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Abstract-An extract from Jerusalem artichoke shoots exhibited important adeninephosphoribosyltransferase 
activity. Only partial purification was possible because of the great instability of the enzyme. Phosphate ions and 
thiol reducing substances were necessary to stabilize it. The optimal mmperature and pH were 40-45” and 5.5 to 
6.5. The enzyme showed an absolute requirement for divalent cation: Mt?+ > Mg2+ = Co’+ = Zn2+ B Ca2+. 
Kinetic studies gave K, values of 6.4 x lo-’ M for phosphoribosylpyrophosphate (PRPP) and 5.5 x low6 M for 
adenine. AMP exercised a strong product inhibition, competitive towards PRPP (Ki = 10m4 M). Inhibition by phos- 
phate and pyrophosphate ions was also observed. The results suggested that the adeninephosphoribosyltransferase 
of Helianthus tuberosus has a key role in the purine salvage pathway. 

INTRODUCTION 

La capacitt des tissus de topinambour a transformer 
Pad&nine en ATP a deja CtC signalee [l]. L’ttude de la 
regulation du ‘pool’ nucleotidique de pousses de topi- 
nambour, fait toujours apparaitre, apres traitement par 
l’adenine ou l’adenosine, une expansion de ce ‘pool’ aux 
differents stades du cycle vegetatif de la plante [2]. Des 
bourgeons de tubercules, trait&s pendant une minute 
par une solution d’adCnine-8-‘4C, puis transfer&s dans 
une solution d’eau distillte, incorpore cette base a 
une vitesse telle qu’il suffit de 20 min pour que la charge 
energetique des nucleotides adtnyliques radioactifs 
devienne &gale a celle des nucltotides totaux [3]. Cette 
rapidite d’incorporation s’expliquerait par la presence 
d’une ad&nine-phosphoribosyl-transferase (EC 2.4.2.7.) 
tres active. 

Cette enzyme a ttt signal&e a maintes reprises, chez 
les microorganismes [4, 51 chez de nombreuses especes 
animales [611] et quelques esp&ces v&g&ales [U-15]. 
Les observations prectdentes nous ont incite a entre- 
prendre sa mise en evidence dans les tissus de topinam- 
bour; et les resultats obtenus nous ont conduit a une 
etude de ses proprietes pour essayer de dtlinir son r61e 
dans la regulation du metabolisme des nucltotides 
puriques de cette esp&ce vegttale. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Purification partielle 

La purification des extraits a comporte deux &apes 
essentielles : une filtration de l’extrait brut sur Sephadex 
G 50, permettant de s&parer de la fraction proteique 
une quantitt considerable de phenols, et une chromato- 
graphie sur DEAE-cellulose, fractionnement grlce auquel 
la presque totalitt des activites phosphatasiques sont 
eliminCes de la fraction active; une etude des activites 

phosphatases acides restantes, nous a montre que apres 
une heure d’incubation, 5% au maximum de VAMP 
form6 est hydrclyst au pH auquel les incubations sont 
conduites. Cet extrait prottique, partiellement purifie, a 
partir duquel toutes nos etudes ont et& realisees, prt- 
sente une activite specifique de 23 x 10T3 uM/mg de 
prottines/min, activitt comparable a celle obtenue 
par differents auteurs [4, 8, 12, 131. Nous avons essay&, 
sans sucds, d’autres pro&d&s de purification. Nos Cchecs 
sont dus a la trop grande instabilite de l’enzyme. 

