
vitesse minimale pendant 5 secondes, puis centrifugées (1 min,
100 x g) pour éliminer les cellules entiéres et les débris cel-
lulaires. Le surnageant est recentrifugé (5 min, 1'000 x g} pour
sédimenter les chloroplastes : on obtient un culot brut de chlo-
roplastes. Le culot est resuspendu avec 5 mM Hepes-NaOH pH 6.8

+ 0.15 M sorbltol + 0.15 M saccharose + 1 % Ficoll + polyvinyl-
sulfonate (2 Fq/ml) + 15 mM NaCl (tampon B), en évitant de prendre
le paramylon et les éventuelles cellules entiéres. Les chloro-
plastes sont déposés sur un gradient de Percoll de 10 a 80 %
(tampon B + Percoll + polyéthyléneglycol 6000 + sérum-albumine
de boeuf + quelques cristaux de glutathion réduit), reposant sur
un coussin de Percoll de 80 %, et centrifugés (15 min, 6'000 x g}
les chloroplastes vont aller se mettre & leur densité. Ils sont
técoltés par aspiration & 1'aide d'une pipette (munie d'une pro-
pipette) et introduits dans des tubes a centrifuger ; 2 a 3 vo-
lumes du tampon 8 sont ajoutés. Aprés centrifugation (5 min,
3'000 x g9), les chloroplastes vont se trouver sédimentés au fond
du tube de centrifugation et sont lavés avec le tampon B (25-30 ml}
pour éliminer le résidu de Percoll, en centrifugeant 3 min a
1'000 x g. ripalement la suspenslon chloroplastigue est ajustée,
aprés dosage de la chlorophylle, & 0.5 mg de chlorophylle par ml
dans le tampon 50 mM tricine-KOH pH 8.4 + 0.33 M sorbitol. Les
chloroplastes sont gardés & l'obscurité (papier d'aluminium autour

de l'éprouvette contenant les chloroplastes) dans la glace.
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La concentration de la chlorophylle est déterminée
selon la méthode d'Arnon {(1949)
- 10 ml d'acétone & B0 % + 50 Fl de chloroplastes
- filtrer puis lire l'absorbance & 652 nm
- concentration C (mg / ml de suspension chloroplastique) =
A652 ® 5.8

2.2.3. Dispositif expérimental et détermination de l'activité
enzymatique

Pout réaliser l'activation de la FBPase chloroplas-

tique par la lumiére in vivo, une aliquote de la suspension chlo-
roplastique est introduite dans une cuvette spectrophotométrique

de 2 mm d'épaisseur, qui est maintenue & 25°C. Les chloroplastes

sont alors éclairés par une lumiére rouge saturante (filtre rouge
Schott RG 630 et filtre antichaleur Calflex Balzers}.

h différents intervalles, 50 pl de la suspension chlo-
roplastique sont introduits dans une cuvette spectrophotométrique
semi-micro, contenant 0.52 ml d'eau pour casser les chloroplastes
par choc osmotique. Aprés avoir été rapidement mélangé, le volume
dans la cuvette est complété a4 1 ml en ajoutant 0.43 ml de mélange
réactionnel contenant (en Fmoles) Tris-HCl pH 7.9, 100 ; EDTA-Na,
0.1 : MgSO4. 20 ; NADP, 0.3 ; FBP-Naa,
mérase, 1.75 unité ; glucose 6-phosphate déshydrogénase, 0.70

1 ; glucosephosphate iso-

unité. La réaction FBPasique est enregistrée immédiatement en sui-
vant le changement d'absorbance a 340 nm (1 cem de chemin lumi-
neux), dans un spectrophotométre Perkin-Elmer modéle 555. Le ré-
eultat est donné en nmoles de FBP hydrolysé par min et par mg chl.
D'autre part, des chloroplastes sont incubés 5 minutes
a l'obecurité en présence de 10 mM DTT a4 pH 7.9. Ils sont cassés
dans l'eau et la FBPase est immédiatement testée comme décrit ci-

dessus.
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Fig.19. Activation de la FBPase par la lumiére, mesurée & dif-
férents pH. Pour chague pH choisi, une aliquote de la suspension
chloroplastique est prélevée, l'activité enzymatique est testée
avant d'éclairer les chloroplastes et aprés 5 minutes de lumiére
{avec 20 mM de magnésium dans le mélange réactionnel décrit au

§ 2.2.3). Les valeurs & pH 8.4 proviennent d'une autre expérience
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2.3. RESULTATS ET DISCUSSION

2.3.1. Activation de la FBPase par la lumidre dans des chloro-

plastes intacts

Les chloroplastes d'Eugléne qui sont utilisés pour
mettre en évidence 1l'activation par la lumiére de la FBPase chlo-
roplastique sont intacts & plus de 95 % et photosynthétiquement
actifs (Affolter et al.,l1980).

D'abord il est intéressant de savoir & gquel pH il
faut tester la FBPase pour obtenir une activité optimale (Fig.19)
pour chaque pH choisi (7.4 & 8.4), une aliguote de la suspension
chloroplastique est prélevée, l'activité enzymatique est testée
avant d'éclairer les chloroplastes et aprés 5 min de lumiére.

11 s'avére qu'ad 1l'obscurité la FBPase ne présente aucune activité,
tandis qu'aprés le temps d'éclairement c'est vers pH 8 qu'elle
atteint son activité optimale ; d'ailleurs B est la valeur du

pH du stroma des chloroplastes intacts d'Epinard & la lumiédre
(Werdan et al.,1975). Dorénavant, la FBPase activée par la lumidre
est testée & pH 7.9.

Il est maintepant intéressant d'étudier 1l'activation
de la FBPase par la lumiére au cours du temps, de voir ce gqui se
passe gquand la lumiére est coupée et gquand elle est rétablie (acti-
vation-désactivation-réactivation, Fig.20} : l'activité enzyma-
tique augmente rapidement, allant de 25 (temps zéro, donc & 1'obs-

1 1

curitd) i 418 nmoles de FBP hydrolysé x min ~ x mg - chl pendant

la premidre minute, et atteignant le maximum (630 nmoles de FBP

1 chl) aprés 5 min d'illumination. L'acti-~

hydrolysé x min~l x mg”
vité reste d'allleurs & son maximum et ne change pas de maniére
significative avec des temps d'éclairement plus longs (Fig.21),
puis diminue lentement guand la lumidre est éteinte (T;5 = 30 min).
Aprés réillumination d'une minute, l'activité augmente rapidement
pour atteindre l'ancienne valeur. En ce qui concerne la valeur du
T;s de désactivation pour la FBPase chloroplastique d'Epinard, elle
varie suivant les auteurs : de 2.% minutes (Leegood et Walker,
1980; Laing et al.,1981) jusgu'i 30 minutes (Kelly et al.,1976).
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Fig.20. Activation de la FBPase par la lumiére dans des chloro-
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L'intensité lumineuse est de 30'000 lux. Les autres conditions
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'autre part, quand les chloroplastes sont incubés
4 1'obscurité pendant 5 min en présence de 10 mM DTT & pH 7.9,
on chserve des activités FBPasigques correspondant a 70-80 % des
valeurs obtenues pendant l'activation & la lumiére (Fig.22).

Une grande demande pour le magnésium est observée
dans le mélange réactionnel pour la FBPase activée par la lumiére
ou par le dithiothreitel dans les chloroplastes (Fig.22). L'acti-
vité de la FBPase, activée par la lumiére dans les chloroplastes
et testée en fonction de la concentration de magnésium, augmente
aveC cette concentration pour atteindre un optimum & 20 mM. La
vitesse de réaction de 1'enzyme reste constante en présence de
10-30 mM Mg2t
initiale présentée par 1'enzyme activée correspende & 55 % du

, tandis gu'a 3 oM, bien que la vitesse de réaction

maximum atteint avec 20 mM, elle diminue rapidement pour atteindre
presque zéro en 2 minutes ; a 5 m Mg2+, le méme phénoméne est
observé : 1'enzyme perd son activité aprés 7 a4 B minutes dans la
cuvette spectrophotométrigue. A la vue de ces résultats, il

semble donc que le magnésium puisse jouer un important tdle en
stabilisant la FBPase activée, bien gue l'activation de la FBPase
par la lumiére dans les chloroplastes semble étre indépendante

du magnésium, comme c’est le cas pour le systéme purifié chez
1'Epinard (Schirmann et Jacguot,1%79). La FBPase, qui est testée
dans des chloroplastes restés & l'obscurité, ne montre pas d'acti-
2+ (Fig.22}.

