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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 hippocastanum. A hypothesis
is proposed for correlating the isoenzyme activities with the accumulation of flavonoid compounds

and benzoic acids in the trichomes.

INTRODUCTION

Contrairement aux flavonoides hétérosidiques,
généralement présents chez les végétaux
supérieurs, les flavonoides de sécrétion des
especes ligneuses étudiées jusqu’a présent [1-7]
sont représentées par des aglycones libres souvent
méthylés et rejetés hors de la matiére vivante. Des
travaux récents ont permis de dégager, d’une part,
les caractéristiques du métabolisme sécrétoire
propre aux espéces Aesculus hippocastanum L. et
Populus nigra L. (localisation anatomique de la
sécrétion et  cinétique du  phénoméne
sécrétoire [8], role des glandes dans I'élaboration
du sécrétat flavonoidique [9-10], d’autre part, le
role primordial (chez Aesculus) de la L-phényla-
lanine—ammoniac-lyase (PAL) dans I'élaboration
des substances aromatiques présentes dans les
tissus des écailles sécrétrices des bourgeons [11].
Ces composés sont représentés par des aglycones
flavoniques pour les glandes, par des coumarines
pour le parenchyme. Une corrélation étroite existe
entre l'activit¢ PAL propre aux trichomes et I'ac-
cumulation des flavonoides de sécrétion dans le
tissu glandulaire.

Une étude antérieure [12] fait apparaitre qu’a
certaines phases du cycle annuel de sécrétion fla-
vonique, la désamination de la L-phénylalanine
ne se limite pas a I'élaboration de lacide trans-
cinnamique: des unités benzoiques peuvent étre

détectées dans le milieu réactionnel. Sans préjuger
de la nature exacte du processus enzymatique
détecté (désigné par le sigle PAL + X), il a été
possible de dégager une étroite corrélation entre
cette activitt enzymatique et laccumulation
d’unités benzoiques dans les trichomes.

La complexité des informations préliminaires
acquises nous a conduit a définir les caractéristi-
ques des mécanismes enzymatiques admettant la
L. phénylalanine comme substrat et détectés dans
le tissu glandulaire & certaines phases du cycle
de sécrétion flavonique des bourgeons (soit acti-
vité PAL et activit¢ PAL + X). Dans cette com-
munication nous analyserons les résultats obtenus
par filtration sur gel de Sephadex et par chroma-
tographie sur DEAE Sephadex d’extraits enzyma-
tiques purifiés par précipitation protéinique au
sulfate d’ammonium.

RESULTATS

Purification de la phénylalanine-ammoniac—lyase
des trichomes

Ce travail de purification porte sur des extraits
protéiques obtenus a partir de trichomes prélevés
début Septembre 73 donc & une ¢poque ou la
désamination de la L-phénylalanine conduit seule-
ment a la synthése d’acide trans-cinnamique [11].
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Tableau 1. Purification de la
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PAL par filtration sur Sephadex G-100 et par chromatographie sur DEAE Sephadex A-50

Ftapes de Volume Activite PAL Activite PAL Facteur de
purification (ml) ) (P purification
SE, 1 75 75 1o
SE, 15 134 201 27

E, 30 8,32 250 .
SEs {E,, 5 98 414 18

La purification de la PAL glandulaire s'effectue selon le protocole suivant: (a) précipitation protéinique au sulfate d’'am-
monium, taux de saturation = 70% (obtention de la solution enzymatique SE); (b) filtration d’une aliquote de SE, sur Sephadex

G-100 (soit SE, I¢luat actif); (¢) chromatographie sur DEAE

Sephadex d’une aliquote de SE, (obtention de I'¢luat actif

SE, qui renferme 2 protéines E,, E, (Fig. 1) ayant une activit¢ PAL).

Lactivité PAL (P) est exprimée par le nombre de mmol dacide trans-cinnamique formé par heure d’incubation enzymatique,
par ml de solution enzymatique et rapporté a | gramme-sec de trichomes. L'activit¢ PAL (P') est exprimée par le nombre
de mmol dacide trans-cinnamique formé par heure d'incubation et rapporté & I ml de solution enzymatique ct a 1 g-sec

de trichomes.

L’adjonction au milieu d’extraction de polyéth-
yléneglycol 6000 et d’'un agent réducteur (thiogly-
colate de sodium) a pour conséquence d’accroitre
Pactivité PAL (activité multipliée par 35). Ce résul-
tat dénote l'existence dans le milieu de composes
phénoliques complexant les protéines et rendant
difficile leur solubilisation. Cest précisemment ce
matériel phénolique qui sera partiellement éliminé
par précipitation protéinique au sulfate, d’am-
monium, entierement éliminé par filtration sur
colonne de Sephadex G-100.

