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I, — INTRODUCTION.

C’est en 1799 que Panglais HacHETT [1] observa pour la premiére
fois que, aprés décalcification des carapaces de Crustacés, on obtient
un matériel organique souple, trés résisiant 4 la dégradation chimique,
et qui garde dans ses moindres détails la forme et les caractéres orne-
mentaux de la carapace. Le chimiste franc¢ais Opier [2] inventa, en
1823, le terme chitine (du grec yitwv qui signifie colte d’armes, tunique)
pour caractériser cette subhstance organique, identifiée plus tard comme
un haut polymére linéaire d’unités de N-acétyl-D-glucosamine lices par
des ponts B-glucosidiques.

Le terme chifine, en passant dans le langage courant des natura-
listes et des entomologistes, fut malheureusement souvent mal ntilisé,
au point que, encore actuellement, beaucoup d’auteurs lui donnent le
sens vague de « cuticule » ou de « matiére durcissante »,

A cette confusion, il faut ajouler que I'on n’a jamais disposé de
méthodes vraiment spécifiques permettant de déceler la chitine sans
équivoque. Il n’est donc pas étonnant que la distribution de la chitine
chez les étres vivants soif restée jusquaujourd’hui fort mal connue.

Il est cependant incontestable que la distribution de la chitine méri-
tait d’étre élucidée définitivemnent, notamment en raison du fait que
la nature chimique des téguments et des piéces squelettiques des ani-
maux est volontiers invoquée par les systématiciens pour confirmer
des parentés phylogéniques. {’est la raison pour laquelle nous avons
cherché 4 identifier avec certitude la présence de chitine dans ioute
une série de structures squelettiques ou cuticulaires, appartenant aux
animaux les plus divers.

1 n’était évidemment pas question de recourir 4 une quelconque des
méthodes classiques qui n’avaient donné, jusqu’a présent, que des
résultats incerfains et parfois contradictoires. Ces méthodes sont dail-
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leurs purement gualitatives, et ne donnent aucune idée de l'impor-
tance quantifative du polysaccharide chitine dans la constitution' chi-
mique des structures étudiées.

Le préscnt travail comporte la description d’une méthode enzyma-
tique, hantement spécifique, quantitative et suffisamment sensible pour
déceler de trés faibles quantités de chitine. Cette méthode est basée
sur I'utilisation, comme réactif spécifique de la chitine, de chitinases
purifiées. Certains anteurs, comme Rrcuanrps [3] et TRACEY [4] avaient
déja suggéré Putilisation de chitinases comme réactif spécifique de la
chitine, mais la méthode n’avait jamais ¢té mise au point ni utilisée,
et élail restée une vue théorique. En fait, une telle méthode reste aussi
peu spécifique que les autres tant que les enzymes employés ne sont
pas rigoureusement purifiés. La purification d’une chitinase & partir
de filtrats de culture de Streplomyces antibioticus [5, 6, 7] nous a
permis de mettre au peint une méthode enzymatique de dosage de la
chitine, et de Pappliquer 4 Pétude de la distribution de ce polysaccha-
ride. Un tablean comparé des résultats obtenus nous permettra de
discuter briévement Pévolution de la biosynthése de la chitine dans le
régne animal.

I, — METHODE ENZYMATIQUE FOUR LE DOSAGE DE LA CHITINE PURIFIKE.

Nous avons fout d’abord défini les conditions permettant de mesurer
quantitativement une quantité connue de chitine pure, en hydrolysant
complétement la chitine au moyen d’une préparation de chitinase puri-
fie, et en dosant les prodnits d’hydrolyse.