Les conditions requises'pour la FBPase activée par

vité & pH 7.9, méme avec 20 mM Mg

la lumiére, dans le mélange réactionnel, sont les sulvantes
(Tableau III} : le substrat et le magnésium sont abhsolument indis-
pensables a 1'activité de la FBPase, tandis que 1'EDTA joue un
réle moins important que le magnésium., La valeur oObtenue pour le
mélange complet est relativement basse, ceci s'explique du fait
que l'expérience en gquestion a été réalisée le lendemain d'une

isolation de chloroplastes, gui étaient donc moins actifs !
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. Fig.22. Besoin en magnésium de la FBPase activée par la lumiére

ou le DTT dans des chloroplastes intacts d'Eugléne. L'intensité
lumineuse pour l'activation par la lumiére {5 min) est de 60'000
lux. Les autres conditions expérimentales sont décrites au § 2.2.3,
4 l'exception de la concentration de magnésium dans le mélange

réactionnel. ® et o représentent deux expériences différentes
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2.4, CONCLUSION

La FBPase alcaline dans les chloroplastes d'Euglena
gracilis peut étre activée par la lumiére. L'éclairement peut
étre remplacé par le DIT. L'enzyme activée d'Eugléne est instable,
si la concentration de magnésium dans le mélange réactionnel n'est
pas située entre 10 et 20 mM.
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Chapitre 3. REGULATION DE LA FBPase IN VITRO ET PURIFICATION
PARTIELLE DE THIOREDOXINES

3.1. INTRODUCTION

Une thiorédoxine a été mise en évidence pour la pre-
miére fois dans la synthése enzymatigque des désoxyribonucléatides
(dans le cadre de la biosynthése du DNA} chez Escherichia coli

(Laurent et al.,1964}) : les désoxyribonucléotides sont formés
par réduction des ribonucléotides correspondants. Cette réduc-
tion, gul porte au niveau du carbone 2' du ribose, a lieu au
stade des ribonucléosides 5'-diphosphates, avec 1'aide précisé-
ment de cette thiorédoxine, comportant deux groupements thiols,
et d'une enzyme, la ribonucléoside diphosphate réductase (Fig.23).
La thiorédoxine se trouve ainsi oxydée, puis est & nouveau réduite
aux dépens du NADPH en présence d'une autre enzyme, la thiorédo-
xine réductase. La fonction biologique de la thiorédoxine dépend
donc de 1'oxydo-réduction cycligque des deux groupements thials
de la protéine (disparition-apparition d'un pont disulfure). C'est
ainsi gque cette protéine a été désignée sous le nom de thiorédo-
xine {Laurent et al.,1964).

La thiorédoxine d'E. coli a été fort bien étudide.
En effet, an connait sa structure primaire (Holmgren,1968) : la
molécule contient 108 résidus formant une chalne polypeptidique
unique, d'un poids moléculaire de 11'857, calculé d'aprés la
séguence de& acides aminés. Le groupement fonctionnel de la pro-
téine ee situe & la position 32-35 ; il est constitué d'un pont
disulfure, formé de deux résidus demi-cystine, séparés par un
résidu glycine et un résidu proline {( - Trp - Cys - Gly - Pro -
Cys - Lys - }. Sa structure tridimensionnelle a été déterminée
par cristallographie aux rayons X (Holmgren et al.,1975). D'autre
part, la thiorédoxine d'E. coli (et la thiorédoxine en général)
posséde une propriété typique : elle est stable & la chaleur !
Elle peut étre chauffée pendant des heures a 80°C sans aucun dom-
mage apparent {(Reutimann et al.,1981). Cette stabilité est
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ribonucléoside diphosphate

rNDP s= JdNDP
réductase
Thiorédoxine réduite Thiorédoxine oxydeée
- SH HS - -§-85 -
NADPY - NADPH + H©

Thiorédoxine réductase

Fig.23, Systéme NADPH-thiorédoxine, permettant la réduction des
ribonucléosides 5'-diphosphates {rNDP) en désoxyribonucléosides
5'-diphosphates (dNDP)

d'autant plus surprenante, s5i 1'on considére qu'elle ne néces-
site pas de ponts disulfures structuraux, mais qu'elle provient
de forces intramoléculaires uniquement.

La thiorédoxine, intervenant dans le systéme NADPH-
thiorédoxine, a ensuite été détectée dans la levure Saccharomyces
cerevisiae (Porqué et al.,1970). Son poids moléculaire est de
12'600, calculé d'apres la composition en acides aminés. Elle a
aussi été mise en évidence chez les animaux, entre autres dans
le foie de veau (Engstrdm et al.,1974). Le poids moléculaire de
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la thiorédoxine de foie de veau s'éléve & 12'000, la protéine
est constituée de 103 acides aminés. S§i 1'on compare la compo-
sition en acldes aminés de cette thiorédoxine avec celle de 1la
thiorédoxine 4'E. coli, la différence la plus significative est
la suivante : la thiorédoxine de foie de veau contient 4 résidus
demi-cystine, alors gque la thiorédoxine 4'E. coli en comprend 2
{Laurent et al.,1964). Apréé oxydation in vitro de la forme ré-
duite de la thiorédoxine de foie de veau, il s'avére gque seule-
ment 2 des 4 résidus demi-cystine forment un pont disulfure,
doué d'une activité d'oxydo-réduction.

En 1975, le systéme NADPH-thiorédoxine est identifié
chez Euglena gracilis (Munavalli et al.,1975). Une thiorédoxine

téductase est isolée de méme qu'une autre protéine (protéine I),
présentant une activité comparable 3 une thiorédoxine et un poids
moléculaire tout & fait inhabituel pour une thiorédoxine, puis-
qu'il s'éléve & environ 240'000. Quelques années plus tard, une
thiorédoxine est purifiée chez Scenedesmus obliguus (Wagner et

Follmann,1977). Elle intervient également dans la réduction des
ribonucléotides, lors de la synthése du DMA. Cette thiorédoxine
présente un poids moléculaire de 12'600, estimé par filtration
sur gel ; elle est stable a la chaleur.

Dans le mécanisme de la régulation in vitro de la
fructose 1,6-bisphosphatase chloroplastique de 1'Epinard (Fig.24),
il s'est avéré que la protéine régulatrice d'assimilation b
(ARP ), gui agit sur 1l'enzyme en présence du dithiothreitol
(Schiitmann et al.,1976), est précisément une thiorédoxine (Wolo-
siuk et Buchanan,l977) : en effet des préparations homogénes de

thiorédoxine d'Escherichia coli purent remplacer l'ARPb dans
1'activation de la fructose bisphosphatase, soit activation pho-
tochimique avec la ferrédoxine et la protéine régulatrice d'assi-
milation a (ARFa) téduites (cf. chap. 2), soit activation chimique
en présence du dithiothreitol. Ces résultats suggérerent donc

que la protéine régulatrice d'assimilation b est une thiorédoxine
(Fig.24) et gque, sur la base de son aptitude & catalyser la réduc-
tion de l'ARPb par la ferrédoxine réduite, 1la protéine régulatrice


foie.de

Dithiothreitol

Thiorédoxine (ARPb)

N

FBPase oxydée FBPase réduite
{inactive) . {active}
-5-5 - - BH HS -
Mgz+
FBP F6P + Pi

Fig.24. Mécanisme de la régulation in vitro de la FBPase chloro-
plastigue d'Epinard : systéme DTT-thiorédoxine

d'assimilation a est appelée ferrédoxine-thiorédoxine réductase.
Désormais le systéme mis en oceuvre pour activer entre autres la
FBPase chloroplastique d'Epinard est appelé systéme ferrédoxine-
thiorédoxine, par opposition au systéme NADPH-thiorédoxine qui
intervient, comme nous l'avons vu, lors de la biosynthése du DNA.
D'ailleurs, dans les chloroplastes d'Epinard, il existe 3 thio-
tédoxines {Schiirmann,198l) : la thiorédoxine £, qui active la
FBPase, et 2 thiorédoxines m (thiorédoxines mb et mc) qui agis-
sent uniquement sur la malate déshydrogénase a NADP.

