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Abstract-By using the normal techniques of protein separation, two forms of PAL with different 
properties have been separated from the glandular tissue of Aesculus hippocastunum. A hypothesis 
is proposed for correlating the isoenzyme activities with the accumulation of flavonoid compounds 
and benzoic acids in the trichomes. 

INTRODUCTION 

Contrairement aux flavondides hktkrosidiques, 
gknkralement prksents chez les vkgktaux 
supkrieurs, les flavono’ides de skcrktion des 
espkes ligneuses ittudikes jusqu’8 prksent [l-7] 
sont reprksentkes par des uglycones libres souvent 
mCthylCs et rejetks hors de la mat&e vivante. Des 
travaux rtcents ont permis de dtgager, d’une part, 
les caractkristiques du mkabolisme skcrktoire 
propre aux espkes Aesculus hippocastanum L. et 
Populus nigra L. (localisation anatomique de la 
&_&ion et cirktique du phknomkne 
skrktoire [S], r61e des glandes dans l’klaboration 
du sttcrttat flavono’idique [S-IO], d’autre part, le 
r81e primordial (chez Aesculus) de la L-phttnyla- 
lanine-ammoniac-lyase (PAL) dans l’klaboration 
des substances aromatiques prksentes dans les 
tissus des Ccailles s&&rices des bourgeons [ 111. 
Ces composks sont reprksentks par des aglycones 
flavoniques pour les glandes, par des coumarines 
pour le parenchyme. Une correlation Ctroite existe 
entre l’activitk PAL propre aux trichomes et l’ac- 
cumulation des flavonoides de sicrktion dans le 
tissu glandulaire. 

Une Ctude antkrieure [12] fait apparaitre qu’B 
certaines phases du cycle annuel de &&ion fla- 
vonique, la dkmination de la L-phknylalanine 
ne se limite pas g l’klaboration de l’acide tvans- 
cinnamique: des unit& benzoi’ques peuvent &tre 

dktecttes dans le milieu rkactionnel. Sans prkjuger 
de la nature exacte du processus enzymatique 
dktectk (dt%ignC par le sigle PAL + X), il a 6tC 
possible de dkgager une t‘troite corrhlution entre 
cette activitk enzymatique et l’accumulation 
d’unitks benzoi’ques dans les trichomes. 

La complexitk des informations prkliminaires 
acquises nous a conduit B dkfinir les caractkristi- 
ques des mkanismes enzymatiques admettant la 
L. phknylalanine comme substrat et dktectks dans 
le tissu glandulaire g certaines phases du cycle 
de s&&ion flavonique des bouigeons (soit acti- 
vitk PAL et activitk PAL + X). Dans cette com- 
munication nous analyserons les rksultats obtenus 
par filtration sur gel de Sephadex et par chroma- 
tographie sur DEAE Sephadex d’extraits enzyma- 
tiques purif%s par prtcipitation protkinique au 
sulfate &ammonium. 

RESULTATS 

PuriJication de la phPnylalanine-ammoniac-lyase 
des trichomes 

Ce travail de purification Porte sur des extraits 
protkiques obtenus B partir de trichomes prkleds 
dCbut Septembre 73 done & une kpoque oti la 
dksamination de la r_-phitnylalanine conduit seule- 
ment B la synthkse d’acide trans-cinnamique [l 11. 
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Tableau I. Purification de la PAL par filtration SW Sephadex G-100 et par chromatographie sur DEAF. Sephadex A-50 

Etapes de Volume 
purification (ml) 

ActivitC PAL 

(P) 

ActivitC PAL 

(P’) 

Facteur de 
purification 

SE, 1 15 15 I .o 

SE, 15 13.4 20 1 1.7 

SE, ;,’ 
{ 

30 8,X 250 
IR 

h 42 9.8 414 
-_ 

La purification de la PAL glandulaire s’effectue selon le protocole suivant: (a) prt-cipitation prottinique au sulfate d’atn- 
monium. taux de saturation = 7O”/, (obtention de la solution enzymatique SE,); (b) filtration d’une aliquote de SE, sur Scphadcx 
G-100 (soit SE, 1’Cluat actif); (c) chromatographie sur DEAE Sephadex d’unc aliquote d e SE? (ohtention de I’Cluat actif 

