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Abstract—The presence of a UDP Gal-4 epimerase is reported in fenugreek seedlings. It occurs as a soluble enzyme
which loses its activity at pHs lower than 7, with an optimum pH at 8.5. Partial purification was achieved by am-
monium sulphate precipitation and hydroxyapatite chromatography. The MW is 70000 and it is linked to NAD™

as in the case of the enzymes of E. coli and yeast.

INTRODUCTION

Indispensables au métabolisme du galactose, les UDP
galactose-4 épimérases (EC: 5.1.3.2) sont certainement
des enzymes trés répandues, mais seul un nombre res-
treint en a &€ étudié [1]. Les travaux les plus approfondis
concernent les épimérases de microorganismes: levure
[2-6], Escherichia coli [7-10]. Dans le régne animal, on
peut citer étude de I'enzyme du foie de veau [11] et de la
glande mammaire bovine [12]. Les enzymes végétales
ont été I'objet d’un moins grand nombre de travaux:
signalée chez Phaseolus [13], 'UDP Gal épimérase a été
étudiée dans le germe de blé [ 14], et son intervention dans
les réactions d’interconversion des glucides pendant la
différenciation du bois de diverses espéces a été décrite
par Dalessandro et Northcote [15, 16]. Nous avons mis
en évidence cette enzyme dans les semences germées de
fenugrec ou elle doit jouer un rdle trés important au
moment de la germination, pour lutilisation de la
galactomannane de réserve fort abondante dans la
graine.

Les UDP Gal4 épimérases catalysent la transforma-
tion réversible: UDP Gal 2 UDPGlc grice a une
réaction d’oxydoréduction passant par un intermédiaire
cétonique (UDP oxo-4 hexose). Cette réaction met en jeu
une coenzyme, le NAD* qui est réduite au cours du
premier stade de la réaction et réoxydée au cours du
second stade. Chez les enzymes de levure et d’E. coli, le
NAD™ est solidement li€ & la protéine enzymatique qui
est active sans apport supplémentaire de coenzyme. Par
contre, les épimérases de blé et de foie de veau n’exercent
leur action catalytique qu’en présence de NAD*
exogéne (qui peut étre présent dans des extraits non
purifiés, ou qu’on doit ajouter au milieu réactionnel).

RESULTATS

Mise en évidence de activité enzymatique

Nous avons initialement mis en évidence l'activité
UDP Gal épimérasique par incubation d’un extrait
enzymatique de semences germées de fenugrec avec de
I'UDP Gal [U '*C Gal]. La chromatographie sur

papier du milieu réactionnel, révélée par autoradio-
graphie, montre la présence d’une tache radioactive de
migration légérement plus rapide que celle de 'UDP Gal
(solvant I, et identique a celle de 'UDP Glc. L’élution du
produit et son hydrolyse acide (H,SO, 0.01 N, 45 min 4
100°) conduisent A un ose radioactif identifié chromato-
graphiquement au glucose (solvant II). Ultérieurement,
la transformation de 'UDP Gal en UDP Glc a été con-
firmée par Poxydation de ce dernier sous I'action de
P'UDP Glc déshydrogénase (EC: 1.1.1.22)), en présence
de NAD*.

Méthodes de dosage de lactivité enzymatique

Pour déterminer Pactivité de 'UDP Gal épimérase,
nous avons utilisé le plus souvent la réaction dans le sens
UDP Gal — UDP Glc, en dosant 'UDP Glc formé par
la technique 4 'UDP Glc déshydrogénase [17] qui oxyde
ce nucléoside-diphosphate-ose en UDP glucuronate, en
présence de NAD* dont la transformation en NADH
est suivie par mesure de I'absorption a 340 nm. Deux
modalités techniques ont été utilisées:

(a) le procédé en une étape ou la déshydrogénase et
le NAD"* sont ajoutés directement au milieu d’incuba-
tion de I'épimérase;

(b) le procédé en deux étapes: aprés incubation de
PUDP Gal avec la préparation enzymatique, la
réaction d’isomérisation est arrétée par chauffage et
I'UDP Glc est dosé ensuite par la déshydrogénase.
Cette méthode n’a pu étre utilisée lors d’expériences

mettant en jeu des effecteurs de I'épimérase agissant aussi
sur 1a déshydrogénase (mercapto-2 éthanol par exemple).
Dans ce cas, nous avons, aprés arrét de la réaction
d’épimérisation, dosé le glucose par la méthode a la
glucose-oxydase [18], aprés avoir vérifi¢ que cette en-
zyme était insensible aux effecteurs aux doses utilisées.
Ceci nécessite 'hydrolyse acide ménagée de 'UDP Glc
formé. Cette derniére technique donne des résultats
identiques a celle 2 'UDP Glc déshydrogénase avec les
mémes échantillons enzymatiques.

