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I N T R O D U C T I O N  

Dans une première série de travaux qui ont fait l'objet de 

notre DiplCkne dtEtudes Approkndies de Biochimie, nous avons isolé, B 

partir des graines gemdes de Fenugrec, une nouvelle ~-acét~l-F~-~lu- 

cosaminidaee . 
L'emploi-de cette enzyme dans l'étude de la structure du 

dilactaminyl-lacto-N-rétraose isolé du lait de Femme par GRIWIJPREZ (1) 

a r6vBlé qu'elle était sans action sur ce subetrat, contrairement à la 

N - a ~ é t ~ l ~ - ~ - ~ l u c o s a m i n i d a s e  du foie de Boeuf qui libere quantitativement 

le résidu de N-acétyl-D-glucosamine présent dans l'hexaose. 

Cette observation nous a amené B entreprendre d'une manit3x-e 

systématique une seconde serie de recherches sur la apécificitd de N-acé- 

tyl- -D-hexosaninidases d'origines diverses dont les résultats sont ras- 

senbl6s dans le présent mémoire. Ils portent sur les 5 N-ac~tyl4-D-he- 

xosaminidases dont nous avons étudid l'action sur des oligosaccharides 

dans lesquels la N-acétyl- -D-glucosamine Brait conjuguee par différents 

types de lia2çsns : 1,2 - 1,3 - 1,4 et 1,6. 
Les résultats que nous avons obtenus P propos des N-acétyl$ 

-D-hexosminidases, associés B des recherches effectuées parallèlement 

sur d'autres glycosidases &@th][)-galactosidases, 4-D-nannosidases ,$-Lm 

fccosidase) nous ont permis de participer, dans le cadre d'un travail 

d'équipe, B la détermination de la structure de 17 oligosaccharides d'o- 

rigines diverses. Ils ont été rassembles dans les méuoires suivants z 

1 - S. BOUQüELET - Résultats préliminaires sur l'isolement de quelques 
glycoaidases, Application 3 un hexaose isolé du lait de Femme. D.E.A. 

de Biochide, Lille, 1969. 

2 - L. GRIMMûIPREZ, S. BOüQüEïd3T, B. BAYARD, G. SPIB, M. MONSIGNY et 
J. MONTREUIL - Détermination de la structure d'un hexaose isole du 1aLé 
de Feme : le dilactaninyl-lacto-N-t6traose, Eur. J .  Biochen., 1930, g, 
4c4. 

3 - B .  BAYAFJ), B. FOüRNET, S. BOUQUELET, 6. STRECKER, G .  SPTK et 3 .  13iEREUIL 

- Etude sur: 'Les Glycoprotéines XLIX. Isolenent et structure des oligosaccha-( 

rides de la fraction neutre des acétolysats des glycopeptides de l'ovomuco2de 

Carbohyd. Res . (sous presse). 



l GENERALITES SUR LA SPECIFICITe I 
L,- DES GLYCOSIDASES 1 

De nombreux auteurs ont montré que les neuraminidases, 

les fucosidases, les galactosidases, les mannosidases et les hexo- 

saminidases possédaient une sp6cificité d'action plus ou moins large 

liée a différents facteurs que nous allons etudier. 

Des différences d'activité enzymatique entre plusieurs 

sources ci' une m b e  enzyme peuvent se retrouver pour la plupart des 

glycosidases. 

Ainsi MURAMATSU et ESAMI 4la) signalent que la vitesse 

d'hydrolyse par la $-galactosidase dtEscherichia coli de quatre 

$ -galactosyl-glucose suit l'ordre 1 -4 6 1 4 > 1 3) i 
1 - 3  2, tandis que l'ordre est inversé avec la $-galactosidase 

du petit intestin de Veau : 1 i 2 )  1 + 3 )  1 3  4) 1-4 6. 

DRZENIEK (23 a moatré que la neuraminidase de Vibrio cl-rùlerae 

peut hydrolyser les liaisons 2 -> 3 et 2 -> 6, tandis que la neura- 

minidase des my~ovirus hydrolyse les liaisons 2 -) 6 beaucoup plus len- 

tement que les liaisons 2 + 3  sialyl. Ces resultats ont éte vérifiés 

par KHORLIN et al. ( 3 )  pour les neuraminidases de V. cholerae et du vi- 

rus de l'Influenza. Même parmi les neuraminidases des myxovirus des dif- 

férences apparaissent puisque celle du vizus de la maladie de Newcastle 

coupe les liaisons 2 - C d'un disialylactose, alors que celle du virus 

de la peste aviaire ne l'hydrolyse que tres lentement (DRZENIEK et 

GAUHE ( 4 ) ) .  

A l'intérieur d'un même organe, deux groupes de la m&ne enzyme 

peuvent avoir des activités différentes WIEDERSCHAIN et ROSENFEUD ( 5 )  

ont isolé du rein de Porc deux formes de a-L-fucosidase, dont l'une peuc 

libérer 36 p.100 du fucose du lecto-M-fucopentaose ILI, par exemple,alors 

que la seconde est sans action sur ce polysaccharide. 



II - SPECIFICZTE LIEE A LA MASSE MOLECULAIRE DU SUBSTRAT 

On rencontre des glycosidases qui n'agissent pas indiff6- 

rement sur des substrats de masse moléculaire différente. Certaines 

hydrolysent les petites molécules et sont sans action sur les macro- 

molécules, et au contraire, d'autres sont actives sur ces macronol6- 

cules sans hydrolyser les substrats les plus simples. 

HYDRO~.,YSE DE SUBSTRAT DE FAIBLE MASSE 14OLECULAIRE 

On peut citer, par exemple, les B-galactosidases du cerveau 

de Lapin qui hydrolysent les O- et p- nitrophényll B-D-galactosides et 

le lactose, mais non le galactosylgalactosylglucosylc&rauide ni le ga- 

lactosylglucosyl-céramfde (JuMGALWALA et ROBItJS) ( 6 ) .  

WIEDERSCHAIM et ROÇENFELD (7) à l'aide d'une préparation de 

a-L-fucosidase de rein de Porc 6liminent le fucose des frapents de 

substances de groupe sanguin A -t H de différentes nasses noléculaires, 

mais cette enzyme n'a aucun effet sur les substances à l'état natif, 

L'influence de l'encombrement stérique sur l'hydrolyse en- 

zwtique est encore mise en évidence par JONES et BALLOU (8). L' a- 

D-mannosidase extracellulaire de Anthrobacter GJM-l nise en pr6sence 

de la nannane de Saccharomyces cerevisiae laisse un "core" contenant 

des liaisons al-6, bien que l'enzyme hydrolyse des oligosaccharides 

conportant ce type de liaison. 

HYDROLYSE DE SUBSTFUTS A MASSES MOLECULAIRES ELEVEES 

Sans atteindre la taille des macromolécules, des differences 

de vitesse d'hydrolyse de trois oligomannosides par une mannanzse ex- 

traite des graines gernées de Phoenix sont observees par COURTOIS et 

LE DIZET (91, la vitesse croissant avec la masse moléculaire (voir 

Tableau 1, p. 7). 

WATKIMS (10) dans un extraft de Trichomonas foetus et plus 

récerianent AMINOFF et WRUKAWA (11) à partir de Clostridiun perfringens 

ont mis en Bvidence une fucosidase agissant sur des glycoproteines à 

activité d? groupe sanguin, mais sans action sur de simples méthyl ou 

nitrophényl fucosides. 11 est inportant d'avoir ce fait présent A l'es- 

prit car de telles enzymes ne peuvent être mises en dvidence par la 



T A B L E A U  I 

Pourcentage d'hydrolyse d'oligonnanosides par une préparation 

enzymatique de graines germées de Phoenix (COURTOIS et le DIZET)(~~) 

* 

Substrats 

Phény 1- -D-mannoside 

$ -rnannobiose (1- 4) 

$ -mannotriose (1- 4 

f3 -rnannotétraose (1- 4 

A 

v 

Dur6e de la réaction à 37'C 

1 jour 

1,3 

7,2 

3 jours 

399 

8,7 

10,7 

16,Q 

14,1 

25,O 
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nesure  c lass ique  de l ' a c t i v i t é  enzymatique à l ' a i d e  d thé té ros ides  de 

synthèse. 

III - SPECIFICITE LIEE A LA NATURE DE LA LIAISOI: 

Souvent, l e s  préparat ions e n z p a t i q u e s  n'hydrolysent pas 

tous les types de l i a i s o n s  à l a  m&me v i t e s s e .  

L'a -L-fucosidase de Clos t r id iun  perfr ingens,  p u r i f i é e  pa r  

AMINOFF e t  FURUKAWA (13) qu i  hydrolyse préférent ie l lement  l e s  l i a i -  

sons a 1-2, en est  en exemple. Le Tableau II (p. 9) indique les ré- 

s u l t a t s  q u ' i l s  on t  obtenus. 

De m$me les r é s u l t a t s  de DRZENIEK (14) s u r  l e s  neuramini- 

dases rapportés dans l e  Tableau III (p.  10) i l l u s t r e n t  ce  f a i t .  

Pa r fo i s  l e s  glycosidases sont  totalement inact ives  s u r  

c e r t a i n s  types de l i a i s o n s .  

Ainsi  SUZUKI, LI e t  LI (15) on t  i s o l é  une a -galactosidase 

de Mort iere l la  vinacea qui  coupe seulement les l i a i s o n s  a 1-4 e t  a 1-6 

e t  non l e s  l i a i s o n s  a 1-2 e t  a 1-3. 

BAHL (16) a p u r i f i é  B p a r t i r  d 'Aspergil lus n iger  une 1-2-ff-L- 

fucosidase. Le résurné des 6tudeç de s p é c i f i c i t é  q u ' i l  a ef fec tuées  e s t  

donne dans l e  tableau I V ,  (p. 11). 

Outre le type de l a  l i a i s o n  4.1 fau t  encore noter  que l a  na- 

t u r e  de l ' o s e  engagé dans c e t t e  l i a i s o n  peut  i n f l u e r  su r  l 'hydrolyse 

enzymatique. L' a -L-fucosidase d 'Aspergil lus n ige r  (BAHL) (17) qui  hy- 

drolyse  l e  d isacchar ide  Fuc a - 1-2 Ga1 est i n a c t i v e  sur  le Fuc - 1-2 Fuc . 
La s u b s t i t u t i o n  de l ' o s e  engagé dans l a  l i a i s o n  peut  e l l e - d n e  

jouer un r a l e  important.  

Alors que l e  3-N-acétylneuraminyl-lactose ( f i g .  1 )  e s t  quanti-  

tativement hydrolysé par  les neurarzinidases, l e  3-N-acétylneurminyl-4- 

acétyl-galactosaminylgalactoçe ( f i g .  2)  r 6 s i s t e  à leur  ac t ion .  

Finure 1 Figure 2 -- ----- 



T A B L E A U  11 

S p é c i f i c i t é  de l'a -L-fucosidase de Clostridiun 

per f r inaens (AMINOFF et  F U R U K ~ J A )  ( 13 ) 



T A B L E A U  III 

Pourcentages d'acide sialique libéré en 24 heures en conside- 

rant l'hydrolyse du 3-sialyllactose conme 100 p .  100 (DREZMIEE) (19) 

Substrats 

3-sialyllactose 

6-sialyllactose 

C 

Source de Heurminidase 

V. cholercq . 

100 

Influenza A 2 .. 
Virus 

100 

Enzyne 

100 

O 8 5 2 

i 



T A B L E A U  IV 

Spécificité de 1'1-2,a-L-fucosidase d'Aspergillus niger 

(BAIIL) (20) 

Substrats 

-2-O-d-fucopyranosyl-D-galactose 

-2-0-aL-fucopyranosyllactose 

-Lac to-N-fucopentaose 1 (liaison a 1-21 

-3-0-c&-fucopyranosyllactose 

-Lacto-M-fucopentaose 111 (Ikaisona 1-31 

-4-Ou L-fucopyranosyl-D-galactose 

- Lacto-M-fucopentaose II (liaisons 1-41 

p.100 d'hydrolyse 



En£in de légères nodificotions de l'ose hydrolysnble amènent 

des différences dans l'action de llenzyne. 

Les neuraninidases hydrolysent gén6rnienent quantitativement 

les liaisons N-ncetylsialyl. Au contraire, les liaisons de l'acide N- 

glycolyl-neuraninique sont coupées plus lentemant (GIBBONS) (21). Quan t 

a celles des acides N-O-acétylneuraminiques, elles résistent totalenent 
à l'action des enzymes (FAILW~D)(~~) ; (GIBBO~TS) (23). 

:l - CONCLUSIONS 

Il semble donc que ltactivit6 des glycosidases sotr assez 

strictement liée 3 la structure d'un nambre restreint de substrats sur 

lesquels elles sont vraisemblablement appelees 3 agir in vivo. 11 est 

cependant des cas oh la spécificité est beaucoup plus large, puisque 

la $ -D-galactosidase hydrolyse non seulement les liaisons B -D-galacto- 
syl, nais encore celles des fi -D-fucosides et celles des GL-arabinosides, 
composés dans lesquels lthydroxynéthyl en Cg du galsctose est remplace 

respectlvenent par le groupement néthyl et par un atome d'hydrogène. 

Lorsqu'on utilise une préparation eneyratique pour étudier la 

structure d'un groupenent polysaccharidique, il est donc inportant de 

connaftre le donaine d'activité de cette enzyme afin de savoir si elle 

est adaptée l'hydrolyse du substrat qu'on lui propose et de pouvoir 

tirer des conclusions des résultats obtenus avec le minimum de risques 

d'erreurs. 

Les études concernant la spécificit4 des M-acétylhtsxosanini- 

dases sont très fragmentaires. Nous allons les exposer dans le chapftre 

suivant en m b e  tenps que les g6néralités sur ce groupe de glycosidases. 



