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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. 

JNTRODUCI’ION 

Indispensables au m&taboIisme du galactose, les UDP 
gaBlactose+ Cpimerases (EC: 5.1.3.2.) sont certainement 
des enzymes tres repandues, mais seul un nombre res- 
treint en a CM &die [l]. Les travaux lea plus approfondis 
concernent les Cpimerases de microorganismes: levure 
[2-6], Escherichiu coli [7-lo]. Dans le regne animal, on 
peut titer l’etude de l’enzyme du foie de veau [ 1 l] et de la 
glande mammaire bovine [12]. Les enzymes v&g&ales 
ont Bte l’objet dun moms grand nombre de travaux: 
signal&e chei Phase&s [13], l’UDP Gal Cpimerase a 6te 
etudi&e dans le germe de ble [14], et son intervention dans 
les reactions d’interconversion des glucides pendant la 
differentiation du bois de diverses especes a Bte d&rite 
par Dalessandro et Northcote [15,16]. Nous avons mis 
en evidence cette enzyme dans les semences germ& de 
fenugrec 03 elle doit jouer un r6le trb important au 
moment de la germination, pour l’utilisation de la 
galactomannane de reserve fort abondante dans la 
graine. 

Les UDP Gal-4 tpimerases catalysent la transforma- 
tion reversible: UDP Gal P UDP Glc grace a une 
reaction d’oxydoreduction passant par un intermtdiaire 
cttonique (UDP 0x0-4 hexose). Cette reaction met en jeu 
une coenzyme, le NAD+ qui est reduite au cours du 
premier stade de la reaction et reoxydec au cours du 
second stade. Chez les enzymes de levure et d’E. cofi, le 
NAD+ est solidement lie a la prottine enzymatique qui 
est active sans apport supplementaire de coenzyme. Par 
contre, les Bpimerases de ble et de foie de veau n’exercent 
leur action catalytique qu’en presence de NAD+ 
exogene (qui peut Ctre present dans des extraits non 
purifies, ou qu’on doit ajouter au milieu reactionnel). 

RBULTATS 

Mise en Pvidence de l’activitk enzymatique 

Nous avons initialement mis en evidence l’activitb 
UDP Gal Cpimerasique par incubation d’un extrait 
enzymatique de semences germees de fenugrec avec de 
I’UDP Gal [U 14C Gal]. La chromatographie sur 

papier du milieu reactionnel, rtvelte par autoradio- 
graphie, montre la presence dune tache radioactive de 
migration legerement plus rapide que celle de I’UDP Gal 
(solvant I), et identique a celle de I’UDP Glc. LZlution du 
produit et son hydrolyse acide (H,SO, 0.01 N, 45 min a 
100°) conduisent a un ose radioactif identifie chromato- 
graphiquement au glucose (solvant II). Ulterieurement, 
la transformation de I’UDP Gal en UDP Glc a 6tt con- 
fm& par l’oxydation de ce dernier sous l’action de 
I’UDP Glc deshydrog&mse (EC: 1.1.1.22.), en presence 
de NAD+. 

Mbthodes de dosage de l’activitk enzymutique 

Pour determiner l’activim de I’UDP Gal epimerase, 
nous avons utilise le plus souvent la reaction dans le sens 
UDP Gal --t UDP Glc, en dosant I’UDP Glc forme par 
la technique a I’UDP Glc deshydrogenase [ 171 qui oxyde 
ce nucltoside-diphosphate-ose en UDP glucuronate, en 
presence de NAD+ dont la transformation en NADH 
est suivie par mesure de l’absorption a 340 nm. Deux 
modalites techniques ont Cte utilisees: 

(a) le procede en une &ape oti la deshydrogenase et 
le NAD+ sont ajoutes directement au milieu d’incuba- 
tion de l’epimerase; 

