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Abstract-An endopeptidase was partially purified from the fruiting bodies of Tricholoma columbetta. The 
enzyme, MW ca 14 500, pH optimum 7.0, hydrolyses the natural substrates, casein and fibrin, but is inactive 
with the usual synthetic substrates. It is relatively insensitive to most inhibitors of proteases except for high 
concentrations of KCN, whereas high concentrations of EDTA greatly increase its caseinolytic activity. 

INTRODUCTION 

Nous avions precedemment trouve des activites 
proteolytiques importantes dans les carpophores de 
nombreuses espbces de macromycetes sur plus de 400 
BtudiCes [l-3]. Les proteases de deux champignons, 
Tricholoma equestre [4] et Armillaria mellea [S] av- 
aient CtC purifiees par de precedents auteurs. L’en- 
zyme de A. mellea a, depuis lors, fait l’objet de 
nombreuses etudes <ant du point de vue de ses 
caracteres que de sa specificit& [6-lo]. Nous avions 
montre que l’activiti proteolytique relative des car- 
pophores de A. mellea est pourtant nettement 
inferieure a celle de T. equestre et a celles de nom- 
breux autres champignons [2]. En raison de recoltes 
abondantes, l’un d’entre eux, Tricholoma columbetta, a 
CtC choisi dans le but de preparer une fraction a haute 
activite proteolytique dont nous avons CtudiC les 
proprietes. 

RtSULTATS 

L’enzyme de T. columbetta a CtC purifiee par dialyse 
de l’extrait aqueux suivie de deux chromatographies 
successives sur Sephadex A 50 et sur Sephadex G 100 
(Fig. 1 et Tableau 1). Par chromatographie sur 
Sephadex A 50 la majeure partie de l’activite en- 
zymatique est contenue dans des fractions incolores 
CluCes entre 20 et 50 ml. Les fractions suivantes, tres 
color&es, CluCes par addition de NaCl a la solution 
tampon, sont pratiquement inactives. On doit noter 
que des essais de fractionnement effect&s avec du 
Sephadex C 50 se sont sold& par des Cchecs. Sur 
Sephadex G 100 la presque totalite de l’activite en- 
zymatique est comprise dans les fractions CluCes entre 
60 et 100 ml. Les fractions suivantes de 100 a 200 ml, 
qui renferment environ la moitie des proteines totales 
restantes, n’ont aucune activite et ont CtC Climinees. 

L’enzyme purifiee a un PM de 14 500 environ, 
mesure comparativement a ceux d’autres proteines sur 
colonne de Sephadex GlOO. Par Clectrofocalisation sur 
plaque de gel de polyacrylamide elle se &pare en une 
bande tres nettement preponderante de p1 9,3 et deux 

bandes mineures de p1 7,3 et 7,0. La bande majeure 
de p1 9,3 renferme la totalite de l’activite 
proteolytique car l’enzyme purifiee a CtC soumise a 
une Clectrophorese sur a&ate de cellulose et apres 
d&coupe du support seul le morceau correspondant a 
cette bande a montre une telle activite. 

L’enzyme en solution aqueuse a comme maximum 
d’absorption A,., 277-278 nm et comme extinction 
specifique E:‘& B 280 nm = 7,20. Elle a un pH optimal 
de 7,0 et elle presente une activite demi-maximale a 
pH 55 et 9,0. La protease de T. columbetta est done 
une protease neutre. Son Cnergie d’activation est AE = 
0,845 kcal/sec mol et on observe une diminution d’en- 
viron 50% de son activite lorsqu’elle est exposte a 70” 
pendant 15 min. 

L’enzyme a de t&s fortes activites caseinolytique et 
fibrinolytique. Apres dessalage sur Sephadex G 2.5 son 
activite caseinolytique relative a pu &tre mesuree. Elle 
s’eleve a 138 nkat/mg et s’avttre tres nettement 
superieure a celle de la trypsine 125 nkat/mg et a 
celle de la nagarse 14,3 nkat/mg. Sur la fibrine son 
activite est environ 50 fois plus ClevCe que celle de la 
trypsine. Comme ces deux enzymes, elle s’est rCvClCe 
totalement inactive sur l’albumine d’oeuf. Elle ne 
possbde aucune activite esterasique sur le BAEE con- 
trairement a la trypsine ni sur 1’ATEE contrairement a 
la chymotrypsine. 