1. Principe.

Les chitinases que nous avons utilisées ont été purifiées & partir de
filtrats de culture de Streptomyces anfibioticus (WaksmMan et Woob-
RUFF) WagsMaN et Henrict [8]. La purification a été réalisée selon le
procédé décrit antéricurement [6]. Ces chitinases purifiées catalysent
spécifiquement ’hydrolyse de la chitine, et ne dégradent aucun autre
polysaccharide [7]. Au cours de la purification, la chitinase (chitine
glycanohydrolase : E.C. 3.2.1.14} est isolée de la chitobiase (chitobiose
acétylaminodeoxyglucchydrolase : E.C. 3.2.1.29) qui hydrolyse le chi-
tobiose et le chitotriose en acétylglucosamine. L’hydrolyse de la chitine
par les chitinases purifiées s’arréte donc au stade du chitobiose et du
chitotriose. Comme on ne posséde pas de méthode pour le dosage de
ces deux oligoméres de Pacétylglucosamine, on les hydrolyse 4 leur
tour au moyen de chitobiase, et on mesure I’acétylglucosamine libérée
par la méthode de RErssic, STROMINGER et LeLoir [9]. Comme source
de chitobiases, nous utilisons soit des préparations commerciales de
B-glucosidase de la Nutritional Biochemicals Corporation, soit du
sérum de homard en intermue,
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Toutefois, 1'addition de ces solutions de chitobiases non puriliées
aux chitinases risquerait de compromettre le caractére de haute spéci-
ficité propre 4 la méthode que nous proposons. Nous avons pallié cette
difficulté en réalisant 'hydrolyse compléte de la chitine en deux étapes
séparées. Au cours de la premiére é&ape, le malériel étudié est traité
par une solution de chitinases purifiées, jusqu’a ce que toute Ia chitine
soit hydrolysée. On centrifuge et on recueille la solution surnageante
contenant les produits d’hydrolyse de la chitine, Au cours de la
seconde étape, un échantillon de la solution surnageante est traité par
une solution de chitobiases, et on dose I’acétylglucosamine (en abrégé
AG) libérée aprés hydrolyse compléte du chitobiose,

2. Procédé.

a) Premiére étape. — Dans un tube 4 centrifuger, Ie matériel étudié,
comprenant entre 0 et 7 mg de chitine pure, est mis en suspension
dans 1 ml de tampon acide citrique 0,3 M-NA,HPO, 6 M. On ajoute
1 m! de solution de chitinases purifiées {fraction SA,-50), titrant 400
unités néphélométriques/ml (soit 0,92 mg de chitinases purifiées/ml).
On ajoute un cristal de thymol comme antiseptique, Le fube est obturé
au moyen d'un bouchon de caoutchouc et porté 4 37°C pendant 10
heures, On agite de femps en temps pour remetire le matériel en sus-
pension. Aprés incubation, on centrifuge et on décante le liquide sur-
nageant.

b) Seconde étape. — On préléve trdés exactement un volume de
liquide surnageant compris entre 0,5 et 2 ml ; on ajoute 2 ml de solu-
tion de chitobiases (f-glucosidase N.B. Co, 0,5 g/ 100 ml, ou sérum de
homard dilué 10 fois par de Veau distillée), nune quantité d’eaun distillée
telle que le volume total soit égal & 5 ml, et un cristal de thymol, On
najoute pas de solution tampon, le milieu étant resté tamponné &
pPH 5,2-5,5. On incube 4 37°C en tube bouché. Aprés 2 et 4 heures d’in-
cubation, on préléve 2 ml du milieu réactionnel, dont on inactive les
enzymes et précipite les protéines par 10 minutes de chauffage 2
100°C. Aprés centrifugation, on dose AG sur deux prises d’essai de
0,5 ml [9].

A partir de la quantité d’AG mesurée, et aprés avoir défalqué la
valeur des blanes, on calcule la quantité d’AG totale libérée. Cette
valeur, multipliée par le factenr 0,92 (rapport du poids moléculaire
d'un reste d’AG dans la molécule de chitine 4 celui de ’AG) correspond
a4 la quantité de chitine.

c) Blancs. — Un blane, constitué par I’ensemble des réactifs énu-
mérés ci-dessus a4 'exclusion du matériel biologique étudié, subit les
mémes manipulations. Les valeurs de ce blanc sont généralement
nulles ou trés faibles,
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Un second blane, important pour Yinterprétation correcte des résul-
tats, est constitué par le matériel biologique étudié et par tous les
autres réactifs, 2 Pexclusion de la solution de chitinases. Il permet
de déceler la présence d’AG on de chitobiose provenant du matériel
étudié, mais ne résultant pas d'une hydrolyse de la chitine par les
chitinases.