(b) le pro&de en deux &tapes: aprb incubation de 
I’UDP Gal avec la preparation enzymatique, la 
reaction d’isomerisation est arretee par chatiage et 
I’UDP Glc est dose ensuite par la deshydrogenase. 
Cette methode n’a pu dtre utilisQ lors d’experiences 

mettant en jeu des effecteurs de l’tpimerase agissant aussi 
sur la deshydrogenase (mercapto-2 ethanol par exemple). 
Dans ce cas, nous avons, aprb arr&t de la reaction 
d’epimerisation, dod le glucose par la methode a la 
glucose-oxydase [18], apr&s avoir verilie que cette en- 
zyme Ctait insensible aux effecteurs aux doses utililes. 
Ceci necessite l’hydrolyse acide menag& de I’UDP Glc 
forme. Cette dernitre technique donne des resultats 
identiques a celle a I’UDP Glc deshydrogenase avec les 
mEmes Cchantillons enzymatiques. 

La determination a Cte parfois reali& dans le sens de 
l’epimerisation Glc -+ Gal, en operant de facon analogue, 
par dosage du galactose par la galactose-oxydase [19], 
apres hydrolyse convenable de I’UDP Gal apparu. 
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Extraction et purification partielle de PPpimPrase 

Dans les graines germees de fenugrec, la meme activitt 
specifique est observee dans les plantules et dam les 
ttguments. Cependant, comme ces derniers ne renferment 
que 1.5 pour cent de I’activite totale et retiennent une 
forte proportion de la galactomannane de reserve, trts 
visqueuse, il est preferable de pratiquer le broyage et 
l’extraction de l’enzyme sur les plantules debarrassees 
des teguments. 

L’epimerase prtsente une grande sensibilite aux varia- 
tions de pH et perd en grande partie son activite en 
dessous de 7. Des essais d’extraction a pH 6.8 ont conduit 
g des activites 5 fois plus faibles. Ceci a fait choisir un 
milieu de pH 7.7 (la preparation obtenue a ce pH perd 
80 pour cent de son activite si elle est maintenue 10 hr a 
pH 5 puis ramen& a pH 7.7). 

L’extractionest done rtalisee par broyage des plantules 
en presence dun tampon phosphate a pH 7.7, suivi dune 
centrifugation (30 min a 30000 g); I’bpimerase est presente 
dans le surnageant. L’extrait obtenu est ensuite trait& par 
le sulfate d’ammonium a 80 pour cent de saturation a 
+4”. Le precipitt, redissous et dialyse contre le tampon 
phosphate reste, comme le liquide extractif, trb trouble, 
mais apres centrifugation a 120000 g, un traitement par 
la bentonite [20] permet d’Climiner diverses proteines, et 
conduit a une solution limpide, avec augmentation de 
I’activite sp&ifique. L&ape suivante consiste en une 
chromatographie sur colonne d’hydroxylapatite. La 
encore, cette otiration a dti i%tre conduite a pH 7.7 en 
tampon phosphate 0.001 M, bien que ce pH soit moins 
favorable a la fixation des proteines qu’un pH plus bas, 
generalement adopt& A cette molarite, les pigments 
flavoniques presents dans I’extrait ne sont pas retenus sur 
la colonne. Une augmentation de la molarite du tampon, 
par paliers, permet l’elution de I’UDP Gal Cpimerase 
pour une molaritt de 0.02 M. Dans cette operation, on 
recupere 60% de l’activitt enzymatique deposee sur la 
colonne. 

Des essais de chromatographie sur DEAE-Sephadex 
ont et& abandonnb, l’elution de l’enzyme ne conduisant 
pas a un pit net. C’est done l’tluat d’hydroxylapatite en 
tampon 0.02 M qui a servi aux experiences ulttrieures 
(activite specifique = 15 nkat/mg de prottines). 

