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La tréhalase intestinale du Pore a été purifiée. Les propriétés sont simi-
laires a celieš des tréhalases purifiées des reins de ľHomme et du Pore: p H 
optimum vers 5,7, combinaison trehalose—tréhalase peu dissociée, absence 
ďactivation par les cations métalliques, inhibition competitive par le sac
charose. 

Divers hétérosides phénoliques ont exercé une inhibition: phloridzine, 
arbutine, picéoside. Le phlorétol provoquc une inhibition plus accentuée que 
la phloridzine. 

Pármi les hétérosides étudiés, a structure se rapprochant de celie de la 
phloridzine, seuls ľisoasébotine et le salipurposide se sont révélés inhibi-
teurs. Le role physiologique possible de ces tréhalases est examine lors de 
la discussion des résultats. 

The intestinal trehalase of pig has been purified. Its properties are similar 
to those of purified tréhalases from the kidneys of man or pig: optimum pH 
about 5.7, trehalose —trehalase linkage dissociated little, absence of activa
tion by metal cations, competitive inhibition by sucrose. 

Some phenol hétérosides have manifested inhibition: phloridzine, arbuti-
no, piceoside. Phloretol causes a more important inhibition in comparison to 
phloridzine. 

Among the hétérosides with a structure resembling that of phloridzine 
which have been studied, only isoasebotine and salipurposide have proved 
to be inhibitors. The possible physiological role of these tréhalases is discussed 
in connection with the results obtained. 

La tréhalase est une enzyme de spécificité třes étroite qui parait se limiter au seul 
trehalose; eile liydrolyse се disaccharide en deux molecules de glucose. La tréhalase 
est Га-а'-glucoside-l-glucohydrolase (E.С.3.2.1.28). Elle a été décelée chez la 
plupart des Mammiferes, dans divers organes et liquides biologiques [1—4]. Le 
rein, la muqueuse de ľ intestin gréle en sont les plus riches. Le foie présente une 
ac ti vité minime. Le sérum, les urines [5, 6], la bile [7] en contiennent constamment 
de faibles quantités. 

Le but de notre travail est de chercher ä préciser ľorigine des tréhalases, leur 
role biologique. Nous avons done successivement purine la tréhalase du rein de 
Pore [8], du rein d 'Homme [9]. Nous rapportons ici les résultats que nous avons 
obtenu lors de la purification de la tréhalase de la muqueuse intestinale du Pore. 

Communication presentee au colloque franco-tchécoslovaque sur la Chimie et la Bio
chimie des Glucides, Smolenice (Slovaquie), 29. Septembre — 4. Octobre 1969. 

* E. R. A. n° 99, osides et osidases du C. N. R. S. 
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ACTION DE LA PIILORIDZINE SUJI BES TBÉilALASES 

Nous avons soumis ces trois preparations enzymatiques á Taction de divers effec-
teurs en insistant sur des composes plus ou moins apparentés ä la phloridzine dont 
on connait Taction sur de nombreux enzymes participant activement au transport 
des oses. 

Materiel et méthodes 

Tréhalases renales de VHomme et du Pore 

La description de la preparation des tréhalases renales de l'Homme et du Pore, de 
meme que celie des dosages des activités enzymatiques sont les mémes que celieš qui 
out étó presentees dans des mémoires antérieurs [8, 9]. 

Preparation de tréhalase intestinale de Pore 

Les intest ins greles des animaux sont prélevés aussitôt apres ľabattage, rincés avec 
une solution de chlorure de sodium a 9%0 a 4°C et excises. La inuqueuse est alors séparéc 
de la paroi intestinale par grattage avec une lame de verre. 

Les différentes étapes de la preparation sont alors les suivantes: 

a) Obtention de ľhomogénat 

1 partie de muqueuse est homogénéisée au broyeur a lame rotative avec 2 parties, 
de melange extractif [8]. Ľhomogénat est centrifuge 30 minutes á 10 000 t ours/minute. 

b) Precipitation par le sulfate ď ammonium 

La fraction donee ďactivité eiizymatiquc se trouve dans la zone precipitant см it re 
50 et 70% de saturation a p H 5,2. 

c) Electro phor ese en debit continu 

La fraction precedente est soumise, apres elimination du sulfate d'ammonium par 
dialyse a une électrophorese preparative en debit continu. Les fractions douées ďactivité 
tréhalasique sont rassemblees, dialyséea contre de ľeau distillée et concentrées dans 
le boyau de dialyse par evaporation dans un courant ď air ä 4°C. 

d) Gel-fdtration 

La preparation precedente est purifiée par passage sur une colonne de Sephadex 
G 200, équilibrée par une solution de chlorure de sodium 0,1 м. 