SROPRIETES GENERALES DES HEXOSAMINIDASES I 
Conmie WALKER (24) l'a montré dans la revue générale sur les 

hexosaminidases, l'intérêt port6 aux enzymes agissant au niveau des 

liaisons osaminidyles conmience en 1929 avec l'étude des chitinases par 

KARRER et HOFWN (25) et GRASSMAN et al.(%), puis prend rapidement un 

essor avec l'étude de la structure des chondroitines sulfate et de l'a- 

cide hyaluronique. La dégradation des glycosaminoglycanes ndcessitait 

des enzymes B activités oligo et polysaccharidasiques, cependant leur 

étude a été freinée par l'absence de moyens de caractérisation des en- 

zymes. Il a fallu attendre les travaux de MEIBERGER et PITT-RIVEXS (27) 

pour connaftre llra~dric des liaisons contractees par les N-acétylo- 

samines dans les mucopolysaccharides. 

Les M-acétylhexosamines les plus couramment rencontrées dans 

la composition des polysaccharides et des glycoprot6ides étudiés au La- 

boratoire sont la N-acétylglucosamine ou 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose 

et la N-acétylgalactosamine ou 2-acétamido-2-désoxy-D-galactose, 

sous les formes anomériques a et B. 
Lorsque ces constituants se trouvent en position externe non 

rkductrice dans les glycoprotéides, les exoenzymes capables d'effectuer 

leur libération sont appelées : 

- $ -D-N-acétyl-glucosaminidase (Ec : 3.2.1.30) 

- a -D-N-ac6tyl-glucosaminidase (EC : 3.2.1. (f) ) 
- @ -D-N-acétyl-galactosaminidase (EC : 3,2.1.(9)) 
- a -D-M-acétyl-galactosaminidase (EC : 3.2.l.(a)) 

Lorsque ces constituants se trouvent en position interne dans 

les glycoprotéides, les endo-enzymes qui provoquent la rupture de leur 

liaison sont appelées : 

- Hyaluronidase : hyaluronate glycanohydrolase (EC : 3.2.1.35) 

- Chitinase : poly-&1,4(2-ac6tamido-2-désoxy)-~-glucoside glycano- 

hydrolase (Ec :3.2.1.14). 

(9) Le numéro d'ordre de ces enzymes n'a pas encore été défini. 



La r é p a r t i t i o n  dc  l a  P-N-acétyl-glucosaminidose e s t  ex- 

trèmcmrnt large.  D e  nombreux microorganismes a i n s i  que les t i s s u s  de  

nombreux animaux, inver tébr8s  eis ve i tgbrés  const i tueni;  une source im-  

po r t an te  de l'enzyme. Dans l e  Tableau V (p.153, nous avons f a i t  f igure r  

l e s  d i f f e r e n t s  s u b s t r a t s  qu i  on t  permis à de nombreux chercheurs d ' i s o l e r  

l a  $-N-acétylglucosaminidase. Corne l a  r é p a r t i t i o n  de l'enzyme dans les 

t i s s u s  animaux dépend de l a  na tu re  e t  de l a  fonct ion  du t i s s u ,  nous a- 

vons rzssemblts dcms l e  tableau V I  (p. 16) l e s  a c t i v i t é s  de l a  $-N-acB- 

tylglucosaminidase en fonction de l ' o r i g i n e  du t i s s u .  Nous pouvons re- 

marquer que ll@ididyme c o n s t i t u e  l a  source enzymatique l a  p lus  r iche .  

D'une manière g6nérûle on trouve toujours assocfée à l ' a c t i v i t é  de l a  

$-IJ-acétyf glucosarninidaçe une a c t i v i  t é  B-M-auétylgalac tosminidaçique  

c e t t e  a c t i v i t é  a  & t é  c a r a c t é r i s é e  par  FJOOLLGN e t  al .128);  TXOElSEIN e t  GATT 

IUNRN4ATSU (30) e t  d e r n i e r m e n t  par  LI e t  LI (31) e t  WINCHESTER (32). L e  

tableau VI1 (p.17) rassemble l e s  d i f f é r e n t e s  sources de P-N-acétylgluco- 

sûrninidase. B c e  s u j e t  on ne  peut pas encore, à l ' heure  ac tue l l e ,  a f f i rmer  

l ' e x i s t e n c e  de  deux enzymes d i s t i n c t e s .  Selon L I  e t  LI (33)  il n'y a u r a i t  

qu'une seu le  p ro té ine  chargée des deux a c t i v i t é s ,  11 r e s t e  à savoir  main- 

tenant  s i  c e t t e  p r o t é i n e  p o r t c  un on deux s i t e s  a c t i f s .  I l  e s t  d ' a i l l e u r s  

recor.xnand6, à c e t  e f f e t ,  de dénomi1er les enzymes p a r  l ' appe la t ion  de 

P-N-ecétylhe:rosminidas~. Les termes de P-M-acétylglucosaninidaçe e t  ga- 

lactosaminldase ne  sont  u t i l i s é s  qu'en présence de  s u b s t r a t  bien d é f i n i  : . 
N-ac6tylglucosaminide ou galactosaminide. 

II - PREPmTION DES (3-M-AC ZTYLEZEXOSLiHI NIDkkSES 

WC*TANABE ( 3 4 )  en 1936 d é c r i t  une méthode de préparat ion de  

l a  $-M-acé~ylglucosaminldase à p a r t i t  du f o i e  de Boeuf par  p r6c ip i t a t ion  

à l ' é t h a n o l  puis  adsorption et é l u t i o n  sur  colonne de  kaolin.  Par l a  su i -  

t e ,  l e s  méthodes de fractionnement des proté ines ,  à savoir  l e  fract ionne- 

ment au s u l f a t e  d'amaonium, a permis à FINDLAY e t  LEVW (35) d 'obteni r  à 

p a r t i r  de l 'épididyme de Parc une enzycie p u r i f i é e  70 f o i s .  Ces auteurs 

terminent l a  p u r i f i c a t i o n  par  p r é c i p i t a t i o n  à 1' acétone f ro id .  BAHL et 



T A B L E A U  V 

Sources Références 

Pneumocoques Type I HUGUES et JEANWZ (36) 

Pneumocoques Type I b  ROSE~WT et DQRFMAEJ (37) 

Streptomyces griseus BERGER et REYNQLD (38) 

aspergillus niger BAHL et AGRAWAL (3 9) 

Aspergillus oryzae MESA, IICENAKA et MATSUSHIMA (40) 

Végétaux 

Emulsine d'amande douce HELFEUCH et ILOFF (41) 

Phaseolus vulgariç BAHL et AGWAWAL ( 2) 

Lycoperdon perlatum i P0IT:"LNG et IRZYKImJICZ (4.3 ) Fève Jack LI et L3: ( 4 4 )  

Patelle (~atella vulgate) C3MCBLE, LEWY et 1"iRIIC;H ( 4 5 )  - 
Turbo cornutus- t.IURAl.IATÇaJ (48 ) 

Charonia lampas MUPLA?.IAT§IJ et EGAI4I (47)  

Vertébrés ~,'iIUlA et al. ( 4 5 )  

Tissus de Rat, Porc, Vea IhlATANABE ( 4 9 ) 

et Boeuf CONCBIE, FINDLclY et LEW (50) 

IEISSMANN, WJIIQI;l??~OU et 
TQREJHEIM (51) 

FROHTJEIN et GATT (52) 

IXABACI< et I.JALKEF, (5 3 ) 

Venin de serpent 
(crotalux atrox) i EAST, MADINAVEITIA et 'DDD ( 5 4 )  



T A B L E A U  VI 

Répartition de la p-M-acétyl-glucosaminidase dans les 

tissus de mammifères 

Organes 

Epididyme de Porc 

Epididyme de Rat 

Glande sous-maxillaire de U t  

Rein. de Rat 

Thyrotde de Xat 

Foie de Rat 

Rate de Raz 

Testicules de Rat 

Ovaires de Rat 

- 

-- 

Activite (a) 

(a) L'activité est exprimge en pg d'aglycone liber6 par milligrame 

de tissu frais en une heure. 

(b) Le substrat utilisé est le phényl-2-acétamido-2-désoxy- B-D-~~u- 
coside au lieu du p-nitrophdnyl-2-acétamido-2-désoxy- P-D-glucoside. 



T A B L E A U  VI1 

Rgpar t i t i on  de l a  B -N-acétyl-galactosminidaçe dans d i£  f é r e n t s  

t i s s u s  (FIOOUPJ, ::ALBI*), e t  %Y!ATORT~) (5 7 )  

Prépara t ions  enzymatiques 

Sérum de Femme 

ence in t e  G semaines 

ence in t e  24 semaines 

I 1 Epididyme de Porc 

1 
T e s t i c u l e  de B é l i e r  

T i s sus  de Rat 

Rein 

Foie  

Rate  

Epididyme 

P a t e l l n  vulga ta  

Lycoperdon ppriforma 

Pneuniocoque Type III 

A c t i v i t é  s p é c i f i q u e  A c t i v i t é  spéc i f ique  

g lucosmin idase  
I de l a  @-N-acétyl- de la  B -N-ac6tyl- 1 galactosaminidase 

L t a c t i v i t &  est exprimée e n p g  de p-ni t roph&nol  l i b é r 4  par  u n i t é  
; ? ! \ y  

enzymatique de l a  sou rce  indiquée.  
lfl i r  O 



AGRAWAL (58) continuent  le fractionnement au s u l f a t e  d'ammonium e t  

l a  chromatographie s u r  D.E.A.E.  Sephadex. Ils obtiennent une enzyme 

p u r i f i é  500 f o i s  après  une nouvelle c h r ~ m a t o g r a ~ h i e  su r  g e l  de dex- 

t ran .  HUGZES e t  JEANLBZ (59) emploient l e  procédé inverse,  i l s  pas- 

sen t  d'abord su r  g e l  de dextran pu i s  e n s u i t e  sur  D.E.A.E.-cellulose. 

L'ensemble de ces  méthodes a permis à SANDIJOFF e t  IJASSLE ( G O )  de 

p u r i f i e r  l'entfniie du Foie humain 2 à h000 f o i s .  A ces methodes LI 

e t  LI (61) ont  a s soc ié  une p r é c i p i t a t i o n  de l'enzyme de l a  Feve 

Jack à son point  i soé lec t r ique .  Le p a i  de l a  proté ine  a v a i t  été 

détermfné au p r é a l a b l e  par  é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  (LI e t  ~ 1 ) ( 6 2 ) .  Ces 

auteurs ,  de c e t t e  manière, ont  réussi,  pour l a  première f o i s ,  à c r i s -  

t a l l i s e r  l a  B-M-acétylglucosaminidase. 

A c8t6 de ces méthodes t r a d i t i o n n e l l e s ,  l e s  auteurs  emploient 

de p lus  en p lus  l e s  méthodes du  fractionnement c e l l u l a i r e .  C e t t e  mé- 

thode a p e r d s  à F'ROHI~JELN e t  GATT ( 6 3 )  de préparer  l e s  @ -N-acétylhexo- 

saminidases du cerveau de Veau par  cen t r i fuga t ion  d i f f é r e n t i e l l e  s u r  

gradient  de sucrose. Cet te  méthode e s t  u t i l i s é e  sur tout  pour le pré-  

pa ra t ion  des enzymes de lysosomes (DE DU183 et a l .  ) ( 54 )  ,(BACCINO e t  

ZURETTI)(G~). C ' e s t  grace à c e t t e  méthode que l ' o n  a pu c a r a c t é r i s e r  

l e s  isoenzymes. 

Signalons en f in  que dans un aveni r  proche, il s e r a  poss ib le  

de p u r i f i e r  l e s  P 4-acétylhexosaminidases par  chromatographie d 'af  - 
f i n i t é .  Des méthodes ont  dé jà  é t é  propos6es pour l a  p u r i f i c a t i o n  de 

l a  neuraminidase de Vibrio cholerae,  de Clostridium perf r ingens  e t  du 

v i r u s  de l ' i n f l u e n z a  par  ÇUATECASBS eC ILLIAIJO ( 5 5 ) .  De n h e  STEERS, 

CUATWCASAS ee: P Q L M D  (67) ont proposé une méthode s i m i l a i r e  pour l a  

p u r i f i c a t i o n  de l a  P-D-galactosidase d t3scher lchia  c o l i .  

III - LES ISOELJSYMES - 

La s t r u c t u r e  d'une enzyme v a r i e  se lon  son or ig ine .  Mais une 

d i v e r s i t é  de s t r u c t u r e  peut également appara t t r e  pour c e r t a i n e s  en- 

zymes chez d i f f é r e n t s  individus de l a  mêrae espsce ou suivant  les or- 

ganes d'un même individu.  On l e s  désigne par  l e  te rne  " isoenzyme~'~  

ou "isozymes". Leurs molécules ne présentent  que de légsres  d i f f 6 -  

rences s t r u c t u r a l e s ,  e l l e s  possèdent souvent (mais pas tou jours ) ,  

l a  m b e  a c t i v i t é  et  l a  même s p é c i f i c i t é .  On peut l e s  d i f f é r e n c i e r  

par  l e u r  migrat ion 4lectropkorét ique,  l eu r  pI3 optimal, l e u r  compor- 

tement vis-à-vis  des inh ib i t eu r s  e t  ac t iva teur s .  E l l e s  peuvent ê t r e  



ébalement identifiées par les méthodes imunologiques. 