PropriPtt% de I’enzyme 

A +4” nous observons une bonne conservation de 
l’activite enzymatique pendant 3 jours, l’addition de 
mercapto-2 ethanol n’apportant aucune modification. 
Apres congelation a -2O”, la conservation &tend sans 
dommage jusqu’a 8 mois. Les ions Mg’ + et I’EDTA a 
une concentration de 0.16 a 1.6 x lo- 3 M n’ont pas 
d’action inhibitrice ou activatrice sur l’activite tpimera- 
sique. 

Le pH optimum de I’UDP Gal Bpimerase de fenugrec, 
determine en tampon Tris-maleate, est sittre a 8.5. 
Contrairement a l’epimerase de Phaseolus qui admet 
indifferemment comme substrats des nuclboside-diphos- 
phate-oses a UDP ou TDP, l’enzyme de fenugrec n’epi- 
merise pas le TDP Glc en TDP Gal. Son poids molecu- 
laire determine par filtration sur gel d’acrylamide- 
agarose (Ultrogel AcA 44-Ets LKB) est de 70000. 

Si toutes les UDP Gal epimerases exercent leur activite 
grace a du NAD+ comme coenzyme d’oxydoreduction, 
on doit faire une distinction en deux groupes d’enzymes: 

celles ou le NAD+ est assez solidement lie (bien que 

de facon non covalente) a la proteine enzymatique 
(Can&da, E. coli) et qui restent actives, apres purifica- 
tion, sans apport de coenzyme; 

celles ou le NAD+, lie de facon beaucoup plus 
lithe, est ailment Climine (dialyse, chromatographie 
sur colonne). L’activitt de I’enzyme n’est restauree que 
par addition de NAD+ exogbne. Dans les extraits 
bruts, c’est le NAD+ tissulaire qui permet a l’activite 
enzymatique de se manifester. 
L’UDP Gal tpimerase de fenugrec parait retenir 

solidement le NAD+, d’aprts les arguments exp&i- 
mentaux suivants: 

a tous les stades de sa preparation, l’enzyme est 
active sans addition de NAD+: une dialyse prolongee 
contre le tampon &extraction et la chromatographie 
sur hydroxylapatite n’entrainent pas de perte d’ac- 
tivite; 

l’addition de NAD+ au milieu d’incubation, a la 
concentration de 5 x 10e4 M, n’augmente pas l’ac- 
tivitt. Aprb une preincubation de l’enzyme avec du 
NAD+ a la concentration de 5 x 10m3 M, on constate 
m&me une inactivation totale de l’enzyme; 

des essais d’elimination du NAD+ par adsorption 
sur charbon selon Feingold [14] ont entraine une 
perte totale de l’activitt, qui n’est pas restauree par 
addition de NAD+ (5 x 10e4 M). Cues conditions 
experimentales semblent provoquer la denaturation de 
l’enzyme ou sa fmation sur le charbon; 

par action du dodecylsulfate de sodium a 0.1 pour 
cent en presence de mercapto-2 ethanol, ou par action 
de l’uree 6 M, suivies de dialyse, on observe egalement 
une perte d’activite, que l’addition de NAD+ ne 
retablit pas. 
11 semble done que toute tentative d’blimination du 

NAD+ soit infructueuse, ou qu’elle entraine une denatu- 
ration de l’enzyme. Le fait qu’une addition ultdrieure de 
coenzyme soit sans effet est en faveur de sa liaison ferme 
avec la proteine enzymatique. 

DISCUSSION 

En comparant nos resultats a ceux de la litterature 
nous faisons les constatations suivantes. L’UDP Gal 
Cpimerase de fenugrec n’est pas protegee par le mer- 
capto- ethanol et n’est pas activee par Mg’+. Ceci la 
differencie de I’UDP Gal epimtrase de levure [2, 31. 
L’EDTA et Mg2+ sont sans effet comme sur I’UDP Gal 
CpimCrased’E. coli [7]. Feingold utilise de I’EDTA et 
du mercapto-2 ethanol pour proteger l’enzyme brut de 
blt [14]. 

