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DISTRIBUTION DES CHITINASES
CHEZ LES MAMMIFERES RONGEURS

par M. Frankienour et Ch. JEUNMIAUX.
(Institut Léon Frederica, Biochlimie, Université de Liége.)

Réswmé. — La distribution de la biosynthése de la chitinase a é¢
étudiée chez quatre especes de Rongeurs, Clest la muqueuse gastrique
qui est le sitge de cette biosynthése; le pancréas des Rongeurs ne sécréte
pas d’enzymes chitinolytiques.

Dans le cas du Rat et de la Souris, la variabilité individuelle peut
stre réduite au minimum en utilisant des individus de méme Age, de
méme taille et de méme sexe, sacrifiés 4 un méme moment par rap-
port A la distribution du dernier repas.

Parmi les espéces étudides, seul le Cobave, végétarien exclusif, ne
sécréte pas de chitinase gastrique. Le Hamster, qui est principalement
granivore, ne sécréte  que de petites quantités de chitinase gastrique,
tandis que le Rat Surmulot ¢t la Souris domestique, omnivores, présen-
tent une sécrétion de chitinase gastrique aussi importante que celle que
l'on observe chez la plupart des Reptiles, des Oiseaux insectivores et de
certains Maminiféres Insectivores. Ces observations confirment exis-
tence d'une corrélation entre la présence de chitinase dans l'équipement
enzymatique digestif d'une espece et le régime alimentaire habituel de
cette espéce

Les recherches de I'un de nous sur la distribution zoologique
des enzymes du systéme chitinolytique ont permis de mettre en
évidence l'existence d'une corrélation entre la présence de chi-
tine dans la nourriture habituelle d’unc espéce animale et la
sécrétion de chitinase par certains tissus du systéme digestif de
cette espéce. Cette observation a été faite aussi bien dans le cas
de Vertébrés (JEUNIAUX, 1961, 1962, 1963) que de certains phylums
d’Invertébrés, notamment les Arthropodes (Jeoniavx, 1963). Etant
donné que la sécrétion de chitinase a été observée chez beau-
coup d’organismes inférieurs (Champignons, Bactéries, Protozoai-
res, Cnidaires, etc. [cf. Jeuniaux, 1963]), ces corrélations entre la
nature du régime alimentaire et la sécrétion de chitinases ont été
interprétées comme le résultat de la perte de la propriété de
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synthétiser ces enzymes par les animaux adaptés a des régimes
alimentaires spécialisés, dépourvus de chitine (JEUNIAUX, 1963).

Dans le cadre de cette hypothése, il était intéressant d’étudier
la distribution zoologique de la biosynthese des chitinases 3 l'in-
térieur d'une petite entité systématique dont les divers représen-
tants présentent des degrés d’adaptation de plus en plus poussés
4 un régime alimentaire spécialisé. Nous avons choisi d’étudier
3 ce point de vue le cas des Mammiféres Rongeurs (Ordre des
Rodentia).

On sait en effet que les Rongeurs ne sopt pas tous exclusive-
ment phytophages; 1es Souris et les Rats, par exemple, sont fran-
chement omnivores et montrent méme une prédilection pour les

roies animales, y compris les Insectes (Grassk et DEKEEYSER,
1955). La découverte de la sécrétion de chitinase par la muqueuse
gastrique de la Souris domestique. Mus musculus L. (JEUNIAUX,
1963) nous a conduit a rechercher la sécrétion de cet enzyme au
niveau des organes du systeme digestif du Rat Surmulot, du
Cobaye et du Hamster.

A. — METHODES.

1. Préparation des exiraiis enzymatigues.

L'animal est anesthésié ou tué par décapitation. Les contenus du tube
digestif (chyme gastrique ou intestinal, contenu du caecum) sont recueil-
lis dans un tube gradué puis dilués par de l'eau distillée. Les organes
mous, comme le pancréas, sont lavés dans du sérum physiologique de
Tyrode, essorés sur papier filtre, pesés, puis homogénéisés au moyen
d’un homogénésatenr de Potter en présence d’eau distillée, de telle
sorte que la proportion de tissus frais soit de oo mg/ml de suspension.
Quant aux IMugqueuses gastriques et intestinales, éventuellement débar-
rassées de leurs tuniques musculaires, elles sont lavées, pesées, puis
broyées au mortier en présence de sable lavé; la suspension est addi-
tionnée deau distllée (poids de tissus frais par ml de suspension
o0 mg). Les extraits sont conservés en glaciére pendant 24 heures,
puis centrifugés. Les surnageants sont recueillis et conservés dans un
congélatesr {(— 15° C) jusqu'au moment du dosage de l'activité enzy-

matique.

