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Occurence of PAL, cinnamate-hydroxylase and pcoumarate-hydroxylase, is found in cell-free extracts from 
Quercus pedunculata roots; moreover, an enzyme system which catalyzes benzoit acid formation from cinnamic 
acid is caracterized for the first time. Role of these enzymes and their interactions within the same organ are dis- 
cussed. 

1. Introduction 

L’apport, in viuo, de phknylalanine marqude g de 

jeunes plants de Chkne (Qwrcus pedunculatu Ehrh.) 
montre que cet acide amind est i l’origine de la plupart 
des acides phCnoliques du vdgdtal [l] L’acide cin- 
namique, produit par dksamination, conduirait, selon 
les hypotheses gtkdralement admises [2,3], aux 

autres acides en C,-C, , ou aux acides en C,-CL par 
perte de deux atomes de carbone de la chaine la&ale 

(sche’m a). 
Parmi les enzymes qui catalysent cet ensemble de 

kactions seule la phkylalanine-ammoniaque-lyase 
(PAL) a fait l’object d’ktudes approfondies [4-71 ; 
les autres biocatalyseurs ont e’td rarement identifiks 
et demeurent bien moins connus. 

Ce travail concerne la caracte’risation de la PAL 
(a), des hydroxylases des acides cinnamique (b) et 
p-coumarique (c) ainsi que du systZme assurant la 
formation de l’acide benzoique (d), dans un extrait 
acellulaire de jeunes racines de Quercus pedunculata. 

2. Partie expkimentale 

2.1. Mattriel 
La mise en 6vidence des enzymes Porte sur des 

racines obtenues aprZs germination des glands, dans la 
tourbe humide, i l’obscuritk et ri 20” pendant une 
semaine. La phinylalanine U14C d’activitC splcifique 
187 mCi/mmole et l’acide cinnamique 314C d’activitk 
spkifique 9 mCi/mmole (CEA) ont CtC purifils avant 

Voie de 
I’acide shikimique 

PhCnylalanine --% 

b 
AC. p-coumarique -% AC. caf&que 

i 
Autres acides 
cinnamiques 
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emploi par chromatographie prdparative sur papier; les 
substrats inertes sont des produits Merck. 

2.2. Mithodes 
2.2 .l . Pieparations enzymatiques 

Toutes les opkrations d’extraction sont effectudes 
i des tempkratures comprises entre 0 et 4”. L’homo- 
g&&sat obtenu apr& broyage dans un milieu dCcrit 
par ailleurs [8] est centrifug6 pendant 15 min i 1 500 
g (MSE H.S. 18) afin d’lliminer les dibris cellulaires. 
On prCcipite ensuite les protCines solubles par le sul- 
fate d’ammonium i 80% de saturation (le pH est main- 
tenu entre 7-7,5 par addition d’ammoniaque concen- 
trCe). On centrifuge enfin i 40 000 g pendant une hr 
et on reprend le culot par 2 ml de tampon phosphate 
mono-di potassique M/ 10 de pH 7,5. La suspension 
obtenue qui contient les protkines prdcipitables par le 
sulfate d’ammonium et les particules qui skdimentent 
i 40 000 g a Cti utilisde, telle quelle (S,) ou aprb 
purification sur gel de Slphadex G.50 (S,), comme 
source d’enzyme. 

2.2.2. Recherche des enzymes 
On ajoute aux constituants des milieux reactionnels 

qui figurent dans le tableau 1 de 0,l i 0,s ml d’extrait 
prote’ique, pour un volume final de 2 ml. 

Aprks 30 min d’action i 30”, sous agitation con- 
stante, la rlaction est arrCtke par addition d’HC1 con- 

centrC. Les produits form&s, extraits par 1’Cther 

Cthylique, sont concentrCs sous pression reduite, iden- 

tifies et isolCs par chromatographies successives dans 
divers systemes solvants [9, lo] 

On mesure la radioactivitd des substances marqukes 
au spectrom&re g scintillation liquide Packard (mo- 
d&le 2211) et on estime la quantitC d’acide cafkique, 
spectrophotom6triquement g 320 nm (Beckman DU) 
dans 1’6thanol g 95” G.L. 

Des tCmoins effectuCs parallilement, pour chaque 
essai, permettent de s’assurer de la nature enzymatique 
des rkactions. 

3. RCsultats et discussion 

Les prCparations enzymatiques peuvent rCaliser les 
quatre rCactions envisagies; les Gsultats mention& 
dans le tableau 2, n’ont qu’une valeur qualitative, 
seuls les essais effectuCs sur une mEme enzyme (expC- 
riences A et B) sont comparables. 