3. Sensibililé de la méthode.

Nous avons contrdlé la sensibilité de la méthode en Pappliquant an
dosage d’une quantité déterminée de chitine naiive purifiée de sépions
de Seiche (pulvérisa’tibn mécanique par meunlage, décalcification par
HCl 0,5 N, lavages, ébullition dans NaOH 0,5 N pendant 4 h, lavages
a Tean distillée jusqu’a pH 6, et dessiccation 4 poids constant). Trois
lots de 7,1 mg de chitine séche ont ét¢ soumis aux manipulations dé-
crites ci-dessus. L’incubation en présence de chitinases purifiées a été
interrompue aprés 6, 12 et 24 heures d’incubation a 37°C. Ensuite,
dans chaque cas, 1 ml de liquide surnageant aprés centrifugation a
été incubé 4 37°C pendant 2 et 4 heures, aprés addition de chitobiases,
Les résultats du dosage de PAG sont présentés dans le Tableau L

TaBLEAU I,

Application de lo méthode enzymalique
au dosage de 7,1 mg de chitine purifiée d’os de Seiche.

S?go?ide élape Chitline
Premiére ¢lape ydrolyse Ha
{hydrolyse par chitohiases) | AG totale |4, gtllliilllrln.:zlior- mesurée
par ch_nl;mases.) libérée respondanle, | 4 en p‘.di(lﬂc
Durée d’'incubation |Durée Q'in- en g {1) mg (2) u poids se
] AG g initial
en h cubalion ml
en h vg/
{ 2 808 04
B v 808 } 7254 | 6673
{2 837 } 6914 1 97,4
12, i 0 4 837 | 7 515 s
24 | 2 770 | 6 912 6 359 89,5
---------------- l 4 770 ! 6 975 6 417 90'4
|
Blane sans chiline : . i
12, i 4 0 . — — | —
Blanc sans chiti- ' ;
nases . ‘
12, et 4 2,0 | — — J —

(1) La valeur précédente, diminuée de la valenr des blancs, est multipliée
par 9 (deux dilutions successives au 1/3).

(2) La quantité d’AG libérée est multipliée par 0,92 {rapport du poids molé-
culaire d’an reste ’AG dans la molécule de chitine & celui de 1'AG libre).
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4. Discussion,
Le Tableau I permet de tirer les conclusions suivantes :

1. En ce qui concerne la premiére étape, une incubation de 12 heures
4 37°C permet d’cbienir Ihydrolyse de Ia presque totalité du materlel
chitineux (97,4 p. 100). L’hydrolyse de la chitirie est déja presque com-
plate aprés 6 heures. Une incubation de plus longue durée n’augmente
pas ce rendement,

2. En ce qui concerne la seconde étape, Phydrolyse par les chito-
biases est compléte aprés deux heures d*incubation 4 37°C,

3. La quantité de chitine mesurée par la méthode enzymathue est
trés voisine (97,4 p. 100} de la valear ohtenue par pesee du matériel
chitineux purifié et desséché.

III. — DoSAGE DE LA CHITINE ¢ LIBRE » ET DE LA CHITINE < MASQUEE »
DANS DES STRUCTURES CUTICULATRES OU SQUELETTIQUES,

Nous avons appliqué la méthode enzymatique, mise au point pour le
dosage de chitine préalablement purifiée (voir ci-dessus), au dosage
de la chitine contenue dans des cuticules de larves de vers 4 soie
(Bombyx mori L.) fraichement isolées, desséchées ou gardées en li-
quides conservateurs.

1. Résultats.

Les résultats de ces essais sont rassemblés dans le Tableau II, et
peuvellt &tre inferprétés de la maniére suivante,

a) La quantlte de chitine d’une cutieule directement hydrolysable
par les chitinases purifiées ne représente qu’une fraction de la quan-
tité totale (1,7 p, 100 du poids de cuticules seches, alors que Ia chitine
fotale en représente 30 p. 100 environ), -

b) La gquantité. de chitine directement hydrc:ly;sable par les . chiti-
mases purifiées n’est pas accrue si l'on prolonge lincubatior, si on
fragmente mécaniquement.la cuticule ou 5i on augmente la quantité
d’enzyme. Par contre, cette quantlté de chitine directement hydroly-
sable esi moindre si I'on utilise des cuticules ‘préalablement dessé-
chées a 100°C.

