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1. PROPRIETES ENZYMATIQUES 

1 ; 1. Mode d ' -actiOI" 

i'ci-amyiaS8,' ot-l ~, 4-g1ucan-4-g1ucanohydrola.e lE .C . 3.2.1.1.) catalyse 
l'hyprolyse des liaisons ()(-1,4 "de s cha_tnes d.'amidon et de glycoqêne . L'analyse 
des: produits. d':hyclrolyse' l~lquE? qu~ la digestion des cha1nes polyglucoslque,s 
s'effectuer,Ùt suivant le achêma. de 'l'attaque multiple {1,2}. Dan. ce schéma 
l'enzyme hydrolyserait la chaine en 2 dextrines et . - restant fixé sur la dextrine 

,portant" l'extrémité rêductrlce, assUrerait la libération de plusieurs moldcules 
de maltose avant de quitter la chaIne pour "une nouvelle série d'attaque sur une 
au u S; chaIne. 

Le schéma de l'attaque multiple est résumé par la , rêaction 

E+51 <,,==' 

ail SI est une chaIne ~lygaccharldique- ("5
1 =. S2 + Pl) 

52 ,. c!e.trine A extrémité rêductrice A n rês!dua 

53 1. de)(trioe A extrémité r éductrice à 0-2 résidus •.• 

PI la d6'J1trlne comp14mentaire de S2' A l'extrémIté non réductrice 

P2 une .'Dole de maltose. 

Les travaux ~e E. prodanov (en cours de publication) dana notre labo
ratoire indiquent que l'«-amylase a plus d'affinIté pour le. substrats intermédi
aires (deJ(trine à r~xt-dmit.(j réductrice) que pour les chaInes "intactes ou plus 
longues. Cependan t l ' enzyme a très ' peu ~'affirtltê pour le. chaInes courtes 'et 
tout particullère1l:ient pour les ol1qosaccharldes 4 n ~ 4. Selon Prodanov la r éac
tion d' hydrolyse de l' amidon par 1 i amylase n'a 'peut être dêcrite par un mécanl&me 
réversible (Mlchaelis) mais plutOt par un mécanisme non -réversible. -

'* Boursier eIES pendant son stage dans not,re laborato-ire, r~8id8 actuellement 
à Montevideo (uruquay).-
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1.2. Site d'attachement du substrat,Comparaison avec le lysozyme 

L€S études: de' RobYt et French {3i· concernant l'hydtolys~ ' par l'amylase 
d ' o ligosaccharides de, 3 A 8 résidus qlucose 9,u9gêrent l' existence··d 'un centre 
d 'attachement, sur l'enzyme, de 5 résidus orientés de l'extrémité non réductri
C~ (n C 1) à l'e~trémité réductrice (n- 5), l'hydrolyse étant réalisée entre l e 
3ême et le 4ême r~sidU ~' " lM 'site d'attachement du substrat a été ,particulièrement 
bien étudié dans le cas du lysosyme d'oeuf de poule (4,5,-6) . 

Le lysozyme catalyse l 'hydrolyse des liaisons ~,1-4 entre les résidus 
N-acétyl-muraminyl et N- acétyl-qlueosaminyl (polyqlyeane de la paroi bactérien
ne) ainsi que l'hydrolyse des chaînes de poly N-acétyl-glucosamine (chitine). 
L'attachement d'inhibiteurs, produits de la réaction (N-aC'~~yl-glucosamine, 

acide N-acétyl-muramique) ou d'analogues de substrats, a été étudié d'une part 
par diffraction aux RX des complexes, cristallins enzyme-inhibiteur et, d'autre 
part, utilisant ~des oligosaccharides en solution, par spectroscopie de fluor es
cence ou par dialyse A l'équilibre. Le lysozyme attache une chaIne de 6 unit~s 
monosaccharides, chaque unité étant 'localisée à un "aubsite" déterminé.' 

Comme dans le cas de l'amylase la pr~sence d'ions Cl associés à la 
molécule ,a été démontrée (6 atomes/mole). 