Puisque la FBPase chloroplastique d'Eugleha gracilis

est activée par la lumiére (cf. chap. 2), il est justifié de
chercher dans ces cellules un mécanisme de régulation comparable
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& celui qui fut trouvé chez 1'Epinard. Une premiére étape est la
mise en évidence de thiorédoxines, capables d'activer la FBPase.

3.2.MATERIEL ET METHODES

3.2.1. Méthodes d'analyse enzymatique

Le mélange d'activation (50 pl) contient Tris-HCl

pH 7.9, 5 Fmoles ; DTT, 0.25 Fmole :+ l'extrait protéique activa-
teur, jusqu'a 30 pl : la FBPase hautement purifiée, environ 10 p9-
Le temps d'activation est de 5 min & 25%%, Aprés ce laps de temps,
le mélange d'activation est ajouté au mélange de réaction (0.95 ml)
renfermant {en Fmoles) Tris-¥Cl p# 7.9, 100 ; EDTA-Na, 0.1 ;

Mgsoé. 2 ; NADP, 0.3 : FBP—Na3,
1.75 unité ; glucose 6-phosphate déshydrogénase, 0.70 unité. La

1 ; glucosephosphate isomérase,

réaction enzymatique est immédiatement enregistrée en suivant le
changement d'absorbance & 340 nm. Le résultat est exprimé en
nmoles de FBP hydrolysé par minute.

Le mélange d'activation (50 pl) contient Tris-HC1
ptt 7.9, 5 pmoles ; DTT, 0.25 pmole ; la thiorédoxine f pure
d'Epinard, 4.4 pg ; la FBPase pure d'Epinard, 10 pg. Le temps
d'activation est de 5 min & 25°C. Aprés cet intervalle de temps,
le mélange d'activation est ajouté aun mélange réactionnel
(0.95 ml) identique & celui de la FBPase d'Eugléne.

N

3.2.1.3. Détermination_de 1'activité de_la MDH_a_WNADP d'Epinard

=Rt i e P e il - e~ e PR Pl peepeie P et P gt P e oty

La malate déshydrogénase catalyse la réaction sui-
vante : oxaloacétate + NADPH — e malate + NADP.

Le mélange d'activation (50 plL) contient Tris-HC1
pH 7.9, 5 pmeles ; DTT, 0.25 pmole ; la thiorédoxine mb pure de



- B0 ~

1'Epinard, 1.25 pg ; la malate déshydrogénase a NADP pure ¢'Epi-
nard, 0.7 pg. Aprés un temps d'activation de 5 min a 259, une
aliquote (5 pl) est ajoutée au mélange réactionnel (995 pl) ren-
fermant (en Fmoles) Tris-HC1 pH 7.9, 100 ; oxaloacétate, 0.5 ;
NADPH, 0.2. La réaction enzymatique est immédiatement enregistrée
en suivant la décroissance de 1'absorbance 3 340 nm (oxydation

du NADPH en NADP}. Le résultat est exprimé en nmoles de malate
formé/min, en tenant compte du volume total (50 pl) du mélange
d'activation.

3.2.2. Dosage des protéines

Pour déterminer la concentration des protéines, c'est
le microdosage qui est effectuéd (cf. § 1.2.3).

3.2.3. Electrophorése sur gel dénaturant

Le type de gel dénaturant utilisé lors de la purifi-
cation de thiorédoxines est le méme que celui de la FBPase (cf.
§ 1.2.5.3), exceptés le pourcentage d'acryiamide du gel de con-
centration (6 % au lieu de 5) et celui du gel de séparation
(15 %, pourcentage d'acrylamide identique a celui du gel de sépa-
ration pour le gel natif). Les protéines standard utilisées sont
les suivantes : l'ovalbumine (43'000), la désoxyribonucléase I
(31'000), le chymotrypsinogéne {25'700), la trypsine (23'300),
la ribonucléase (13'700) et le cytochrome ¢ (12'500).

3.3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.3.1. Reégulation de la FBPase in vitro

Puisque la FBPase chloroplastique d'Euglena gracilis

est activée par la lumikre (cf. chap. 2), il doit donc &tre pos-
sible de mettre en évidence le systéme DTT-thiorédoxine dans cette
algue. Pour ce faire, l'activité de la FBPase est mesurée sous
différentes conditions (pH et concentrations de magnésium} pour

en trouver une ob l'enzyme ne présente pas d'activité, sans &tre
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TABLEAYU IV

Activité de la FBPase en fonction de la concentration de magnésium

Activité enzymatigue

Condition de réaction (nmoles de FBP hydrolysé/min)
2+
pH B.4, avec 20 mM Mg 116
pH 7.9, " 20 mM " : 114
" . " mM ] 100
" R n ITLM L] 4
e, mq o~ 0.16

La méthode spectrophotométrique (cf. § 1.2.2.2) est utilisée pour
déterminer 1'activité de 1'enzyme

TABLEAU V

Conditions requises pour l'activation de la FBPase

Condition d'activation Activité enzymatique
{pH 7.9, 5 min) (nmoles de FBP hydrolysé/min)
mélange complet , : 60

sans dithiothreitol
sans l'extrait protéinique

sans la FBPase

La méthode d'analyse enzymatigue utilisée pour déterminer l'acti-
vité de la FBPase est décrite au § 3.2.1.1
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activée par le systéme DTT-thiorédoxine (Tableau IV) : l'enzyme

est 4'abord testée a pH B.4 avec 20 nM M92+

¢f. chap. 1), puis 3 pH 7.9 (valeur du pH dans les chloroplastes

(conditions standard,
4 la lumiére) en diminuant progresslvement la concentration de
magnésium ; pH 7.9 dolt convenir pour tester 1'activation de la
FBPase par le systéme DTT—th%orédoxine puisqu'il s'agit d'un
systéme de remplacement, commode expérimentalement, de l'acti-
vation de la FBPase par la lumiére. La concentration de magné-~
sium retenue pour activer la FBPase par un extrait protéique,
renfermant des thiorédoxines, est de 2 mM & pH 7.9, car, sous
ces conditions, i'enzyme ne présente qu'une faible activité sans
activation (Tableau IV).

La FBPase sera donc testée a pH 7.9 et 2 mM Mgz+,
en présence de DTT et d'un extrait protéinique (fraction 50-90 %
de sulfate d'ammonium, c¢f. chap. 1). A cet effet, la FBPase est
mise & incuber S minutes (temps d'activation) avec le dithio-
threitol et l'extrait protéique 3 différents pHs, pour trouver
le pH d'activation optimal (Fig,25) : il s'avére que 7.9 est le
meilleur pH d'activation de la FBPase par l'extrait protéinique.

Maintenant, les conditions d'essai enzymatique pour
étudier la régulation de la FBPase in vitro sont définies : la
FBPase est incubée 5 min & pH 7.9 en présence de DTT et d'un
extrait protéigue activateur {(mélange d'activation), puis son
activité enzymatique est testée également a pH 7.9, ainsi que
2 mM de magnésium (mélange de réactlon).

Le tableau V indique les conditions requises pour
la régulation de la FBPase in vitrg : la FBPase, pour &étre acti-
vée in vitro, a besoin du dithiothreitol ct d’un extrait protéi-
nigue. La régulation in vitro de la fructose bisphosphatase a
aussi été étudide en fonction du temps (Fig.26) : dans le mélange
d'activation (50 Fl)' il y a 9.6 ] de FBPase hautement purificde
avec (courbe A) ou sans (courbe B) 1l'extrait protéinique (0.5 mg),
en présence de DIT & pH 7.9. A différents intervalles, 5 pl du
mélange d'activation sont prélevés pour tester la FBPase (pH 7.9,
2 mM M92+). Il y 2 une différence significative entre la présence
ou l'absence de l'extrait protéique dans le mélange d'activation.
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monium) . La détermination de 1'activité enzymatique est décrite
au § 3.2.1.1



- 64 =

1 I I I
15 - —
c {A) avec l'extrait
o
:g protéinique
v 10 L -
f
o
o
o
S
£
Y
m
[
o
v 5k (B) sans l'extrait -
mn
& protéinique
2
[
°E_ { ! 1
0 10 20 30

Temps d'activation {min)
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nique (0.5 mg ; fraction 50-90 % de sulfate d'ammonium). A dif-
férents intervalles, 5 pl sont prélevés pour tester la FBPase

comme décrit au § 3.2.1.1



- 65 -

Par conséguent il résulte de ces 2 derniéres expériences {con-
ditions reguises pour la réqulation de la FBPase in vitro et son
étude en fonction du temps), que l'extrait protéinique aprés
précipitation au sulfate d'ammonium 50-90 % renferme des thioré-
doxines et gue ce sont elles qui sont responsables, en présence
de DTT, de 1'activation in vitro de la FBPase chloroplastique
d'Euglena gracilis. La purification de thiorédoxines peut donc

se poursuivre.