SE, qui renferme 2 protkines E,,, E, (Fig. I) ayant une activitk PAL). 
L’activitk PAL (P) est exprimke par lc nombre de mmol d’acide trurls-cinnamique formt par heure d’incubation enzymatiquc. 

par ml de solution enzymatiquc et rapport& h 1 gramme-set de trichomes. L’activitk PAL, (P’) est exprimee par le nombre 
de mmol d’acide trclw-cinnamique form& par hcure d’incubation et rapportk $ 1 ml de solution cwymatique ct h 1 g-XC 
de trichomcs 

L’adjonction au milieu d’extraction de polykth- 
ykneglycol 6000 et d’un agent rkducteur (thiogly- 
colate de sodium) a pour conskquence d’accroitre 
l’activiti: PAL (activitk multiplike par 5). Ce rttsul- 
tat d&note l’existence dans le milieu de composks 
phknoliques complexant les protkines et rendant 
difficile leur solubilisation. C’est prkcisemment ce 
matkriel pht-nolique qui sera partiellement klimint: 
par prkipitation protkinique au sulfate, d’am- 
monium. entikrement klimink par filtration sur 
colonne de Sephadex G-100. 

Les fractions protkiques actives prkcipitent 
pour une concentration en sulfate d’ammonium 
de 70%. La filtration sur gel de Sephadex G-100 
(Cluant tampon tris ou borate HCl) de ces frac- 
tions a pour constquence d’accroitre I’activiti: 
enzymatique (Tableau I). Cet accroissement d’ac- 
tivitk est due Li la skparation sur tamis molkculaire 
de la protkine enzymatique (E) des substances 
protkino-phknoliques (PR) de poids mokculaire 
sup&ieur (Fig. I) Seules les fractions actives E 
font l’objet d’une chromatographie sur DEAE 
Sephadex A-50 (kluant: tampon tris, gradient 
linkaire de NaCl). L’intCrkt de ce prockdi: est l’ob- 
tention d’un extrait enzymatique purifik environ 
1X fois mais aussi et surtout la dktection de plu- 
sieurs formes isofonctionnelles de l’enzyme. 

cxtrait purifik permettant d’effectuer l’i-tude des 

L’adjonction au milieu d’extraction de PEG 
6000 permet done de rkaliser une bonne extrac- 
tion de la PAL contenue dans les trichomes riches 
en polyphknols. De plus, la filtration mokculaire 
sur Sephadex suivie d’une chromatographie sur 
DEAE Sephadex conduisent B l’obtention d’un 
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Fig. 1. Diagramme d’klution de I’cxtrait enlymatique ohtenu 
h partir des trichomes ~‘A~wI~/Kx I. La filtration sur gel de 
Sephadex G-100 de l’cxtrait (trluant: tampon horatc HCI. pH 
8.8) permet la skparation des protkines tanrks (PR) sans acti- 
vitt- enzymatique de la fraction protbique active (E). II. La 
chromatographic sur DEAE Sephadex de I‘cnzyme (E) (kluant: 
tampon tris-HCI, pH X,6: gradient linkairc de NaCI) conduit 
h la dissociation des protkines E,, et E, :!,fnt chacune une 
activitk PAL. III. La dt’termination de l’actwti PAI_ des pro- 
ttines E, et E, (P.2717) cst rkahst: par dosage spcctrophoto- 
mi-trique g 272 nm de I’acidc tran.+cinnamiquc synthfitid dans 

Ies conditions extkrimrntalcs dkfinics naec 7. 

proprittks spkcifiques de la PAL h localisation 
glandulaire. 

Aux Cpoques oti la dksamination de la L-phknyl- 
alanine conduit Li l’klaboration d’unitks C,- C, les 
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Tableau 2. Sensibilitk des proteines EA et E, 5 difkents effecteurs phtnoliques 

Effecteur 

Acide cin- Rhamno- Acide OH. Acide 
Proteines namique citrine Kaempfkrol Quercktine benzo’ique benzo’ique 

EA 94 100 98 100 22 
EB 

14,s 
12 75 43 48 95 91 

Les ksultats sent exprimks en y0 d’activitk d’un essai rtalist? sans effecteur phCnolique. Concentration de l’effecteur 8 x 
lo- 4 M/3 ml de milieu rtactionnel. 

ritsultats concernant la purification de l’enzyme 
par filtration sur Sephadex et par chromatogra- 
phie sur DEAE Sephadex sont analogues a ceux 
exposks ci-dessus. 