La prottase neutre de T. columbetta est done une 
endopeptidase mais elle ne reagit pas aux inhibiteurs 
usuels des proteases. Elle est insensible a des agents 
tels que le DFP, la p-nitraniline en solution saturee, le 
p-nitrophenol ou la cysteine a la concentration 10m2. 
Ses sites actifs ne cornportent done certainement pas 
de groupement -SH. Elle est seulement inhibee par 
CN- qui provoque une diminution d’activite d’environ 
50% a la concentration lo-‘. Par contre elle est 
insensible a l’action d’un rtactif chelatant des metaux 
tel que I’EDTA jusqu’a la concentration 10e2, mais 
t&s curieusement de plus fortes concentrations en 
EDTA augmentent tres notablement son activite 
caseinolytique. Celle-ci est en effet augment&e de prits 
de 100% dans une solution d’EDTA 0,l M. 
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Fis. I. SCparation de la protease. A, Sephadex A 50: B. Sephades G 100 

DISCUSSION 

L’endopeptidase de T. columbetta est relativement 
pure dam les carpophores car nous avons pu aug- 
menter de 27 fois settlement son activitk, avec un 
rendement de 50%. L’extrait non dialysable possPde 
d’ailleurs une activite caseinolytique relative de Y 
nkat/mg tres comparable a celle d’enzymcs commer- 
ciales telles que la trypsine et la nagarse. On pourrait 
arreter la purification de la protease de T. columbettn 
2 ce premier stade si certaines de ses propr&@s 
originales s’averaient inGressantes en pratique. Cer- 
tains de ses caractkres sont tres voisins de ceux de 
I’enzyme de A. mellea. endopeptidase a proprietes 
caseinolytique et fibrinolytique de PM 14 000 [lO]. 
Mais son p1 de 9.3 est particulier et ellc n’est pas 
inhibee par I‘ED’TA contrairement a la protease de A. 
rnellu. II sera n&cessaire d’itudier par la suite sa 
specificit d’action car elle pourrait itre dit?‘Crente de 
celle de la protease d’A. mellea qui est limit&e au pont 
peptidique Pro-Lys. 

PARTIE EXPItRIMENTALE 

MatiLres prenzi~res. Les enzymes de reference sont des 
endopeptidases, une trypsine [EC 3.4.21.41 d’activite 
sptcihque 20 nkatimg de proteine (act. rel. 12.5 nkat/mg) et 
une BPN’ [EC’ 3.3.21.141, la nagarse d’activite specifique 36 
nkatimg de proteine (act. rel. 14.3 nkatimg). Lcs champig- 
nom recueillis en bon Ctat et identifies par nos soins ont CtC 
congeles aussitot aprbs la recolte puis lyophilises. 

Purificafion de I’enzyme. 20 g de poudre de carpophores 
lyophilises sont extraits par 300 ml d’H,O a 35-40” sons 
agitation pendant I5 min. L’extrait aq., clarifie par double 
filtration sur verrc fr-itte, est dialyse avec dc I’eau pendant 4X 
hr a l&12”. La fraction non dialysable est f&r&. congelee 
puis Iyophilisee. Lr lyophilisat cst rcpris par 5 ml de tampon 
A (phosphate 16,7 mM, pH 7,71. L’echantillon ainsi prepare 
est chromatographie sur colonnc de Sephadex A50 (2.5 x 23 
cm) tquilibree puis CluCc avcc du tampon A et des fractions 
de 5 ml sent rrcucillies. Lea fractions actives sent collcctees 
puis passees sur colonne dc Sephadrx G25 (2.5 x 18 cm). La 
fraction active dessalee. i-luee cntre 25 et SO ml. est ensuite 
congelde, puis lyophilisee. L‘activitc enzymatique relative est 
alors calcul&~d’aprPr le poids du lyophilisat. Le lyophilisat 
repris par 5 ml de tampon A est cnsuitc applique sur une 
colonne de Sephadcx GIOO (2.5 x 30 cm) cquilihrte puis 
elude par le tampon A et dcs fractions de 5 ml sent rccueillies. 
Les fractions actices sent collectics. dcssalccs. conl7eldca. 
lyophilisees et J’activitc en7vmatique relative ca~cnlec &me 
prectdemment. 