Stabilitk 

Le Tableau 1 donne une idte de la labilite de cette 
enzyme; une stabilitt relative est obtenue en tampon 
phosphate ; il semble que l’ion phosphate soit indispensa- 
ble ii cet egard, comme le sont aussi les substances 
reductrices a groupements thiols : b-mercaptoethanol, 
glutathion. Nous avons utilist le glutathion a la concen- 
tration de 2 x 10m3 M. Le glycerol additionnb a 30% 

Tableau 1. Etude de la stabilite de l’enzyme 

Conditions de conservation Demi-vie 

Tampon Tris-HClO.05 M, pH 7,5 
temp. $4” 

15 min 

Tampon Tris-HClO.05 M, pH 7,5 
temp. $4” + Glutathion 2 x low3 M 

Tampon phosphate 0.05 M, pH 7,5 
temp. +4” 

5hr 

15hr 

Tampon phosphate 0.05 M, pH 75 
temp. + 4” + glutathion 2 x 10e3 M 

Tampon phosphate 0.05 M, pH 7,5 
temp. + 4” + glycerol 30% 

6 jours 

10 jours 

Tampon phosphate 0.05 M, pH 7,5 stable plusieurs 
temp. -25” + glutathion 2 x lo-” M mois 

643 
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aux extraits assure une stabilite comparable 8 celle 
obtenue en presence de glutathion ; mais sa presence dans 
les melanges reactionnels se rev&e g&ante pour les 
chromatographies sur couche mince. Cette instabilitie de 
~ad~nin~phosphoribosyltransf~rase est signalbe par dif- 
f&rents auteurs mais a des degres moindres 17, 8, lo] 
Un traitement de 10 mn a 55”, en tampon phosphate et 
en presence de glutathion entraine une perte d’activite de 
50 % ; une observation identique a et& faite par Hori et al. 
[7]. L’enzyme peut &tre conservee plusieurs mois, sans 
aucune perte d’activitk, congelee ri -25” en solution 
dans un tampon phosphate 0.05 M, pH 7.5, addition&de 
glutathion (2 x 10m3 M). 

Stoechiometrie. Influence de la tempkrature et du pH 

Nous avons verifie que, au cows de Ia reaction, la 
radioactiviti: de l’adenine-8 -*V apparait bien en totalite 
dans 1’AMP. Les incubats ont et6 analysts par chromato- 
graphie sur couche mince de cellulose, dans deux sys- 
temes de solvants ; (n-BuOH-Me,CO-HOAc-NH,OH 
5% aq-H,O, 7:5:3:3:2) ou solution saturee de 
(NH,)$O,, acetate de sodium M et isopropanol, 
80:18:2) [16]. 

L’optimum d’activite en fonction de la temperature 
est situe entre 40 et 45” ; cet optimum relativement bas 
est 1% sans doute a l’instabilite de l’enzyme. L’etude de 
l’activitite enzymatique en fonction du pH, fait apparaitre 
un maximum allant de 5.5 a 6.5. Les tampons utilises 
Ctaient les suivants : tampon acetate (pH 4.5. B 61, citrate 
(pH 4.5 a 6.5), cacodylate (pH 5.5 a 71, phosphate (pH 6 & 
8). Tris-HCI (pH 7.5 a 9), glycine-NaOH (pH 9 a 10). En 
tampon citrate, au pH = 5.5, l’activite represente simple- 
ment 15 “/” de l’activite obtenue au mCme pH en tampon 
acetate et a pH 7.5 en tampon phosphate 25 % de l’activitt: 
obtenue au m&me pH, mais en tampon Tris-HCI. De tels 
effets inhibiteurs de la part des ions citrate et phosphate 
ont it& signal& par Hori et al. [7]. L’inhibition par le 
tampon citrate est sans doute lie a un effet chelateur 
sur les ions divalents. Si le tampon phosphate inhibe 
fortement la reaction, il permet cependant de stabiliser 
l’extrait enzymatique. Par ailleurs, puisque I’activite 
phosphatasique de l’extrait est faible a pH 7.5, now avons 
choisi de rialiser les incubations en tampon Tris-HCl 
a cc pH. L’apport d’ions phosphates dans le melange 
reactionnel est alors reduit a ceux contenus dans la 
solution enzymatique. 

Effet de di#f&rents ions SW l’activitd enzymatique 

Le Tableau 2 donne une indication de l’importance 
de l’inhibition des ions phosphates sur la reaction enzym- 
atique. Lors de nos etudes cinetiques les concentrations 
en phosphate Ctaient soit de 0.005 M, soit de 0.01 M; 
a ces concentrations, l’inhibition est fortement attenuee. 