2. Dosage des chitinases.

L’actvité chitinolytique des extraits enzymatiques a ¢été dosée par la
méthode de JEUMIAUE (1962) copsistant @ mesurer I'acétylglucosamine
libérée i partir d’une suspension de chitine en présence d’un excés de
chitobiase (les extraits de tissus des Vertébrés sont pratiquement dépour-
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vus de chitobiases, contrairement & ceux des Invertébrés : cf. JEUNIAUX,
1961, 1963).

Le mil'eq réactionnel se compose de 1 ml de suspension de chitine
broyée de sépion de Seiche, 1 ml de tampon (acide citrique o6 M -
Na, HPO, 1,2 M de pH 35), 1 mi de 3-glucosidase N.B.Co {30 mg/io00
ml) comme source de chitobiase et I ml d’extrait enzymatique. Trois
prélévements sont effectués apres o, go et 180 minutes; on inactive les
enzymes par chauffage & 100° C. L’acétylglucosamine LI'bérée est mesu-
rée par la méthode colerimétrique de REissic, STrROMINGER ¢t LELOIR
(1955).

On cxprime D'activité des chitinases en pg de chitine hydrolysée par
heure et par gramme de tissus frais.

3. Méthode statistique.
Les valeurs indiquées dans les tableaux const'tuent des valeurs indivi-
duelles obtenues pouwr un seul extrait.
Lorsque 'on dispose d’au moins trois valeurs individuelles, la moyenne
est calculée, ainsi que lerreur standard, par la formule
x — m)®
g = 4 . ]/ ( )
nfn— 1)
ot x est Iactivité mesurée, m, la moyenne des résultats obtenus et n, le
nombre de valeurs individuelles,

1. — L.OCALISATION DE LA SECRETION DE CHITINASE CHEZ LA Sounis
ET VARIABILITE INDIVIDUELLE.

Nous avons mesuré lactivité chitinolytique de différents
extraits de tissus glandulaires du systéme digestif et des conte-
nus de lestomac, de Tintestin et du caecum chez des souris albi-
nos (Mus musculus 1..) élevées en laboratoire; les souris étaient
nourries de « composés pour rongeurs » (*) et ont été sacrifices
quelques heures apres leur dernier yepas. Les résultats sont ras-
semblés dans le tableau L

On voit gue les chitinases sont sécrétées uniquement par la
muqueuse gastrique. L activité de ces enzymes persiste encore
dans le chyme intestinal et méme dans le bol caecal. On remar-
que des variations individuelles assez sensibles.

(*) Les « composés Dour rohgeurs » achetés dans le commerce, sont
constitués de poudre de lait gerémé, de diverses farines de céréales, de
soya, de son, de levure et de farine de viande et de poisson. Nous avons
vérifié quwils ne contiennent pas la molndre trace de chitine ni de chito-
blose -
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TaBLEAU 1. — Localisation de Pactivité chitinolytique
dans le systéme digestif de la Souris Mus musculus L.
Activité chitinolytique
® en ug chitine/h/g tissu m pg chitine/h/ml contenu
kS
Eé
E Mmugueuse pancréas | mugqueuse content contenu
< gastrigue duodéncle de du
5] .
t'intestin caecum
gréle
1 (1) 4.B50 0 0 — —
2 (1) 3.890 o 0 — —
3 (2) 2.160+129 ] — 511 -+ 72 388 + 62
(1) Résultats indlviduels (adultes).