¢) Aprés un traitement préalable des cuticules par le diaphanol ou
par la soude 0.5 N a 100°C, la quantité de chitine hydrolysée par les
chitinases purifiées est nettement plus élevée. On peut parler de « dé-
masquage.» de.la chitine.

d) Le démasquage de Ia chitine par le diaphanol est médigcere.

€} Le traitement par NaOH 0,5 N 2-100°C permet de démasquer une

‘quantité de chitine égale 4 30,8 p. 100 du poids de cuticules séches,

valeur proche de celle obtenue par pesée du résidu sec aprés isolement
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de 1a chitine par les procédés classiques (34,4 p. 100}, Cette différence
peul étre partiellement due 4 la présence, dans ce résidu, de substances
autres que la chitine, non entiérement éliminées par le procédé d’iso-
lement utilisé.

f} Quel que soit I'état du matériel studié, les résultats obtenus sont
fort voisins, sauf si le matériel a été préalablement desséché a 100°C.

TasrLEav 1L

Application de la méthode enzymatique an dosage de la chitine libre
et de la chitine fotale aprés « démasquage » par NaOH ou par le
diaphanol, dans des cuticules larvaires de Bombyx mori (1) (2),
fraiches, desséchées ou en liguides conservateurs.

; ™ Chitine
L Poids sec | Démasquage | AG lotale| Chilive (4) X
Elat déum[(ﬂzlé“el calenlé | de la chiline | 1ibérée | hydrolysée, ?1[:1 p-oiigg
en mg {3) par en mg enmg |t Pl
Frais 2,3 . 0,042 | - 0,039 (5) 1,7
o Diaphanol
Prais | 2,7 |p nPathec] 0.183 | 0,169 6,2
Frais © 3.3 16\131?1; 016%3?; 0,772 | 0,710(6) | 30,8
En eau saturée NaOH 0,5 N
de thymol 3,7 lgn a fowg 10200 | 1.13348) | 30,3
En alcool 50v 2,4 gxahor; (ib% E 0,770 | 0,708(6) | 29,5
“Desséché & 100eC | 3,8 |  — 0.015 | 0,014 | 0,36
Desséché & 100oC | 3,8 {Eal?['; 08N 0,80 | vs196) | 21,5

(1} Portion notale des cing premiers segments abdominaux de larves adul-
tes (8 jour aprés la 4* mue).

(2) Poids dun résidu aprés extraction de la chitine par les procédés clis-
sigues (HCL 0,5 N a froid, NaOH 0,5 N 100°C, 12 h, KMnO, 0,2 p. 100 60°C
90" mn, Na,5,0, saturé, lavages 4 lean bouillante et dessiccation & poids
constant) : 34,4 p. 100 du poids de cuticule séche.

(3 Poids du malériel frais maltiplié par le rapport da poids frais au
poids sec d’un échantillon identique.

(4) Valeur de I'AG totale, en mg, multipliée par 0,92.

(5) Chitine « libre ».

(6) Chitine totale (chitine « libre » - chitine ¢ masgquée »).

2. Discussion.

a) La résistance d’une proportibn élevée de la ¢hitine cuticulaire a

Thydrolyse par les chitinases purifiées parait devoir ére expliquée par
Yexistence de liaisons entre la chitine et d’autres substances, notam-
ment des protéines, L’exisience de tels complexes chitine-protéines
a été suggérée par les observations de divers aunteurs [10, 11, 12, 13]
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et une démonstration définitive en a été apportée par HackMan [14] et
FosTer el Hackman [15]. La destruction des protéines des complexes
chitine-protéines, soit par rupture des liaisons peptidiques par hydro-
lyse alcaline ou par protéolyse enzymatique, soit par destruction des
acides aminés par le diaphanol, permet d’isoler Ia chitine a partir de
ses complexes et d’en réaliser ’hydrolyse enzymatique.

Afin de ne pas préjuger du ou des types de liaisons intervenant dans
la formation de ces complexes, nous proposons de considérer comme
« chitine libre > la chitine directement sensible aux chitinases, sans
traitement préalable du matériel biologique étudié, et comme « chitine
masquée » celle dont I'hydrolyse enzymatique ne peut étre réalisée
gu'aprés rupiure des liaisons ou destruction des protéines ou des
autres substances impliquées dans la formation de ces complexes,

Parmi les divers procédés permettant d’isoler Ia chitine de ses com-
plexes, le traifement par le diaphanol ne nous a pas donné de résul-
tats constants, Le traitement ménagé par la sonde 0,5 N a 100°C pen-
dant 6 heures permet un démasquage complet de la chitine, pour
autant que le matériel étudié ne soit pas trop compact (épaisseur ma-
ximum : 1 mm). Contrairement a T'opinion de Tracey [4], ce traite-
ment n’altére pas la sensibilité de la chitine & T'hydrolyse par les chiti-
nases.