Les don&es du Tableau 3 font apparaitre l’effet de 
differents cations sur la vitesse de la reaction. L’effet 
catalytique du magnesium, rapport6 par tous les auteurs, 
a et& choisi comme reference. II semble qu’en ce qui con- 
concerne les purines nucleotides pyrophosphorylases, 
l’ion Mn2+ apporte un effet plus marque que l’ion Mgzc 
7.17 Zn2+ et Co’+ ont ici un effet comparable B celui 
de Mg2+. Par contre, l’ion CaZ+ montre une action con- 
troversee : s’il a un effet comparable a celui de Mg2+ en 
ce qui concerne I’enzyme extraite de tumeur d’ascites 
d’Ehrlich [7]. La reaction n’est stimulee qu’a un taux 
de 1.5% (par rapport a celui de Mgz4) en presence de 

Tableau 2. Etude de l’action des ions phosphates sur la reaction 
enzymatique 

Concentration finale du 
melange reactionnet en 

ions phosphates : mM/I. 

Pourcentage d’activiti: 
observe par rapport au 
ttmoin sans phosphate 

de sodium 

0 100 
0 + Na” (100 mM/l.) 87.5 
4.2 100 
8.4 99.7 

21 73 
42 37 
62 24 
84 17 

La composition du melange rkactionnel (120 ~1) etait la 
suivant : ad&nine-8-14C, 0.042 mM, PRPP 0,084 mM, MgCI, 
0.084 mM, 0.2 unite d’adenosine aminohydrolase, et 50 pl de 
solution enzymatique prealablement filtr&e sur une colonne 
de Sephadex G 25, conditionnte en tampon Tris-HCl(O.05 M. 
pH 7.5). Du tampon phosphate, 0.2 M pH 7.5, etait addition& 
aux incubats de facon a obtenir une gamme de concentrations 
allant de 4.2 a 84 mM/l. L’lon sodium en forte concentratron 

entrame par lui-meme une leg&e inhibitton 

f’enzyme extraite d’~eliant~us, rtsultat comparable a 
celui qu’observe Berlin [6] concernant l’enzyme de 
Bacillus su~t~~~s. Par rapport au temoin, if semble done 
que lion Ca2+ ait un effet inhibiteur, du moins a la 
concentration Ptudiee. 

L’enzyme necessite pour son activite, la presence ab- 
solue d’un cation divalent; toute activite disparait en 
effet lorsque les incubations sont conduites en presence 
(L’EDTA a des concentrations appropriees (2 x lob3 M). 
Une leg&e inhibition est observee en presence de fortes 
concentrations en ion sodium (Tableau 2). inhibition 
signal&e egalement par Berlin et al. [5]. Hori et al. [7]. 
L’ion mercurique enfin (Tableau 3), a un effet fortement 
inhibiteur ; un tel effet a et& d&it par tous les auteurs 
I’ayant essay& [7,9, lo]. 

Sptc$eit& et Cinktique 

L’hypoxanthine, la guanine, l’uracile et la cytosine 
ne se sont pas revelees, a l’essai, des substrats utilisables 

Tableau 3. Effets de quelques ions sur I’activrte ad&me phos- 
phoribosyltransferase 

Ion &die (chlorure) Activitk enzymatique (en :, de 
i’activith mesuree en presence de 

Mg’+t 

Mn2+ 
Mg2” 
zn2 + 
c52+ 
K+ 
Na+ 
Temoin 
Ca2+ 

2+ 

%TA (2.WJ M) 