L'existence d'isoenzyme de la P -M-acétyl-glucosaminidose a 
été mis en évidence dans différents tissus. CAUGiLL et al. (52) ont 

montré pour la première fois que lap -fd-acétylglucosaminidase isolée 

du testicule de Bélier était séparée en deux pics après chromatogra- 

phie sur CM-cellulose. Ces résultats ont été plus récemment confirmés 

par WI1TCEESTER (69) qui, grâce à l'électrofocalisation, a mis en évi- 

dence 3 à :: forn;es différentes de PE.1-acétylglucosaminidase. Par élec- 

trophor6se sur gel d'amidon, RQBIP?SOI1.T et STIRLING (70) caractérisent, 

à partir de la rate humaine deux f ~ r - l c - :  A et B distinctes de &N-acé- 

tylglucosaminidase, Ces deux formes possèdent des caractéristiques 

enzymatiques identiques, mais la forne A est la plus sensible aux va- 

riations du pH et de la température. En outre, la forme A est une gly- 

coprotéine renfermant de nombreux acides sialiques. L'élimination de 12 

molécules d'acides sialiques permet de passer de la forne k B la forme 

B de lap -N-acétylglucosaminidase. On peut supposer que la forme A est 

une glycoprotéine renfermant jusqu'à douze chahes polysaccharidiques 

termin4echacune par un acide sialique. D'autre part, la localisation des 

deux enzymes est différente, la forme B n'est présente que dans les ly- 

sosomes. La fome A se retrouve dans les lysosomes et dans la solution 

cytoplasmique. Selon E Y G R  (71) la glycosylation de la PN-ac6tylgluco- 

saminjdase o'ef fectue lors i u  passage de l'en- me B travers la me?- 

brane Lysosornele. Cette même forme présente au riiveau des meribranes 

pourrait servir de site de reconnaissance pour le transport des compos4s 

renfermant de la N-acétylosamine, Ces hypothèses ont Je;% été exprimées 
par FISHMAN et al. (72) pour Iles P -glucr:ronidases. 

Ces deux forr~es A et B ont étE retrouvées dans le rein humain 

par DANCE et al. (73) qui ont r6ussi à préparer les isoenzymes par chro- 

matographie sur DEAE-cellulose et a montré que la forme A représente 

74 p.100 de l'activité B-N-acétylglucosaninidasique totale et que la 

forme B ne représente que 25 p.100. 

L'intérêt des deux formes A et B des P-N-ac6tylglucosaminidases 

ne fait qu'augmenter depuis que les travaux de SANDNOFF (741, SAIDHOFP 

et WASSiE (75) one montrés que la fome A était absente dans la maladie 

du Tay-Sachs. L'absence de cette forme A de la PN-acétylglucosaminidase 

serait responsable de l'accumulation du ganglioside GE$ que la forme E 
2 

ne peut dégrader. On est amené à ppnser que la forme A serait porteane 

de deux activités p - N - a c é t y l ~ h ~ ~ ç a m i n i d a s i q u e s  puisque le ganglioside 



GE possède une N-acétylgalactosamine en position terminale non ré- 
2 

ductrice. La forme B ne porterait que la seule activité P-Y-acétyl- 

glucosaminidasique. 

D'autre part, DANCE et al. (75) ont caractérisé dans l'urine la 

seule forme Li, ils ont nontrE que dans le cas de maladie rénale la forme 

B faisait son apparition dans l'urine. DANCE, PRICE et ROBINSON (77) ont 

mis au point une technique permettant le dosage de ces deux formes. 

Enfin, une troisième £orne de -M-acétylglucosaminidase a 6té 

mise en évidence par STIRLING (73) dans le s4rum de Femme enceinte. Cette 

forme appelée P presente une nobilité électrophorétique très faible, 

nettement différente des deux autres fonnes A et B. Nous avons dans 

le tableau VI11 (p. 21) rassemblé quelques propriétés des "isoenzymes". 

L'activité de ces isoenzymes sur des substrats naturels n'a pas 

été étudiée. Seuls jusqu ' 2 présent, TAIGl~TINO et PlALEY (79) ont analysé 

le comportement des isoenzymes de l'oviducte de Poule et ont mis en 6- 

vidence des propriétés enzymatiques différentes lors de l'hydrolyse d'un 

La nature glycoprotEidique des $-N-acétylglucosaminidases a 

été démontrée par ROBINSON et STIRLING (30) pour l'enzyme de la rate 

humaine et par FEGR, L!?ENAKA et EfiTSUSHIMA (Cl) pour l'enzyme d'Asper- 

gillus oryzae. Par ailleurs, nos connaissances concernant les proprié- 

t6s physico-chimiques des N-ac6tylhexosaminidases sont très fragmentai- 

res et disparates ; ainsi les valcurs de masse moléculaire proposées par 

les auteurs sont comprises entre 50.000 et 160.000. 

Nous avons rassenblé dans le tableau IX (p. 22) quelques résul- 

tats obtenus. 

PROPRIETES ENZYMATIQUES DES P -N-ACETJILHEXBSAMIMIDASES 

L'action des P-N-a~ét~l~lucosaminidases dépend de nombreux 

facteurs, en particulier : 

- du pH de la réaction, 
- de la nature du substrat, 
- des éffecreurs. 



PropriQtés d e  quelques isozymes de l a  P -N-acétylglucosaminidase 
d ' origines divcrses 

Irigine de 1 ' enzyme 

Foie humain A 

B 

Rate humaine A 

B 

Cerveau humain A 

B 

- - -- 

Testicule de Mouton A 

Qviducte de Poule 1 

XI 

pH optimum 

d'act iv i té  I I Auteurs iso6léctriqu& moléculaire 

Acide 
I 

ROBINSOPI e t  

Basique STIRLIETG ( 2 4 )  

5 S A i ~ H O F F  ( 2 5 



T A B L E A U  IX 

Valeurs des masses moléculaires des p-N-acétyl- 

glucosaminidases données par différents auteurs. 

Pbsses mol6culaires Eéf érences 

Foie humain A SAPTDKQFF e t  CJASSLE (CG ) 

Foie de Boeuf 

Oviducte de Poule 1 TAPiEMTTNO et E/IAUTi ( 90 )  

LI e t  LI (91) 

Aspergillus or yzae MEGA e t  a l .  (92) 



INFLUENCE DU PH 

Le PH optimum d 'hydrolyse des $-bacéty lhexosaminidoses varie 

entre pH 4,2 et 7,2. Dans le tableau X (p. 241, nous avons rassemblé 

les variations du pH optimum en fonction de l'origine de l'enzyme, La 

stabilité des hexosaminidases est aussi fonction du pH de la solution. 

Ainsi la $-M-ac6tylglucosaminidase isol6e de Phaseolus vulgaris perd 

50 p.lW de son activité en une heure dans une solution dont le pH est 

de 3,s. L'enzyme isolée à partir de l'épididyme est stable 1 heure il 

37'C en tampon citrate de pH 3,5 à 7,s mais est compl&tement inactivée . 

en dehors de ces limites. D'une manière g6n6rale la solution de $-N- 

acétylhexosaminidase sera ajustée B un pH supeieur à 4. Signalons . 
cependant qu'il ne faut jamais conserver une solution enzymatique B un 

pH voisin .de son pH optimum d'action B cause de l'autodégradation de 

1 ' enzyme dans ces conditions. 

NATURE DU SUBSTRAT 

Les fi-N-acétylglucosaminidases possedent une activité sp6ci- 

fique vis-8-vis de l'aglycône pour des substrats synth6tiques et vis- 

8-vis des substrats naturels. 

Les informations concernant la spécificité des ~-~-ac~t~l~lucosa- 

minidasea sont fragmentaires. Elles peuvent Btre résumées de la manière 

suivante : 

a - La sp6cificitt3 est absolue pour les liaisons B-glycosidiques. 
b - Les PN-acétylglucosaminiclases hydrolysent aussi bien les 

alkyles que les aryles &Pi-ac6tylglucosaminides . four ces derniers, la 

vitesse d'hydrolyse est fonction du degré de substitution du noyau ben- 

zénique (BOROOAN , LEABACK et WALKER) ( 92 ) . 
Le groupement N-acétyl est toutefois indispensable ; en effet, 

les pN-propionyl, &N-butiryl et le BN-(toluiine-p-sulfony1)-glucosami- 

nides ne sont pas hydrolysés par l'enzyme il l'exception toutefois du mé- 

thyl-$ -N-formyl-glucosaminide qui est rapidement hydrolysé (FEUBERGER et 

PITT-RXVERS ) (93 1. 



T A B L E A U  X 

Var ia t ions  du pH optimum de l a  P -hi-acétylglucosaninidase 

isoliSe à p a r t i r  de d i f f é r e n t e s  sources .  

( 1  p-N-p : para-n i t rophénol  

O-N-p : or tho-n i t rophénol  

R é £  érences 

FIMDLAY e t  LEW ( 9 4 )  

PUGH , LEABACK et: WALKER 
(95 
WALKER , WOOLLEN e t  
WEYWORTH (96) 

BOROOAH,LEABACK e t  
WALKER (97) 

WEISSMANN e t  a l .  ( 9 8 )  

MURAMATSU ( 99 ) 

HUGHES e t  JEANLOZ (100) 

IJATKINS (101) 

BERGER e t  REYNOLD (101) 

IBGA e t  a l .  (103) 

BAHL e t  AGRAbIAL (104) 

L I  e t  L I  (105) 

i 

r 

Orig ine  de l'enzyme 

Epididyne de Porc 

Rein de Rat 

T e s t i c u l e  de B é l i e r  

Foie  de Boeuf 

Turbo cornutus 

Pneumocoque type 1 

Trichmonz-ç foe tus  

Streptomyces g r i s eus  

Aspe rg i l l u s  orpz- 

Phaseolus v u l g a r i s  

Fève Jack  

S u b s t r a t s  

hydrolysés  

Phéno 1 

p-H-p (*) 

Phénol 

P-N-P 

Phéno 1 

P-N-P 

O-M-p (*) 

P-N-P 

P -N -P 

P -N-P 

P-N-P 

Phénol 

Phéno 1 

P-N-P 

p -N-p 

pH optimum 

4,2 

4,2 

4,3 

4,4-4,5 

4 , 4  

4,5 

4,C: 

4,5 

4,O 

5,3 

7,0-7,2 

5 , 3  

4 - 5  

4,5 

4,2-6,5 



c - Les B-PJ-acétylglucosûminidases hydrolysent l e s  subs t ra t s  

synthét iques renfermant de l a  N-ac&tylgalactosamine. En e f f e t ,  en 1961, 

TJOOLEN, 'GJALKEL, e t  IIEUXIRTH ( l e ? )  ont  rer,larqué que dans un grand nombre 

de prr5parations enzymatiques il é t a i t  impossible de séparer  les deux 

a c t i v i t é s  P-N-acétylglucosaminidasique e t  galactosaminidasique. Depuis, 

de nombreux auteurs  ont  f a i t  l e s  nênes remarques. I l  fau t  cependant si-  

gnaler que l e s  prépara t ions  sont  généralement p lus  a c t i v e s  vis-à-vis  

des N-acétylglucosaminideç que des galactosarninides. Nous avons dans 

l e  Tableaux1 (p. 25) rassemblé des va leurs  de l a  constante de Michae- 

l i s  de quelques N-acétylglucosaminidaseç vis-à-vis  de s u b s t r a t  syn- 

thé t ique .  Nous pouvons remarquer q u ' i l  e x i s t e  des d i f ferences  d ' a f f i n i -  

t é  se lon  l 'aglycone u t i l i s é .  Ce t t e  p ropr ié t é  peut être l e  r e f l e t  de l a  

s t a b i l i t é  de l a  l i a i s o n  con t rac té  e n t r e  l e  monosaccharide e t  l 'aglycone 

Cette  p ropr ié t é  seramvera d ' a i l l e u r s  au noment de l 'hydrolyse  de pro- 

du i t s  na tu re l s .  

2 - SPECIFICITE VIS-.' -:TI3 pTS STJzSm:i;nlf , y i ~ ;  ;;LI, 
-A. 

LIFKER, MF,YER e t  EIOFET4AW (109) ont  montré que l e s  d i -  

t r i  e t  té t rasacchar ides  r e n f e m n t  de la D M-acétylglucosamine en p o s i t i o n  

terminale non r é d u c t r i c e  sont  totalement hydrolysés par  une enzyme i s o l e e  

du Foie de Boeuf. C e s  r é s u l t a t s  sont  c o n f i n é s  pa r  f.7ELL;L;MANEJ et  a l .  (110) 

pour le  trieaçchari.de su ivant  : 

Par cont re  l e  t r i sacchar ide  n ' e s t  pas hydrolysé pa r  

l e s  P 43-acétylglucosauinidases iso26eçdu Pneumocoque ou de 1 'Emulsine 

d 'mande.  De nême PROEII-EIN e t  GATT (111) ont  confirmé par l a  s u i t e  l ' e x i s -  

tence d'une s p é c i f i c i t é  d 'ac t ion;  Le tableau X I I  (p. 27) nous nontre l e s  

r é s u l t a t s  obtenus p a r  ces auteurs .  Cet te  s p é c i f i c i t é  d ' ac t ion  e s t  en f a i t  

beaucoup plus liée à l ' o r i g i n e  de l a  source enzymatique qu 'a  l a  nature du 

s u b s t r a t .  Plus r é c m e n t  V I K W  e t  a l .  (112) ont  m i s  en évidence l a  spéc i -  

f i c i t é  de  l a  a-N-ac6tylglucosaminidase i s o l é e  de llEpididyme de Porc vhs- 

&-vis du type de l a  l i a i s o n  à hydrolyser.  Mous avons rassemblé dans l e  

tableau XII1 (p. 2 ~ )  l e s  r é s u l t a t s  q u ' i l s  ont  obtenus. D'après ces au teurs  

l ' o r d r e  d ' a f f i n i t é  décroissante  de l'enzyme e s t  l a  su ivante  : l i a i son  1 , G ,  

1 ,3  e t  1,4. 