La détermination a été parfois réalisée dans le sens de
Pépimérisation Glc - Gal, en opérant de fagon analogue,
par dosage du galactose par la galactose-oxydase [19],
aprés hydrolyse convenable de 'UDP Gal apparu.
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Extraction et purification partielle de Pépimérase

Dans les graines germées de fenugrec, la méme activité
spécifique est observée dans les plantules et dans les
téguments. Cependant, comme ces derniers ne renferment
que 1.5 pour cent de I'activité totale et retiennent une
forte proportion de la galactomannane de réserve, trés
visqueuse, il est préférable de pratiquer le broyage et
P’extraction de I'enzyme sur les plantules débarrassées
des téguments.

L’épimérase présente une grande sensibilité aux varia-
tions de pH et perd en grande partie son activité en
dessous de 7. Des essais d’extraction a4 pH 6.8 ont conduit
4 des activités 5 fois plus faibles. Ceci a fait choisir un
milieu de pH 7.7 (la préparation obtenue a ce pH perd
80 pour cent de son activité si elle est maintenue 10 hr
pH 5 puis ramenée a pH 7.7).

L’extraction est donc réalisée par broyage des plantules
en présence d’un tampon phosphate a pH 7.7, suivi d’une
centrifugation (30 min a 30000 g); i’épimérase est présente
dans le surnageant. L'extrait obtenu est ensuite traité par
le sulfate d’ammonium a 80 pour cent de saturation a
+4°. Le précipité, redissous et dialysé contre le tampon
phosphate reste, comme le liquide extractif, trés trouble,
mais aprés centrifugation a 120000 g, un traitement par
la bentonite [20] permet d’éliminer diverses protéines, et
conduit 3 une solution limpide, avec augmentation de
lactivité spécifique. L’étape suivante consiste en une
chromatographie sur colonne d’hydroxylapatite. La
encore, cette opération a dii étre conduite & pH 7.7 en
tampon phosphate 0.001 M, bien que ce pH soit moins
favorable i la fixation des protéines qu'un pH plus bas,
généralement adopté. A cette molarité, les pigments
flavoniques présents dans I'extrait ne sont pas retenus sur
la colonne. Une augmentation de la molarité du tampon,
par paliers, permet I'élution de 'UDP Gal épimérase

pour une molarité de 0.02 M. Dans cette opération, on

récupere 609, de l'activité enzymatique déposée sur la
colonne.

Des essais de chromatographie sur DEAE-Sephadex
ont été abandonnés, I’élution de I’enzyme ne conduisant
pas 3 un pic net. Cest donc I’éluat d’hydroxylapatite en
tampon 0.02 M qui a servi aux expériences ultérieures
(activité spécifique = 15 nkat/mg de protéines).

Propriétés de 'enzyme

A +4° nous observons une bonne conservation de
Pactivité enzymatique pendant 3 jours, 'addition de
mercapto-2 éthanol n’apportant aucune modification.
Aprés congélation 3 —20°, la conservation s’étend sans
dommage jusqu'a 8 mois. Les ions Mg?* et TEDTA a
une concentration de 0.16 a 1.6 x 10°*M n’ont pas
d’action inhibitrice ou activatrice sur I'activité épiméra-
sique.

Le pH optimum de 'UDP Gal épimérase de fenugrec,
déterminé en tampon Tris—maléate, est situé a 8.5.
Contrairement a I'épimérase de Phaseolus qui admet
indifféremment comme substrats des nucléoside-diphos-
phate-oses & UDP ou TDP, I'enzyme de fenugrec n’épi-
meérise pas le TDP Gic en TDP Gal. Son poids molécu-
laire déterminé par filtration sur gel d’acrylamide-
agarose (Ultrogel AcA 44-Ets LKB) est de 70000.

Si toutes les UDP Gal épimérases exercent leur activité
grace 4 du NAD™ comme coenzyme d’oxydoréduction,
on doit faire une distinction en deux groupes d’enzymes:

celles ot le NAD™ est assez solidement lié (bien que
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de fagon non covalente) 4 la protéine enzymatique

(Candida, E. coli) et qui restent actives, aprés purifica-

tion, sans apport de coenzyme;

celles ou le NAD*, lié de fagon beaucoup plus
lache, est aisément éliminé (dialyse, chromatographie
sur colonne). L’activité de 'enzyme n’est restaurée que
par addition de NAD* exogéne. Dans les extraits
bruts, c’est le NAD™* tissulaire qui permet a l'activité
enzymatique de se manifester.