222 
100 
100 
85 
26 
25 
25 
15 

--0 

La composition du melange reactionnei (50 ~1) Ctait la 
suivante: adCnine-8-‘4C 10V4 M, PRPP 4.10-‘+ M, tampon 
Tris-HCi pH 75 0,Og M. I’ion etudit (chlorure) lo-* M. 
0.5 unite d’adenosine aminohydrolase et 10 ttl de la solution 
enzymattque; duree de l’mcubation 30 nun a 25‘ L’acttvite 
enzymatique en presence de Mg” est prise comme refkence. 
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par l’adCninephosphoribosyltransf&rase d’Helianthus tu- 
berosus &dike ici; cette enzyme semble done specifique 
de 1’adCnine. L’Ctude des courbes en coordonnkes 

inverses, selon la m&hode de Lineweaver et Burk, montre 
que la cinCtique de la &action est du type michaelien. 
Les dbterminations de K, ont don& les r&hats suivants : 
pour une concentration du mClange rtactionnel en 
ad&nine de lo- 5 M, la valeur de K, vis & vis du PRPP est 

de 6.4 x lo-’ M; pour une concentration en PRPP de 
4 x 10m6 M, la valeur de K, vis g vis de l’adCnine est 
de 5.5 x 10W6 M. A saturation de l’enzyme en PkPP 
et en adCnine, (respectivement 2 x 10Y4 M et lo-’ M), 
lavaleurdeK,vis~visdel’ionMgZ+estde2.2 x 10e5 M. 
Ces valeurs traduisent une grande affinitC de l’enzyme 
pour ses substrats; afflnitC lCg&rement plus importante 
cependant pour 1’adCnine. Tous les rCsultats rapport&s 
par les auteurs vont dans ce sens, et particuli&rement 
ceux observCs par Nicholls et al. [ 121, Sadorge et al. [ 131 
chez les vtgCtaux supCrieurs. 

MPcanisme rkactionnel 

Une sCrie d’&udes cinttiques, fait appamitre que 
lorsqu’on fait varier la concentration en adCnine, lors 
des d&terminations de K, vis & vis du PRPP, la vitesse 
maximale de la r&action demeure constante, et par 
consCquent indtpendante de la concentration en ad&nine 
(Tableau 4). Par contre V,, varie considCrablement si 
l’on fait varier la concentration en PRPP: lors des 
d&terminations de K, vis & vis de l’adknine, Tableau 4. 
Ces rbultats permettent de penser que le premier sub- 
strat a se fixer sur l’enzyme serait le PRPP. La sCquence 
ordonn&e, comporterait done la fixation du PRPP, puis 
de l’ad&nihe, et la lib&ration du pyrophosphate puis 
de VAMP. La trb l&g&e rCversibilitit de la r&action, 
obtenue en presence de pyrophosphate et d’AMP, mais 
non en prbence d’AMP seul, appuie cette hypothtse. Ce 
m&canisme a d&jja &tC proposal par Berlin [s] dans le cas 
de l’enzyme de Bacillus subtilis et admis par d’autres 
auteurs Ctudiant des enzymes d’origine animale [18]; 
le mCcanisme rkactionnel serait done du mtme type 
chez vkgCtaux supkrieurs. 

Action des rtactifs des thiok 

Ni l’acide iodoa&ique (10e3 M), ni le parachloromer- 
curibenzoate (10e3 M) n’ont d’influence sur l’activite 
adeninephosphoribosyltransf&rase de Topinambour, 

Tableau 4. D&termination de V_, pour diffkrentes concentra- 
tions en PRPP et en ad&nine 

Partie A. Dttermination de V,, pour diffkrentes concentrations 
en ad&nine 

Concentrations en 
ad&nine 4 x lo-‘M lo-’ M 5 x lo-“M 

V,, en nM d’AMP/sec 
(dttermint 
graphiquement) 1.7 1.7 1.7 

Partie B. Dtterminations de V_ pour diffkrentes concentrations 
en PRPP 

Concentrations en 
PRPP 2 x 10-4M 2 x 1O-5 M 4 x lo-‘M 

V,, en nM d’AMP/sec 
(dktermint 
eranhiauement) 13.8 4.8 1.2 

alors que Berlin [5] mentionne une inhibition par l’iodo- 
a&ate, et Gadd et al. [19] une inhibition par le p-CMB, 
des enzymes extraites de Bacillus subtilis et des cellules 
tumorales d’ascites d’Ehrlich respectivement. 