T A B L E A U  X I  

Constante de Michaelis d'hexosaminidases d'origines diff6rentes 

vis-à-vis des phényl et p-nitrophényl 2-amino-2 déoxy-@-D-hexosaminid~c . 

Origine de l'enzyme 

Rein de Rat !:JALKER, WOOLLEN et 
IIEUIfiJQRTEI ( 1 12 ) 

Testicule de Bélier tTOBLLEEJ, HEUCJORTI-I et 
I,JALIQ2f)o ( 113 ) 

Epididpe de Rat 1 FINDLAY, LEVW et MARSB(~~~) 

Phaçeolus vulgaris 

Pneumocoque Type 1: 

Aspergillus ni~er 

Fève Jack 

BkHL et AGMWAL (115) 

HUGLES et JEANLOZ (115) 

Aspergillus oryzae NEGA, LKEIJAYA et f.IIITSIJSEIIî&A 
(119) 

Rein cle Rat 

Testicule de Bélier WOQLLEN, HEYkJORTB et 
FJALKER (121) 

Fève Jack 1 LI et LI (122) 

Aspergillus oryzae NESA, IY\Eî?Ai'SI et IATSUCHIFU 
I (123) 



Spécificité des p-11-acétylglucosaminidases i sQ1és  du cerveau 

de Veau selon FROX.ELi;! e t  SATT (124) 

Substrats 

Lacto-N-triose (dl 

Disaccharide (£1 



S p é c i f i c i t é  de l a  P-11-acétylglucosaminidase i s o l é e  à p a r t i r  

de  l 'épididyme de  Porc s e l o n  VLKEIA, I W R Z I E V A  et I C - ; O Z L I I T ( ~ ~ ~ ) .  

max . r/l/sec/ng de p r o t é i n e  



Signalons enf in  que : TkiREL!TIMO e t  EZALEY (125) ont  m i s  

en évidence une d i f férence  de s p é c i f i c i t b  des P-N-acétylglucosamini- 

dases A e t  B isolc5es de l ' ov iduc te  de Poule vis-à-vis  d'un tétra-N- 

ncéty lchi to te t rao3e .  Par cont re ,  d ' au t res  auteurs  cmme IEJYI-EL, e t  

JEANLOZ (127) ; CAYC-ILL, ROSTOM e t  JEVONS (122) ; Bk3IL e t  AGUIIAL 

(129) e t  MURAWTÇLJ (129) ont  s igna lé  q u ' i l  n ' e x i s t a i t  pas de spé- 

c i f i c i t é  enzymatique vis-à-vis  du s u b s t r a t .  Ces r é s u l t a t s  sont  en- 

core  t rop  f r a ~ e n t a i r e s  e t  con t rad ic to i res  pour pouvoir s e  prononcer 

dé f in i t ivenen t  s u r  l e s  v a r i a t i o n s  de s p é c i f i c i t é  enzymatique en fonc- 

t i o n  de l a  na tu re  du s u b s t r a t .  

1 - LES ACTIVAT3URS - 

Les ca t ions  b iva len t s  ne semblent pas avo i r  d 'ac t ion  d i -  

r e c t e  s u r  l'enzyme p u r i f i é e .  11 appara i t ,  à l a  vue du tableau X I V ,  

p.  30 que l a  P -N-acétyl-glucosarninidaçe n ' e s t  pas  une m6tallo-pro- 

té ine .  I l  e x i s t e ,  par  contre,  d ' a u t r e s  compos6s qu i  ac t iven t  l ' e n -  

zyme. 

D'une p a r t ,  MJMMATSU (130), montre que l f o s i d a s e  i s o l é e  du 

f o i e  de u rbo-coruu tus  e s t  ac t ivée  pa r  l e  clilo-cure de sodium. On CU- 

r a i t  pu penser à un cas p a r t i c u l i e r ,  c a r  l e  Turbo cornutus e s t  un 

gastéropode r.larin, n a i s  FIPIDLC,Y e î  LEVTPI (131), UELÇSEPiEiM e t  a l .  (132) 

observent l a  même ac t ion  pour l e s  enzymes isoaées de ltép.ididyme du 

Porc e t  du f o i e  (:le Boeuf. 

D 'aut re  p a r t ,  on s a i t  que l 'albumine augmente l a  v i t e s s e  

de réac t ion ,  mais ce n ' e s t  pas un "ac t iva teur  v r a i "  car  e l l e  s t a b i -  

l i s e  l'enzyme e t  dininue l a  p e r t e  d ' a c t i v i t é  spéci f ique  qu ' en t ra îne  

l a  d i l u t i o n .  

LES INILBITEURS - 

Mous pouvons v o i r  dans l e  Tableau XV (p. 31) que l ' a c t i o n  

de 1'EDTA n ' e n t r a î n e  pas une i n h i b i t i o n  de l'enzyme. Par contre,  l a  

N-acétyl-glucosarnine e t  s e s  dér ivés ,  l e s  tampons acé ta tes  e t  l e s  s e l s  

de métaux lourds en t ra înen t  une i n h i b i t i o n .  



T A B L E A U  ICLV 

Action des d i f f é r e n t s  ions  s u r  l ' a c t i v i t é  des  P-T'J-acétyl- 

g lucosar~~in idanes  d ' o r ig ines  d i v e r s e s  

( 5 )  S e l  disodique de l ' a c i d e  é thylène  diamine t é t r a a c e t i q u e  

( 6 )  Para-chloror,zercuribenzoate 6e sodium 





La$-N-acétyl--cosamine et ses d6rivés a - - --- -- ------ --- - -.-- 

L' hydrolyse des P-'T-acétyl-glucosami:: ides est inhibée de 

maniere compdtitive par la N-acétyl-glucosmine libre. Ceci est très 

important car iiy a ntScessit4 au cours de l'hydrolyse d'éliminer la 

Itl-acétyl-glucosamine au fur et à mesure de sa libération. F61!DLAx:, I . i Z T N ? '  

eC iimÇ!I (1321, dans la poursuite des travaux de LEVTJ* (139) et de 

COl'TDESIE et Lt7lAF< (140) sur l'!inhibition des osidases par les aldono- 

lactones correspondantes ont synthétisé la -11-acétyl-glucosarninolactone 

(2-acétamido-2-désoxy-D-gluconolactone) et ont remarqué que la lactone 

est un inhibiteur compétitif. 

Ces travaux ont été confirm6spar la suite par LEABACK (141) 

Nous avons dans le tableau X 7  (p. 31) rassembl6 quelques valeurs de la 

constante d'inhibition en fonction de différents inhibiteurs. 

b - Action des tampons ac6tate 
P 

P'IYN, JXABACK et iTAJdKE?. (lk2) montrent que la P-TJ-acétyl- 

glucosaminidase est inhibée par les tampons acétate. L'inhibition est 

compétitive, l'acetate formerait un complexe inactif avec l'enzyme, dQ 

probablenent à la grande affinité et B la haute spécificit6 de l'enzyme 

envers les groupements acétyls. 

c - Action des métaux --- -- - ------ 
Certains métaux possèdent la propriéte5 d'inhiber l'action 

de la B-N-acétylglucosarriinidase. Pami ces mgtaux nous citerons le pa- 

rachloromercuribenzoate, le nitrate d'argen2 et 11iodoac6tamide qui 

selon FP.GFTiJ%I:J et 7AYT (11,3) inhibent l'enzyue du cerveau de Veau. 

!?U?!%S et .rEAirLOZ (Ilih) remarquent une inhibition de l'enzyme par les 

sels de mercure et: de cadmium, ce qui indique le raie important d'une 

fonction thiol dans le site actif de l'enzyme. 

Le dosage de l'activité de la p-N-acétylglucosaminidase 

d'un point de vue biologique peut être intéressant. WALKZR, IJOCLLEN 

et PTJCI! (145) ont montré que les taux de l'enzyue sont identiques 

dans le sérum de 1'i:onme et de la Femme, mais que, chez la Fenme, 

le taux augmente rggulièrement pendant la grossesse et diminue rapi- 



denent pour atteindre un taux normal après l'accouchement. 11 semble 

donc que la quantité d'enzyme soit sous la dépendance d'un contrale 

hormonal. COTJCBIE et FIIVDLSiY (1461, pour leur pr-t, ont renarqué que 

chez le Rat, le taux de j3-TT-acétylglucosaminidase diminue après la 

castration et que le taux redevient normal après injection de t l S ~ t 0 3 t 4 -  

rone ou d'oestrogènes. Quant WOOLLEFT et TURNER (1471, ils ont montré 

que le taux de B -N-acétylglucosaminidase du plasma variait, au cours 
du diabste, de façon synchrome avec le taux de glucose sanguin. Ces 

auteurs one, aussi mis en évidence une augmentation du taux de la P-bl- 

acétyl-glucosaminidase au cours d'infarctus du myocarde. Toujours selon 

ces auteurs, au cours de l'hépatite infectieuse, des carcinomes du pou- 

mon, de l'extomac, du pancréas et de la prostate, on observe une aug- 

mentation du taux de l'enzyme. L'enzyme serable donc être en rapport di- 

rect avec la modification de structure des glycoprotéides tissulaires. 

Comme nous 1 'avons vu ~ a g e  19 1' absence de P -EJ-acQtylgluco- 
saminidase ou de l'une de ses formes (forïae A) est la cause des mala- 

dies héréditaires graves, corne la maladie du Tay-Sachs par exemple. 

Le d6pistage de certaines maladies rénales peut être réalis6 selon 

DAPJCE et al. (148) par l'identification dep -TT-acétylglucosaminidase 

dans les urines. 

VI1 - CONCLUSIONS -- 
Il apparaît une grande diversité dans les propriétés des 

B-M-acétylhexosaminidases selon leur origine. En particulier, on note 

que le pl3 optimum varie dans de larges proportions et que les nasses 

moléculaires avancées par les auteurs ne sont pas identiques. On peut 

penser que selon leur origine, les f3 44-acétylhexosaininidaçes ne possè- 

dent pas toutes une structure semblable et on peut s'attendre à ce que 

leur action diffère également. 

Les difficultés d'isolement proviennent principalement de la 

complexitc5 des nilieux d'extraction, de la similitude des propriét6s 

physico-chimiques des glyrodidases, de l'existence d'isozymes, du risque 

de la diminution d'activite enzymatique au cours du fractionnement, l'en- 

zyme étant sensible au pIX et à la temperature. De plus la stabilité de 

l'enzyne dininue avec son degré de pureté. A côté de ces problèmes il 

existe aussi celui de savoir si les deux activités P-N-acétyi-glucos&.nini 

dasique et galactosaminidasique sont portxes par la même protéine et s'il 

existe un ou deux sites aet i fs ,  



XOSEPTAH e t  DORPI%N (149) ont  c a r a c t é r i s é  1' a-N-acétyl- 

glucosaminidase dans l e s  t i s s u s  de mammifères ( e x t r a i t s  de f o i e ,  r.ate, 

poumon du Rat e t  du ~ a p i n ) ,  e t  dans l e  f i l t r a t  de c u l t u r e  de Pneu~~o-  

coque type 11, Cet te  enzF1e a é t é  par  l a  s u i t e  c a r a c t é r i s é e  par  WEISS- 

EiltlMlJ e t  a l .  (150) dans l e  f o i e  de Boeuf n a i s  l a  source l a  p lus  r i c h e ,  

se lon  IJATKINS (151) r e s t e  un protozoafre  Trichmonas foetus .  

L' a -N-acétylg3ucosaminidase e t  1' a -Tg-acétylgalactoçamini- 

dase ont  é t é  l o c a l i s é e s  dhez - Trichomonas foetus par  WATKITJS (151), pu i s  

chez Helix pomat i a  pa r  TUPPY e t  STAüDEP.7BAWit (152). WEISÇP'IAPIM e t  FRIEDE- 

R I C I  (153) ont  d é t e m i n é  l l a c t i v i t &  de 1' a-N-acétylgalactosaminidase 

dans d i f f g r e n t s  organes du Porc. Le tableau XVI (p.  35) raçserible l e s  

r é s u l t a t s  obtenus p a r  ces auteurs .  Ce t t e  enzyme a é t é  par  a i l l e u r s  n i s e  

en évidence dans l a  r a t e  de Boeuf par  WERRIES -- e t  a l .  (154.). 

II - I S O L E ~ M T  DES ENZYMES 

TUPPY e t  STAUDEI.JBKJER (155), llERRIES e2 a l .  (15') ont  r s u s s i  

à p u r i f i e r  1 ' a-i.1-acétylg. lactosaminidase. 

Il fau t  a u s s i  noter  que WELSÇ'FIAbl.TN e t  FILI4RICIISEi.à (157) ont  pu- 

r i f i 6  300 f o i s  1' a-N-acétylgalactosaninkdase du f o i e  de Porc.par p réc i -  

p i t a t i o n  au s u l f a t e  d'amnoniun pu i s  chromatographie s u r  DEAX-cellulose 

e t  gé l  de dextran. C e s  auteurs par  é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  c a r a c t 6 r i s e n t  

jusqu'à jusqu'à h u i t  isoenzynes de 1' a-N-acétylgalactosarninidase. Le 

taux des a-N-acétylhexosaminidases dans l e s  t i s s u s  e s t  r e l a t ivenen t  

f a i b l e ,  ce12 explique dans un sens l e  peu de renseignenents que nous 

possédons. 

Aucune p r o p r i é t e  physico-chir.1ique des ci-N-acétylhexosaninidases 

n ' a  encore été  déterminée. La d i f f i c u l t é  d 'obteni r  des so lu t ions  enzynati- 

ques su£f i sament  pures explique l 'absence t o t a l e  de ces études.  