Les fractions protéiques actives précipitent
pour une concentration en sulfate dammonium
de 70%,. La filtration sur gel de Sephadex G-100
(éluant tampon tris ou borate HCl) de ces frac-
tions a pour conséquence d’accroitre lactivité
enzymatique (Tableau ). Cet accroissement d’ac-
tivité est due a la séparation sur tamis moléculaire
de la protéine enzymatique (E) des substances
protéino-phénoliques (PR) de poids moléculaire
supéricur (Fig. 1) Seules les fractions actives E
font Yobjet d’'une chromatographic sur DEAE
Sephadex A-50 (éluant: tampon tris, gradient
linéaire de NaCl). L'intérét de ce procédé est I'ob-
tention d’un extrait enzymatique purifié environ
18 fois mais aussi et surtout la détection de plu-
sieurs formes isofonctionnelles de 'enzyme.

L’adjonction au milieu d’extraction de PEG
6000 permet donc de réaliser une bonne extrac-
tion de la PAL contenue dans les trichomes riches
en polyphénols. De plus, la filtration moléculaire
sur Sephadex suivie d’'une chromatographie sur
DEAE Sephadex conduisent a I'obtention d'un
extrait purific permettant d’effectuer I'étude des

propriétés spécifiques de la PAL a localisation
glandulaire.

Aux époques ou la désamination de la L-phényl-
alanine conduit a I'élaboration d’unités Cy—C; les
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Fig. 1. Diagramme d’¢lution de I'extrait enzymatique obtenu
a partir des trichomes d'Aesculus. 1. La filtration sur gel de
Sephadex G-100 de Pextrait (¢luant: tampon borate-HCL pH
8.8) permet la séparation des protéines tannées (PR) sans acti-
vité enzymatique de la fraction protéique active (E). I La
chromatographie sur DEAE Sephadex de I'enzyme (E) (éluant:
tampon tris—-HCI, pH 8,6; gradient linéaire de NaCl) conduit
a la dissociation des protéines E, ¢t E, ayvant chacune une
activité PAL. 111 La détermination de l'activité PAL des pro-
téines E, et E, (P.272) est réalisé par dosage spectrophoto-
métrique & 272 nm de lacide trans-cinnamique synthétisé dans
les conditions expérimentales définies page 7.
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Tableau 2. Sensibilité des proteines E, et Eg a différents effecteurs phénoliques

Effecteur
Acide cin- Rhamno- Acide OH. Acide
Proteines namique citrine Kaempférol Quercétine benzoique benzoique
Ea 94 100 98 100 22 14,5
Eg 12 75 43 48 95 91

Les résultats sont exprimés en % d'activité d'un essai réalis¢ sans effecteur phénolique. Concentration de Teffecteur 8 x

10™*M/3 ml de milieu réactionnel.

résultats concernant la purification de I'enzyme
par filtration sur Sephadex et par chromatogra-
phie sur DEAE Sephadex sont analogues a4 ceux
exposés ci-dessus.

Mise en évidence de deux formes isofonctionnelles
de la PAL

Cette analyse porte sur des trichomes prélevés
début septembre 73 (activité PAL seule détectable
a cette période du cycle sécrétoire).

Nous avons souligné que la filtration sur gel
de Sephadex G-100 de I'extrait enzymatique con-
duit a la dissociation de protéines tannées (PR)
de la fraction active (E). L’analyse chromatogra-
phique de (E) sur DEAE Sephadex A-50 aboutit
a I'isolement de 2 protéines E, et E, éluées respec-
tivement pour des concentrations en NaCl de 0,15
et 0,46 mmol et capables I'une et lautre de désa-
miner la L-phénylalanine en conduisant & I’élabo-
ration de l'acide trans-cinnamique (Fig. 1).

Ces 2 formes isofonctionnelles de la PAL ainsi
isolées présentent une sensibilité différente vis a
vis des substances phénoliques: E, se révéle in-
hibée par l'acide trans-cinnamique et avec une in-
tensité moindre par des composés flavoniques tels
que quercétine, kaempférol, rhamnocitrine; E, par
l'acide benzoique et par lacide OH-benzoique
(Tableau 2).

Dissociation des activites PAL et PAL+ X locali-
sees dans les trichomes

Cette étude porte sur des trichomes prélevés
en octobre 73 donc & une période du cycle
sécrétoire ou I'incubation de l'extrait enzymatique
en présence de L-phénylalanine conduit a la détec-
tion d’acide benzoique dans le milieu réaction-
nel [12].

