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SUMMARY 
The hyaluronidase extracted and purified from the Engraulis Qg
crassicolus 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 ~uctural 
ressemblance 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 impor-ted injectable 
drug "Hyason". 

Dans nos travaux anterieurs nous avons presents des donnees 
concernant 1' extraction et la purification de 1' hyaluronidase des 
poissons Engraulis encrassicolus p(nSi§~•Odontogadus merlangus, euxi
.llia§ et Sprattus ~ ~ R S et al. ,1985 a) ,la cinetiqtte 
enzymatique en absence et en presence d'un activateur (ROSOIU et al., 
1985 b, 1986 a, b, 1987), ainsi que les caracteristiques physico-chi
miques de 1' hyaluronidase extraite et puri:fiee de 1' espece Engraulis 
encrassicolus ponticus (ROSOIU et al., 1986 c). 

Afin d 1 obtenir une enzyme a haute purete utilisable dans 
l'industrie pharmaceutique, nous avons continue les recherches sur 
1' hyaluronidase extraite et puri:fiee a partir de l' espece Engraulis 
encrassicolus ~,en initiant une etude biochimique et spectrale 
~ui sera comparee a 1 hyaluronidase obtenue des testicules de bovina 
'(.reactif Merck et medicament injectable d' importation "Hyason"). 

Lea valeurs d'absorption mesurees a 230-300 nm de guelques 
solutions aqueuses d1 hyaluronidase des testicules de bovina (.reactif 
Merck) et d1 hyaluronidase de poisson,de 300 UI/ml, sont tres proches, 
les variations s' inscrivant en b.E = 0,008.Les absorptions a 280 nm et a 260 nm, pour lea deux hyaluronidases, s'inscrivent dans les limites 
admises par la Pharmacopee Britannique. Les differences entre lea va
leurs d' absorption a 270 nm et a 290 nm sont tres proches, etant 
respectivement de 0,045 pour l'hyaluronidase testiculaire et de 0,040 
pour celle obtenue du poisson. 

De 1' examen des spectres en UV des deux hyaluronidasea, on 
observe que l'allure des courbea est presque identi~ue,presentant une 
bande d'absorption entre 260 nm et 290 nm, caracterist1que pour lea 
transitions du type n-T specifiques des liaisons heterogenes.A 278 nm 
on obtient les maximuma,d!absorption identiquea,ce qu; suppose l'exis-
;tence d'un compoaant heterocyclique dana les deux preparations. 

L'examen des spectres en IR prouve que lea bandes d'abaorp
tion des deux hyaluronidaaea ae trouvent dans des domaines voisins,et 
l'allure des courbea eat semblable; on remarque neanmoina certaines 
bandes avec des domaines differents d'absorption, a savoir: 1530-1610 
cm-1, 2900-3400 em-~ pour l'hyaluronidase des teaticules de bovina 
(reacti:f Merck) .et 1060-1110 cm-1 ,1310-1320 cm-1 pour 1' hyaluronidase 
extraite et purifiee des viacerea de poiaaon.En meme tempa,on observe 
certaines bandes <J.Ui apparaissent dans des domaines du meme ordre de 
grandeur, maia legerement dep1aceea, et l'absorption maximale a des 
longueurs d'onde voisines (1280-1340 cm-1 et l'absorption maximale a 
2200 cm-l pour 1'hlaluronidase animale,contre 1220-1300 cm-1 et l'ab
sorption maximale a 2300 cm-1 pour 1'enzyme extraite du poisson). 

Nous sommes d'avis que ces donnees, ainsi que !'allure des 
courbes 1 un peu differentes dans le domaine 1000-1160 em- , sont dues 
ala presence de certains ingredients de stabilisation dans l'enzyme 

· animale, qui manquent dans le cas de l'enzyme extraite du poisson. 
Lea electrophoregrammea obtenus par migration en gel 

d'agarose en tampon barbiture 1 a un pH de 8,9, mettent en evidence le 
meme nombre de fractions proteiques, une repartition similaire et d~ 
mobili~es identiques, les deux ~aluronidaaes etant des produita 
enzymatiques homogEmea. 