Mise en dvidence de deux formes isofonctionnelles 
de la PAL 

Cette analyse Porte sur des trichomes pr&lev& 
d&but septembre 73 (activitC PAL seule dCtectable 
g cette pkriode du cycle s&Ctoire). 

Nous avons soulignt- que la filtration sur gel 
de Sephadex G-100 de l’extrait enzymatique con- 
duit g la dissociation de protkines tannCes (PR) 
de la fraction active (E). L’analyse chromatogra- 
phique de (E) sur DEAE Sephadex A-50 aboutit 
B l’isolement de 2 protkines E, et Eb &J&es respec- 
tivement pour des concentrations en NaCl de 0,15 
et 0,46 mm01 et capables l’une et l’autre de dlsa- 
miner la L-phknylalanine en conduisant g l’klabo- 
ration de l’acide trans-cinnamique (Fig. 1). 

Ces 2 formes isofonctionnelles de la PAL ainsi 
isolCes prCsentent une sensibiliti: differente vis g 
vis des substances phknoliques: E,, se r&Ye in- 
hibCe par l’acide trans-cinnamique et avec une in- 
tensit& moindre par des composCs flavoniques tels 
que querdtine, kaempfkrol, rhamnocitrine; E, par 
l’acide benzdique et par l’acide OH-benzdique 
(Tableau 2). 

Dissociation des activite’s PALet PAL+ X locali- 
&es dans les trichomes 

Cette Ctude Porte sur des trichomes pr&lev&s 
en octobre 73 done a une pkriode du cycle 
s&rCtoire oti l’incubation de l’extrait enzymatique 
en prksence de L-phknylalanine conduit a la dCtec- 
tion d’acide benzdique dans le milieu &action- 
nel[12]. 

L’analyse chromatographique sur DEAE 
Sephadex de la fraction protkique active (E’) 
aboutit g l’isolement de 3 protkines E,, EL, EL 

tluCes respectivement pour des concentrations en 
NaCl de 0,076; 0,15; 0,46 mmol. Les produits 
rkactionnels issus de l’incubation des protCines en 
prCsence de L-phknylalanine sont de l’acide ben- 
zo’ique pour E,, de l’acide trans-cinnamique pour 
EL et EL (Fig. 2). La sensibilitk de Ea et de EL 
vis B vis des substances phknoliques est analogue 

Volume de I’Blution. ml .I 
I I I I I I J 

0 30 40 50 60 70 

Volume de I’Glution. ml .II 

Fig. 2. Diagramme d’tlution de l’extrait enzymatique obtenu 
a partir des trichomes d’A~sculus. I. La filtration sur gel de 
Sephadex G-100 de l’extrait (Cluant: tampon borate-HCl, pH 
8,8) permet la skparation des protkines tan&es (PR) sans acti- 
viti: enzymatique de la fraction protkique active (E’). Les pro- 
duits rksultant de l’incubation enzymatique de (E’) en prksence 
de L-phknylalanine sont de l’acide trans-cinnamique et de l’a- 
tide benzdique. II. La chromatographie sur DEAE Sephadex 
de (E’) (tluant: tampon tris-HCl, pH 8,6; gradient 1inCaire 
de NaCl) conduit B la dissociation des protkines E:, EL, E,. 
III. Les proteines Eh et EL ont une activitk PAL dont la mesure 
(P.272) s’effectue par dosage spectrophotomCtrique B 272 nm 
de l’acide trans-cinnamique synthktist; par incubation de E, 
en pksence de L-phknylalanine de l’acide cinnamique et de 
l’acide benzo’ique sont synth6tisCs. L’activitk enzymatique de 
E, (P.284) est estimke par dosage densitomktrique sous UV. 

284 nm de l’acide benzdique &labor&. 
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B celle de E,, et de E,, prkkdemment d&rite (Tab- 
leau 2). En prksence de r_-phknylalanine, les frac- 
tions protkiques E’ et E, (Fig. 2) conduisent l’une 
et l‘autre h la synthkse d’acide benzo’ique. De 
l’acide trawcinnamique est cependant dktectable 
dans le milieu rkactionnel soit (a) sous forme de 
traces pour une duke d’incubation de 2 heures 
environ: soit (b) en quantitk Clevte pour une 

duke d’incubation voisine de 30mn (dans ce cas 
l’acide benzo’ique est absent). 