L’analyse chromatographique sur DEAE
Sephadex de la fraction protéique active (E')
aboutit & lisolement de 3 protéines E., E,, E;

éluées respectivement pour des concentrations en
NaCl de 0,076; 0,15; 0,46 mmol. Les produits
réactionnels issus de I'incubation des protéines en
présence de L-phénylalanine sont de I'acide ben-
zoique pour E, de 'acide trans-cinnamique pour
E, et E, (Fig. 2). La sensibilit¢ de E, et de E;
vis & vis des substances phénoliques est analogue
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Fig. 2. Diagramme d’¢lution de lextrait enzymatique obtenu
a partir des trichomes d’Adesculus. I. La filtration sur gel de
Sephadex G-100 de I'extrait (¢luant: tampon borate-HCl, pH
8,8) permet la séparation des protéines tannées (PR) sans acti-
vité enzymatique de la fraction protéique active (E'). Les pro-
duits résultant de I'incubation enzymatique de (E’) en présence
de L-phénylalanine sont de P'acide trans-cinnamique et de I'a-
cide benzoique. II. La chromatographie sur DEAE Sephadex
de (E) (éluant: tampon tris-HCl, pH 8,6; gradient linéaire
de NaCl) conduit a la dissociation des protéines E., E;, E..
III. Les protéines E, et E; ont une activité PAL dont la mesure
(P.272) s’effectue par dosage spectrophotométrique a 272 nm
de l'acide trans-cinnamique synthétisé; par incubation de E_
en présence de L-phénylalanine de l'acide cinnamique et de
l'acide benzoique sont synthétisés. L’activité enzymatique de
E. (P.284) est estimée par dosage densitométrique sous UV.
284 nm de 'acide benzoique élaboré.



1730

a celle de E, et de E, précédemment décrite (Tab-
leau 2). En présence de L-phénylalanine, les frac-
tions protéiques E’ et E_ (Fig. 2) conduisent 'une
el lautre 4 la synthése d’acide benzoique. De
l'acide trans-cinnamique est cependant détectable
dans le milieu réactionnel soit (a) sous forme de
traces pour une durée d’incubation de 2 heures
environ; soit (b) en quantité élevée pour une
durée d’incubation voisine de 30 mn (dans ce cas
l'acide benzolque est absent).

La L-phénylalanine est le substrat spécifique de
E'; par contre, E, admet comme substrat possible
en plus de la L-phénylalanine de l'acide cinnami-
que exogéne: si, aprés 2 heures d’incubation enzy-
matique on enrichit le milieu réactionnel en acide
cinnamique, le taux final d’acide benzoique
synthétisé est augmente,

Enfin, 3 points sont & souligner: (a) E, se révéle
inhibée par les composés benzoiques tout comme
E, (Tableau 2); (b) en présence de cofacteurs
d’hydroxylation adjoints au milieu réactionnel de
lacide para-OH benzoique est synthétisé par in-
cubation enzymatique de E.; (c) E, se détecte
dans tissu glandulaire des bourgeons d’oc-
tobre; lactivitt enzymatique de FE. apparait
synchrone d’une phase de forte accumulation des
acides benzoiques dans ce tissu. Néanmoins,
remarquons qu’en septembre au pic E,. se substi-
tue une inflexion (Fig. 1).

DISCUSSION

Ces résultats qui tendent a établir Vexistence
de 2 isoenzymes de la PAL dans les trichomes
d’ Aesculus (E, et E, dans les glandes des bour-
geons de septembre; E; et E{ pour les bourgeons
d’octobre) vont dans le sens des données déja
presentées sur la régulation de l'activité PAL chez
d'autres végétaux [13-20] et sont & rapprocher
des indices obtenus sur la présence de 2 formes
isofonctionnelles de cette enzyme dont une serait
inductible par la lumiére [21-22].

La sensibilit¢ différente des isoenzymes isolées
(d’une part E, ou E|; d’autre part E, ou E}) accr-
edite 'hypothése de 'existence de 2 pools d’acti-
vité PAL dans les trichomes, 'un en relation avec
le métabolisme flavonique, 'autre en relation avec
le métabolisme benzoique. La localisation intra-
cellulaire des isoenzymes, les modalités de la régula-
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tion de la synthése des unités C,-C; et C-C,
restent a établir.

La nature exacte du processus enzymatique
conduisant a la synthése de lacide benzoique
n'est pas définie; les informations relatives a ce
processus sont les suivantes: (a) la détection d’-
acide benzoique dans le milieu re’actionnel est liée
a la présence de la protéine E.; (b) l'acide trans-
cinnamique apparait comme un intermédiaire de
synthese susceptible d'étre libéré dans le milieu
réactionnel (pour une durée d’incubation égale a
30 mn seul l'acide cinnamique se détecte; (¢) I'-
acide trans-cinnamique exogene non utilisable par
(E") est un substrat possible pour E. (donc aprés
purification de E' par chromatographic sur
DEAE Sephadex; et (d) les conditions d’¢lution
sur DEAE Sephadex sont proches; en outre, E,
qui est capable de synthétiser de Tacide benzoique
en présence de L-phénylalanine (ou d’acide cinna-
mique) peut aussi conduire a 'élaboration d'acide
para-OH benzoique.