La courbe ďélution de Tenzyme est presentee sur la figure 1. Les densités optiques-
sont portées en ordonnées, les volumes d'élution en abscisses. 

Ľactivité tréhalasique est localisée dans la branche ascendante du pic n° 3, matérialisée 
par la zone grise du schéma. 

Ľactivité enzymatique spéciŕique de la preparation ainsi obtenue est environ 100 
fois supérieure ä celie de la preparation de depart. Cette preparation purifiée est dé-
pourvue ďactivité sur le saccharose, le lactose, le palatinose et le cellobiose. Seuleper-
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Fig. 1. Gel-filtration de la trehalase de la muqueuse intestinale du Pore apres precipitation 
par le sulfate d'ammonium et électrophorese preparative. 
Л. absorbances ä 280 n m ; ml — volumes ďélution en ml. 

sisto pármi les activités glycosidasiques une activité maltasique. Par chauffage de 10 mi
nutes a 50°C et rofroidissement immédiat, ľactivité maltasique devenait nulle tandis 
que la tréhalase conservait la totalite de son activité initiale. 

Effecteurs 
Saccharose. 
/?-Phónylglucoside, picéoside que nous a aimablement remis M. R. Luneau [10], arbutine 

de Saxifraga crassifolia qui provenait de la collection Bourquelot—Hérissey de notre 
laboratoire. 

Phloridzine Prolabo, phlorétol que nous avons prepare nous-mémes ä partir de la 
phloridzine par hydrolyse chlorhydrique (HCl 2% ebullition ä reflux pendant 2 heures) 
suivie de recristallisation dans ľacétone; 4-méthyl-p-phloridzine, isoasébotine, sakura-
nine, sakuranétine-4'-glucoside, sakuranétine-5,4'-diglucoside, isosakuranétine digluco-
side, pour lesquels il nous est agréable de remercier MM les Professeurs L. Mester et 
R. Bognar. Nous remercions également M. le Professeur R. R. Paris qui nous a fourni 
le salipurposide. 

Ces divers effecteurs ont été utilises ä la concentration 0,01 м dans le milieu ä ľex-
'Ception de ceux qui, peu solubles, ont été employes a saturation dans le milieu. 

Resultate 

Caracteres généraux des tréhalases de Mammiferes 

Relativement thermostable, puisqu'elle résiste ä un chauffage de 10 minutes ä 50°C 
•et ne perd son activité qu'au delä de 60°C, la tréhalase de l'intestin de Pore présente 
am p H optimum situé entre 5,7 — 6,0. La valeur de son Km a été déterminée selon trois 
modes de calcul différents: 
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ACTION DE LA PHLOBJDZINE STJR DES TRÉHALASES 
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Flg. 2. Calcul de Km de la tréhalase de la muqueuse intestinale du Pore d'apres Vm. 
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Fig. 3. Calcul de Km de la tréhalase de la muqueuse intestinale du Pore, mode de repre
sentation graphique de Lineweaver et Burk. 
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Fig. 4. Calcul de Km de la tréhalase de la muqueuse intestinale du Pore, mode de repre
sentation graphique d' Augustinsson. 
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a) ďapres Vm (fig. 2), 
b) selon le mode de representation graphique de Lineweaver et Burk (fig. 3), 
c) en tracant, d'apres Augustinsson [11], la courbe v en fonction de VjS. Ce dernier 

mode de representation permet en outre de déceler ľexistence dans un milieu de deux 
enzymes agissant indépendamment et simultanément sur le méme substrát [12]. La 
representation graphique obtenue lors de nos essais avec la tréhalaso intestinale du 
Pore (fig. 4) est une droite. II semble done bien s'agir d'une seule et unique enzyme. 

La valour du Km est de l'ordre de 5 X 10~8 M. Cette valeur représente la moyenne 
des trois résultats precedents. 

Des valeurs identiques ont été obtenues avec diverses preparations d'intestin de 
Pore. 

Nous avons rassemblé dans le tableau 1, afin de les comparer, les caractěres généraux 
des trois tréhalases de Mammifěres étudiées. 