T A B L E A U  XVI 

Xépartition de 1 '  a-N-ac6tylgalactosar~inidase 

dans di f férents  organes du Porc (TTEISÇNA',J"I et 

PRIEDERICI ) ( 15 7 ) 

Sources enzymatiques 

Rate 

Intes t in  

Cerveau 

Testicules 

I 

Quantité de phénol l ibéré en Pg 

par heure e t  par mg de t i s s u  fra i s  

4920 

44GO 

4160 

3 300 

10 30 

5 70 

4 70 

3 00 



Nous étudierons successivenent l'influence : 

- du p9 de la réaction, 

- de la nature du substrat 
et des effecteurs 

sur l'action enzynatique des a-M-acétylhexoçaminidases. 

Le pl3 optimurn des a-R-acétylhexosaminidases se situe 

entre pI3 4 et 5. Les solutions enzymatiques sont inactiv6es à des pH 

supérieure à 5 .  

INFLUENCE DE Lii, FIATURE DU SUBSTPAT 

A notre connaissance, aucun travail n'a porté jusqu'à 

maintenant sur l'étude de la sp6cificitE d'action des a-N-acétylhexo- 

saminidases. 

PIURkTTATÇU (151 ) a montré que 1 ' a-IJ-acétylglucosamini- 
dase isolee de Turbo cornutus Qtait activée par le chlorure de sodium 

et inhibee par le pCFB IO'$. 

A part cet auteur aucune mise en évidence de coaposés 

aotivant ou inhibant les a-N-acétylhexosaminidases n'a été signalée. 

V - CONCLUSIONS 

De nonbreux travaux sont encore nécéssaires avant que 

l'on connaisse ces a-N-acétylhexosaminidaseç d'une nani&re aussi par- 

faite que la P-D-galactosidase isolée dfEscherichia coli. Les rensei- 

gnements que nous possédons sont beaucoup trop framentaires et le pro- 

blene najrur est de savoir corne dans le cas des B-N-acétylhexosanini- 

dases s'il existe une ou deux protéines responsables des deux activités 

a -Il-acStylglucosaninidasique et galactosarninidasique. Signalons enfin 

que depuis les travaux de bTERRIES et al. (159) il senble que les deux 

a -N-acétylhexosaninidaçes soient ~des.snzynes differsirtes. 



On peut  remarquer que l e s  IJ-acétylhexosaninidases 

forment un groupe d'enzyne re la t ivement  homogène. Lcure p r o p r i & t é s  

physico-chiniques son t  en grande p a r t i e  i den t iques .  Cela s e  t r a d u i t  

p a r  la d e s c r i p t i o n  d 'un  nonbre cons idérable  de méthodes de prépara-  

t i o n  sans qu'aucune d ' e l l e  ne s o i t  p a r f a i t e .  II ne f a u t  pas  ouLl ie r  

que l a  première N-acétylhexosaninidase c r i ç t a l l i s é e  a &té obtenue 

en 1970 ; l a  p-B-galactosidase dsEçche r i ch i a  c o l i  l ' e s t  depuis  1959. 

k cô té  de ces problèmes de prEparat ions il e x i s t e  

un a u t r e  p r o b l h e ,  beaucoup p lus  important :  Ir? s p é c i f i c i t é  des  N- 

acétylhexosa13inidases.  Toutes l e s  enzymes qu i  on t  é t é  é tud iées  jus- 

qu ' à  présent  l ' o n t  é t é  à l ' a i d e  d e  s u b s t r a t a s y n t h é t i q u c f ; ~ ~  de subs- 

t r a t sna tu re l ç  t e l l e n e n t  différents  q u ' i l  n ' e s t  pas  poss ib l e  de m e t t r e  

en évidence I l a f f i n i t é  générale  de c e s  enzymes .avers  l e s  s u b s t r a t s  

corne  ce f u t  l e  cas  pour l a  B-D-galactosidase d fEsche r i ch i a  c o l i .  

La découverte de formes d i f f é r e n t e s  de N-acétyl- 

hexosarninidases à 1 ' i n t d r i e u r  d'un même organe ou d'un r.?@r,ile organis -  

me l a i s s e  p r & v o i r  (à no ins  q u ' i l  ne s ' a g i s s e  de v é r i t a b l e  isozyne)  

une s p é c i f i c i t é  d 'hydrolyse vis-à-vis  des  s u b s t r a t s ,  hydrolyse adap- 

t é e  au nétabolisrne de f ' e n d r o i é  où e s t  syn thé t i s6e  l'enzyme. 

Le nonbre r e s t r e i n t  des  r é s u l t a t s  su r  la s p é c i f i c i -  

t é  de ces 3-acétylhexosaxxinidases nous a amené à e tud ie r  l ' a f f i n i t é  

de ce r t a ines  fi -M-ac~tylglucosûminidases s u r  des  s u s t r a t s  n a t u r e l s .  



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  
i 



Une étude chromatographie p réa lab le  des produi ts  

obtenus apres hydrolyse d 'ol igosaccharides par des prgparat ions de 

r a t e  de  Boeuf et  d'Aspergillus n ige r  nous a am-é à penser que l a  

v i t e s s e  d'hydrolyse dépendait d'une p a r t ,  de l a  prépara t ion mzyrna- 

t ique  u t i l i s é e ,  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  de l a  nature de l a  l i a i s o n .  Pour 

c o n f i m e r  ces  r é s u l t a t s  nous avons r e p r i s  ces expériences d'une ma- 

n i & r e  q u a n t i t a t i v e  e t  nous avons dSterniné l a  constante  de IYLichaelis 

de  cinq p-N-acEtylhurosdnidases d 'or ig ines  d i f f é r e n t e s  l o r s  de 

l 'hydrolyse de  s u b s t r a t s  de s t r u c t u r e  variable.  

Notre t r a v a i l  a donc consis té  dans un premier temps 

a préparer  des solut ions  d e  $-N-acétylhexosarninidases d 'or ig ines  d i f -  

f é ren tes  e t  à connaî t re  quelques unes des propriéttss de  ces  enzymes. 

Dans un second tenps, nous avons é tud ié  l ' i n f luence  : 

- de l ' o r i g i n e  de l'enzyme, 

- de l a  na tu re  d e  l a  l i a i s o n  os id ique à hydrolyser, 

- d e  l a  t a i l l e  du subs t ra t  

s u r  l a  v i t e s s e  d'hydrolyse des cinq P-N-acétylhexosaminidases. 



Nous examinerons d'abord les a4thodes analytiques uti- 

lisées pour déterminer l'activité des $-M-acétylglucosaminidases 

(E.C. 3-2.130), puis nous exposerons les différentes techniques 

employées pour prtsparer ces anzymes. Nous donnerons ensuite la 

structure desosides qui ont servis de substrats. Enfin nous d6- 

crirons le protocole expérimental de l'hydrolyse enzymatique. 

1. - METHODES ANALYTIQUES 

MESURE DE L'ACTIVITE EMZYMATIQUE A L'AIDE D'HETEROSIDES DE SYNTNESE 

La présence de glucosaminidases dans une solution peut 

être décelée en utilisant des hdtgrosides de synthèse. Ces hétéro- 

sides sont constitués par un résidu de N-acétylglucosamine uni par 

une liaison a ou fi osidique à un aglycane. 

L'action d'une enzyme sur l'hétéroside correspondant pro- 

voque d'une part la libération de l'ose et d'autre part la liberation 

de l'aglycone. La mise en évidence de l'activité glycosidasique peut 

être réalisée en mesurant soit la quantité d'ose libér6, soit la quan- 

tité d'aglycone libre dans le milieu. 

La méthode de dosage de l'aglycone varie suivant la nature 

de l'hétéroside utilisé. Jusqulà présent, les hét6rosides employés ont 

été les m4thyl-osides, les phényl-osides, les p-nitrophgnyl-osides et 

les méthyl-umbelliferyl-osides. Les méthyl-osides sont actuellement 

tras peu utilisés car ils manquent de sensibilité au point de vue de 

l'hydrolyse et des méthodes de dosage. Au contraire, les mtsthyl-ura- 

belliferyl-osides permettent d'effectuer des dosages de l'ordre du 

mnogramne par spectrofluorimétrie. Au Iaboratoire, nous utilisons 

principalement les phényl (i) et p-nitrophényl-.os3,df.i8 (-1, nous do- 

sons le phdnol et le p-nitrophénol libérés, la sensibilité de la mé- 

thode est de l'ordre de 0,l ug. 

(%) Nous adressons nos plus vifs remerciements au Peofesseur E. BUDDECKE qui nous a 
fourni le ph6nyla-N-acétyl-glucosaminide. 

(-1 Les hétérosides du p-nitrophénol nous sont fournis par PIERCE CIIEI4ICAL COMPANY, 
Rockford, Illinois, U.S.A. 



Le p r inc ipe  de l a  méthode est le  suivant  : 

A - PRINCIPE 

Les hétéros ides  du p-nitrophénol en solu t ion  sont  

incolores.  Après a c t i o n  de l'enzyme correspondante s u r  l f h é t é -  

ros ide ,  il y a coupure du s u b s t r a t  se lon  l a  f i g u r e  3 , p. 42. 

En milieu basique, l e  p-nitrophénol l i b é r 6  prend une colora t ion  

jaune. Cet te  co lo ra t ion  s 'expl ique  en admettant l a  presence de 

deux formes tautomères ; l ' u n e  phénolique inco lo re  qui  est c e l l e  

des ni trophénols  il l ' é t a t  s o l i d e ,  l ' a u t r e ,  quinonique colorée,  

d i t e  v a r i 4 t é  a c i n i t r é e  qui  prédomine en présence de base ( f igure  

3, p. 42) .  

1 - Solut ion  aqueuse d 'kétéroside 5mPf ( c e t t e  so lu t ion  

se conserve un mois à 4'C e t  ii l ' o b s c u r i t é  ; la l i a i s o n  Qtan t  l a -  

b i l e ,  il y a e n s u i t e  une hydrolyse).  

2 - Solut ion  enzymatique pure ou mélange enzymatique. 

3 - Solut ion  tampon de Mc ILVAINE (150). 

4 - Solut ion  de carbonate de sodium molaire. 

$IODE OPERATOIRE ET DISCUSSION 

Dans un tube 3 h6molyse bien propre contenant 25 p l  de 

la so lu t ion  d 'hé té ros ide  sont  a joutés  100 yl de so lu t ion  enzymati- 

que e t  900 pi de s o l u t i o n  t p o n  dont l e  pH est équivalent  au pR 

optimum de l'enzyme. Le mélange e s t  ensu i t e  p o r t 6  à 37OC pendant 

l a 3  minutes. I l  s ' a g i t  de l a  méthode de CONCHIE (16 1) que nous avons 

adaptée & nos besoins,  c 'est-&-dire que nous avons dininué l a  con- 

cen t ra t ion  des so lu t ions  d 'hé téros ide  e t  de ce  f a i t  diminué les vo- 

lumes réact ionnels .  

Le p-nitrophénol l i b e r 6  par  hydrolyse enzymatique e s t  

m i s  en Qvidence par  a d d i t i o n  de 500 $. de carbonate de sodium no- 

l a i r e .  La so lu t ion  jaune obtenue e s t  r t a b i l i s 6 e  15 minutes à tem- 

p é r a t u r e  ambiante. La so lu t ion  peut ensu i t e  &tre dosée par  rapport  





à une game étalon de p-nitrophénol. 

Le tracé du spectre d'absorption du p-nitrophénol en 

milieu alcalin (figure 4 ,  p. 44) nous montre que le maximum d'ab- 

sorption de l'aglycone se situe à 400 m. La proportionnalité des 

r4sultats est vérifiée pour des concentrations de p-nitrophénol 

comprises entre O et 22,s p g  (figure 5, p. 4 5 ) .  

Le dosage du p-nitrophénol libéré s'effectuera donc B 

400 nm en se référant à une gamme étalon draglycone. 

MESURE DSJ POWQIR PaDUCTEUR 

Dans un premier temps nous avons employé la méthode de 

PA= et JOHNSON (162) qui est la méthode la plus souvent citée par 

les auteurs. Cette méthode permet de doser 0,5 pg d'ose réducteur 

mais, malgré la sensibilité de cette méthode nous n'avons pu l'em- 

ployer car la présence d'ions phosphate en concentration élevée 

provoque l'apparition d'un précipité dQ probablement à la forna- 

tion de phosphate ferrique. De plus le tampon phosphate inhibe le 

développement de la coloration. Aussi nous avons repris la méthode 

de MONTREUIL (153) et MONTREUIL et SCHEPPUR (154). Nous avons aug- 

menté la sensibilité de la méthode en diminuant toutes les quanti- 

tés des rgactifs. 

Le dosage des oses réducteurs est fond6 sur la réduc- 

tion du ferricyanure de potassium en ferrocyanure et sur la f o m -  

tion de ferrocyanure ferrique par l'addition d'un sel ferrique. Le 

ferrocyanure ferrique est maintenu en solution par l'addition d'a- 

cide oxalique. 

- Solution de ferricyanure de potassium pur à 0,20 g 

p.100 ml d'eau distillée. Cette solution doit Btre préparée au 

moment de l'emploi. 

- Solution alcaline de cyanure de sodium 



Figure  no 4 : Spec t r e  d ' abso rp t ion  d 'une  s o l u t i o n  aqueuse 

de  p-n i t rophénol .  



Figure  no 5 : Var ia t ions  de l ' absorbance  des s o l u t i o n s  

aqueuses d e  p-ni t rophénol  en fonc t ion  de  l a  concent ra t ion  en p-ni- 



Cyaoure de sodium pur ............ 0,3 g 

Carbonate de sodium pur anhydre .. 1,6 g 

Eau bidistillée q.s.p. ........... 100 nl 

- Solution aqueuse d'acide oxalique pur à 2 g p.100 ml 

d'eau bidistillée. 