La I_-phknylalanine est le substrat spkcifique de 
E’; par contre, E, admet comme substrat possible 
en plus de la L-phknylalanine de l’acide cinnami- 
que exogkne: si. aprks 2 heures d’incubation enzy- 
matique on enrichit le milieu rkactionnel en acide 
cinnamique. le taux final d’acide benzo’ique 
synthtttisk est augment& 

Enfin, 3 points sont j souligner: (a) E, se r&Ye 
inhibke par les composks benzo’iques tout comme 
E, (Tableau 2); (b) en prksence de cofacteurs 
d’hydroxylation adjoints au milieu rkactionnel de 
l’acide pcrr~-OH benzoique est synthktisk par in- 
cubation enzymatique de E,; (c) E, se dttecte 
dans tissu glandulaire des bourgeons d’oc- 
tobre; l’activiti: enzymatique de E, apparait 
synchronc d’une phase de forte accumulation des 
acides benzo’iques dans ce tissu. Nkanmoins, 
rcmarquons qu’en septembre au pit E, se substi- 
tue une inflexion (Fig. 1). 

DISCUSSION 

Ces rksultats qui tendent B ktablir l’existence 
de 2 isoenzymes de la PAL dans les trichomes 
d’AeLsculus (E, et E, dans les glandes des bour- 
gcons de septembre; E:, et E’,, pour les bourgeons 
d’octobre) vont dans le sens des don&es dkjjri 
prksentkes sur la rkgulation de l’activitk PAL chez 
d’autres vkgktaux [13-201 et sont j rapprocher 
des indices obtenus sur la prksence de 2 formes 
isofonctionnelles de cette enzyme dont l’une serait 
inductible par la lumikre [21-221. 

La sensibilitk diffkrente des isoenzymes isokes 
(d’une part E, ou El,; d’autre part E,, ou E’,,) accr- 
kdite l’hypoth6se de l’existence de 2 pools d’acti- 
vitk PAL dans les trichomes, l’un en relation avec 
le mktabolisme flavonique, l’autre en relation avec 
lc mi-tabolisme benzdique. La localisation intra- 
cellulaire des isoenzymes. les modalitks de la rkgula- 

tion de la synthitse des unit&s C,--C3 et C,m- C, 
restent B ktablir. 

La nature exacte du processus enzymatique 
conduisant g la synthkse de l’acide benzdique 
n’est pas dirfinie; les informations relatives 5 ce 
processus sont les suivantes: (a) la dktection d’- 
acide benzdique dans le milieu re’actionnel est like 
j la prksence de la protkine E,; (b) l’acide t~nr~s- 
cinnamique apparait comme LIII intermkdiaire de 
synthkse susceptible d’etre lib&r& dans le milieu 
rkactionnel (pour une durke &incubation &gale ii 
30 mn seul l’acide cinnamique se dktecte; (c) l’- 
acide tl-arzs-cinnamique exogkne non utilisable par 
(E’) cst un substrat possible pour E, (done aprk 
purification de E’ par chromatographie sur 

DEAE Sephadex; et (d) les conditions d’klution 
sur DEAE Sephadex sont proches; en outre. E, 
qui est capable de synthktiser de l’acide benzoi’que 
en prknce de L-phknylalanine (ou d’acide cinna- 
mique) peut aussi conduire 5 l’itlaboration d’acide 
para-OH benzo’ique. 

Ces donnkes posent lc problkme de l’identifica- 
tion de l’activiti: enzymatique de la protkine E,: 
est on en prksence d’un arrangement spatial de 
protkines catalytiques rt‘sultant de l’association :I 
la PAL E:, d’une benzoate synthase? ou bier1 est- 
on en prkscnce d’une 3&nr /i,rnw isofb,lctiorlnc~llr 
de PAL qui dans les conditions expkrimentales 
utiliskes n’est pas dissocik d’cnzymes surnum- 
kraires? 

Les trichomes d’A. hippoca,sta~~w~~ L. qui 
klaborent des iiavono’ides de skrktion et des 
acides benzo’iques constituc un nouvel exemple de 
rkgulation, chez les vkgktaux ligneux. mettant 
vraisemblablement en jeu plusieurs formes iso- 
fonctionnelles de la PAL. 

