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SUMMARY

The hyaluronidase extracted and purified from the EZngraulis gn-
cragsicolus ponticus viscera and gonads is a homogenous enzyme
preparation. Its degree of purity is similar to that of the
Merck hyaluronidase. The spectral characteristics and the elec-
trophoretic pattern in agarose gels,in veronal buffer pH 8.9, of
the two enzymes are similar,suggesting that there is a structural
resgemblance between the fish and +the bovine testis hyaluro-
nidase. At a nearly neutral pH, that is identical to that of the
body fluids, the purified fish hyaluronidase exhibits a high
enzyme activity "in vitro" of at least 50 USP/mg and at the same
time a high specific activity "in vivo" for the depolymerization
of the conjunctive tissue similar to the imported injectable
drug "Hyason".

Dans nos travaux antérieurs nous avons présenté des données
concernant 1'extraction et l:ell pmﬁicatign de léhyalurgnidase mdgs
poisgsons Bngraulis encrassicolus ponticug,Odonto us mexr us e -
nus et Sprattug gprabttug sprattug (Rﬁsﬁ'f% et al.,§9§§ 5 1a cinethue
enzymatique en gbgence et en presence d'un activat:eur (R
1985 b, 1986 a,b, 1987), ainsi que les caracteristiq_uss physico—chi—
miques de 1'hyaluronidage extreite et purifiée de l'espéce Bngraulis
encrassicolus ponticus (ROSOIU et al., 1986 c).

Afin d'obtenir une enzyme 2a haute pureta utilisable dans
1'industrie pharmaceutique, nous avons continué les recherches sur
1'hyaluronidase extralte et purifiée a. partir de 1'espéce Engrauli,
encragsicolug pontacg?,en initiant une étude biochimique et spectrale

ui sera comparée a l'hysluronidase obtenus des testicules de bovins
%reactif Merck et médicament injectable d'importation "Hyason™).

Les valeurs d'absorption mesurées & 230-300 nm de uelques
solutions agueuses d'hyaluronidsse des testicules de bovins (réactif
Merck) et d'hyaluronidase de poisson,de 300 UL/ml, sont tres proches,
les variations s'inscrivant enAE = 0 008.Les absorptions a 280 nm et
a 260 nm, pour les dsux hyaluronidases, 8'inscrivent dans les limites
admises par la Pharmacopee Britannique. Les différences entre les va~
leurs d'absorption & 270 nm et & 290 nm sont trds prochea, étant
respectivement de 0,045 pour 1'hyaluronidase testiculalre et de 0,040
pour celle obtenue du poisson.

De 1'examen des spectres en UV des deux hyaluronidases, on
observe que 1'allure des courbes est presque identique,présentant une
bande d'absorption entre 260 nm et 290 om, caractéristique pour les
transitions du type n~W spécifiques des liaisons hétérogénes.A 278 nm
on obtient les maximums d'absorption ldentiques,ce quil suppose 1texis-
itence d'un composant hétérocyclique dans les deux préparations.

L'examen des spectres en IR prouve que les bandes d'absorp-
tion des deux hyaluronldases se trouvent dans des domalnes voisins,et
1'allure des courbes est semblable; on remarque néanmoins certaines

es avec des domaines différents d'absorption, & savoir: 1530-1610
2900-3400 cm~+ pour 1'hyaluronidase des_testicules de bovins
(reactif Merck).et 1060-1110 cm-1,1310-1320 om-1 pour 1'hyaluronidase
extraite et purifiée des viscéres de poisson.En méme temps,on observe
certaines bandes gui apparaissent dans des domaines du méme ordre de
grandeur, mais légérement déplacées, et l'absorption maximale a deg
longu d'onde voisines (1280-1340 cm—l et 1'absorption maximale a
220 pour 1'hyaluronidase animale,contre 1220~1300 cm~l ot 1'ab-
sorption maximale a 2%00 cm~l powr 1'enzyme extraite du poisson).

Nous sommes d'avis que ces données, alngi que ]:'allure des
courbes, un peu différentes dans le domaine 1000-1160 cm~!, sont dues
a la presence de certains ingrédients de stabilisation dans 1'enzyme
animale, qui manquent dans le cas de l'enzyme extraite du poisson.

Les electrophoregrammes obtenus par migration en gel
d' agarose en tampon barbit:ure, a un pH de 8 19, mettent en évidence le
néme nom‘bre de fractions proteiques, une repartitlon similalre et des
mobili~és identigues, les deux hyaluronidases étant des produits
enzymatiques homogénes.

En conclusmn, malgré les différences spectrales signalées,

‘en raison des caractéristiques de similitude nombreuses,nous estimons

que les deux hyaluronidases analysées présentent des similitudes
structurales. En méme temps, la tensur relativement grande en calcium
nous autorise a conszderer 1'hyaluronidase provenant d'anchois comme
une Ca-enzyme, formee de 16 acides aminés, parmi lesquels predominent .
la cystine, la cystéine, la tyrosine, 1'asparagine et la méthionine.
La teneur elevée des groupements -SH et =8-S, donnée par les acides
aminés soul’ras, confére & l'hyaluronldase de po:.sson un haut degré de
thermostabilite et une activité maximale & +40°C et +60°C (ROSOIU et
al., 1986 c, 1987).

A un pH voisin de la neutralité, identique & celui des li-
quides de 1'organisme,l'hyaluronidase d'anchols manifeste une intense
activité enzymatique "in vitro”, d'au moins 50 USP/mg et 25 Ul/mg
respectivement, et,en méme btemps, une intense activité speczfique "in
vivo™, de d.epolymem.satmn du tigsu interstitiel,semblable & celle de
l'echantlllon ' importation:le médicament 1n3ect;able "Hyason" (ROSOIU
et al., 1989).
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