- Solution phosphoferrique : 
..... Sulfate ferrique anhydre pur 1 g 

Acide phosphorique pur 60°Bé ..... 15 ml 

Eau bidistillée q.s.p. ...:....... 100 ml 

Dissoudre 2 chaud le sulfate ferrique dans 50 à 5 0  ml 

d'eau bidistillée additionnee de l'acide phosphorique. Conpl6ter 

aprb refroidissement. 

C - MODE OPERATOLRE ET OSCUSSLOM 

On introduit dans des tubes à hémolyse très propres, 

500 de la solution de glucides r6ducteurs (1 à 4 p g  d'oses), 100 

pl de la solution aqueuse de ferricynnure de potassium et 1 0 0 ~ 1  

du rQactif au cyanure de sodium. 

Toutes les o.pérations sont ensuite effectuQes à l'a- 

bri de la lumière. 

Le mélange est maintenu pendant 9 rninutes au bain-marie 

bouillant et refroidi rapidemant sous un courant d'eau froide. On 

ajoute 1,7 ml d'eau bidistillée puis 25 p 1 de la solution d'acide 

oxalique et l m  ~1 de la solution phosphoferrique. 

Après agitation et un séjour à l'obscurité de 3 à 5 

heures, l'intensité de la coloration bleue est d6tenninée à 670 nb. 

Cette méthode de dosage est tr&s sensible. La figure 6, 

(p. 47) montre que les densit6s optiques sont proportionnelles pour 

des quantités d'oses comprises entre 1 et 4 pg. Les ions des tampons 

ne presentent pas d'interférence notable. Comme les densités opti- 

ques varient en fonction de la nature de l'ose, il est nécessaire 

de se référer à des solutions thoins de même composition que la 

solution à doser. Nous avons appliqu4 cette m6thode lors de l'hydro- 

lyse desosidee que nous avons étudiés. 



Figu re  no  6 : Var i a t i ons  de l'absorbante en fonc t ion  de 

l a  concen t r a t i on  en o l igosaccha r ide  réduc teur  au cours du dosage p a r  

l a  méthode au f e r r i cyanure .  



III - METHODE S PEC IFIQ'E DE DOSAGE DES N-ACETY LHEXOSIIPIIlTES 

Mous avons employé l a  méthode de 600D e t  BESSMPJ (165) 

pour doser l e s  N-acétylhexosamines I ibérQes  après hydrolyse enzymî- 

t ique .  

A - PRINCIPE - 
Par chauffage en mil ieu a l c a l i n ;  Les 17-acétyl-glucosa- 

mines l i b é r é e s  après  hydrolyse enzymatique e t  l e s  M-acétyl-glucosa- 

mines conjuguées en pos i t ion  terminale dont l 'hydroxyl en C4 est 

l i b r e ,  donnent t r o i s  chronogènes i d e n t i f i é s  par  STANLEY (1661, 

KWN e t  I(IIUGER (167). Le chromogène III s e  cond.ense ensu i t e  avec 

le  p-diméthyl-aminobenzaldt5hycle. 

1 - Solut ion  de t é t r abora te  de potassium pH 9,2 

. . . . . . . . . . . . . . . .  Acide borique 1,12 noles  

Potasse ...................... 0 , 5 5  mole 

Eau b i d i s t i l l é e  q ; s  .p.  ....... 1080 m l  

Solut ion  de g-diméthylamino-benzaldéhyde 

La so lu t ion  e s t  obtenue en d issolvant  10 g de p-DIIAB 

dans 108 m l  d ' ac ide  acé t ique  g l a c i a l  renfem-ant 12,5 m l  d 'ac ide  

chlorhydrique concentré. La so lu t ion  e s t  d i l u é e  au d i x i h e  avec 

de l ' a c i d e  acé t ique  g l a c i a l  au moment de l 'emploi ,  

3 - Mode opéra to i re  e t  d iscuss ion 

Dans des tubes à hénolyse t r è s  propres,  on i n t r o d u i t  

100 de l a  s o l u t i o n  à doser e t  100 p l  de l a  so lu t ion  de létra- 

bora te  de potassium. Les tubes, bouch&s, son t  placés exactement 

3 minutes au bain-marie bou i l l an t .  Les tubes sont  ensu i t e  por t é s  

dans un bain d'eau e t  de  glace pendant 5 minutes. ô00 pl de l a  so- 

l u t i o n  d i luée  de p-DW sont  a l o r s  a jou tés .  On place  les tubes aprés  



agitation pendant 20 minutes à 37OC. Ils sont ensuite ramenés à tem- 

pérature ambiante et les mesures sont effectuées & 5V5 nm. L'absorbante 

est proportionnelle à la concentration en osanines pour des quantités 

comprises entre 2 et 10 pg p. 100 ml (figure 7 ,  p. 5 0 ) .  Ces résultats 

ont été acquis sur des solutions aqueuses. Mous nous sommes heurtés à 

de nombreux problèmes lorsque nous avons voulu doser directement les 

IJ-acétylosamines  dan^ un milieu tamponné. En effet l'intensité de co- 

loration 4tait très faible, voir nulle. Nous avons voulu verifier si 

le tampon intervenait sur l'intensité de coloration. Le tableau XVII, 

p. 51) rassemble les résultats obtenus. L'ensemble des résultats dQno- 

te un effet inhibiteur joué par les tampons phosphates sur ltappari- 

tion de la coloration. Cette inhibition s'explique fort probablement 

par la formation d'esters phosphoriques de la N-ac6tylglucosamine au 

cours d'hydrolyse enzymatique prolongée. Pour éliminer cette inhibi- 

tion nous avons réalisé &s hydrolyses uniquement en présence de tam- 

pon citrate. 

La méthode de GOOD et BESSlUN (15S) est une méthode relativement 

simple pour le dosage des N-acétylhexosamines libérées après hydrolyse 

enzymatique des glycoprotéides ; de plus nous obtenons une bonne repro- 

ductibilité des résultats. Nous ne pouvons par contre employer cette 

méthode pour le dosage des N-acétylhexosanines libérées d'un h6t6rosi- 

de de synthese, en effet, il y a une interférence dOe au p-nitrophénol 

en milieu alcalin. Dans ce dernier cas, nous employons la méthode au 

f erricyanure. 

2. - PREPmATLON DES ENZYMES 

notre travail nous a amené préparer des P-N-acétylgluco- 

saminidases d'origines différentes. Nous avons pr6paré ces hexosamini- 

dases : 

a - 5s partir de microorganisme : Aspergillus niger 

b - à partir de végétaux : graines germées de Penugrec 

farine de Fève Jack 

c - ii partir de tissus d'animaux : tate de Boeuf et foie de 
Boeuf. 



Figure  no 7 : Var ia t ions  de l ' absorbance  en fonc t ion  de 

l a  concent ra t ion  en N-acétylglucosamine par  l a  méthode de Good e t  

Bessman. 





Nous allons exposer les protocoles expérimentaux utilisés pour la 

purification de ces enzymes. 

1 - @-N-ACETYL~XOSI~INIDASE ISOLEE A - PLUTTIR DE MICROQRGANISPE : 

ASPE;RGILLUS NISER. 

Nous avons repris le protocole de BAHL et AGPAFJAL (170). 

La méthode implique un fractionnement des enzymes par le sulfate 

d'ammoniwi suivi d'une purification par chromatographie sur colonne 

de Bio-gel P-380. 

A - PFtECIPITATXON PAR LE SULFATE D'AE~ONIUFf 

38  g de Rhozyne HP 150(f) source commerciale d'Aspergillus 

niger sont mis en suspension dans 108 ml d'eau. La solution est agitée 

pendant 1 heure et centrifugée pour éliminer l'insoluble. Au surna- 

geant est ajouté une quantité suffisante de sulfate d'ammonium cris- 

tallisé pour obtenir une saturation équivalente à 20 p.100. Le préoi- 

pit6 obtenu après centrifugation est alors dissous dans un tampon ci- 

trate de sodium 0,05 Fi, pH 4 , s .  Une deuxième pr6cipitation par le 

sulfate d'ammonium à saturation permet d'obtenir un précipité qui est 

dissous dans 250 ml du tanpon citrate de sodium. 

B - ZMPILTUTION DE Ln SOLUTION ENZ'LW- 

Pour éviter l'action des cellulases présentes dans le 

Rhozyme HP 150, sur les membranes de cellophane, nous soumettons la 

solution enzymatique à une ultrafiltration sur membrane "Amicon" 

PM 30. Cette méthode permet d'une part, de déaionieer le milieu et 

d'autre part de concentrer la solution enzymatique. 

C - CHROMATOGRAPHIE SUR BIOGEL P 380 

La chromatographie de la solution enzymatique a été 

réalisée sur une colonne de Bio-gel P 308, (5 x 100 cm). L'élution 

a 6té effectuée à l'aide d'un tanpon citrate de sodium 0,05 M de 

pZI 5 ,O .  Une deuxième chrornatographie a été réalisée sur colonne de 

( i i r )  Le Rhozyme HP 150 nous est fourni par ROIIM et I U Ç  Company, Philadelphie, 
U.S.A. 
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i Solu t ion  enzymatique b r u i e  
I l 

Surnageant S él imin4 +- - - --- -- S u l f a t e  d ' m o i ~ i U n  (GO p .  100 d e  s a t u r a t i o n )  
1 

1 

/ PrécipLt6 P : d i s sous  dans un tampon c i t r e t e  de sodium 
0 ,05  M ,  pH 4 ,6  

Surnageant S élirnin5 4- S u l f a t e  d'ammonium 100 p.100 d e  saturation 
2 

j! d i s sous  dans le tampon c i t r a t e  de sodium 
0 ,05  M, pK 4 ,6  

! 

Pro t é i n e s  B PM (. - -Ul t ra f i l t ra t ion  s u r  membrane "Arnicoa" Ppl 30 
él imin6,es  

So lu t ion  enzymatique concent rée  i 
a-D-galactoeidase e t  +- -_-_.-_Chromatogrc.~hie s u r  Biogel P-300 
g lucos idases  élirainées 

l Solu t ion  de  P-M-acétyllrexos,minidasc e t  de  P-Il-galactosidase 
- - - - - -- - -- - 

B-D-gslactosidase (4-- Chromatographie s u r  Biogel P-300 

1 

1 Solu t ion  de  P-N-acétylglucosaminidase 
i 

concentréeensui  t e  par  u l t r a f i l t r a t i o n  

F igure  no U : S c h h a  de  fract ionnement  d e  l a  j3-N-acétylglucosr2 

minidase à p a r t i r  d'C.çpergillus n i r e r  s e l o n  BNiL e t  AGMLJAL (1751 



1 mg par  litBe de cyanure de mercure des t iné  à inhiber  les oxydases. 

La suspension l a i t e u s e  e s t  f i l t r é e  s u r  buchner muni de gaze puis  

d ia lysée  pendant 2 jours con t re  une so lu t ion  de chlorure de sodiun 

B 9 p.1000. L1adialysable est ensu i t e  cent r i fugé  pendant 30 n inutes  

B 3600 tours p a r  minute dans une centr ifugeuse ré f r igé r6e .  Le sur-  

nageant renfermant l e s  osidases e s t  considéré comme l a  s o l u t i o n  en- 

zymatique b ru te .  

3 - pact ionnement  au s u l f a t e  d'ammonium 

Le surnageant obtenu après  cent r i fugat ion  e s t  f rac t ionné 

pa r  l e  s u l f a t e  d'ammonium c r i s t a l l i s é  a f i n  d 'obteni r  une s a t u r a t i o n  

en sel  équivalente à 0,R. Après un repos en chambre f r o i d e  (+ 4 ' ~ )  pen- 

dant  une n u i t ;  l a  suspension e s t  cent r i fugée  pendant 45 n i n u t e s  à 19.000 

t o u r s  parninute  dans une centr ifugeuse ré f r igé rée  Spinco, r o t o r  21. Le 

p r é c i p i t é  e s t  r e p r i s  par l e  minimuin d 'eau d i s t i l l é e  e t  m i s  en d ia lyse  

con t re  de l ' e a u  d i s t i l l é e  jusqu'à él imination t o t a l e  des ions  s u l f a t e  

( 3  j ou r s ) .  Un f a i b l e  p r é c i p i t é  de p ro té ine  appara i t ,  il e s t  éliminé par  

une dernière  cen t r i fuga t ion .  Une première modification du protocole ex- 

périmental  a  cons i s t é  à soumettre l ' a d i a l y s a b l e  à une u l t r a f i l t r a t i o n  

s u r  membrane "Anicon" Pl4 30 .  Cet te  é tape  nous permet d'une p a r t  de 

concentrer  la so lu t ion  enzymatique e t  d ' au t re  p a r t  d ' é l iminer  toutes  

l e s  mol6cules dont l a  masse moléculaire e s t  vo i s ine  de 38.800 e t  en par-  

t i c u l i e r  l e s  pigments indés i rables .  

4 - Chromatographie su r  colonne de Çephadex 6-200 

La p u r i f i c a t i o n  e s t  achevée par  chromatographie s u r  colonne 

de  Sephadex Ç - 2 0 0 .  Une deuxiSme modificat ion in t rodu i t e  a  cons i s t é  à 

u t i l i s e r  deux colonnes de Sephadex ( 5  x 100 cm) montées en s é r i e ,  avec 

p o s s i b i l i t é  de recycler  l e s  produi ts  é l u é s ,  Ces colonnes s o n t  équi l ibrées  

dans un tampon ac ide  citrique-phosphate disodique 0,05 K - 0 , l  M de pH 

5,s. A l a  f i n  du fractionnement, des p r i s e s  d ' e s s a i  sont  r 6 a l i s 6 e s  tous 

l e s  t r o i s  tubes e t  l a  présence des enzymes e s t  recherchée à l ' a i d e  d'hé- 

t é ros ides  de synthèse. 