PARTIE EXPk:RIME:NT.AI,E 

Ertructiorl cvryutiqur. l-1 g de poudre adtonique. 
obtenue par broyape du matC_riel vtgttal (= trichomes glandu- 
laires. parenchq-me dcs kailles ski-tices dcs bourgeons 
d’A~sculus) en milieu acCtoniquc sont homogtn&sCs dans IO 
10 ml de soln tamponnk ph X.X ( = tampon borate HCI 0. I M. 
thioglycolate de sodium 0.01 M: polyCthyl~neglyco1 6000 I”,), 
La fraction insoluble cst ticart& par prkipitation. Lc surna- 
geant prottique cst puritiC par prkipitation fractionnt;e au 

(NH&SO,. 
Pvrifiicatiou c~~z;watrqrc: pckipitutioll fr~rcriorvic~c~ m ,SL~&ITC 

d’amnm~iun~. La concentration cn (NH&SO, val-ie dc 30 2 
85”,,, de saturation: Ie pH est maintenu C+ X.8 par addition 
de NH,OH: durtk de la prkipitatlon: 2 hr. Lc culot protZiquc 
de chaque fraction est Ccartt: puis rcpris dans 5 ml de tampon 
borate-HCl. Lcs fractions actives obtenues par prkipitation 
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en prtsence de (NH&SO4 70% de saturation sont dialysCes 
(12 h ?I 0°C) avant d’Ctre chromatographi&es sur Sephadex. 

Chromatographies sur colonne de Sephadex GlOO et DEAE 
Sephadex A-50. Les param‘etres d’tlution sont les suivants: 
dimensions du gel (1,8 x 20cm); volume de l’ichantillon 
1,5ml; Cluant: tampon borate-HCl 0,l M pH 8,8 (pour 
Sephadex G-100), tampon tris-HCl 0,2M pH 8,6 et gradient 
continu de NaCl de force ionique croissant de 0 B 0,9 M (pour 
DEAE Sephadex); d&bit: 0,3 mlimn; pression de travail con- 
stante de 80cm HzO. Les fractions collect&es sont analyskes 
sous UV. 280 nm (LKB 4701 A Uvicord Ultraviolet Absornti- 
ometer) et collect&s automatiquement (LKB 3400 B Radiric). 
Les opCrations de purification sur colonnes de Sephadex se 
dkroulent dans l’ordre suivant: (1) filtration sur gel G-100 des 
solutions prottiques; (2) concentration des fractions actives 
sous vide B l’aide d’un b&her a dialyse (limite d’exclusion 
nominale 30000 daltons); (3) chromatographie des fractions 
concentrkes sur DEAE Sephddex A-50. 

RPalisation des essais enzymatiques. A 1 ml de substrat (= L- 

phbnylalanine B 1% dans le tampon borate-HCl) on ajoute 
2 ml de solution enzymatique. L’incubation enzymatique s’ef- 
fectue pendant 2 h a 40”.-A chaque essai (E) -correspond 2 
tkmoins T, et T, (T, d&ourvu de phknvlalanine-dans ce 
cas le sub&rat eit ii&t6 a la phtnylalanine endogtne-; T, 
renferment 2 ml de solution enzymatique bouillie. La r&action 
enzymatique est arr&e par HCl 5 N. 

D&termination de PactivitP enzymatique. Les produits issus 
de la r&action enzymatique sont extraits de la solution acidifike 
par Et,0 qui est ensuite &vaporCe B sec. Le rksidu est repris 
par du MeOH. Le dosage de l’acide trans-cinnamique s’effec- 
tue par spectrophotom&trie directe g 272 nm. L’activitk PAL 
sera exprimte en pmol d’acide trans-cinnamique form& par 
g/set de matkriel v&g&al et par heure d’incubation enzymati- 
que. Les acides benzo’iques sont chromatographi&s sur couche 
mince de silice (solvant C,H,-dioxanne+AcOH 100:10:4) 
(silice fluorescent sous UV, 254 nm). Le dosage des unitis 
C&, s’effectue par densitomktrie dans l’UV court ti l’aide d’un 
appareil Chromoscan. 
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