En conclusion, malgre lea differences spectrales signa1eea, 
en raison des caracteristiques de similitude nombreusea,nous estimons 
que lea deux hyaluronidases analysees presentent des similitudes 
structurales. En meme temps, la teneur relativement grande en calcium 
nous autorise a considerer l'~aluronidaae provenant d'anchois comma 
une Ca-enzyme, form~e de 16 acides aminea, parmi lesquels p~edominent. 
1a cystine 1 1a cysteine, la tyrosine, 1' asparagine et la methionine. 
La teneur elevee des groupements -SH et -s-s, donnee par lea acides 
amines soufrea, confere a l'~aluronidaae de poisson un haut degre de 
thermostabilite et une activite maximale a +4000 et +60°0 (ROSOIU et 
al., 1986 c, 1987). 

A un pH voisin de la neutralite, identique a celui des li
quides de l'organisme,l'hyaluronidase d'anchois manifeste une intense 
activite enzymatique "in vitro", d'au moins 50 USP/mg et 25 UI/mg 
respectivement, et,en meme temps, une intense activite specii'ique "in 
vivo", de depol~erisation du tissu interatitiel,semb1ab1e a celle de 
1' echantillon d importation: le medicament injectable "Hyason" (ROSOIU 
et al., 1989). 
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La biocalcification chez le Co rail rouge, Coralllum · rubrum. 
2. Approches Biochimique et Physlologlque 
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Bien que le squelette du Corail rouge de M&literranee (Corallium rubrum ) represente sa valeur 
economique, il est surprenant de constater que son mode de formation n'ajamais ete etudie. Afin de tenter 
de combler cette lacune, Ie but de notre travail est, par une approche multidisciplinaire, de comprendre Ies 
mecanismes de biocalcification chez cette espece. 

Une etude morphologique des tissus a I'origine de la formation des structures calcifiees est 
presentee dans la commission zoobenthos. Le present rapport montre nos resultats preliminaires 
concernant Ia composition de !a matrice organique des structures squelettiques, ainsi qu'une approche 
physiologique grace a Ia mesure de Ia production d'acidite et de Ia cinetique d'absorption de calcium par Ia 
colonie. 

Plusieurs octocoralliaires ont deja servi de modele biologique pour etudier Ia biocalcification 
(Kingsley et Watabe, 1983, 1989; Goldberg, 1988). Parmi ceux-ci, le Corail rouge pn!sente I'originalite 
de poss&ler un axe central entierement calcifie, alors que celui-ci est en grande partie constitue, chez !a 
plupart des autres especes, par une matrice cornee de nature proteique faiblement calcifiee (Kingsley et 
Watabe, 1983). Cette difference fournit done matiere a une etude comparative qui pennettra de mieux 
comprendre les mecanismes cellulaires de la biocalcification et de son con tole. 

ANALYSE BIOCHIMJffiJE DES STRUCTURES CALCIFIEES. 
En collaboration avec P. Simon (Musee d'anthropologie prehistorique de Monaco), nous avons 

montre, par diffractometrie a rayons X, que Ia phase minerale des deux types de structures calcifiees 
(spicules et squelette axial) est constituee de carbonate de calcium (CaC03) cristallise sous !a forme de 
calcite fibreuse. On note aussi la presence d'une faible quantite de magnesium. 

Que! que soit le type de formation squelettique, ii apparait qu'elle possede toujours une phase 
organique (dite matrice organique) liee ala phase minerale, dont !a proportion est cependant tres variable 
(de 0,01 %a presque 20 %) (Weiner et al., 1983). Cette matrice organique joue un role important dans Ie 
contole de Ia biocalcification (Lowenstam et Weiner, 1989). nest cependant admis dans Ia litterature que Ie 
squelette du Corail rouge manque totalement de matrice organique (Bayer, 1964). 

Les fractions squelettiques (spicules et axe) sont obtenues apres savoir dissous les tissus (NaOH 
N); Elles sont ensuite decalcifiees (a l'acide acetique pH4 ou a l'EDTA 0,5M pHS). Ace stade, nous 
avons obtenu une fraction organique representant de 0,5 (squelette axial) a 0,9 % (spicules) du poids initial 
du squelette. Cette matrice organique se presente sous deux formes (separees par centrifugation 10 000 g): 

-l'une insoluble representant de 55% (axe) a 59% (spicules) de la fraction organique, 
• l'autre soluble. 
L'analyse de cette phase organique montre qu'elle est composee d'environ 70 % de carbohydrates, 

25 % de proteines et 5 % de lipides. 
Afin de detenniner le poids moleculaire des proteines des deux fractions, nous avons effectue une 

electrophorese sur gel de polyacrilamide en milieu SDS. n n'a pas ete possible de colorer ces proteines de 
fa~on classique (coomassie, argent). Cette difficulte, signalee par Venkatesan eta/. (1986) lors de 
!'isolation de la matrice organique des spicules d'Oursin (Strongylocentrotus purpuratus ), a ete 
contoumee en realisant une iodation des proteines. n semblerait qu'une proteine de 50 kD soit presente 
dans 1es deux phases. La phase insoluble possedent en outre une (des) proteine (s) de haut poids 
moleculaire (sup. a 300 kD). 