Mous avons rassembl6 dans l a  f igure  9, (p .  5 5 )  les d i f fé ren-  

t e s  é tapes  de c e  fractionnement. 



Solution enzymatique brute 

L I 

h l  
Précipite P dissous dans l'eau distillée 1 

Chromogènes et protéines il - Ultrafiltration de PM (à 30.008 éliminés 

! 
1 Solution enzymatique concentrée 1 1 1 

Û -D-mannosidase Chromatographie sur Sephadex 6-200 

1 
i 
Solution de 6 -N-acétylglucosaminidase 

I 

concentrde ensuite par ultrafiltration 

Figure no 9 : Schéma de fractionnement de la -N-acétyl- 

glucosaminidase à partir de graines germées de Fenugrec selon BEAUGIUiUD 

et al. (176) modifié. 



Mous avonç appliqué le protocole expérimental prQconisé 

par LI et LI (1771, protocole fondé sur la précipitation de la @ -M- 

acétylglucosaminidase de la Fève Jack 3 son p3-I isoélectrique de ptI 4 , 9 .  

1 - Extraccion 

A 206 g de farine de FEve Jack (d) on ajoute 1.200 ml d'eau 

distillée. La suspension est agitée pendant une heure à température am- .. 
biante puis filtrée sur Buchner nuni de gaze. Le filtrat est ajusté à 

pl3 5,5 à l'aide de c.itrate de sodiuni 1,5 M, pH 2,7 et centrifugé. Le 

surnageant ainsi obtenu (758 ml) renferne la najorit6 des glycosidases. 

2 - Practionnement au sulfate d'amnoniiaa 

Du sulfate d'ammonium cristallisé est ajouté au surnageant 

pour obtenir 3 8  p.100 de saturation. Après un repos d'une nuit le pré- 

cipité Pl est elinin4 par centrifugation et le surnageant est amené à 

50 p.100 de saturation par addition de sulfate d'ammonium cristallisé. 

Le précipité a2 est recuréifli apres une nuit de repos et dissous dans 

50 ml de tampon phosphate O,05  Pf de pH 7,G. 

3 - Fractionnement éthanolique 

Dans Pa figure 10 (p. 5 2 )  nous avons résumé les différen- 

tes drapes du fractionnement pas l'éthanol du précipité obtenu après 

fractionnenent par le sulfate d'ammoniu~~. Notons que les précipitations 

sont réalisées à - 10°C, la dernière précipitation est effectuée au 
point iso4lectrique de l'enzyme. 

4. - Ckhronatographie sur colonnes de Sephadex 

- Chromatographie sur Sephadox C-200 

La solution enzymatique est chromatographi6e sur colonne d e  

Sephadex G-200 (5 x 100) équilibrée en tampon phosphate de sodium 0,1F1 

de pK 7,0.  Les fracLions renfemant l'activité -R-acétylglucosaminida- 

sique sont rassernblees et concentrées par ultrafiltration. 

(i) La farine de Fève Jack est fournie par SIGNA Chenical Company, St Louis, 
I?issouri, U.S .A. 



Précipité P2 dissous dans un I 

tampon phosphate 3,05 M, p:2 7,Q 
* 

1 

Etbanol à 95 p.100 concentration 
Pr6cipité P3 Qliminé -- finale : 25 p.100 (v/v) 

Température ambiante, centrifugation à 25OÇ 

Surnageant S1 refroidi à - 10°C 

Précipité P4 éliminé ; - - Centrifugation à - 10°C 

Surnageant S2 amen6 à tampérature ambiante 

ajusté à pH i , 9  par tampon citrate de sodium 

1,5 M, pH 2,7 et refroidi 3 - 10°C. 

Surnageant S3 éliminé +- 

Précipité P5 de P-N-ac&tylhexosminidaçes repris 

dans un tampon phosphate de sodium 0,l M, pH 7,O 

Figure no 10 : Précipitation des p-M-ac~tylhexosaminidases 

de la farine de Feve Jack par 1 'éthanol selon LI et LI (176). 



- Chromatographie sur DEAE Çephadex A-50 ...................................... 
La solution est chromatographiée sur colonne de DEAE-Se- 

phadex A-50 (2 x 58 cm) équilibrée en tampon phosphate cie sodium 0,95Fi 

de pH 7,O. La B-N-acétyl~lucosaminidase est élu& par un tampon ci- 

trate de sodium 0,05 M de pH t . ,O renfermant du chlorure de sodium 0,05M. 

Les fractions recueillies sont concentrées par ultrafiltration et ajus- 

tées à pH 4 , 4 .  

- Chromatographie sur CM Sephadex C-50 
La solution enzymatique ajustée à pH 4 , i  est chromatogra- 

phiée sur colonne de Cl!-Sephadex C-50 (2 x 50 cm) équilibrée en tampon 

citrate de sodium 0,05 M de pli 4 , 4 .  ~a P -N-acétylglucosaminiclase est 

éluée par un gradient linéaire de PIS (500 ml cle tampon pli 4,4 - 500 ml 
de tampon pH 5,5). Les fractions enzymatiques sont recueillies puis 

concentrées par ultrafiltration. La solution enzymatique est ajustée 

à pIJ, 7,O. 

La figure ll,(p. 50) résume les différentes étapes de la 

purification des (3 -1tr-acétylhexosaninidases isolées de la Fève Jack. 

III - PN-ACETYLmXOSAMIMIDAÇES ISOLEES A P&lXQIR DE TISSUS ANIMAUX 

r l  - ISOLEPIENT DE P -Pl-ACETYL~LUCBSAlI1IIlJIDASE A PARTIR DE LA RATE DE BOEUF 

La méthode de fractionnement dScrite par WERRIES et al. 

(179) a été reprise et mo8ifiée. 

Une rate de Boeuf de 710 g ,  congelée, est débarassée du 

tissu conjonctif et découpée en petits morceaux, qui sont broyés au 

mixer dans un tampon citrate O,l M de pH 5,O. Un volume égal du nê- 

me tampon renfermant du chlorure de sodium 0,15 PI est ensuite ajou- 

té et le mélange est agité pendant une nuit. La suspension est fil- 

trée sur Buchner muni de gaze, puis centrifugée pendant 1 heure à 

3008 tours/minute dans une centrifugeuse réfrigérée. 

Nous avons modifié cette méthode en introduisant une étape 



l 
( Solution enzymatique brute ! 

Surnageant S 

1 

Pl 6liminé +------- Sulfate d'ammonium 30 p.100 de saturation 

Fractionnement éthanolique 

Obtention du précipité P repris 
5 

par un tampon phosphate de sodium 

S éliminé <--- 
2 

Solution de p-N-acétylhexosaminidase 

Sulfate d'ammonium 50 p.100 de saturation 

i Chromatographie sur DE&? Sephadex A-50 

Solution de p-M-acétylhexosaminidase 

Chromatographie sur CM-Sephadex C-50 

' Solution de f3 -N-acétylhexosaminidase purifiée ! 

Figure no 11 : Schéma de fractionnement des 6-M-acétylhexo- 

saminidases 2 partir de la Fève Jack selon LI et L I  (180). 



supplémentaire qui ooaeiste à ajuster le surnageant à pH 4,0 à l'aide 

d'acide citrique 0,l E? et B éliminer le précipité de protéines non en- 

zymatiques par centrifugation. 

2 - PMCTIOl!JT%FIENT AU SULFATE D'A3lM0MLUM 

Au surnageant obtenu nous ajoutons du sulfate d'amnoniuï!~ 

cristallisé jusqu'à obtenir 18 p.100 de saturation. Après un repos d'une 

nuit 3 4OC. le précipité est recueilli par centrifugation. Il est dis- 

sous dans le minimum d'eau et dialysé pendant 3 jours contre de l'eau 

distillée. L'adialysable est centrifugé, le surnageant est lyophilisé. 

Les protéines sont précipitées ensuite à 33, 50 et $5 

p.100 de saturation en sulfate d'ammonium. Chacun des précipités ob- 

tenus est repris par le minimu2 d'eau distillge, dialysé contre de 

l'eau distillée et centrifugé. 

- Chromatographie sur Sephadex 6-200 .................................. 
200 mg de protéines obtenues à 55 p.180 de saturation 

sont fractionnées sur une colonne de Sephadex G-200 (5 x 108 cm) équi- 

librée dans un tampon acide ciLrique 8,05 21-phos, .late disodique 0,l ;f, 

de pl4 4 , s .  

- Çhrofi~atographie sur hydroxylapatite ................................... 
L'hydroxylapatite est préparée selon la néthode de TIÇELLUS 

HJEXTEF et LEVIN (El). Le gel est équilibré dans un tampon phosphate de 

sodium 0,05 M de pH 5 , 4 .  La solution enzymatique est éluée par un gradient 

discontinu de concentration : 0,05 M, 0,l M et 0,2 11 en phosphate. 

La figure 12 (p. 52) rést~me les difigrentes étapes de la 

purification de l'enzyme isolée de la rate de Boeuf. 

@Tl-ACETYELUCOÇLL.III*?IDfiSE DU FOIE DE BOET? 

Nous avons utilisé sans purification prealable une prépa- 

ration enzymatique dep -galactosidase vendue par la firme SIGISA. Cette 

préparation renfeme, en effet, une proportion notable de P-l~-acétyl-glu- 

cosaminidase (3 &/mg). 



Solution enzymatique brute 
-- 

Précipite Pl éliminé < Ajustée à pH 4,O 

Surnageant S 1 

Précipité P repris par l'eau 2 

Surnageant S 
2 -- 

Pr6cipité Pj < Sulfate d'ammonium 33 p.100 de saturation 

Sulfate d'amonium 80 p.100 de saturation 

Surnageant S , 

Sulfate d'ammonium 50 p.100 de saturation 

Surnageant S 
i 4 

i 
i Précipité P 
1 

Chromatographie sur Sephadex Chromatographie sur hydroxylapatite 

I i 
( Solution de $-N-acbtylglucosaminidase purifiée 

Figure no 12 : Schéma de £ractionnement de la B-Wacétyl- 

glucosaminidase à partir de la rate de Boeuf selon b?EBRIES et al. (182) 

modif i6. 



STRUCTURE DES SUBSTRATS UTILISES AU C O W  DE 

L'HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

Outre l e s  hétérosides de synthèse : phényl-a-D-N-acétyl- 

glucosaninide, p-nitrophényl-B-D-N-acétylglucosaminides e t  p-nitrophé- 

ngl-$-D-N-acétylgalac tosaninide, nous avons u t i l i s é  des subs t ra t s  na- 

tu re l s  (*) obtenus par  acétolyse du glycopeptide B de llovonucoSde. Selon 

l e  procédé n i s  au point  au Laboratoire par BAYARD (183). La s t ruc ture  des 

oligosacchariùes a é t é  déteminée par BAYARD, FOURNET, STRECKER e t  

MûNTREUIL (184). 

La réa l i sa t ion  d'acétolyse provoque préférentiellement des 

ruptures des l i a i sons  glycosidiques des oses neutres. Les osides  obtenus 

par c e t t e  néthode comportent denc généralement une ou plusieurs  molécu- 

l e s  de N-acétyl-glucosanine en posi t ion terninale  non réductrice.  Ainsi 

i l s  se  pre ten t  particulièrement bien à l ' ac t ion  de N-acétyl-glucosanini- 

Dans ces  osides, l e s  l i a i sons  contractées par l a  N-ac6tyl- 

glucosanine sont du type 1 2, 1 ->4 et 1 -7\ 3. Les l i a i sons  de 

type 1 6 *  s i  e l l e s  existent  dans l e  groupenent polysaccharidique sont 

pr6férentiel lanent coupées par l a  réact ion d'acétolyse. 

Pour no t r e  t r ava i l  nous avons u t i l i s é  l e s  oligosaccharides 

suivants : 

1 - Le -$-2-2-déso&pi-2 acétarnidoglucopyranosyl-(1 -4)-2-mannopyranose - 
(Oside À). 

2 acé tarnidoglucopyranosyl- (1 -3 4)-~-2-désoxy-2-acétami&glucopyra- - 
nose (Oside B). 

ranosyl-(1 +3)-@annopyranose (Oside H). - 
1- 

(f) Nous tenons à renercier  t r è s  vivenent Monsieur B. BAYARD qui nous a 
ahablenent  fourni toutes les quant i tés  d'osides nécessaires B nos 
recherches. 



6 - Le ~-$-~2-désoxy-2-ac~t:ddoglycopyr ano syl- (1 --3 4 li)-o-cr-fianno- - - 1- - 
pyranosyl- ( 1  ->3 1-0-p-2-2-désoxy-2-ac~t~doglucopyrwsyl-(1 - - 4 ) ;  ,A 

-D-nannopyranose - (Oside L) - ..-- 
7 - Le ~-B-~-2-dQsoxy-2-ac~tamidoglucopyranosyl-(l - - > 4 ) - [ I 3 - - 2 - d ~ -  

-1 - - 
soxy-2-acét~doglucopyranosyl-(1 + 2L; -i+anopyranose (Oside F). - 

r 
8 - Le ~-$-~-2-d~soxy-2-ac~tauido~lucopyranosyl-l - -) 3 14-1 - B-g- déqo- 

1 L-i- 

xy-2-acétamidoglucopyranosyl-( 1 2)/ -@annopyranose (Oside E) . -' - 
\ 9 - Le 2-$-2-2-désoxy-2 acétmicloglucopyranosyl-(1 -!dl-~-mannopyranose - (*) (Oside 1 )  

11 - Le ~-~-~-2-d6soxy-2-ac~tamidoglucopyr anosyl- ( 1  ---) 3 1%-B-egalac- = (-1 - 
topyranosyl-(1 4)+-glucopyranose - 

Nous avons dans l a  f igure  13 (p. 65) rassgable les d i£  f6- 

ren tes  fomules  de ces oligosaccharides. 