2 . PURIFICATION ET CARACTERISATION DE L' rx-AMYLASE PANCREA'rIQUE DE PORC 

L 1 ~-amylase existe sous 2 formes l et II se di."tstinguant par leur 
point isoélectrique, respectivement 5,95 e t 5,25 (7,8), L'enzyme est abondant 
(6 % des prot~ines du pancréas) et stable. Il peut être purifié en quantit~ 
importante. 100 mg/ j our, à partir du lyophilisat de l'extrait aqueux de la 
glande. par précipitation fractionnée (sulfate d'ammonium et acétone) et par 
chromatographie d'a1';:i.rdté sur gel de polydextrane. Les 2 formes sont sépar~es 
par chromatographie d'~change d 'ions . Ce s 2 formes sont par ailleurs três 
semblables ~ 

• 
- même poids moléculaire (53.000) (9) 
- 1 seule chaIne de 470 amino acides. 
- même composition en amino acides. 
- 4 ponts disulfures et 2 groupements SH libres. 
- mime extr~mité (l'extr~mité N est N-acétylée) (10) 
- les 2 formes sont glycocylées (11) 
1 glucosamine (1,2), fueose (0,75), galactose (0,45) 

II glucosamlne -(0,8), fucose (0.75), galactose (0,45). 
mannose (0,53). 

3. DETERMINATION CE LA SEQUENCE 

La molécul~ (8 Met) a été clivée par le brOmure de cyanogène (BrCN) 
et les 9 BreN peptijj,es obtenus ont é té purlfi~s. notamment par tamisage molécu
laire, et le~r composition en amino acides déterminée (12). 

La position de ces peptides dans la chaine d'amylase a été déterminée 
par la méthode radioisotopique (13). Les fragments da pancréas ont été incubés 
pendant un temps court en présence d'amino acides radioactifs. L'amylase radio
active purifiée est marquée de façon non homogène, l a raèioactivité incorporée 
étant d'autant plus élevée que la position considérée dans la chaine est plus 
p r oche du C-terminal. Les peptides BrCN ont donc é té classés rXlr ordre de 
radioactivité croissante du N-au c-terminal. 



- '1 -

VIII - 1 l - IV-VI 1-1 -VI -v- rx- In . , 
! 1 ---- s-s - ---. 

Actuel l ement seulement 20 % d€ la structur e primaire de la mo16cule est connue 
(14). La déterminatio n de la structure primatre du pePt:ide III '(71 résidus) est 
en voi e d 'achèvement 

2HN-Trp-prO-Gly-Asp-Ile-Lys~Ala-Val-LeU-Asp-LyS~Leu-His-Asn-Leu-Asn-Thr-Asn

Trp-Phe-Pro -Ala-Gl y- Ser-Ar g-Pro-Phe-Ile -phe -Gln-Glu-Val-Ile - Asp-Leu-Gly-Gly

Gl u- Ala-Ile -

celle èu peptide 1 e s t connue pour les 20 p r emi e rs amino acide s : 

CMC-Gly-?-Gly-Ala-Al~-?- ?-Gly-Thr-?-Trp-CMC-Gly-?-Thr-cMC-Asn-Pro-Gly-

c e ll lÔ! èes autres est, ., à poursuivre . Il est d iffic ile d'obtenir le~ peptides 
assez purs, sans coupure non spécifique e t en quantité suffisan te pour l'ana
lyse. La s~quence dcs 8 peptides trypsiques contenant de l a 1/2 cystine et des 
2 peptides à SH a é~é dé t e rminée r écemment (15). 