3.3.2. Purification partielle de thiorédoxines

Les premiéres étapes de purification de thiorédoxines
{extrait brut, précipitation & l'acide et précipitation au sul-
fate d'ammonium) sont décrites au premier chapitre, car les 2
premiéres étapes de purification sont identiques & la FBPase et
aux thiorédoxines.

Cet extrait protéique, d'une coloration rose due &
la présence d'une grande quantité de cytochrome Cg5, et dont la
concentration en sel est amenée & 400 mM NaCl, est appliqué sur
une colonne de chromatographie (4 x 100 cm) Sephadex G-75 (sépa-
ration des poids moléculaires des protéines entre 3'000 et 80’000},
équilibrée avec 30 mM Tris-acétate pH 7.0 + 200 mM NaCl (Fig.27).
La colonne est éluée avec le méme tampon. Le débit est d'environ
58 ml/h sous une pression hydrostatique de 50 cm. Les fractions,
activant la FBPase (11;5 ml/fraction) et contenant également du
cytochrome Cggy» SONt combindes. Le volume est réduit par ultra-
filtration dans une grande cellule Amicon, munie d'une membrane
YM-5 (retenant les protéines & PM supérieur & 5'000). La solution
protéinique est centrifugée 20 min & 4B'000 x g.

L'échantillon, qui vient de passer 3 travers une co-
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Fig.27. Filtration sur gel de Sephadex G-75. 30 ml d'échantillen,
dont la concentration en sel est amenée & 400 mM WaCl, sont
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Les fractions (11.5 ml) eont testées pour détecter celles qui
activent la FBPase (e—e). (—) % de transmiesion & 280 nm
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Fig.28, Chromatographile sur diéthylaminoéthyi-celiulose DE-52.

22 ml d'échantillon sont appliqués sur une colonne DE-52 (2.5 x
10.5 cm), éguilibrée avec 25 mM Tris-acétate pH 7.0. La colonne
est lavée avec le méme tampon, puis éluée avec 25 mM Tris-acétate
pH 7.0 + gradient de sel 0-500 mM NaCl {---). Les fractions

{6.3 ml} sont testées pour détecter celles gui activent la FBPase
{e—e). {—) % de transmission & 280 nm



- 68 -

lonne Sephadex G-25 Medium (1.5 x 29 cm) pour &tre dessalé (co-
lonne éluée avec 25 mM Tris-acétate pH 7.0) est appliqué sur
une colonne diéthylamincéthyl-cellulose (2.5 x 10.5 cm) DE-52
(Whatman), équilibrée avec 25 mM Tris-acétate pH 7.0 (Fig.28).
La colonne est lavée avec le méme tampon, puis éluée avec

25 mM Tris-acétate pH 7.0 + gradient de sel 0-500 mM NaCl. Le
débit de 1la colonne est de 54 ml/h, maintenu constant par une
pompe. Les fractions activant la FBPase (6.3 ml/fraction}, qui
sont passées & travers la colonne sans étre retenues, sont com-
binées. Le volume est réduit par ultrafiltration dans une petite
cellule Amicon. La solution protéinique est centrifugée 20 min
4 48'000 x q.

Aprés cette étape, l'extrait renfermant des thioré-
doxines ne renferme plus le cytochrome S5y {eortant plus tard
lors de 1'élution de la colonne}, mais contient un autre cyto-
chrome, le b, ., (détecté grice & un spectre d'absorption de
l'extrait). Il est a4 signaler qu'une purification de thiorédo-
xines jusqu'd ce stade a déjh été effectuée dans notre lahora-
toire (Spielmann,l192806).

L'échantillon, aprés étre passé a travers une colonne
G-25 Medium (1.5 x 31 cm) pour se trouver dans le bon tampon
(Tris-acétate pH 7.0 remplacé par 10 mM tampon phosphate pH 6.8)
est appliqué sur uvne colonne hydroxyapatite (1.5 x 8.5 cm},
équilibrée avec 10 mM tampon phosphate pH 6.8 (Fig.29). La co-
lonne est éluée avec un gradient de 10-500 mM tampon phosphate
pH 6.8. Le débit de la colonne est d'environ 11 ml/h, maintenu
constant par une pompe. Les fractions activant la FBPase (3.8 ml/
fraction) sont combinées, puis dialysées pendant la nuit contre
5 mM Tris-acétate pH 7.0 dans un tube a dialyse Spectrapor (rete-
nant les protéines 3 PM supérieur & 8'000). Le volume est réduit
par ultrafiltration dans une cellule Amicon. La solution protéi-

nigque est centrifugée 20 min & 48'000 x g.
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Fig.30. Chromatographie sur carboxyméthyl-cellulose CM-23., 15.6 ml
d'échantillon sont appligués sur une colonne CM-23 (1.5 x 13.5 cm),
éguilibrée avec 10 mM Na-acétate pH 5.5. La colonne est lavée avec
le méme tampon, puis éluée avec un gradient de 10-200 mM Na-acé-
tate pH 5.5 {---). Les fractions (3 ml) sont testées pour détecter
celleslqui activent la FBPase (#—e). {—) % de transmission &

280 nm
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L'échantillon est d'abord passé & travers une

G-25 Medium (1.5 x 31 cm) pour se trouver dans le bon tampon :
le tampon Tris-acétate pH 7.0 remplacé par 10 mM Na-acétate

pH 5.5. Les fractions, renfermant les protéines, sont combinées
et appligquées sur une colonne carboxyméthyl-cellulose (1.5 x
13.5 cm) CM-23 (Serva), équilibrée avec 10 mM Na-acétate pH 5.5
{Fig.30). La colonne est lavée avec le méme tampon, puis éluée
avec un gradlent de 10-200 mM Na-acétate pH 5.5. Le débit de la
colonne est de 12 ml/h, maintenu constant par une pompe. Les
fractions activant la FBPase (3 ml/fraction) sont combinées,
puis le volume est réduit par ultrafiltration dans une cellule

Amicon.

L'activité spécifique de thiorédoxines ne peut pas
étre déterminée, car elles ne sont pas des enzymes, elles n'agis-
sent donc pas sur un substrat au sens habituel du terme. En effet,
ces protéines activent la FBPase (qui est une enzyme), gui
devient donc leur substrat. L'activité spécifigue de la FBPase,
activée par ces thiorédoxines, pourrait alors étre calculée,
apportant une information sur le rdle joué par l'extrait protéi-
nique 3 chague étape de purification de ces thiorédoxines. Cecti
ne peut se faire, car la réaction d'activation de la fructose
bisphosphatase par une thiorédoxine n'est pas stoechiométrique :
une fois l'enzyme activée, et gue cette thiorédoxine vienne &
tre retirée du milieu réactionnel, la FBPaSe continue d'étre
active. Elle serasit désactivée, si de la thiorédoxine oxydée
était rajoutée {Soulié et al.,1981)., Pour contrdler la purifi-
cation de thiorédoxines, on procéde comme suit : 1'activité de
la FBPase, due & l'activation par des thiorédoxines, est donc
mesurée & chaque étape et une électrophorése sur gel dénaturant
d'une aliquote de chaque étape est aussi effectuée.

Dans le tableau de purification de thiorédoxines
(Tableau VI), les deux premiéres étapes (extrait brut et préci-
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pitation & 1l'acide) n'y figurent pas, puisgqu'elles renferment &
la fois la FBPase et les protéines d'activation. Pour tester
correctement 1’activation de la FBPase par cee¢ protéines d'acti-
vation, il faut que 1l'enzyme soit présente en quantité saturante
(environ 10 pg de FBPase hautement purifiée), de telle sotrte que
toutes ces protéines qui se trouvent dans l'extrait puissent
travailler. Il est a remargquer, gu'au cours de la purification,
il Faut toujours moins de pg de protéinee pour activer 1'enzyme
dans le méme ordre de grandeur, exception faite de la derniére
étape, ob l'activation de la FBPase est relativement faible.