L’application de la méthode enzymatique aprés dissociation préa-
lable des complexes par traitement au moyen de sonde 0,6 N 4 100°G
permet done de mesurer la chitine totale, somme de la chitine libre
ef de Ia chitine masquée que contient le matériel étudie. N

b) Le matériel desséché 4 100°C ne permet pas une mesure correcte
de la chitine, tant libre que masquée, par la méthode enzymatique.
1 convient par conséquent d’employer systématiquement soit du maté-
riel frais, soit du matériel conservé en alcool 50° ou en eau distillée
saturée de thymol,

Pour exprimer quantitativement les résultats obfenus par rapport au
poids de matériel sec initial, le matériel dtudié sera divisé en denx lots
identiques, dont Fun sera utilisé pour Ia détermination du poids sec.

¢) En plus de sa spécificité, la méthode enzymatique présente Yavan-
tage d’étre particuliérement sensible. Elle permei de mesurer des quan-
tités de chitine de Pordre de 20 pg avec une précision de - 10 p. 100,
Lorsque la quantité de chitine mesurée est supérieure a4 100 pg, la
marge d’erreur est de = 4 p. 100. '

IV, — APPLICATION DE LA METHODE ENZYMATIQUE -
A L'ETUDE DE LA DISTRIBUTION ZOOLOGIQUE DE LA CHITINE.

La méthode enzymatique décrite ci-dessus a été utilisée pour la
recherche et Ie dosage de la chitine, sous forme libre et sous forme

BULL, S0C. CHIN. BIOL., 1965, 47, ~° 12,
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TABLEAU V.
Distribution de la chitine chez les Coelomates Deutérostomiens.

=) 2 @ @& @
@ =h= P -1
To2 33852 | 282,
Classilicakion Struclures g ‘g‘é 0= SE @ d"ﬂg
-%E@ Enéang :‘Enﬂs
E-o| =2°T83¢= F
=8 g o 2o [
i
Chaetognalhes crochets —+ — _
Pogonophores tubes —+ 32,8 7
Echinodernies tests 0
Entéropneustes corps entier 0 — —
Ptérobranches coenecium (tubes) 0 — —
Graptelithes (fossiles) test 0 — .
Chordés
Tuniciers corps entier 0 — —
Acraniens corps cntier 0 — -
Verlébrés corps entier [0 — —

6) La chitine existe rarement 4 I'éat libre. Elle se présente le plus
souvent sous forme ¢ masquée» (probablement sous forme de com-
plexes glycoprotéiques). Il est significatif que les groupes les plus
primitifs se caractérisent par de trés faibles proportions de chitine
libre, tandis que les Mollusques se singularisent par une haute pro-
portion de chitine libre au niveau des coquilles.

Y. — DiscussioN ET CONCLUSIONS,

La méthode enzymatique pour le dosage de la chitine nous a permis
de démontrer de maniére irrécusable la présence ou le manque de
chitine au niveau des structures squelettiques ou cuticulaires de foute
une série d’espéces animales, appartenant aux principaux clades de
la série zoologique, et de préciser la part quantitative prise par la chi-
tine, sous forme libre ou masquée, a Iédification des structures étu-
diées.

Les différentes chitines mises en évidence par la méthode enzyma-
tique présentent entre elles un haut degré d’isologie, puisqu’elles pos-
sédent en commun la propriété d’étre hydrolysées en chitobhiose par
la méme préparation purifiée de chitinase, ce qui, étant donné la haute
spéciﬁcité de cet enzyme, implique Texistence de liaisons B-glycosi-
diques entre unités d’acétylglucosamine.