(2) Moyenne des résultats obtenus pour trols individus jeunes,

Nous avons cherché dans quelle mesure la variabilité indivi-
duelle pouvait étre réduite en travaillant dans des conditions
plus précises; six souris adultes de méme sexe (miles) et de
méme ige (quatre mois) ont été tuées par décapitation, exacte-
ment trois heures apres la distribution d’un dernier repas. Les
résultats obtenus sont réunis dans le tableau IL

TasLeau I1. — Chitingse gastrigue de la Souris :

variabilité individuelle.

Individu

Activité chifinolytique

Extraits aqueuxr de

muqueuse gastrigue (1)

Caontenu de l'estomac (2)

Ch G OO B e

4.166
3.615
4.266
- 3.808
3 406
3.942

(1) en ng chitine/h/g de tissus.
(?) en ug chitine/h./contenu total de l'estomac.

Le tableau II montre que l'activité chitinolytique des contenus
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de l'estomac est assez variable. Par contre, la concentration intra-
cellulaire en chitinase des muqueuses gastriques ne varie que
dans des limites relativement: étroites, lorsque les organes sont
prélevés dans des conditions aussi semblables que possible (ani-
maux de méme ige, de méme sexe, sacrifiés au méme moment
par rapport au dernier repas).

C. — VARIATION DE LA SECRETION DE CHITINASE EN FONCTION
DU MOMENT DU REPAS, CHEZ LE RAT SURMULOT.

Chez le Rat Surmulot (Ratius norvegicus L.), comme chez la
Souris, le seul tissu du systéme digestif capable de sécréter des
chitinases est la muqueuse gastrique; des extraits de glandes
salivaires, de pancréas et de muqueuse duodénale ne révélent
aucune activité chitinolytique. Nous avons recherché si les
extraits de muqueuse gastrique présentent des variations de
teneur en chitinase au cours du temps, d'un repas a lautre.
Quatre rats adultes, de méme &ge, sont privés de nourriture
pendant 24 heures, puis nourris pendant 1 heure. Les quatre
individus sont sacrifiés aprés des laps de temps différents. Le
tableau I1I résume les résultats obtenus.

TaeLeau 1. — Sécrétion de chitinase gastrique par rapport
au moment du repas chez le Rat Surmulot.
Activité chitinolytique

Délai

aprés

le
dernier Mugqueuse gastrigue (') Contenu de Uestomac (2)
repas

3h 1.029 3.422

3nh 1.060 1.746

18 h 1.808 578

24 h 1.779 118

(1) en Ug chitine hydrolysée/h/g tissu,
(2) en Mg chitine hydrolysée/h/contenu total de I'estomac,

On voit que la teneur en chitinase de la muqueuse gastri-
que varie relativement peu. Elle semble plus basse pendant
les quelques heures qui suivent le repas et augmente pendant
le jetine. On observe des variations en sens opposé et de plus
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grande amplitude au piveau du chyme gastrique : Vactivité
chitinolytique est trés élevée peu aprés le repas (période de
digestion) puis diminue progressivement au fur et 4 mesure
que lestomac se vide. Ces résultats peuvent s'interpréter en
admettant que la prise de nourriture provoque une abondante
sécrétion de chitinase dans la Jumiére de I'estomac.

D. - DISTRIBUTION ET LOCALISATION DE LA CHITINASE
CHEZ QUATRE ESPECES DE RONGEURS.

Nous avons complété I'érude de la distribution de la chi-
tinase chez les Rongeurs en examinant deux autres especes
le Hamster (Cricetus frumentarius Parras) et le Cobaye (Cavia
porcellus L.).

Tapreau 1V. — Localisation et activité des chitinases
du systéme digestif chez quelques Rongeurs.
Activité chifinolylique
en jg de chitine hydrolysde/R/g lissu frais
@ W g ]
Espéce Alimentation § ,?-: ?, ?, g § E
en captivité e 3 RS g 5
3 33 g 23
@ Eo & B
Mus Nourriture
musculus L. | composée
adultes pr rongeurs, —_ 38481140 — —
jeunes — 21601129 o] 1]
Raitus Nourriture
norvegicus L. | composée
albinos (1)} | pr rongeurs. 4] 8611+ B4 0 —_
sauvage (%) |[Jambon et —_ 2087 0 0
fromage.
Cricetus Céréales — 123 0 —_
frumentariis
PALLAS
Cavia Légumes — 0 0 -—
porcellus L. verts,