Ceci peut &tre dli au fait qu'aprés un cettain temps de stockage
la FBPase est plus difficilement activable. C'est du moins ce qui
a été observé pour la FBPase chloroplastique d'Epinard (Schiirmann,
résultats non publiés}.

La figure 31 visualise les étapes suivantes de la
purification de thiorédoxines, aprés électrophorése sur un gel
dénaturant (5DS-15 % d'acrylamide) : chromatographie sur diéthyl-
aminoéthyl-cellulose (canal 1}, hydroxyapatite (canal 2) et car-
boxyméthyl-cellulose (canal 3). Le canal S contient les protéines
standard : 1'ovalbumine, la DNase I, le chymotrypsinogéne, 1la
trypsine, la RNase et le cytochrome ©. Aprés la colonne DEAE,

il y a encore beaucoup de protéines dans l'échantillon. Leur
nombre a fort diminué aprés la colonne d'hydroxyapatite et aprés
la carboxyméthyl-cellulose, il n'y a plus gque trois bandes prin-
cipales : une protéine dont le poids moléculaire s'éléve &
16'000, et deux autres trés proches l'une de 1'autre, la pre-
miére avec un PM de 11'000 et la seconde, dont le PM est estimé
a 10'500. Comme il s'avére que de trés nombreuses thiorédoxines
possédent un poids moléculaire autour de 12'000, entre autres la
thiorédoxine f de 1'Epinard (Schiirmann et al., 1981}, il se peut
fort bien qu'une de ces deux protéines soit celle qui est res-
ponsable de l'activation de la FBPase, Sans pour autant exclure
gue les autres bandes protéinigues sur le gel puissent également
représenter des thiorédoxines.

En ce qui concerne la structure primaire de cette
thiorédoxine, elle doit contenir au moins 2 résidus demi-cystine,



- 74 -

TABLEAU VIY

Activation de la FBPase par les thiorédoxinee f et m de
1'Epinard ; rdle de thiorédoxines extra-muros

Activité enzymatique
(nmoles de substrat
Enzyme transformé par minute)

FBPase d'Euglena gracilis

Contrdle 5
+ Thiorédoxines d'Euglena gracilis 47
+ Thiorédoxine £ d'Epinard 37
+ Thiorédoxine mb d'Epinard 88

FBPase de 1'Epinard

Contrdle [
+ Thiorédoxine f d'Epinard 164
+ Thiorédoxines d'Euglena gracilis 7

MDH & NADP de 1'Epinard

Contrdle 3
+ Thiorédoxine mb d'Epinard 32
+ Thiorédoxines d'Euglena gracilis 48

Les méthodes d'analyse enzymatique sont décrites au § 3.2.1
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Thiorédoxines d'Euglena gracilis

QU1
——== FBPase d'Euglena gracilis

NON

FBPase d'Epinard
ouI

MDH a NADP d'Epinard
oul

Thiorédoxines d'Euglena gracilis ——e | FBPase d'Euglena gracilis

ouI
Thiorédoxine £ d'Epinard

oul
Thiorédoxine m d'Epinard

Fig.32. Tests croisés du systéme DIT-thiorédoxine entre Euglena

gracilis et 1'Epinard (schéma récapitulatif)
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responsables de son activité biologigque. Il eerait donc par con-
séguent intéressant de poursuivre la purification de cette pro-
téine, pour parvenir 4 l'homogénéité et déterminer ainsi sa teneur
en aclides aminés, sa séquence ou du moins celle du groupement

fonctionnel (site actif).

3.3.3. Activation de la FBPase par les thiorédoxines f et m de
1'Epinard ; rdle de thiorédoxines extra-muros '

La fructose 1,6-bisphosphatase d'Euglena gracilis,

activée par des thiorédoxines (fraction pic de la DEAE, 20 pL) .
est également activée par la thiorédoxine f pure (4.4 pg) et la
thiorédoxine mb pure (5 Fg) de l'Epinard (Tableau VI1). Par con-
tre, la FBPase d'Epinard, activée par sa protéine de régulation,
ne 1l'est pas par celles provenant de 1'Eugléne, gqui, en revanche,
agissent sur la malate déshydrogénase a NADP de ]l'Epinard.

En résumé, les protéines de régulation chez Euglena
gracilis agissent sur la FBPase d'Eugléne, la MDH a NADP d'Epi-
nard, mals n'activent pas la FBPase de 1'Epinard (Fig.32). Quant
4 la FBPase d'Euglena gracilis, elle peut &tre activée par un
certain nombre de thiorédoxines : les siennes ainsi gque les thio-

rédoxines f et m de l'Epinard.
3.4. CONCLUSION
La FBPase chloroplastigque d'Euglena gracilis est

activée in vitro par le dithiothreitol et un extrait protéinigque,
renfermant des thiorédoxines. Cet extralit est partiellement puri-

fié, aprés une précipitation au sulfate d'ammonium (50-90 % de
saturation), par filtration sur gel de Sephadex et chromatogra-
phies sur hydroxyapatite, DEAE- et CM-cellulose. Il contient 3
protéines de PM 10'500, 11'000 et 16'000, détectées par électro-
phorése sur gel SD3-15 % d'acrylamide. De ces résultats et de

ceux du chapitre 2 (activation in vivo de la FBPase par la lumiére},
on peut en déduire que 1l'activité de la FBPase est régulée dans
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les chloroplastes d'Eugléne par le systéme ferrédoxine-thiorédo-
xine, a l'image de ce qui se passe chez 1'Epinard. En plus de
l'enzyme d'Eugléne, les protéines de régulation d'Euglena gracilis
agissent sur la MDH & NADP d'Epinard, mais n'activent pas la
FBPase de 1'Epinard. Les thiorédoxines £ et m de 1'Epinard acti-
vent également la FBPase d'Euglena.
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Chapitre 4. BIOSYNTHESE DE LA FBPase

4.1, INTRODUCTION

"La vie sur la Terre dépend de 1l'aptitude des chlo-
roplastes a effectuer la photosynthése, de sorte qu'il n'est pas
surprenant de trouver une littérature considérable sur le méca-
nisme photosynthétique. Mais un autre pdle d'attraction dans les
chloroplastes peut étre discerné : les chloroplastes, comme les
mitochondries, renferment un systéme génétique complet en plus de
celui qui est localisé dans le noyau et le cytoplasme. Un systéme
génétique complet contient les quatre composants nécessaires a
1'expression de l'information génétique : le DNA, la DNA polymé-
rase, la RNA polymérase et un dispositif de synthése protéinique.
Il apparait que la possession de tels systémes génétiques extra-
nucléairee est une caractéristique fondamentale du mode eucaryote
d'organisation cellulaire. L'existence de tels systémes pose des
gquestions telles que, par exemple, connaitre leur rdle précis
dans la différenciation cellulaire. Par conséquent, il est aussi
important de savoir dans quel compartiment cellulaire une protéine
chloroplastique est synthétisée que de e'enquérir de sa foncfion
photosynthétique. Il est maintenant clairement établi que la for-
mation des chloroplastes résulte d'une coopération complexe entre
le systeme génétique nucléaire et celui contenu dans le plaste.
L'attrait de ce sujet réside dans le démélement des événements
moléculaires de cette coopération. Des protéines chloroplastiques
sont synthétisées 34 1'intérieur du plaste lors de son développe-
ment, tandis que beaucoup d'autres sont fabriquées dans le cyto-
plasme. Il n'y a donc pas de perspective pour cultiver les chlo-
roplastes & la maniére de cellules. L'évidence en cours indique
que les protéines chloroplastiques, fabriquées en dehors du chlo-
roplaste, sont codées au niveau du génome nucléaire, tandis que
celles, produites par les ribosomes chloroplastiques, sont codées
par le génome du chloroplaste. 11 s'ensuit que les polypeptides,
codés par le noyau, traversent 1'enveloppe chloroplastique et sont
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assemblés dans 1'organite pour devenir fonctionnels. Ce processus
d'assemblage nécessite dee interactions entre des polypeptides,
codés par le noyau, et d'autres, qui le sont par le chloroplaste"
(tiré de Ellis,1981).