Inhibition par I’AMP et le pyrophosphate 

L’AMP inhibe fortement la rCaction catalysCe par 
l’adCninephosphoribosyltransf&ase. Cette inhibition est 
du type non compCtitif vis A vis de l’adbnine et du type 
compCtitif vis d vis du PRPP. La dktermination de la 
valeur de K, vis g vis du PRPP, par la mCthode de 
Dixon, donne une valeur de 10e4 M. 11 est done probable 
que, in situ, une inhibition de ce type puisse se manifester, 
surtout dans les conditions de faible charge tnergktique 
des nuclCotides adtnyliques ; la proportion d’AMP est 
alors beaucoup plus ClevCe que si la charge CnergCtique 
est Blev6e. Cette inhibition Cviterait done une expansion 
du ‘pool’ des nuclCotides adtnyliques, inutile dans les 
conditions de faible charge CnergCtique. Cette inhibi- 
tion typique par le produit de la r&action a Ct6 rapport&e 
par Hori et al. [20], Berlin et al. [S], et chez les vegCtaux 
suptrieurs par Nicholls et al. [ 121. 

L’autre produit de la r&action, le pyrophosphate, 
exerce un effet inhibiteur de la rbaction, mais & des 
concentrations relativement fortes ; les taux d’inhibition 
obtenus sont de 15 % pour une concentration de low4 M 
en pyrophosphate, et de 65 y0 pour une concentration 
de 10e3 M. Kornberg [4], Flacks [6] et Berlin [5] 
citent des taux d’inhibition sensiblement du meme 
ordre. Compte tenu de la faible teneur des tissus en 
pyrophosphate, il semble peu probable que in oioo il 
puisse inhiber la r&action enzymatique. 

Conclusion 

Cette Ctude fait apparaitre l’instabilitt de I’adCnine- 
phosphoribosyltransf&rase de Topinambour, instabilite 
qui ne semble pas particuli&re au domaine vegetal. La 
nCcessitt absolue d’un cation divalent, la grande afflnitt 
de l’enzyme pour ses substrats et le mkcanisme rCactionne1 
font que l’adtninephosphoribosyltransf&ase de Topin- 
ambour prtsente des propri&s t&s cornparables g 
celles qui ont & d&rites chez d’autres esp&ces v&g&ales 
ou animales et chez les microorganismes. 

La rapidit& de l’incorporation dans les nucltotides 
adknyliques, de I’adCnine-8-14C fournie aux bourgeons 
de Topinambour [3], s’explique facilement, puisque 
une adtninephosphoribosyltransf&rase est prbente dans 
les pousses de cette esptce et qu’elle manifeste les pro- 
priCtts cinCtiques requises pour assurer le r6le proposC 
dans notre introduction. 

Puisque tout traitement des pousses de topinambour 
par l’adknosine [2], fait apparaitre une expansion rapide 
du ‘pool’ des nuclCotides adtnyliques, on peut penser 
que la transformation de I’adCnosine exogt!ne entraine 
l’intervention successive de deux enzymes, I’adCnosine 
nucltosidase et l’gdCninephosphoribosyltransf&rase. 
L’existence de la premitre a ttt signal&e g plusleurs 
reprises chez les v&g&aux supCrieurs [21-251 et les 
tissus de Topinambour en contiennent une quantitC 
considkrable, ainsi que nous le montrerons dans une 
prochaine publication. Aucune activitk adCnosine kinase, 
par contre, n’a &t& mise en tvidence dans leurs tissus. La 
forte activitC adCninephosphoribosyltransf&ase des ex- 
traits de Topinambour, s’expliquerait par son r6le 
probable dans la r&cup&ration de I’adtnine. La dkgrada- 
tion des nucCotides adtnyliques passerait par I’adCnine, 
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qui &ant dorm& l’affinitk de l’enzyme pour ce substrat, 
se trouverait aussitht recycke. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Obtention du materiel biologique. Les tubercules de Topinam- 
bour hon dormants (Helianthus tuberosui L. var. D 19) brasses 
et la&, sont places dans de la vermiculite, en ttuve a 28” et 
a l’obscuritt. Apres quelques jours, les pousses, longues de 2 
a 8 cm sont r&coItbes et pesbes. 