La PAL, dkja identifiCe dans les feuilles de Quercus 
pedunculata [5] retrouve Cgalement dans les racines. 
La d&termination de quelques-unes de ses proprGt6s 
montre que dans les deux organes, cette enzyme 
posdde des caracteres analogues (mCme pH optimum 
d’action, instabilitk, faible niveau d’activitb). 

La cinnamique-hydroxylase n’a pu 6tre extraite 
par les mCthodes habituellement utilisdes pour l’obten- 
tion des biocatalyseurs solubles [8] ; il semblerait que 
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Tableau 1 

R6action dtudike Sub&at 

DCsamination de 
la phknylalanine 

Hydroxylation de 
l’ac. cinnamique 

Hydroxylation de 
l’ac. p-coumarique 

Formation de 
l’ac. benzorque 

Phknylalanine 
inerte 10 wM 

marqude 0,l PCi 

AC. cinnamique 
inerte 10 crM 
marquk 0,l PCi 

AC. p-coumarique 
inerte 10 MM 

AC. cinnamique 
inerte 10 ccM 
marquk 0,l fiCi 

Tampon M/l0 

-___ 

Autres constituants 
Expiriences 
A B 

Tris-HCl pH 8,8 _ _ 

Phosphate 
mono-di K 
PH 8 

Phosphate 
mono-di K 
PH 593 

Phosphate 
mono-di K 
PH 7S 

AC. ascor- 
_ bique 30 PM 

NADPH 1 WM 

AC. ascorbique 
_ 30 PM 

NADPH 1 PM 

ATP 10 FM 
- Coenzyme A 

O,l PM 
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Tableau 2 

Enzyme mise en kvidence Source 

d’enzyme 
Compose formi en nM: Experiences 

A B 

PAL (a) SZ 
Cinnamique-hydroxylase (b) Sl 

Cinnamique-hydroxylase (c) SZ 
Formation de I’acide benzoique (d) Sl 

-~___ __- 

l’enzyme soit lice aux structures cellulaires precipi- 

tables i 40 000 g recueillies dans le culot [12-l 51 . 
Nous avons constate, par ailleurs, sa grande labilite, 
cause probable du nombre restreint de mises en Cvi- 
dence dont elle a fait l’objet. 

Contrairement aux resultats obtenus par Nair et 
Vining chez 1’Epinard [ 1 l] et par Russel et COM chez 
le Pois [ 121 , l’hydroxylation de l’acide cinnamique 
peut Ctre realisee, chez le ChQne, sans addition de 
reducteurs au milieu reactionnel (experience A); la 
presence d’acide ascorbique et de NADPH provoque 
cependant une augmentation d’activite d’environ 60% 

(experience B). 
Dans le cas de la coumarique-hydroxylase, la 

presence de reducteur (acide ascorbique-NADPH) est 
essentielle a la formation d’acide cafeique, confor- 
mement aux donnees deja obtenues chez d’autres 
vegetaux [16, 171. 

Enfin, a notre connaissance, la transformation de 
l’acide cinnamique en acide benzoique par un systeme 
acellulaire est mise, ici, en evidence pour la premiere 
fois. Selon l’hypothese de Geissman et Hinreiner [ 181 
les acides benzoiques se formeraient par f3-oxydation 
de leurs homologues cinnamiques, apres activation en 
cinnamoyl-coA et la formation de tels complexes ar 
deja CtC montree in vitro [ 19,201. Nous avons con- 
state, pour notre part, une augmentation notable de 
l’activid (60%) apres addition d’ATP et de coenzyme 
A au milieu, resultat qui semble militer en faveur de 
cette hypothese. 

La mise en evidence des hydroxylases (b et c) con- 
duisant a l’acide cafeique et du systeme enzymatique 
(d) formant l’acide benzoique, montre que l’acide 
cinnamique est a l’origine de deux voies metaboliques, 
acides en C,-C, en C6-Cr). Si le controle de la 
biosynthese de cet acide, qui s’effectue par l’intemre- 
diaire de la PAL, commence h &tre dlucide [5-7] les 
mecanismes qui assurent sa distribution ordonnee entre 

AC. cinnamique 

AC. pcoumarique 

AC. cafeique 

AC. benzoique 
--~ 

- 20 

10 16 

0 70 

91 150 
--~ -- 

les deux voies ne sont pas connus. Existe-t-il deux 
pools distincts de ce compose, chacun a l’origine d’une 
serie d’acides phenoliques? Les deux sequences meta- 

boliques sont-elles spatialement separees? 
Une etude approfondie du mode d’action de ces 

diverses enzymes et la determination de leur localisa- 
tion intracellulaire, actuellement en tours, devraient 
nous apporter des elements essentiels dans la compre- 
hension du fonctionnement de ces voies de biosyn- 
these. 
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