Puisque le systéme de régqulation ferrédoxine-thioré-
doxine, dépendant de la lumiére, est typiquement chloroplastique
{cf. chap. 2), il est précisément intéressant de savoir si ses
constituants, parmi lesquels la FBPase, sont synthétisés au ni-
veau des ribosomes chloroplastiques ou s'ils sont élaborés, com-
me de nombreuses autres protéines chloroplastiques, sur les ribo-
somes cytoplasmiques et ensuite importés dans le chloroplaste.
be toute fagon, quelle que scit la réponse 3 cette question, le
probléme alors posé est digne d'intérét : si la FBPase chloro-
plastique est synthétisée dans le cytoplasme, comment s'effectuent
donc son transport et son assemblage dans le chloroplaste ? Si,
par contre, son élaboration se déroule dans le chloroplaste, gquel
fragment de DNA chloroplastique est responsable de sa synthése ?

4.2. MATERIEL ET METHODES

4.2.1. Cultures, récoltes et extraits d'Euglena gracilis,
souche 2(ICC)

Un erlenmeyer, contenant 1 litre de milieu hétéro-

trophe {(Greenblatt et Schiff,1959; méme milieu que celui utilisé
pour la culture des cellules en vue d'isoler 1'enzyme, cf. chap. 1},
est inoculé avec 3 ml d'une culture stock d'Euglena gracilis,

souche Z{ICC), dont les cellules se sont développées & 1'obscurité
pendant 7 jours dane le méme milieu de culture.

L'erlenmeyer ainsi inoculé est laissé & 1l'obscurité
4 environ 25°C durant 6 jours avec un systéme d'agitation : les
cellules étiolées se multiplient.

Aprés cette étape, 8 erlenmeyers de 1 litre, contenant
chacun 400 ml de milieu autotrophe (Cramer et Myers,1952), sont
inoculés chacun avec 100 ml de cette culture & 1l'obscurité. Deux
flacons (1 litre) sont utilisés pour la culture de contrdle, 2
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autres pour le traitement & la cycloheximide (10 Fg/ml), 2 autres
pour la lincomycine (don de Upjohn, Ziitich ; 2 mg/ml} et les 2
derniers pour le traitement au chloramphénicol (D-thréo-chloram-
phénicol, 2 mg/ml). Les B erlenmeyere sont mic & la lumiére 3

environ 25°C avec un systéme d'agitation pendant 3 jours (72 heures) :
alors gue les cellules, qui ne ee divisent preegque plus, verdis-

eent, les proplastes, quant & eux, deviennent des chloroplastes
fonctionnels.

Pour chaque traitement {contrdle, cycloheximide,
lincomycine et chloramphénicol) et pour le reste de la culture
a 1l'obscurité qui n'a pas été utilisée pour 1'inoculation de
1'étape & la lumiére (moins de 200 ml), la récolte s'effectue de
la fagon suivante : la culture est centrifugée 10 min & 4'000 x g
et lavée 5 deux reprises avec 50 mM tampon phosphate pH 7.0
(resuspendre les culots de récolte dans ce tampon et centrifuger
10 min & 4'000 x g).

Pour réaliser 1'extrait de chague culture, la procé-
dure est la suivante : le culot final est resuspendu avec un
homogénédisateur Potter-Elvehjem dane 50 mM tampon phosphate pH 7.0
(ajouter autant de ml de tampon gu'il vy a de g de cellules d'Eu-
gléne), passé 3 foie & travers la presse Yeda (70 atm), le méme
volume de tampon est ajouté pour laver la presse Yeda et l'erlen-
meyer utilisé a la sortie de la presse, 50 pl sont prélevés pour
déterminer la concentration en chlorophylle, puls l'extrait est
finalement centrifugé 15 min 3 48'000 x g.

Comme il s'agit de déterminer 1'oriqine génétigue de
la FBPasce ghloroplastique et qu'il existe également une FBPase
cytoplasmique, il faut détruire cette derniére. A cette fin, une
aliquote de chacun des extraits est dialysée contre 50 mM Na-acé-
tate pH 5.5 pendant la nuit. Puis les échantillons sont centri-
Fugés 4 min pour &tre clarifiés.

La teneur totale en chlorophylle est généralement
utilisée comme critére de référence dans 1'expression des acti-

~
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vités photosynthétiques. La concentration de chlorophylle est
donnée en mg de chlorophylle par milliard de cellules. La pro-
cédure suivante est utilisée :

a} D'abord c¢'est la gquantité totale de chlorophylle
dans 1'extrait gqui doit &tre connue. La concentration de chloro-
phylle est déterminée selon la méthode d'Arnon (1949)
= 10 ml d'acétone 4 B0 % + 50 pl d'extrait
- filtrer et lire 1'absorbance & 652 nm
- concentration C (mg/ml d'extrait) = A652 x 5.8
Le volume de 1l'extrait étant connu, la teneur totale de l'extrait
en chlorophylle peut ainsi &tre calculée.

b) Puis il s'agit de savoir combien de cellules ren-
ferme la récolte (1 litre). Une cellule de Thomas est utilisée
pour effectuer un comptage au microscope :

nombre de cellules dans les 16 carrés 4
nombre de cellules/ml = x 10
dilution

Ce nombre est alors multiplié par mille pour obtenir la quantité
totale de cellules dans la récolte.

c) La concentration de chlorophylle peut ainsi étre
exprimée en mg de chlorophylle par 109 cellules.

4.2.2. Culture, récolte et extrait d'Euglena gracilis, scuche
W.BUL

3
La souche W BUL (White n® 3 Bleached by UV by Lyman)
est utilisée comme autre contrdle : en effet, elle ne contient
pas de chloroplastes mais seulement des proplastes.
Quatre erlenmeyers, contenant chacun 250 ml de milieu
hétérotrophe (Greenblatt et Schiff,1959), sont inoculés chacun

avec 1 ml d'une culture stock d'Euglena gracilis, souche W4BUL,

dont les cellules se sont développées 6 jours a l'obscurité dans
le méme milieu de culture. Les erlenmeyers sont mis & la lumiére
{contrdle complet) avec un systéme d'agitation pendant une se-

maine. La souche W,BUL devient orange sous condition lumineuse,

3
ceci est dli & la biosynthése de caroténoides, c'est ainsi que

1'Eugléne se pratége elle-méme de la lumiére.
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Le mode opératoire de récolte (1 litre de culture),
d'extrait et de dislyse est le méme gue celui de la souche Z(ICC).

4.2.3. Détermination de l'activité enzymatique

Pour détecter la présence de la FBPase chloroplasti-
gue dans les différents extraits, l'analyse spectrophotométrique
4 340 nm est utilisée. 50 pl d'extrait sont introduits dans une
cuvette spectrophotométrique gqui contient le mélange réasctionnel
(0.95 ml) renfermant (en pmoles) Tris-HC1 pH 7.2 ou 8.6, 100 ;
MgSOd, 20 : EDTA-Na, 0.1 @ NADP, 0.5 FBPhNa3.
phate isomérase, 1.75 unité :; glucose 6-phosphate déshydrogénase,

4 ; glucosephos-

0.70 unité. La réaction enzymatigue est enregistrée immédiatement
en suivant le changement d'absorbance & 340 nm. Le résultat est
donné en nmoles de FBP hydrolysé par minute et par million de
cellules.

4.3. RESULTATS ET DISCUSSION

4.3.1. Bffet des antibiotigues sur la biosynthése de la chloro-

phytle et la division cellulaire

Le tableau VIII montre les effets de la cycloheximide,
de la lincomycine et du chloramphénicol sur la synthése chloro-
phyllienne et la division cellulaire.

Dans l'extrait de contrdle, la concentration en chlo-
rophylle totale s'éléve 4 10 mg de chlorophylle par milliard de
cellules. Pour l'extrait traité & la cycloheximide (10 pg/ml),
la concentration de chlorophylle eet de 2.81 mg x 10'9 cellules,
ce qui correspond & une inhibition de 72 %, Ce résultat est en
accord avec celui obtenu par d'autres auteurs (Smillie et al.,
1967) qui obtiennent une inhibition de 75 % sur la biosynthése
de la chlorophylle dans la culture traitée &4 la cycloheximide
(15 pg/ml). Par contre, 13 lincomycine (2 mg/ml), inhibant ls
biosynthése des protéines dans les chloroplastes, a un effet
moindre sur la biosynthése chlorophyllienne : en effet, la con-
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centration en chlorophylle dans l'extrait contenant cet antibio-
tique s'éléve & 7.74 mg par milliard de cellules, l'inhibition
n'est donc que de 23 %. Le troisiéme extrait traité aux antibio-
tiques renferme du chloramphénicol (2 mg/ml). La concentration
de chlorophylle y est de 7.18 mg x 1077
étant de 28 %, Smillie et al.(1967)}, quant & eux, indiguent 82 %
d'inhibition pour 1 mg de chloramphénicol par ml de culture.

cellules, 1'inhibition

Les effets des antibiotiques sur la division cellu-
laire présentés ici sont différents de ceux obtenus par Smillie
et al.(1967) : la cycloheximide inhibe la division cellulsire &
77 % alors que, pour ces auteurs, elle la stoppe complétement.
Quant au chloramphénicol, il inhibe la division des cellules &
46 %. Smillie et al. ont trouvé que le chloramphénicol n'avait
pas A'effet inhibiteur sur la division cellulaire, bien au con-
traire puisque le taux de division était légérement augmenté par
le chloramphénicol ! Dans 1'extrait traité & la lincomycine,
1'inhibition de la division cellulaire est moins élevée (25 %).