Comme les enzymes de glandes mammaires bovines 
[12] et de ble [14] celle de fenugrec perd son activitt a 
un pH inferieur a 7. Le pH optimum est de 8.5, voisin de 
celui de toutes les UDP Gal tpimerases deja d&rites. 
Le PM de 70000 est sit& entre celui de I’UDP Gal 
Bpimerase d’E. coli (79000) et de I’UDP Gal Cpimerase 
de glandes mammaires (60000). A la difference de celle 
d’E. coli [9], I’UDP Gal Cpimerase de fenugrec n’bpi- 
merise pas le TDP Glc. 

L’enzyme de Trigonella n’est pas activ&e par addition 
de NAD+ a une concentration de 5 x 10m4 M tout 
comme celle d’E. coli [7]; contrairement a I’UDP Gal 
tpimerase de bit ou de foie de veau, elle ne necessite done 
pas d’apport de NAD+ exogene. Les differences obser- 
vees vis-a-vis de I’UDP Gal Bpimerase de blt, peuvent 
paraitre Ctonnantes, en particulier pour les exigences en 
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NAD+ et l’action des effecteurs. 11 est probable que cette 
enzyme joue un r81e mains important chez le Phaseolus 
et le blC, oti le m&abolisme du galactose est certainement 
peu actif, car il s’agit de graines & amidon. Chez le fenu- 
grec, le polysaccharide de r&serve est une galactomannane 
trb riche en galactose (rapport molaire Gal/Man = 1). 
Ceci implique au moment du dkveloppement de la 
graine une intense transformation du glucose en galac- 
tose, pour accumuler le polysaccharide, tandis qu% 
l’inverse, au moment de la germination, les besoins 
Bnergktiques nkessitent que la quasi-totalitk du galactose 
de r&serve soit transformke en glucose. La prksence de 
NAD+ lit de fagon suffisamment solide avec la protkine 
enzymatique peut alors assurer g I’enzyme une meilleure 
eficacitk, la coenzyme ttant prksente en permanence au 
moment des besoins. 11 en est de mEme pour les UDP Gal 
kpimtrases du cambium et du xyltme du sycamore et du 
peuplier [15] qui sont nkessaires pour assurer les inter- 
conversions conduisant aux prkcurseurs de la biosyn- 
thbe des hkmicelluloses. 

PARTIE EXPiRIMENTALE 

RPuctifs. UDP Gal [U14C Gal] (Radiochemical Centre, 
Amersham), activiti sp&cilique: 347 mCi/mmol; UDP Glc, 
UDP Glc dkshydrogbnase, NAD+ (Boehringer); Galactostat et 
Glucostat (Worthington Biochemical Corporation); Ultrogel 
(LKB). 

Pr&aration a’e l’extrait enzymatique. 10 g de graines stches de 
fenugrec, aprt% lavage et gonflement une nuit dans I’eay sont 
mises g germer 48 hr sur coton. Apr&s tlimination des tkguments, 
les plantules sont broyCes au ‘Polytron’ dans 50 ml de tampon 
K*HPO,-KH,PO,, pH 7.7, 0.001 M. L’extrait enzymatique, 
apr& passage sur gaze, est centrifugk 30 min & 30000 9. L.e 
surnageant est pr&ipit& par le sulfate d’ammonium & 80% de 
saturation, pendant 2 hr. Apr&s centrifugation 30 min d 30000 9, 
le pr&zipit& de prott%nes est remis en solution dans 6ml du 
mZme tampon et dialyk contre le tampon. Aprt% une nouvelle 
centrifugation 30 min B 30000 9. on traite le surnageant par la 
bentonite: celui-ci est ramen ?I un volume tel que la concentra- 
tion en protCines soit de 5 g lOmg/ml; il est addition& de la 
moitiC de son volume d’une suspension de bentonite B 35 mg/ml. 