Tableau 1 

Comparaison des caractěres généraux des tréhalases renales de l'Hommc et du Pore 
et de la tréhalase intestinale du Pore 

P o u r c e n t a g e ď a c t i v i t é 
a p r ó s 10 m n de chauf íagc 

50 ЭС 
00 C 
70 C 

j)H o p t i m u m 

r e i n 
cľ H o m m e 

88 
50 

3 

5,0 
3 x 10- 3 м 

Orig ine d e la t r éha l a so 

P o r e 

re in 

101 
78 

0,5 

5,7 
5,4 x 1 0 ~ 3 м 

int est i n 

107 
Г) ň 

2 

5,7-6,0 
5 x 10- 3 м 

Ľanalyso de cos résultats montre une grande analogie entre les trois tréhalases: 
merne thermostabilite, valeurs comparables du pH optimum, valeurs du Km du méme 
ordre de grandeur. Dans les trois cas, le mode de representation graphique du Km selon 
Augustinsson a donne une droite; ceci permet d'envisager que dans chacime des trois 
preparations il ne parait pas coexister d'isoenzyrnes de la tréhalase. 

Action des effecteurs sur les tréhalases renales et intestinales 

I. Cations métalliques 

Aux concentrations 1 т м , 5 т м et 10 т м dans le milieu, les ions Na+, K + , Ca2 +, 
Mg2 +, Zn 2 + , Cu2 +, N i 2 + ot Co 2 + se sont montrés sans effet sur le comportement des trois 
tréhalases. 

Etudiant ľeffet du Na+ et du K+ sur la tréhalase intestinale du Hamster, Semenza [13] 
avait obtenu des résultats analogues. 
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ACTION DE LA PHLOBIDZINE S ľ U DES TRÉHALASES 

II. Tris 

Le tris(hydroxyméthyl)aminométhane est im inhibiteur des a-glucosidases [14—IG]. 
Aux concentrations 1 т м et 5 т м dans le milieu, le Tris a inhibé les trois tréhalasos 
étudiées. Cette inhibition ne peut étre attribuée ä im changement du p H du milieu. 
La pente ďactivité de ľenzyme étant trěs abrupte dans la zone alcaline, nous avions 
íij'ustó au préalable le p H du milieu réactionnel ä pH 5,6 lorsque cela a été nécessaire 
(concentration en Tris 5 т м ) . L'inhibition est do ľ ordre de 20% pour une concentration 
en Tris de 1 т м . 

III. Saccharose 

La tréhalase de la muqueuse intestinale est inhibée compétitivement par le saccha
rose. II en est de т ё т е pour les tréhalases renales [8, 9]. 

Les valeurs des Ki, déterminées selon Lineweaver et Burk, d'apres la formule 

T 
Кг = 

K'm 

Km 

isont, dans les trois cas, du т е т е ordre de grandeur: 
tréhalase renale du Pore: Кг = 10,8 X 10~3 м, 
tréhalase renale de ľ Homme: Кг = Q X 10" 3 м, 
tréhalase de ľintestin de Porc: Ki = 9 X Ю - 3 M. 

IV. Divers hétérosides 

A vec la tréhalase du rein d'Homme [9], il avait été observe que divers hétérosides 
-avdrient exercé une action inhibitrice. 

Dds hétérosides avec un disaccharide relié ä l'aglycone n'avaient pas manifeste d'ac-
tion. II en était de т ё т е pour la salicine et ľisoamyl-/?-glucoside. Le picéoside et la phlo-
ridzine ont exercé une inhibition. Nous avons ainsi été amenés ä étudier des hétérosides 
-ayant des structures voisines du picéoside d'une part et de la phloridzine d'autre part. 

1. Action du phenyl-ß-glucoside, du picéoside, de ľarbutine 

A la concentration 0,01 м dans le milieu, le phenyl-Д-glucoside (I), le picéoside (II) 
•et ľarbutine (III) ont inhibé les tréhalases de Mammiferes: 

?-<\ Л-0-ftGLc.p. 

I phényl-/5-D-glucopyranoside R = H 
II picéoside (£>-oxyacétophénone-/?-glucoside) R = CO —CH3 

III arbutine (hydroquinone-ß-glucoside) R = OH 

Nos résultats sont rassemblés dans le tableau 2. 
Le type de l'inhibition a été determine avec les trois tréhalases pour ľarbutine. II 

s'agit d'une inhibition de type compétitif. 
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Tableau 2 

Action do trois ß-glucosides d 'aglycones benzéniques sur des t réhalases do Mammifěres 

Origine de la trehalose 
ß-Glucoside ďaglycone 

benzénique Роге 

rein intestin 

Homme 
rein 

phenyl-ß-glucoside 
picéoside 
arbutine 

19* 
18 
38 

9 
20 
20 

1,5 
17 
15 

a) Los chiffres r e p r é s e n t e n t les p o u r c o n t a g e s d ' inhib i t ion o b t e n u s ä 37°C e t ä p H 5,7. 