4.3.2. Site de biosynthése de la FBPase chloroplastique

Les cellules d'Euglena gracilis, souche Z, ayant

poussé A l'cbscurité, ne présentent pas d'activité enzymatique

due 3 la fructose bisphosphatase chloroplastique, le test enzy-
matique étant réalicé aprés dialyse de 1'extrait & pH 5.5 (Fig.33).
Par contre, d'autres auteurs ont trouvé gque la FBPase chloroplas-
tique présente une faible activité & l'obscurité chez le Pois
(Graham et al.,196B8), le Haricot (Bradbeer et al.,1969) et méme
chez Euglena gracilis {Smillie,1963; App et Jagendorf,1963).

L'activité de la FBPase chloroplastique {(exprimée
par un nombre constant de cellules) dans la culture de contrdle
augmente progressivement au cours du verdissement des cellules
4 la lumiére pour atteindre un certain seuil aprés 72 heures
d'illumination (Fig.33). L'allure de la courbe permet deux hypo-
théses : soit la FBPase, effectivement absente & 1l'obscurité,
est synthétisée & la lumiére (synthése de novo}, soit elle est
déja présente 3 l'obscurité mais sous forme de précurseur inactif

gui a besocin de la lumiére pour &tre activé (activation in vivo).
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Fig.33. Augmentation de la concentration de la chlorophylle et

de l'activité de 1la FBPase au cours du verdissement de la culture
de contrdle. Pour réaliser cette expérience, une bouteille de 10
litres (20 x 45 cm), contenant 6 litres de milieu autotrophe
(Cramer et Myers,1952}, est inoculée avec 1.5 1 de culture a
1'obscurité. A différents intervalles, 1 litre de milieu est pré-
levé, la récolte et 1l'extrait sont réalisés comme décrit au §
4.2.1, la concentration de chlorophylle (e—e, cf. § 4.2.1.1) et
1tactivité enzymatique (0—o, cf. § 4.2.3) sont déterminées
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Fig.34. Activité de la FBPase en fonction du pH. L'extrait uti-
lisé provient de la culture de contrdle, aprés dialyse contre
50 mM Na~acétate pH 5.5. La détermination de 1'activité enzyma-
tique est décrite au § 4.2.3, & 1'exception du pH ’
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Fig.35. Activité des FBPases cytoplasmique et chloroplastique
en fonction du pH. L'extrait utilisé provient de la culture
d'EBugléne, socuche W,BUL. Une aligquote est dialysée contre 50 mM
Na-phosphate pH 7.0 (e—e) et une autre contre 50 mM Na-acétate
pH 5.5 (&—A). La détermination des activités enzymatiques est

déecrite au § 4.2.3, 3 1l'exception du pH
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Il n'existe pas a ce jour d'information publiée au eujet des
rdles respectifs de la synthése de novo et de 1'activation in
vivo dans le développement de la fructose bisphosphatase. Bradbeer
{1981) émet 1l'avls suivant au sujet de la biosynthése des enzymes
du cycle de Calvin (incluant la FBPase) chez les Végétaux supé-
rieurs : ces protéines sont synthétisées 3 l'obscurité et sont
présentes en faibles quantités, la lumiére occasionne une syn-
thése de novo rapide, qui a pour conséquence d'augmenter de plu-
sieurs fois 1la gquantité de chague enzyme, et les activités enzy-
matigues présentent une activation considérable, en réponse au
développement de l'activité photosynthétique des thylakoides.

Aprés dlalyse des extraits contre 50 mM Na-acétate
pH 5.5 pendant la nuit, la courbe de pH de l'activité de la FBPase,
avec son optimum 3 pH 8.0 et aucune activité a pH 7.2 et en-dessous
(Fig.34), correspond approximativement au profil obtenu aprés
purification de cette enzyme chloroplastique. C'est donc une
bonne indication pour dire que les résultats présentés & la figure
31 sont dus spécifiquement 3 la FBPase chloroplastique.

Une Indication supplémentaire en faveur du rdle joué
uniguement par 1'enzyme chloroplastigue aprés dialyse a pH 5.5
provient d'expérlences réalisées avec la souche d'Euglénes W,BUL,
déficiente en chloroplastes et ne contenant donc gue des proplastes,
et qui présente une activité FBPasique due essentiellement 3
1'enzyme cytoplasmigue. Tandis gu'un extrait, maintenu & pH 7.0,
posséde une actlvité de FRPase plus élevée & pH 7.2 gu'aux pH
supérieurs a 8.0, une dialyse contre 50 mM Na-acétate pH 5.5
pendant la nuit élimine complétement l'activlté 3 pH 7.2, détrui-
sant ainsi la FBPase cytoplasmique et laissant seulement une
petite activité enzymatique asux pH supérieure 3 8.0, probablement
due & la présence d'un religuat de la FBPase chloroplaetigue dans
BUL (Flg.35).
Le tableaw IX résume les résultats obtenus avec des

la souche w3
inhibiteurs de la synthése protéinigue dans le cytoplasme (em-
pleoi de la cycloheximide} et dans les chloroplastes (usage du
chloramphénicol ou de la lincomycine}.

Les extralts dialysés & pH 5.5 pendant la nuit (la
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TABLEAU IX

Effet d'antibiotigues sur la biosynthése de la FBPase chloro-

plastique
Activité enzymatique
{nmoles de FBP hydrolysé
x min"1 x 107 cellules)
Souche pH 7.2 pH 8.6 .
Z{ICC), extraits dialysés
obscurité, 6 jours 0 0
lumiére, 3 jours
contrdle 0 6.16
4+ cycloheximide 0 0.92
+ lincomycine 0 4.82
+ chloramphénicol 0 6.58
W3BUL
extrait non dialysé 2.16 1.26
extrait dialysé o 0.30

La détermination de 1'activité enzymatique est décrite au § 4.2.3
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FBPase cytoplasmique étant donc détruite) sont testés a pH 7.2
{pH de contrdle} et pH 8.6 (pH ot la FBPase chloroplastique pré-
sente une bonne activitéd) ; en effet 7.2 est un pH de contrdle :
la FBPase cytoplasmique présente une activité enzymatique a ce
pH, contrairement & l'enzyme chloroplastique qui n'en a pas
{Latzko et al.,1974). Les résultats sont donnés en nmoles de

FBP hydrolysé par minute et par million de cellules, pour pouvair
ainsi comparer les valeurs obtenues d*un traltement de culture

a 1'autre, en raison des taux différents de division cellulaire
(cf. § 4.3.1).

L'extrait dialysé, provenant de la culture a l'obs-
curité, ne présente pas d'activité a pH 7.2 ni & 8.6 : la FBPase
chloroplastique soit n'est pas synthétisée & l'obscurité dans les
proplastes, soit est présente mais pas encore active, ayant alors
besoin de la lumiére pour &tre activée. Les extraits dialysés
des cultures a la lumiére ne présentent pas non plus d'activité
a pH 7.2 : la FBPase cytoplasmigue est donc bien détruite et a
pH 8.6 c¢'est uniquement la FBPase chloroplastique qui est ainsi
testée. L'extrait de contrdle présente une activité enzymatique
3 pH 8.6 de 6.16 nmoles de FBP hydrdlysé x min © x 107°

Dans l'extrait dialysé, traité & la cycloheximide, la FBPase

cellules.

chloroplastique hydrolyse 0.92 nmole de substrat par minute et
million de cellules, ce qui correspond & une inhibition de 85 %,
En ce qui concerne l'extrait dialysé, traité a la lincomycione,
1% 107% celiules (22 2

d'inhibition) et pour 1l'extrait dialysé, traité au chloramphé-

il y a 4.82 nmoles de FBP hydrolysé x min

nicol, il ¥ en a 6.58 (pas d'inhibition). Pour les extraits de

la souche W_BUL, les résultats sont les suivants : l'extrait non

dialyse prégente une activité enzymatique aux 2 pH. A 7.2, ce
sont 2.15 nmoles de substrat qui sont hydrolysées par minute et
par million de cellules et & 8.6, 1.26 nmoles. L'extrait dialysé
ne présente pas d'activité & pH 7.2 (la FBPase cytoplasmigue est
donc détruite) mais une petite activité (0.30 nmole) & 8.6 (due
a4 une faible présence de la FBPase chloroplastique, comparer
avec la [igure 35).