Ces données posent le probleme de 'identifica-
tion de Tactivité enzymatique de la protéine E_:
est on en présence d'un arrangement spatial de
protéines catalytiques résultant de I'association a
la PAL E; d’'une benzoate synthasc? ou bien est-
on en présence d'une 3éme forme isofonctionnelle
de PAL qui dans les conditions expérimentales
utilisées n’est pas dissociée d’enzymes surnum-
éraires?

Les trichomes d'A. hippocastanum L. qui
¢laborent des flavonoides de sécrétion et des
acides benzoiques constitue un nouvel exemple de
régulation, chez les végétaux ligneux, mettant
vraisemblablement en jeu plusieurs formes iso-
fonctionnelles de 1a PAL.

PARTIE EXPERIMENTALE

Extraction enzymatiqgue. 1-2g de poudre acétonique,
obtenue par broyage du matériel végétal (=trichomes glandu-
laires, parenchyme des écailles séerétices des bourgeons
d’ Aesculus) en milieu acétonigque sont homogénéisés dans 10
20 ml de soln tamponnée ph 8.8 (=tampon borate-HCl 0.1 M,
thioglycolate de sodium 0.01 M; polyéthyléneglycol 6000 1%,).
La fraction insoluble cst ¢écartée par précipitation. Le surna-
geant protéique est purifi¢ par précipitation fractionnée au
(NH,),S0,.

Purification enzymatigue: précipitation fractionnée au sulfate
dammonium. La concentration en (NH,),S0, varie de 30 a
85%, de saturation: le pH est maintenu a 8.8 par addition
de NH,OH ; durée de la précipitation: 2 hr. Le culot protéique
de chaque fraction est écarté puis repris dans 5 ml de tampon
borate-HCI. Les fractions actives obtenues par précipitation
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en présence de (NH,),SO, 70% de saturation sont dialysées
(12 h a 0°C) avant d’étre chromatographiées sur Sephadex.

Chromatographies sur colonne de Sephadex G100 et DEAE
Sephadex A-50. Les parametres d’¢lution sont les suivants:
dimensions du gel (1,8 x 20cm); volume de [Iéchantillon
1,5ml; éluant: tampon borate-HCI 0,1M pH8,8 (pour
Sephadex G-100), tampon tris-HCl 0,2M pH 8,6 et gradient
continu de NaCl de force ionique croissant de 0 a 0.9 M (pour
DEAE Sephadex); débit: 0,3 ml/mn; pression de travail con-
stante de 80cm H,O. Les fractions collectées sont analysées
sous UV, 280 nm (LKB 4701 A Uvicord Ultraviolet Absorpti-
ometer) et collectées automatiquement (LKB 3400 B Radirac).
Les opérations de purification sur colonnes de Sephadex se
déroulent dans I'ordre suivant: (1) filtration sur gel G-100 des
solutions protéiques; (2) concentration des fractions actives
sous vide a Paide d'un bécher a dialyse (limite d’exclusion
nominale 30000 daltons); (3) chromatographie des fractions
concentrées sur DEAE Sephadex A-50.

Réalisation des essais enzymatiques. A 1 ml de substrat (=L-
phénylalanine a 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
témoins T, et T, (T, dépourvu de phénylalanine—dans ce
cas le substrat est limité & la phénylalanine endogéne—; T,
renferment 2 ml de solution enzymatique bouillie. La réaction
enzymatique est arrétée par HCl 5N.

Détermination de Tactivité enzymatique. Les produits issus
de la réaction enzymatique sont extraits de la solution acidifiée
par Et,O qui est ensuite évaporée a sec. Le résidu est repris
par du MeOH. Le dosage de I'acide frans-cinnamique s'effec-
tue par spectrophotométrie directe a 272 nm. L’activit¢ PAL
sera exprimée en pmol d’acide trans-cinnamique formé par
g/sec de mateériel végétal et par heure d’incubation enzymati-
que. Les acides benzoiques sont chromatographiés sur couche
mince de silice (solvant C,H,—dioxanne-AcOH 100:10:4)
(sitice fluorescent sous UV, 254 nm). Le dosage des unités
Cs—C, s'effectue par densitométrie dans I'UV court a 'aide d’'un
appareil Chromoscan.
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