2. Action ďhétérosides du groupe des dihydrochalcones et des flavanones 

A. Groupe des dihydrochalcones: 

RO 

IV ph loréto l 

V phloridzino 

OR' & 

R = H 
R ' = H 
R " = H 

VI 4-méthyl-p-phloridzine 

VII i soasébotine 

В. Groupe des flavanones: 

R = H 

R ' = ß Glc.p. 

R " = H 

R = ß Glc.p. 
R ' = ß Glc.p. 

R ' = H 
R " = ß Glc.p. 

VIII nar ingéto l 

P0~fY c>H~x b~0R" 
OR' О 

R = H 
R ' = H 
R " = H 
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ACTION DE LA PHLORIDZINE SUR DES TRÉHALASES 

IX sal ipurposide 
R = H 
R ' = ß Glc.p. 
R " = H 

X naringosido 
R = R h a . 2 . G l c . p . 
R ' = H 
R " = H 

X / sakuranino R ' = ß Glc.p. 
R " = H 

.Y/i" sakuranétine-4'-glucoside 
R = H 
R ' = H 
R " = ß Glc.p. 

XIII sakuranétine-5,4'-diglucoside 
R = H 
R ' = ß Glc.p. 
R " = ß Glc.p. 

XIV i sosakuranét ine diglucosido 
R = ß Glc.p. 
R ' = ß Glc.p. 

Ľ e n s e m b l o des r é s u l t a t s que n o u s a v o n s o b t e n u en é t u d i a n t le c o m p o r t e m e n t des-, 
t réhalases vis-ä-vis des effecteurs precedents fournit la m a t i e r e d u t a b l e a u 3. 

Tableau 3 

Action ďhétéros ides d u g r o u p e des d ihydrochalcones e t des flavanones sur les tréhalases-
renales e t intes t ina le de l ' H o m m e e t d u P o r e 

Origine de la tréhalase Rein 
d 'Homme 

Pore 

intestin 

phlorétol 0,00014 M 
phloridzine 0,01 м 
4-méthyl-p-phloridzinea 

isoasébotinett 

naringétol 0,00014 м 
salipurposide 0,01 м 
sakuranine a 

sakuranétine-4'-glucosidea 

sakuranét ine - 5,4r-d iglucosidea 

isosakuranétine diglucosidea 

25*> 
43 
0 
50 
0 
36 
0 
0 
0 
0 

41 
79 
0 
26 
37 
20 
0 
0 
0 
0 

25 
57 
0 
20 
10 
11 
0 
0 
0 
0 

a) E n ra i son do leur t ř e s faible solubil ité, ces corps o n t é té uti l ises en solut ion saturée.. 
b) Les chiŕľres r e p r é s e n t e n t les p o u r c e n t a g e s ď i n h i b i t i o n o b t e n u s ä 37°C et ä p H 5,7^ 

Chem. zvesti 23, 776—780 (1969) 783 



J . LABAT, J . F. DEMELIEK, J. E. COURTOIS 

Nous avons étudié le type de ľinhibition provoquée par le phlorétol et la phloridzine, 
les deux seuls inhibiteurs pour lesquels nous disposions de quantité notable de produit. 

II s'agit d'une inhibition reversible: ľ enzyme retrouve son activité apres elimina
tion de ľiuhibiteur par dialyse. Par ailleurs, ľétude cinétique de ľinhibition permet 
de constater qu'elle atteint son intensitě maximum aussitôt apres ľadjonction de ľinhi-
bitnur. 

Ľinhibition est týpiquement competitive avec la tréhalase renale de ľHomme, non 
competitive avec la tréhalase renale du Роге, mixte avec la tréhalase de la muqueuse 
intestinale du Pore. 

Les valeurs des Ki font ľ objet du tableau 4. 

Tableau 4 

Ki du phlorétol et de la phloridzine pour les diverses tréhalases de Mammiferes 

T , .,., Tréhalase renale Tréhalase renale л ... , ,. inhibiteur J I>TT I T » de г intest in de 1 Homme du Pore 

Tréhalase 
e ľintesti: 
de Роге 

phlorétol 0,00014 м 0,10 x 10~3 0,21 x 10"3 -
phloridzine 4 x Ю-3 10 X 10-3 2 x 10~3 

Ces valeurs ont été obtenues ä pH 5,7. 

Phlorétol et phloridzine exercent im effet identique sur les tréhalases. Ľaction in-
hibitrico du phlorétol est cependant beaucoup plus intense. 