Extraction. Les pousses sont broyees a raison de 1 g/l0 ml 
dans un mortier en presence de sable dans le milieu d’extraction 
suivant : tampon phosphate 0,2 M, pH 7,5 addition& de borate 
de sodium 10m3 M et de glutathion 2 x 10-j M. L’homogenat 
est centrifuge 1 min a 7000 g. Le surnageant est tiltre sur verre 
fritte N” 2 puis depose sur une colonne de Sephadex G 50 
conditionnee en tampon phosphate 0.05 M, pH 7,5. La fraction 
proteique receuillie constitue l’extrait brut. 

Chromatographie SW DEAE-Cellulose. L’extrait brut est 
chromatographit sur colonne de DEAE-cellulose Whatman 
DE-32 (2,5 x 5 cm) conditionnee en tampon phosphate 0.05 M 
pH 7,5. Le rinGage de la colonne par ce mZme tampon, permet 
l’elimination d’une fraction protbique contenant une forte 
activite phosphatasique. L’tlution de la colonne est rbalisee 
par un gradient de concentration en NaCl de forme lineaire 
(0 a 0.8 M). Le volume total de l’eluant est de 100 ml. Les frac- 
tions les plus actives sont regroup&s et constituent la fraction 
proteique a partir de laquelle tous nos essais enzymatiques ont 
et& realists. 

Conservation. La solution enzymatique prtcMente addi- 
tion& de glutathion (2 x 10-s M) est repartie en petites 
fractions (0.4 ml) et placee au congelateur ii - 25”. 

Dosage des protPines. 11 est execute selon la mtthode de 
Lowry et al. [26] en utilisant l’albumine du serum de boeuf 
comme reference. 
Mesure de I’activitP enzymatique. Les conditions d’incubation 
sont les suivantes: 25”, pH 75, duree 10 ou 15 min. Le milieu 
d’incubation (50 ~1) est constitut de la faGon suivante : tampon 
Tris-HCI 0.08 M pH 7,5, ad&nine-8-‘% 10e4 M, PRPP 
4 x 10e4M. MgCI, 4 x 10m4 M et 5 ou 10~1 de solution 
enzymatique. La concentration en phosphate de I’mcubation est 
alors soit de 5 x 10-s M, soit de lo-’ M. Lors d’incubations 
plus longues, 30mm ou 1 hr, 0.5 unite d’adtnosine ammo- 
hydrolase Ctait incorporte au melange rtactionnel, pour Cviter 
que I’adtnosine provenant de l’activite phosphatasique resi- 
duelle de l’extrait sur I’AMP forme, ne soit hydrolysQ par 
I’adenosine nucleosidase, elle aussi presente. En mesurant la 
radioactivite de l’inosine, il est alors possible d’apprecier le 
degrt d’hydrolyse de I’AMP. Au terme du temps d’incubation, 
une fraction aliquote, 10 pl est deposte sur une plaque de cellu- 
lose (25 x 100 mm, epaisseur de la couche 0.1 mm) sous forme 
de bande (10 mm); la reaction est bloquee par sechage immtdiat a 

l’air chaud, un melange traceur ayant au prtalable Ctt depose. 
Le dtveloppement ascendant des plaques est effectue dans l’eau 
distill&e. Le separation est nette et rapide. adenine R, 0.33. 
adtnosine R, 0,55, inosine R, 0,78, AMP R, 1. Les traceurs 
sont reperks en lumibre UV (L 254 nm) et recueillis par grattage 
de la cellulose dans un melange scintillant (5 g de PPO et 
0,3g de dimethyl-POPOP en solution dans le toldne); la 
radioactivite est dtterminee au compteur a scintillation liquide 
Intertechnique S.L.40. 
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