Eleclro~ocalisation. L’electrofocalisation a CtC rtalisee a 
I‘aide d’un appareil LKR 2117 Multiphor sur plaque prGte a 
l’emploi de gel de polyacrylamide-ampholine pH X.5-9,5 
selon la technique habituellement preconisee: solution anode 
H,PO, 1 M. solution cathode NaOH I M, depots de 15~1 
d‘cnzyme en solution a 5 mg/ml d‘H,O: valeurs alfichcez, sur 
le potentiometre = P = I5 W: U = 0.75 k\:: I = 75 mA: d&c 
de I’experiencc I hr. A la fin de I‘expcrtence les pH ont ete 
mesures sur toute la largeur du gel a I’aide d’une electrode de 
surface. Les pJ ont et& detcrminds en reportant sur la courhe 
des pH les distances de migration dcs protein& revel&s par 
le bleu de Coomassie. 

Tableau 1. Purification de la protdase 

Activite Prottines Act. sp. 
Extrait Activite totale relative totales (unitCs/mg Taux de Rendement 

Etape. see (mg) (unites) nkat tunitCs/mg) (mg) protCine\) purification (%) 
-_ 

Extrait aqueux 8500 5200 0.6 060 5.4 I I 00 
Extrait non 

dialysable 480 4340 Y.0 380 Il.6 2 8.7 
Fraction 
Sephadex A50 40 3 100 77,s 3s 88.5 I6 60 
Fraction 

Sephadex GJ 00 19 2620 13X 18 145 27 so 
____ 

Unite = mol tyroslne libCrte/sec. Le pro&dtZ de purification est dtcrit dans la Partie Expkimentale. 
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Electrophorese. L’enzyme purifiee a ete soumise, a la con- 
centration de 50 mg/ml, a une tlectrophorese sur acetate de 
cellulose en tampon Verona1 sode 0,04 M, pH 925. DurCe de 
la migration: 1 hr, ddp = 20 V/cm. Les bandes d’acetate de 
cellulose ont CtC d&coup&es d’apres une bande ttmoin revtlte 
par le bleu de Coomassie et I’activite caseinolytique de tous 
les morceaux de support a ttt contr6lCe. 

Dosages. L’activite caseinolytique a CtC determinte 
d’apres la methode d&rite dans la ref. [l], mais la 
temperature d’incubation de 25” a Cte prefer&e a celle de 30”. 
L’unite protiolytique (UP) correspondant a 1 pg de tyrosine 
lib&r&e par min a Ctt convertie en Katal, soit 1 mol de 
ty&osine produite par set selon la relation 1 nkat = 11,22 UP. 
Les dosages d’activites esterasiques ont Cte effect& d’apres 
les techniques de la Pharmacopee francaise pour la trypsine 
[EC 3.4.21.41 avec le BAEE et pour la chymotrypsine [EC 3. 
4.21.1.1 avec I’ATEE [ll]. Les proteines ont Ctt dosees selon 
la mtthode de Lowry [12], apres precipitation 
trichloracttique pour l’extrait brut et dans le cas des Cluats de 
chromatographie par spectrophotomttrie [3]. La serum al- 
bumine bovine cristalliste, desstchee avant emploi, a ttC 
utiliste comme &talon. 

Dt~erminarion du poids mole’culaire (PM). Une colonne de 
Sephadex GlOO (2,5x 30 cm) tquilibree avec du tampon 
acetate (0,l M; pH 68) a CtC calibree avec la serum albumine 
bovine (PM 67 000) l’ovalbumine (45 000), l’a- 
chymotrypsine (22 000) et le cytochrome c (12 500). Le vol. 
mort de la colonne a 6tC determine avec le bleu Dextran 
2000. Des fractions de 5 ml ont CtC recueillies et les proteines 

ont Ctt detectees en mesurant I’absorption a 280 ou a 410 
nm pour le cytochrome c. 
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