Mise en evidence de PactiuitP VDP Gal-4 kpimkrasigue. 
Gparation UDP Gal[U’% Gal] et UDP GIc[IJ’~C Glc]: 
papier Schleicher et Schiill 2043 bMgl: melange-solvant 
I: i-PrOH-MeCOEt-EtOAc-n-BuOH-H,O (6: 5:3:2: 5) Auto- 
radiogramme. Identification du galactose: mklange-solvant II : 
n-BuOH-Py-H,O (9:5:4). 

Mesure de I’activitk enzymatique. Dans la technique par 
I’UDP Glc dkshydrogtnase en 1 Btape, le milieu d’incubation 
comprend: UDP Gal 0.025 M (50 pl), NAD+ 0.03 M (100 pl), 
tampon glycine-NaOH, pH 8.7, 0.1 M (800 Al), UDP Glc 
dkshydrogknase (3 x lo-’ UI), extrait enzymatique (25 ~1). 
L’incubation est faite & 25”. L’essai est lu B 340 nm contre le 
tkmoin enzyme. L’activitk est proportionnelle au temps pendant 
les 10 premBres minutes. Dans la technique en deux &apes, le 
milieu d’incubation comprend: UDP Gal 0.025 M (5Opl), 
tampon glycine-NaOH, pH 8.7, 0.1 M (50 pl), prtparation en- 
zymatique (25 pl). On incube 10 min g 25”. On inactive 2 min a 
100”. On centrifuge. Pour la 2tme ttape, on reprend 100 pl de 
l’essai auxquels sont ajoutb tampon glycine_NaOH, pH 8.7, 
0.1 M (1.3ml), NAD+ 0.03 M (lOOpl), UDP Glc dkshydro- 
gtnase (3 x lo-’ UI). On incube 30 min g 25” et on mesure la 
A B 340 nm par rapport au tkmoin enzyme. L’activiti sp&ifique 
est exprimk en unit& correspondant au nombre de nmol 
d’UDP Gal transform&s par sec. et par mg de protbines (nkat/mg 
de prot&nes). 

Dans la technique I 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 Al), eau (75 pl). Incubation ;i 25”. Addition de 
100 pl d’HCl N, hydrolyse 30 min ?I lOO”, addition de 100 pl de 
NaOH N puis de 1.3 ml d’eau et de 2 ml de r&a&f ‘Glucostat’. 
Incubation 10min B la temp&ature ambiante. Arrl de la 
&action par 1 goutte d’HCl4 N. Lecture apr&s 5 min & 425 nm, 
contre un ttmoin. 

Le dosage du galactose ;1 la galactose.-oxydase par le ‘Galacto- 
stat’ se fait ainsi: B 500 pl de milieu enzymatique, addition de 
100 pl d’HC1 N, hydrolyse 30 min ?I lOO”, addition de 100 pl de 
NaOH N puis de 1.3 ml d’eau et de 2 ml de rCactif ‘Galactostat’. 
Incubation 60 min & 37”. A&t de la rkaction par 0.3 ml d’une 
solution d’EDTA 0.5 M. Lecture 21425 mn contra un tbmoin. 

Dosage des prot&nes. La concentration en protdines est 
Cvalu& selon la m&hode de Lowry [21], l%talonnage ttant 
rdalid avec de la s6rumalbumine bovine, ou par mesure de 
l’absorption diff&entielle g 260 et 280 nm, selon Warburg et 
Christian [22]. 

Dktermination du poids molkulaire. 11 a ttk 6valti sur colonne 
d’Ultroge1 AcA 44, tquilibr6e avec un tampon phosphate 
0.05 M. La colonne est &alonn& au prbalable avec du bleu 
dextran, de la myoglobine, de l’ovalbumine, de la strumalbu- 
mine, de la lactate-d&hydrogCnase et des y-globulines. 

Chromatographie sur hydroxylapatite. Elle a tti rkalisb selon 
la mkthode de Levin [23]. 
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