L’'UDP Gal épimérase de fenugrec parait retenir
solidement le NAD®, d’aprés les arguments expéri-
mentaux suivants:

a tous les stades de sa préparation, 'enzyme est
active sans addition de NAD™: une dialyse prolongée
contre le tampon d’extraction et la chromatographie
sur hydroxylapatite n’entrainent pas de perte d’ac-
tivité;

Paddition de NAD* au milieu d’incubation, 3 la
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tivité. Aprés une préincubation de I'enzyme avec du

NAD™ ala concentrationde 5 x 10~3 M, on constate

méme une inactivation totale de 'enzyme;

des essais d’élimination du NAD™ par adsorption
sur charbon selon Feingold [14] ont entrainé une
perte totale de I'activité, qui n’est pas restaurée par
addition de NAD™* (5 x 107*M). Ces conditions
expérimentales semblent provoquer la dénaturation de

Penzyme ou sa fixation sur le charbon;

par action du dodécylsulfate de sodium a 0.1 pour
cent en présence de mercapto-2 éthanol, ou par action
de 'urée 6 M, suivies de dialyse, on observe également
une perte dactivité, que I'addition de NAD* ne
rétablit pas.

Il semble donc que toute tentative d’élimination du
NAD™ soit infructueuse, ou qu’elle entraine une dénatu-
ration de ’'enzyme. Le fait quune addition ultérieure de
coenzyme soit sans effet est en faveur de sa liaison ferme
avec la protéine enzymatique.

DISCUSSION

En comparant nos résultats 4 ceux de la littérature
nous faisons les constatations suivantes. L’'UDP Gal
épimérase de fenugrec n'est pas protégée par le mer-
capto-2 éthanol et n’est pas activée par Mg?*. Ceci la
différencic de 'UDP Gal épimérase de levure [2, 3].
L’EDTA et Mg2* sont sans effet comme sur PUDP Gal
épimérased’E. coli [7]. Feingold utilise de FEDTA et
du mercapto-2 éthanol pour protéger I'enzyme brut de
blé [14].

Comme les enzymes de glandes mammaires bovines
[12] et de blé [14] celle de fenugrec perd son activité &
un pH inférieur a 7. Le pH optimum est de 8.5, voisin de
celui de toutes les UDP Gal épimérases déja décrites.
Le PM de 70000 est situé entre celui de 'UDP Gal
épimérase d’E. coli (79000) et de 'UDP Gal épimérase
de glandes mammaires (60000). A la différence de celle
d’E. coli [9], 'UDP Gal épimérase de fenugrec n’épi-
meérise pas le TDP Glc.

L’enzyme de Trigonella n’est pas activée par addition
de NAD* A une concentration de 5 x 10™*M tout
comme celle d’E. coli [7]; contrairement & 'UDP Gal
épimérase de blé ou de foie de veau, elle ne nécessite donc
pas d’apport de NAD* exogéne. Les différences obser-
vées vis-3-vis de 'UDP Gal épimérase de blé, peuvent
paraitre étonnantes, en particulier pour les exigences en
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NAD™ et I'action des effecteurs. Il est probable que cette
enzyme joue un réle moins important chez le Phaseolus
et le blé, ou le métabolisme du galactose est certainement
peu actif, car il s’agit de graines & amidon. Chez le fenu-
grec, le polysaccharide de réserve est une galactomannane
trés riche en galactose (rapport molaire Gal/Man = 1).
Ceci implique au moment du développement de la
graine une intense transformation du glucose en galac-
tose, pour accumuler le polysaccharide, tandis qu'a
Pinverse, au moment de la germination, les besoins
énergétiques nécessitent que la quasi-totalité du galactose
de réserve soit transformée en glucose. La présence de
NAD"™ lié de fagon suffisamment solide avec la protéine
enzymatique peut alors assurer a I'enzyme une meilleure
efficacité, la coenzyme étant présente en permanence au
moment des besoins. Il en est de méme pour les UDP Gal
epimérases du cambium et du xyléme du sycomore et du
peuplier [15] qui sont nécessaires pour assurer les inter-
conversions conduisant aux précurseurs de la biosyn-
theése des hémicelluloses.

PARTIE EXPERIMENTALE

Réactifs. UDP Gal [U*C Gal] (Radiochemical Centre,
Amersham), activité spécifique: 347 mCi/mmol; UDP Glc,
UDP Glc déshydrogénase, NAD* (Boehringer); Galactostat et
Glucostat (Worthington Biochemical Corporation); Ultrogel
(LKB).