La proportion de matrice organique trouvee dans Ies structures squelettiques du Corail est 
cependant ties infer;ieure a celle d'autres Octocoralliaires pour Iesquels des valeurs de 4 a 6 % dans les 
spicules ont ete rapportees (Kingsley et Watabe, 1983; Goldberg, 1988). Les valeurs que nous avons 
trouvees se rapprochent beaucoup plus des coquilles de Mollusques (Cariolou et Morse, 1988) ou des 
pi«:es squelettiques d'Oursin (Weiner et al., 1983). 

CINETIQ{JE D'ABSORPJJON DE 45Ca PAR UNE COLONIE. 
Nous avons suivi !'incorporation de 45Ca dans les differents compartiments d'une colonie de 

Corail rouge (tissus, squelette axial, spicules) de 30 minutes a 24 heures. L'equilibre isotopique est atteint 
dans les tissus en 5 heures environ. A partir de ce moment, on peut estimer que les RAS se sont egalisees 
entre le calcium tissulaire et le calcium dans I'eau de mer. Le depot de calcium dans Ies structures 
squelettiques peut alors etre calcule (les valeurs de flux de 45Ca sont calculees par rapport a Ia quantite de 
proteines tissulaires de la colonie ou du morceau de colonie etudie): 

tissus: 4,96 +/- 0,69 nmol Ca (soit 198 ng Ca)/24h. mg proteine. 
squelette: 6,20 +1- 1,45 nmol Ca (soit 248 ng Ca)/24h. mg proteine. 
Spicules: 17 ,10+/- 3,90 nmolCa(soit 684 ng Ca)/24h. mg proteine. 

Ces resu1tats montrent que les spicules sont le siege d'une intense activite de calcification. Afin de 
detenniner si l'activite de calcification etait homogene dans I' ensemble de Ia colonie, nous avons mesure Ia 
repartition du 45Ca dans les differents compartiments de l'apex a la base de Ia colonie. Nos resultats ne 
montrent que de faibles differences (non significatives) en ce qui conceme le calcium absorbe parIes tissus 
ou deposes sur Ie squelette axial. Par centre, les spicules presents dans les zones apicales et basales 
presentent une activite de calcification variant d'un facteur 2 par rapport ala wne m&liane de Ia colonie. La 
quantite de spicules par rapport a Ia quantite de proteines reste cependant con stante dans toute Ia colonie. 
Cette repartition suggere que les zones basales et apicales de Ia colonie sont le siege d'une spiculogenese 
intense. Par contre, Ia formation de l'axe central est constante de la base a !'apex de Ia colonie. Kingsley et 
Watabe (1989) ont montre, chez Leptogorgia virgulata, une repartition similaire de !'absorption de 45Ca 
au niveau des spicules et des tissus. 

Nous avons d'autre part etudie Ies mecanismes de transport de calcium. Celui-ci est saturable, et 
possede une affinite pour le calcium (Km) de l'ordre de 6 mM. 

EYOI l WON DE I 'EXCRETION D'H+ PAR UNE COl QNIE. 
Aim de mesurer l'activite metabolique generale d'une colonie de Corail, nous avons mesure son 

excretion globale d'acide sur des periodes de temps variables. Nos resultats montrent que !a production de 
H+ n'est pas constante dans le temps. Elle evolue auteur d'une valeur moyenne de 0,15jlequiv. H+J30 
min. pour une colonie d'environ 50 polypes, mais peut etre totalement nulle sur des periodes de temps 
variable de quelques minutes a plus d'une heure. Cette production de H+ est fonction du nombre de 
polypes ouverts. Ces resultats suggerent que l'activite metabolique du Corail est variable dans Ie temps, 
sans que l'on puisse cependant en degager un cycle net. II faut done s'attendre a ce que la calcification 
presente aussi de telles variations. 

Les resultats preliminaires presentes ici permettent d'esquisser un premier modele de Ia 
biocalcification chez le Corail rouge (Corallium rubrum ). 
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