’ Le lieu de biosynthése de"la fructose bisphosphatase
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chloroplastique peut maintenant &tre donné. En présence de la
cycloheximide, 1'inhibition de 1la biosynthése de 1l'enzyme est
de 85 %, ce qui est considérable. Cette donnée ne permet pas de
conclure, car 2 hypothéses se présentent :

a) La cycloheximide inhibe la synthése des protéines
dans le cytoplasme, donc la FBPase chloroplastique est synthe-
tisée dans le cytoplasme.

b} Bien qgu'en présence de la cyclcheximide il y ait
inhibition de la synthése de la FBPase, cette enzyme est €la-
borée au niveau des ribosomes chloroplastiques, car ce que cet
antibiotique inhibe c'est les protéines cytoplasmiques ainsi que
des protéines chloroplastiques dont certaines sont nécessaires
a4 la biosynthése de la FBPase.

Quand les cultures sont traitées & la lincomycine,
il y a 22 % d'inhibition, et quand elles contiennent du chloram-
phénicol, il n'y a pas d'inhibition. Ces deux informations nous
permettent d'exclure la seconde hypothése, car si la FBPase était
élaborée dans les chloroplastes, le pourcentage d'inhibition
serait trés élevé, ce qui n'est pas le cas !

4.4. CONCLUSION

De ces résultats, il apparait que, chez Euglena
gracilis, souche Z, la fructose 1,6-bisphosphatase chloroplas-
tigque est synthétisée, comme pratiquement toutes les autres
enzymes du cycle de Calvin (Feierabend,1979), au niveau des ribo-
somes cytoplasmiques et doit ensuite &tre importée dans les chlo-
roplastes (Affolter et al.,1978). Cette conclusion a été confir-
mée dans notre laboratoire (8pielmann,1980) en incluant vn con-
trdle sur l'action des antibiotiques par 1a vérification duv site
de biosynthése de deux autres enzymes du cycle de Calvin, la
RuBP carboxylase (site chloroplastique pour sa grande sous-unité}
et la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase a NADP (site
cytoplasmique). Feierabend et Schrader-Reichhardt (1976) ont éga-
lement trouvé une origine cytoplasmique pour la FBPase chloro-
plastique en cultivant du Seigle & 32°C, cette température pro-



- 92 -

voquant une déficience dans la formation des ribosomes 70 §
(ribosomes des plastes). La synthése des protéines ne peut donc
avoir lieu dans les plastes, tandis gqu'elle se déroule normale-
ment au niveau des ribosomes B0 S du cytoplasme. C'est donc un
systéme adéquat pour évaluer la contribution nucléocytoplasmique
a4 la biogenése des chloroplastes, et en particulier & la biosyn-
thése des protéines chloroplastiques (Feierabend,1978).
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CONCLUSION FINALE

La fructose 1,6-bisphosphatase chloroplastique
d'Euglena gracilis est purifiée par les étapes suivantes : extrait

.

brut {(obtenu par sonication), précipitations & l'acide et au sul-
fate d'ammonium (30-50 % de saturation)}, chromatographies sur
DEAE-cellulose et hydroxyapatite, chromatofocusing et filtration
sur gel de Sephacryl. Elle est ainsi obtenue & 1'état pur. Les
conditions optimales du test enzymatique sont établies : pH 8.4,
0.1 mM EDTA, 20 mM Mg2', 1 mM FBP. Si nous calculons un rapport
de concentration entre le magnésium et le substrat, nous obtencns
une valeur de 20. Il est & remarquer que App et Jagendorf (1964)
avaient déja mis en évidence ce rapport de concentration et qu'ils
avaient obtenu la méme valeur. Ce rapport magnésium-substrat
porte & penser qu'il existe un lien particulier entre le magné-
sium et le fructose 1,6-bisphosphate, le magnésium ayant un effet
favorable sur l'activité de l'enzyme, comme s'il amélicrait 1'in-
teraction enzyme-substrat ! La courbe sigmoide de l'activité de
la FBPase, dépendant du temps, est un indice pour dire qu'il
s'agit d'une enzyme de régulation. Car, en effet, s'il s'agissait
d'une enzyme quil travaillait sur un substrat sans mécanisme de
régulation, la réponse de 1'activité enzymatique en fonction du
temps serait tout de suite linéaire (interaction immédiate enzyme-
substrat). D'autre part, la FBPase est relativement thermostable,
puisqu'elle est encore active 3 50°C. Le peids moléculaire de
l'enzyme se situe autour de 200'000, tandis que la sous-unité
présente un PM d'environ 50'000. La FBPase est donc formée de
guatre sous-unités identigques, comme d'ailleurs la FBPase chloro-
plastique de 1'Epinard (Baier et Latzko,1975; zimmermann et al.,
1976; Soulié,1%81). Le point isoélectrique de la FBPase d'Eugléne
est de 4.9-5.0, comparable i celui de 1'enzyme d'Epinard. Aprés
avolir comparé les poids moléculaires et les points iscélectriques
de ces deux enzymes, il serait intéressant de connaitre leur
teneur en acides aminés, pour savoir s'il existe des différences

appréciables, significatives entre les deux enzymes en comparant
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le nombre de chacun des résidus, en particulier le résidu demi-
cystine, qui peut donner une information sur le nombre de ponts
disulfures de chaque enzyme. Ces expériences sant précisément
actuellement en cours.

La FBPase chloroplastique d'Euglena gracilis est
activée par la lumiére in vivo, l'éclairement pouvant étre rem-
placé par le dithiothreitol. D'autre part, la FBPase est activée
in vitro par le DTT et un extrait protéinique, partiellement
purifié par précipitation au sulfate d'ammonium (50-90 % de satu-
ration), filtration sur gel de Sephadex, chromatographies sur
hydroxyapatite, DEAE- et CM-cellulose ; il renferme 3 protéines
de PM 10;500, 11'000 et 16'000, détectées par électrophorése sur
gel Sp5-15 % @'acrylamide. Compte tenu des conditions dans les
chloroplastes, on peut en déduire que la FBPase est régulée par

le systéme ferrédoxine-thiorédoxine chez 1'Eugléne. Ainsi, ce
mécanisme de régulation enzymatique, mis en évidence dans les
Végétaux supérieurs, existe déja dans les Algues, Végétaux infé-
rieurs. Il a récemment &té détecté dans d'autres Végétaux infé-
rieurs, les Cyancbactéries (Yee et al.,1981). Ce systéme de régqu-
lation semble donc €tre universellement présent dans les orga-
nismes photosynthétiques, donc indépendant par rapport a 1'évo-
lution au cours des ages du rdgne végétal !

La fructose 1,6-bisphosphatase chloroplastigue
d'Euglena gracilis, comme beaucoup @'autres protéines chloroplas-
tiques, est élaborée dans le cytoplasme puis transportée dans le
chloroplaste. Il serait en outre intéressant de connaitre le lieu

de synthése des autres constituants du systéme ferrédoxine-thio-
rédoxine. Il est connu que la ferrédoxine est également synthé-
tisée au niveau des ribosomes cytoplasmigques (Feierabend,1979)
mais des résultats préliminaires n'excluent pas une Synthése
chloroplastique pour la thiorédoxine (Spielmann,l1980). I) semble
donc qu'il y ait collaboration entre le systéme génétique nucléo-
cytoplasmigue et son correspondant plastidial en vue de 1'édifi-
cation des composants du systéme ferrédoxine-thiorédoxine, a
1'image du développement du chloroplaste.
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