On sait, par ailleurs, que la biosynthése de la chitine est réalisée a
partir d’uridine-diphosphate-acétylglucosamine (UDPAG) comme don-
neur, et que le transfert des unités d’acétylglucosamine sur une chaine
de chitodextrine est catalysée par une chitine-synthétase [17]. Alors
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que 'UDPAG est abondante dans divers tissus animaux qui sont le
siége ou non d’une synthése de chitine [18, 19], les chitine-synthétases
n’ont été observées que chez un champignon (Neurospora crassa [17]),
chez Ia chenille d’'un Lépidoptére (Prodenia eridania [20]) et dans les
tissus épidermiques de Crustacés [21]. Le contrdle génétique de Ja pro-
priété de synthétiser la chitine s’exerce done, en derniére analyse, au
nivean de la biosynthése de la chitine-synthétase. Bien que la bio-
chimie comparée de cet enzyme so0it 4 peine ébauchée [20], il semble
que Pon puisse admettre, jusqu’a preuve du contraire, que Jes chitine-
synthétases qui président 4 la synthése de chitines isologues sont des
enzymes homologues en ce sens que leur biosynthése est contrélée
par des génes homologues. Nous pouvons done, sur la base des élé-
ments fournis par la distribution zoologique de la chitine, discuter
de Pévolution d’un méme systéme biosynthétique le long du buisson
phylogénique.

La distribution de Ia chitine chez les animaux suggére que la hio-
synthése de ce polysaccharide est un caractére biochimique primitif
de la cellule animale, déja présent au nivean de la souche unicellulaire
des Métazoaires, et conservée au nivean de la souche des Poriféres, des
Cnidaires et des organismes triblastiques.

L’évolution des Coelomates Deutérostomiens se caractérise par la
perte de: cette propriété, c’est-a-dire par la perte de la chitine synthé-
tase (processus d’«¢ enzymaphérése », selon Froremw [22]). Si on con-
sidére, comme le fait notamment Marcus [23], que les Chaetognathes
et les Pogonophores se sont isolés précocement de la ligne deutéros-
tomienne, la perte de la chitine-synthétase pourrait étre localisée 4 la
base méme de la bifurcation en Protostomiens et Deutérostomiens de
Yarbre phylogénique, ’

A Tinverse des Deutérostomiens, 1’évolution des Protostomiens se
caractérise d’abord par la conservation de la biosynthése de la chitine,
secondairement perdue par quelques clades tels que les Platyhelmin-
thes et les Némertiens, et ensuite par une intensification progressive de
T'utilisation de ce polysaccharide, les Arthropodes réalisant le dévelop-
pement maximum de cette tendance.

RiSUME.

Une méthode enzymatique pour la mise en évidence et la mesure
quantitative de la chitine a été mise au point, mettant & profit la haute
spécificité des chitinases purifiées. Cette méthode permet de déter-
miner en outre les proportions relatives de chitine Iibre et de chitine
«masquée » au sein de complexes glyco-protéiques. Cette méthode a
été utilisée pour Ia recherche de Ia distribution de la chitine chez les
animaux. Les résultats obtenus permeitent de discuter 1'évolution de
Ia biosynthése de la chitine dans le cadre de la phylogénie animale.

BULL, $OC. CHIM, BIOL., 1965, 47, n° 12,
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SUMMARY.

; Using a purified preparation of chitinases, an enzymatic method for the
specific deteetion and the quantitative measurement of chitin is described.
This method allows the determination .of the free chitin and of the chitin
bound to other substances, as in glycoproteic complexes.

This method has been applied to the study of chitin distribution in the ani-
mal kingdom. On the basis of this sarvey, the evolution of chitin biosynthesis
is discussed from the point of view of animal phylogeny.

ZUSAMMENFASSUNG,

Eine enzymatische Methode fiir den Nachweis und die quantitative Be-
stimmung des- Chitins wurde ausgearbeitet ; es wird dabet die Spezifizitat
der gereinigten Chitinasen verwendet. Diese Methode erlaubt auch, die rela-
tiven Verhaltnisse des freien und des maskierten Chitins innerhalb -der {aly-
coproteinkomplexe zn bestimmen. Sie wurde zur Untersuchung der Chitin-
verteilung im Tierreich benutzt. Die erhaltenen Ergebnisse gestatten die
Hesprechung der Entwicklung der Chitinbhiosynthese im Rahmen der Tierphy-
logenie. . P -
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