VO l Ser Cys Tyr Arg 

Leu Cys Thr Thr Arg (SH libre ) 

Cys Lys 

Cys Asn Asn Vàl Gly Mg (SR libre) 

Val Gly Asn (Cys, Thr, Ser, Gly) Il. Lys 

Cys Asn Val Thr Arg 
Cv • ..." Val Ile Ser Gly LyS 
J.l'Sx l LyS, Asx , Thr, -S-i:!'r, "G1 Y (5), Ala (2), Trp (?» Tyr Leu Mg 

Gly (Cys His Tyr Leu Ile Val Gly Ala Thr Ser Asx (2» Lys 

Al a Asx (Cys Glx Asx). 

4. L'AMYLASE EST UN METALLOENZYME 

Un atome de Ca++ tres fortement lié e st présent par mo l e d 'enzyme. 
Ce t atome est nécessaire â l'activité de l' enzyme. La constante d'attachement 

8 -1 - 11 -1 (8,3 10 M ) est augmentée par la présence d 'ions Cl (2 x 10 M ) (16). 
D' autre part, l' \X - amylase a son activi t.€ f or t ement stimulée par l es i ons Cl
(Vm augmenté , Km inch~ng~ ) . L'enlèvement du cal c ium peut être r éalisé par in
cubation '!vec un com~lcxant. L' activité n' est que partiellement restaurable 
~r l e Barium (B8 %), l e Manganêse (75%) c t l e Cadmïum (28 %), mais ni le 
Cobalt , ni l e Nickel, ni les Lanthanides ne peuvent remp l acer l e Cal cium dans 
l'~-amylase de porc (17). 

Sur le plan structural l'enlèvement du calcium a pour e ffet: 

- 1. Une lég~re modifi cation de l a gtructure tridimensionnelle vrai sembla
blGmen~ limitée à l a r égion occupée par l e s 2 SH libres de l a molécule. En 
l ' a bS6nce de calcium , ces 2 gr oupes thiol s sont accessibles à des agents de 
blocage des 58 tel l'acide 5-5' d ithiobig 2-nitrobenzoique (18) . 

- 2. De permettr e une protéolyse limité de l'~-amylase par l a trypsine. 
A l ' é tat natif l' !.\ - aoy1ase es t parfaitement résistante à l' a ttaque trypsiqY@ 
L'amylase sans calcium est hydrolysée par l a t rypsine en 2 fragments Pl et P2 
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de poids mo l écul a ire 49.000 e t 4 . 000 r espectivement. 

Ti 
Apo amylase ---.. > Pl + p 2 

Le gros fragment (Pl) gar de la pr opri été de l' enzyme natif d 'être r etenu par 
les colonnes de pol ydextranc, mais il es t dépourvu d ' act i vité ~ydrolyt1que . 

Après, réduction et car boxyrnéthylation, Pl peut ê tre séparé en 2 fragments A et 
B de poids mol é culaire 37.000 et 12 ;000 respec"tivement. Le fragment .a correspond 
à l'extrGmité N acétylée de .l a mo l écul e . 

Pl ) A + B 

5 . LES INHIBITEURS DE L'~-amyla5e 

2 types d 'inhibiteurs ont été signa l és ; d ' une part. l es inhibiteurs 
oligosacchar i diques, d 'autre part les In~ibiteurs protéiques principa l ement 
d' origine végétale. "ï. "hydrolyse (le l D. ~-cyclodextrine, molécule cyclique des 
7 unité s D-glucopyranose en liaLson ~ -1 -4 par l a Taka ~~ylase est inhibée par 
l' ~ -cyclodextrine (6 unités) et l e maltos e (19) , de m~~e l' hyd~olyse . ~u p~nitro

phenyl-~-maltoside est inhibée par l e maltose (20). L 'hy~roly~e demaltodextrine 
(17 r~sidus) par l a glucoamylase de Rhizopus est inhibée par l' ac i de gluconique 
1 : 5 l actone e t 1 € phenyl- l.lI. -glucosi de (21). La f-cycl odextrine inhibe compét i
t ivement l'hydrolyse de l'amylose par l'~-êmylase pancréatique (22). Le compl&xe 
enzyme- inhibi teur obtenu contient 3 moles de /=I - cyclcdextrine par mole J ' amylase 
(23). un effet sEmblable a é t é observé avec le maltose (24) . Les interactions 
~ntre J ' emylase et l e mal tose d 'une part, et l a ~ -cyclodextrine , d'autre part, 
sont dé tectables par spectrophotométrie. Ces r ésul tats indiquent qn'un r ésidu 
Tryptophane fait partie dn site d'interaction . Dans le cas du l yso.:z:yme d'oeuf 
dE:, poule l'attachement du substrat modifie l e spectre de fluorescence du Trypto
?h~n~ (6) indiquant sa participati on au site de fixation du substrat. 