(1) Elevé en lahoratoire,
(2) Individu sauvage, conservé 48 h en captivité,
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Nous inspirant des résultats des analyses faites sur le Rat
et la Souris (voir ci-dessus), nous avons veillé & utiliser des
animaux adultes de sexe mile, sacrifiés environ trois heures
aprés le début du dernier repas. Les résultats obtenus sont
donc comparables 4 ceux obtenus pour le Rat et la Souris. Ils
sont réunis dans le tableau IV.

On voit que l'activité chitinolytique des extraits aqueux de
muqueuses gastriques est élevée dans le cas de la Souris; elle
est du méme ordre de grandeur que celle observée chez la
plupart des Reptiles, les Oiseaux insectivores, les Chauves-
Souris et le Hérisson (Jeuniaux, 196z, 1963). Elle semble un
peu moins élevée chez le Rat Surmulot. Par contre, les extraits
aqueux de muqueuse gastrique du Hamster ne présentent
qu'une faible activité chitinolytique, 1o & 3o fois plus faible
que chez le Rat et la Souris; quant au Cobaye, il semble
dépourvu de toute trace de chitinase gastrique.

E. — DiscussioN ET CONCLUSIONS.

L’examen du tableau IV nous améne i une premiére consta-
tation : chez les Rongeurs, seule la muquense gastrique est
capable d'opérer la biosyntheése de la chitinase. Contrairement
a d’autres Mammiféres comme la Taupe ou le Porc (Jeuniaux,
1961, 1962), les Rongeurs ne sécrétent pas de chitinase pan-
créatique.

Si on compare lactivité chitinolytique de la muqueuse gas-
trique des différents Rongeurs étudiés, on note des variations
spécifiques importantes. Il est remarquable que la Souris et
le Rat Surmulot qui, du moins a 'état sauvage, ont un régime
alimentaire omnivore et méme particllement insectivore, sont
particulitrement bien équipés pour digérer la chitine alors que
le Hamster, qui est surtout granivore, n’¢labore que de petites
quantités de chitinase. Quant au Cobaye, strictement végéta-
rien, il ne semble pas capable de synthétiser des enzymes chi-
tinolytiques au niveau de la muqueuse gastrique. Cette cor-
rélation entre lequlpement enzymatique digestif des Rongeurs
et la nature du régime alimentaire confirme I'hypothése de
JEUNIAUX (1962, 1963) qu1 considére que l'adaptation des Ver-
tébrés superleurs i un régime alimentaire exclusivement phy-
tophage a entrainé la perte de la capamte de synthétiser des
enzymes chitinolytiques, notamment au niveau de la muqueuse
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gastrique. Cette corrélation ne semble pas résulter d'une adap-
tation métabolique (au sens de Kwox). En effet, la modifica-
tion du régime alimentaire du Rat, de la Souris ou du Ham-
ster, par incorporation de chitine ou par suppression compléte
de cette substance dans la ditte ne modifie pas la sécrétion
de chitinase gastrique, méme apres plusieurs mois d’expérience
(Jeuniaux et FrankiovouL, inédit).

SUMMARY.

The distribution of chitinase secretion has been studied in four spe-
cies of Rodents. The biosynthesis of this enzyme is only performed
by the gastric mucosa; the pancreas seems to be unable to secrete chi-
tinase, as far as Rodents are concerned.

In the cases of the Rat and the Mouse, the individual variability may
be reduced to a minimum by using animals of the same age, sex and
size, sacrificed at the same moment with respect to the last meal.

Among the species so far studied, the Guinea-pig is the only one
which does not secrete a gastric chitinase. The Hamster secretes only
small amounts of chitinase, while Rats and Mice, which are omni-
vorous, exhibit an important gastric chitinase secretion. In the latter
animals, the chitinase contents of the gastric mucosa are as high as in
some Reptiles or insectivorous Birds,

These observations confirm the existence of a correlation between

the ability of a given species to synthetize chitinase and the feeding
habits of this species.
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