Discussion 

Les trois tréhalases de Mammiferes étudiées présentent des propriétés třes voisines. 
Pour analyser ľinhibition provoquée par le saccharose, le phényl-/?-glucoside, 

Je picéoside et ľarbutine, on peut envisager une analogie de structure avec le tre
halose; la partie active de la molecule serait le glucopyranose. Ľ a p p a r i t i o n ď u n e 
courte chaine laterale (picéoside) ou ďune fonction phénol sur le deuxieme cycle 
(arbutine) entraine un aceroissement du pouvoir inhibiteur. La presence de deux 
noyaux cycliques paraít étre nécessaire; le glucose, ľacétophénone n 'ont exercé 
aueune action inhibitrice. 

Ľ a c t i o n des dihydrochalcones et des flavanones parait plus difficile ä analyser: 
les aglycones sont de loin les corps les plus actifs. Mais il n'est pas possible ďat t r i-
buer un role précis ä tel ou tel groupement fonctionnel. Toutefois, le type d'inhi-
bition du phlorétol et de la phloridzine étant le merne, il semble que ľ o n puisse 
considérer qu'ils ont le merne site de fixation sur ľenzyme. 

Le résultat du mode d'aetion de ces composes est ä rapprocher des eifets obtenus 
par Zerr et coli. [17] sur la glucose-6-phosphatase. 

Les experiences décrites ci-dessus avaient pour but de chercher a individualiser 
les tréhalases de Mammiferes. Elles ont au contraire mis en evidence leur étroite 
analogie de comportement. Ces tréhalases par contre se différencient de tréhalases 
(ľautres origines. Nous citerons par exemple les tréhalases du Hanneton [18] et 
de Pseudomonas fluorescens [19] qui ne sont pas inactivées par le saccharose et la 
phloridzine. 
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La phloridzine exerce un effet inhibiteur sur im certain nombre d'enzymes impli-
qués dans le t ransport des oses: mutarotase, phosphatases intestinales et renales, 
hexokinase des cellules ascitiques d'Ehrlich, Phosphorylase du muscle de Lapin, 
enzymes requérant de l 'A.T.P. [20]. II parait cependant douteux que les tréhalases 
participent ä се transport. Selon Malaťhi et Crane [21], puis Semenza [13], elles 
sont plutôt extérieures a ce transport . 

Nos résultats sont en plein accord avec ceux de Semenza; les diverses tréhalases 
étudiées ne sont pas activées par ľion Na+; la valeur du Ki pour la phloridzine est 
dans le cas de la tréhalase intestinale égale ä 2 т м . Semenza a obtenu une valeur 
identique avec la tréhalase de ľintestin de Hamster et fait remarquer que cette 
valeur est tres supérieure á celie du Ki de ľinhibition par la phloridzine du trans
port intestinal des oses. 

Injectés au Chien, la phloridzine et le salipurposide provoquent une abondante 
elimination urinaire de glucose. Nous nous étions demandé s'il existait une relation 
entre Taction glycosuriante et ľinhibition de la tréhalase. De la phloridzine a été 
injectée par voie sous-cutanée ä des cobayes ďune part, á des rats de ľautre . Pármi 
les Mammiféres que nous avons étudiés [1], seuls les rats ne présentaient pas ďacti-
vité tréhalasique appreciable dans le rein. Dans les deux cas, ľélimination urinaire 
d u glucose a été précoce et massive [22]. Le point ďimpact de la phloridzine ne 
semble done pas étre la tréhalase. 

E n 1962, nous avions émis une hypothese [23], reprise par Sacktor [24] relative 
a u role de la tréhalase. Elle pourrait intervenir en remettant en circulation le glu
cose bloqué dans du trehalose. II n'est pas impossible que ce disaccharide soit synthe-
tisé en proportions plus ou moins abondantes au cours du metabolisme glucidique. 
Le mécanisme de ce processus est en general: 

Glc + ATP -> Glc.6.phosphate + ADP, 
Glc.6.phosphate —> Glc. 1.phosphate, 
UTP + Glc. 1.phosphate -> UDP.Glc + P P , 
UDP.Glc + Glc.6.phosphate —> trehalose.phosphate -f- UDP, 
trehalose.6.phosphate —> trehalose + P, 
trehalose —>• 2 Gle-

Les enzymes réalisant cette chaine de reactions ont été caractérisées dans la 
levure, divers insectes et par Sacktor [24] dans le rein de Lapin. E-écemment Sacktor 
[25], incubant des tranches de rein de Lapin avec du glucose marqué pendant u n 
laps de temps tres court a pu mettre en evidence la formation de trehalose. 

II semble done se confirmer que la tréhalase n'est pas impliquée dans le t ransport 
•actif des oses, mais participe ä une etape du metabolisme glucidique pour remettre 
•en circulation le glucose condense en trehalose. fci 
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