Préparation de 'extrait enzymatique. 10 g de graines séches de
fenugrec, aprés lavage et gonflement une nuit dans 'eau, sont
mises 4 germer 48 hr sur coton. Aprés élimination des téguments,
les plantules sont broyées au ‘Polytron’ dans 50 ml de tampon
K,HPO,~KH,PO,, pH 7.7, 0.001 M. L’extrait enzymatique,
aprés passage sur gaze, est centrifugé 30 min a4 300004. Le
surnageant est précipité par le sulfate d’ammonium 4 809 de
saturation, pendant 2 hr. Aprés centrifugation 30 min & 30000 g,
le précipité de protéines est remis en solution dans 6 ml du
méme tampon et dialysé contre le tampon. Aprés une nouvelle
centrifugation 30 min & 30000 g, on traite le surnageant par la
bentonite: celui-ci est ramené 4 un volume tel que la concentra-
tion en protéines soit de 5 a 10 mg/mi; il est additionné de la
moitié de son volume d’une suspension de bentonite 3 35 mg/ml.

Mise en évidence de Tactivité UDP Gal-4 épimérasique.
Séparation UDP Gal[U'4C Gal] et UDP Glc[U**C Gic]:
papier Schleicher et Schiill 2043 bMgl: mélange-solvant
I: i-PrOH-MeCOEt-EtOAc-n-BuOH-H,0 (6:5:3:2:5) Auto-
radiogramme. Identification du galactose: mélange-solvant II:
n-BuOH-Py-H,0 (9:5:4).

Mesure de lactivité enzymatique. Dans la technique par
PUDP Glic déshydrogénase en 1 étape, le milieu d’incubation
comprend: UDP Gal 0.025M (50 pl), NAD* 0.03 M (100 pl),
tampon glycine-NaOH, pH8.7, 0.1M (800 ul), UDP Glc
déshydrogénase (3 x 1072 UI), extrait enzymatique (25 pl).
L’incubation est faite & 25°. L'essai est lu 2 340 nm contre le
témoin enzyme. L’activité est proportionnelle au temps pendant
les 10 premiéres minutes. Dans la technique en deux étapes, le
milieu d’incubation comprend: UDP Gal 0.025M (50 pi),
tampon glycine-NaOH, pH 8.7, 0.1 M (50 pl), préparation en-
zymatique (25 pl). On incube 10 min & 25°. On inactive 2 min a
100°. On centrifuge. Pour la 2éme étape, on reprend 100 pl de
I'essai auxquels sont ajoutés tampon glycine—-NaOH, pH 8.7,
0.1 M (1.3ml), NAD* 0.03M (100 pul), UDP Glc déshydro-
génase (3 x 10”2 UI). On incube 30 min & 25° et on mesure la
A 4 340 nm par rapport au témoin enzyme. L’activité spécifique
est exprimée en unités correspondant au nombre de nmol
d’UDP Gal transformées par sec et par mg de protéines (nkat/mg
de protéines).
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Dans la technique & la glucose-oxydase par le ‘Glucostat’,
les milieux d’incubation sont les suivants: UDP Gal 0.025 M
(50 pl), tampon glycine—-NaOH, pH 8.7, 0.1 M (350 pl), solution
enzymatique (25 pl), eau (75 pl). Incubation a 25°. Addition de
100 ut ’HCI N, hydrolyse 30 min a 100°, addition de 100 pl de
NaOH N puis de 1.3 ml d’eau et de 2 ml de réactif ‘Glucostat’.
Incubation 10min & la température ambiante. Arrét de la
réaction par 1 goutte 'HCl 4 N. Lecture aprés 5 min 4 425 nm,
contre un témoin.

Le dosage du galactose a la galactose-oxydase par le ‘Galacto-
stat’ se fait ainsi: & 500 pl de milieu enzymatique, addition de
100 pl ’HCI N, hydrolyse 30 min a 100°, addition de 100 ul de
NaOH N puis de 1.3 ml d’eau et de 2 ml de réactif ‘Galactostat’.
Incubation 60 min 4 37°. Arrét de la réaction par 0.3 ml d’'une
solution ’EDTA 0.5 M. Lecture 4 425 nm contre un témoin.

Dosage des protéines. La concentration en protéines est
évaluée selon la méthode de Lowry [21], I'étalonnage étant
réalis¢ avec de la sérumalbumine bovine, ou par mesure de
I'absorption différentielle 4 260 et 280 nm, selon Warburg et
Christian [22].

Détermination du poids moléculaire. Il a été évalué sur colonne
d’Ultrogel AcA 44, équilibrée avec un tampon phosphate
0.05 M. La colonne est étalonnée au préalable avec du bleu
dextran, de la myoglobine, de 'ovalbumine, de la sérumalbu-
mine, de la lactate-déshydrogénase et des y-globulines.

Chromatographie sur hydroxylapatite. Elle a été réalisée selon
la méthode de Levin [23].
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