4 inhibi teur s pr oté i ques ont été isolés du blé (25). La purification 
ct l es proprié tés de l'inhibi t eur d'un haricot (Phaseolus vulgaris) appelé 
Phaseolamin~ a récemment ~té rapportée . Cette protéine n 'un poids moléculaire 
de 43 .()()() inhi be l'~ -amylase dE:: facon non compétitive (26) • . Le complexe est 
d'une mole d ' inhibi teur par mole a'enzyme . 

6. DE'I'ER.'UNATION DE LA STRUCTURE TRlOIr>tENSIONNELLE 

Les étud~s , ont ét~ entreprises sur' l' amylase en s o l ution et sur des 
cristaux. Par la méthoge de diffraction aux petits ang l e s l e r ayon d s gyration 
dü l'amylase Gs t 26,9 A indiquant une forme globulaire. Son volume est de 
65 . 000 A3. l Simon et al. (23) ? r oposent comœe torme de l'amylase ur. modèl e 
semi-cylindrique avec une cavité interne de 30 A de diamètre permettant l a fixa
tion de 3 moles de ~ -cyclodextrinlO' ou de 3 tours d'hé lice d'Amylose. L' amylase 
a ~té crista l lisée en cristaux (Tableau I) convenables pour l' ~nalyse par diffrac
tion des RX (27 ) . Dans notre l abor atoire 2 formes A e t B ont été i solées (28). 
Plusieurs dérivés l our ds mercu.rlques parfaitement isomorphes ont été obtenus. 
Les Spêctres <Je diffraction aux RX permett.ent d 'espér~r une r ésolution de 
l' or dre de 2 A. La dé termination de la structure à 6 A, qui permettra de connaltre 
l e repliement spatiAL de l a chaine peptidiquc, es t en vo i e d ' a chèvement. 

7. CdNCLUSION 

Ces quelquils lignes r ésumant des travaux récents et même noOl publ iês 
permettent de fair~ l e point. L'étude rle l a struct ure de l' !)j-amylase de por c 
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(~st en bonne voie. L'établissement d e l a ·structure tridimensionnelle de l'enzyme 
ù>::!vcait, comm(: dans le cas du lys0zyme , éclairer l e mé canisme d'action au niveau 
mol';culaire de l' ~ -amylase de porc. 

De no uvelles données sont apportées par PA$ERO e t a l (29). 

Groupe s~3tial 

Paramèt r es 

b 

c 

volume 

Nb de molécules pa~ 
unite ?symétrique 

McPhe rson et al 
(27) 

, 
70 A 

, 
110 li , 
117 A 

105 '3 
A 

2 

1 
Varié té A 

(Pi e rro t et a l) 
(2B) 

9.6 x 

, 
70.-6 A , 

114. 7 A , 
118.5 A 

105 '3 
A 

2 

Variété B 
(Pierrot e t a l) 

(2B) 

, 
56 . 0 A , 
88.3 1\ , 

104.1 A 
5'3 

S.14xl0A 

1 

1 Vf.{ (volmne àu cris-

Itûl par unit~ de 
!POidS moléculai r e) 

'3 
A/dalton 2.26 2.42 

j\ en so l vant 42. 45' 49 • . 
• 
!R~SOl\ltion 

, 
3 - 4 A 

, 
2.S A 

, 
3 .0 A 

.------------------------~----------~----------~ 

Tableau 1 
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