Nous avons u t i l i s é  en outre ,  l e  glycopeptide $ de l'ovo- 

mucorde obtenu par hydrolyse pronasique de llovonucofde selon l e  procé- 

de  dBcrit  par  ? W H I N C I  e t  MAKINO (185) mdifirS par MONSIGNY, hD'N&CHOSSON 

e t  MûNTREüIL (186). 

4. - L'HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

L'hydrolyse enzymatique do i t  é t r e  effectuee dans des con- 

d i t i ons  bien precises de pH, de température, de concentration en enzyme 

e t  en substra t ,  en présence ou non d'effecteurs. 

Nos hydrolyses ont  été réal isées  de l a  naniére  suivante : 

1 - CAS 

Les conditions de l 'hydrolyse sont toujours l e s  rnâses : à 

LOO pl drune solution renfernant de l lhé té ros ide  en concentration varia- 

ble O à 10 di, on ajoute 800 pl de tarapon de tic ILLVAINE (186) e t  100 pl 

(f 1 Nous renercions t r è s  viveuent Monsieur l e  Professnur O.P. BAHL qui 
nous &.fourni ce t  oligosaccharide. 

(-1 Bous renercions Monsieur G. STRECKER qui nous a fourni ce t  oligo- 
sacchar ide. 

(-1 Nous remercions Monsieur L. GRIMMDNPREZ qui nous a fourni de t  o l i -  

gosaccharide. 



Yigure no 13 : Schémasde structure des os ides  u t i l i s e s  

au cours de l'hydrolyse enzymatique. 
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de la solution enzymatique dont la teneur en protéine est variable. 

Les hydrolysats sont ensuite maintenus à 3 J ° C  pendant 10 minutes. 

La réaction est arretée par addition de 500 p l  de carbonate de so- 

dium molaire. 

A 1@0 p l  de solution enzymatique on ajoute U08p 1 de 

solution tampon de pH variable. On abandonne les solutions pendant 

3 0  minutes à température ambiante afin d'obtenir l'équilibre. Puis 

l'hydrolyse est réalisée dans Ica conditions précédemment decrites. 

ILI - ACTION DE LA TEIQERATURE 

Toutes les solutions sont d'abord maintenues & la 

température étudiée pendant 10 minutes. Ensuite l'hydrolyse d'une 

solution d'hétéroside de synthèse 5mM est réalisée comme décrit à 

la page 64. 1. 

ACTION DES EPFEC'JW.JRS - 
A - ACTION DES CATIOBS 

A 18Cti.l de solution enzymatique on ajoute 808 pl de 

tampon de blc LLLVAIlK ( 1 5 7 )  dont le pH correspond au pi; optimum de 

l'enzyme. Les tempons renferment des cations de nature varfable à une 

concentration de 10 di. Le mélange est maintenu 30 minutes à tempera- 

ture ambiante, ensuite, 100 pl de la solution 5 mM d'hétéroside de 

synthèse sont ajoutés. Les hydrolysats sont maintenus 18 minutes à 3 7 O C .  

_AC_-ION DES IIWfBIT,URS 

Le protocole expérimental est identique à celui qui 

vient d'être décrit. Les cations sont remplacés par des inhibiteurs 

dont la concentration varie entre 1 et 10-& E! pour le parachloro- 

merêuribenzoate de sodium, la N-acétylglucosamine , la N-acélylga- 

lactosamine et la N-acftylgluconolactooe enfin de 10-~ à 10'~ M pour 

l'iodoacétamide et les ions acétate. 



V - DETERMIigATI ON DE LA CONSTANTE DE MICHRELIS - 

A 10Q pl d'une solution de O,2 à 5 nef d'hétéroside de 

synthèse ou l'oligosoccharide naturel on ajoute " 0  pl de tampon de 

Mc ILLVfJPJE (1::') donc le pH correspond au pl-1 optimum de l'enzyme et 

108 pl de la solution enzymatique. Les solutions sont maintenues pen- 

dant 10 minutes à 37OC lors de l'hydrolyse des hétérosides de synthese 

et pendant 2 heures lors de l'hydrolyse des oligosaccharides naturels. 

La réaction est arrétée par chauffage de 3 minutes à 100°C. 



L'ensemble des résultats obtenus peut s'inscrire 

dans les chapitres suivants : 

1. Purification des B-id-acétylhexosaminidases. 

2. Etude de différenrs facteurs sur la cin6tique 

d'hydrolyse enzymatique. 

3 .  Spécificité des P -M-acétylhexosaminidases. 

1. - P*JRIFIChTION DES B -M-ACE~~L~EXOSAflLPJIDASES 

1 - PQRLPICATION DE ISI -N-ACETYLGLUC0S&%IiJIDASE ISCBUE D 'ASPERGILLUS - -- 
NIGER SELON LE PROCEDE DE BWIL et ACMpJkL (139). 

Les résultats obtenus après précipitation du Rhozyme 

HP 150 par le sulfate d'anmonium à $0 p.100 après ultrafiltration et 

chromatographie sur colonne de Biogel P 300 sont illustrés dans les 

figures 14 et 15 (p. 72 et p. 7 3 ) .  Nous voyons que sur colonne de 

Biogel P-300, la @-M-acétylglucosaminidase est Gluée lrontaiement, 

elle est suivie de la &D-galactoçidase. Après une ul&rafiltration 

et un deuxième passage sur colonne de Biogel B-300 nous obtenons une 

solution de P-N-acétylglucosaminidase, sans aucune trace d'activité 

p-D-galactosidasique. L'enzyme est purifiée $5 fois. 
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Figure  no 14 : Diagramme de  fractionnement des  o s idases  

de  l ' A s p e r ~ i 1 l u s  n ige r  après  chromatographie s u r  Bic-gel P-300 ( 5  x 100). 

O 6 Al~sorba ice  à 280 nm 

x X P-N-acétylglucosaminidase 

---m P-D-galactosidase 

Frac  t ions  concentrées  
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Figure  n o  15 : Diagramme de  fract ionnement  des  o s idases  de  l 'Aspe;-gi l lus  

n i g e r  après  une. deuxième chromatographie s u r  Bio-gel P-300 (2,5 x 120 cm). 

O O Absorbance à 280 nm 

% X p-N-acétylglucosaminidase 

O---- -a p-D-galactosidase - F r a c t i o n s  concent rées  



LI - - PURIBICATION DE TA P -N-ACET171A;LUCOS~INIDAS*, LSBLEE DES GFSII%\IEL> 

GENIEES DE E N U C P J 3 G .  SELON LE PROCEDE DE BEAEJGIRAUD et al. (190) ---- 

La purification sur colonnes couplées de Sephadex 

6-200 de la solution enzymatique a été réalisée dans les conditions 

décrites à la page 53. Après élution par le tampon citrate-pkospha- 

te, les mesures dfabsorbance réalisées à 220 nrn ont permis de tracer 

le diagramme donné dans la figure 15 (p. 75). Mous avons reporté 

sur ce même diagramme les courbes d'activités enzymatiques. Nous 

remarquons que dans une zone pauvre en protéine, 4 glycosidases sont 

éluees dans l'ordre suivant : cil-D-mannosidase, P-D-N-acétyl-glucosa- 

minidase, B et a-D-galactosidases. 
Le passage sur deux colonnes couplées de Sephadex 

améliore nettement la séparation de la P-N-acétylglucoçaminidase 

des autres glycoçidases. Cette méthode présente cependant un in- 

convénient : l'augmentation du volume d'élution, et la nécessité 

de concentrer par ultrafiltration qur membrane "Amicon" PM 330. No- 

tons que l'enzyme reste stable après ultrafiltration mais perd 

70 p.100 de son activité au cours de la lyophilisation. 

Les études de cinétique de germination réalisées au 

bout de 4 3 ,  60 et 130 heures ont montré que Lc maximum de l'activité 

de la p-N-acétylhexoçaminidase est obtenu après 4i: heures de germi- 

nation. Dans les figures 17 et 1; (p. 75 et p. 77) sont rassemblés 

les diagrammes d'élution des solutions enzymatiques obtenus après 

des temps variables de germination, enfin dans le tableau XVIII (p.??) 

sont reportées les activités spécifiques de la P-N-acétylhexosaminida- 

se au cours de la cinQtique de germination. Nous voyons qu'au bout de 

40 heures, l'activité sp6cifique est 21 fois supérieure à celle du 

temps O. Cette durée de 4? heures sera donc utilisée lors de la pré- 

paration de la P-N-acétylhexosaninidase à partir des graines germées 

de Fenugrec. On obtient ainsi une enzyme purifiée 56 fois. 

JACK SELON LE PROCEDE DE LI ET LI (131) 

Les r6sultats analogues à ceux obtenus par LI et LI (132) 



Figure no 16 : Diagramne de fractionnement des osidases des 

graines germees de Fenugrec apres chromatographie sur Sephadex G 200, 

,-, Proteines 

, - ..- Osidases 





Figure  no 18 : Diagramme de  fractionnement des  o s idases  des  gra ines  ger -  
mées de  Fenugrec. après chromatographie s u r  Sephadex G-200. 

A : 60 heures  de  germinat ion %-% ' -N-acétylhexosaminidase 
4 a-D-mannosidase 

B : 130 heures  d e  germination a @-D-galactosidase 



T A B L E B U XVIII 

A c t i v i t é s  spéci f iques  de  l a  p-N-acétylhexosaminidase i so l6e  à 

p a r t i r  de graines germées de Fenugrec. Les r é s u l t a t s  sont  ex- 

primés en pg de p-nitrophdnol l ibé rk  par  minute e t  par  mg de  

prot6ine.  

Durés de l a  germination 

(en heures)  

0 

4s 

50 

130 

Solut ion  enzymatique obtenue 

Après p r é c i p i t a t i o n  au 
s u l f a t e  d'ammonium 

7 , 6  

5 9 , 5  

40,7 

11,7 

Après ge l  f i l t r a t i o n  s u r  
colonne de Sephadex G-200 - 

156 

3493 

1134 

23 1 

4 



sont donnés dans les figures 19 et 20 (p. CO et p. il). Cependant, 

une seule prgcipitation par l'éthanol au point isoélectrique s'est 

révélée être insuffisante pour purifier la B -D-1-acétylhexosamini- 
dase. Aussi nous avons réalisé uii deuxième cycle de précipitation 

éthanolique dans les mêmes conditions. Après les différentes chro- 

matographies sur colonne de Sephadex dans les conditions décrites 

à la page 57, nous obtenons une enzyme purifige [:a7 fois. 

PURIFICATION DE LI FE-AC17TYLIEXOÇAMLNIDAL)E ISOLEE DE TA RATE DE 

BOEUF SELON LE ER9CEDE DE PEKRIEÇ et al. (193) 

Les conditions expérimentales sont décrites B la page59 

Le précipité obtenu à 55 p.108 de saturation en sulfate d'moniun 

renferme des hexosamiaidases et une PD-mannosidase. Après chromato- 

graphie sur colonne de Sephadex G-2OOûkdhydroxylapatite nous avons 

obtenus les résultats donnés dans les figures 21 et 22 (p. S2 et C3). 

Une seule chromatographie sur Sephadex est suffisante pour obtenir une 

enzyme purifiée ?4 fois. Lorsque la chromatographie es: réalisée sur gel 

d'hydroxylapatite les 61iitions par des tampons phosphate 0,05 M, 0,l M 

et 0,2 pl permettent d'obtenir chaque fois un pic possédant une activité 

Phi-acBtylhexosaminidaçique. 

Nous ne savons pas encore si les trois formes de BN- 
acétylhexosaminidases 4iuées B des molarités différentes correspondent 

à des isozymes ou tout simplement B des associations entre la @:~-acé- 

tylhexoçaminidase et des protéines non enzymatiques qui entrafneraient 

un retard dans l'élution. 

Mous avons rassemblé dans le tableau XIV (p. 8 4 )  les 

variations de l'activité spécifique des$ -N-acétylhexosaminidases au . . 
cours des différentes Btapes des quatre fractionnements que nous avons 

décrits. Mous pouvons remarquer que 3 à 5 étapes sont nécessaires pour 

obtenir des purifications qui vont de l'ordre de 3.000 à 11,000. La 

purification de la pN-acétylhexosaminidase de la Fève Jack nécessite 

un nombre d'étapes élevé mais cela permet d'obtenir une enzyme tres 
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Figure no 19 : Diagramme de fractionnement de l a  

P-N-acétylglucosaminidase de l a  Feve Jack. Chromatographie sur Sephadex G-200 

( 5  x 100 cm) 

O* O Absorbance à 280 nm 

X x P-N-acétylglucosaminidase 



Jack . 
Figure no 20 : Purification de l a  p-N-acétylglucosaminidase de l a  Fève 

A : Chromatographie sur DEAE Sephadex 

B - Chromatographie sur CM-Sephadex 



Figure no 21 : Diagranune de fractionnement de l a  p-N-Ac6tylhexosaminidase de l a  

Rate de Boeuf. Chromatographie sur Sephadex G 200 . - Proteines 

-- --- -N-AcétyIhexosaminidase P 





T A B L E A U  XIX 

Activités spécifiques des @-N-acétylhexosaminidases d'origines diverses. Les 
réaultats sont exprimés en pg de p-nitrophénol libéré par mn et par mg de protéine. 

1 Fraction brute 

Traitement pH 4,0 

Sulfate d'ammonium 1 t--- 
C 

Sulfate d'ammonium II 

I Ultrafiltration 
Précipitation à l'éthano 

l Bio-Gel P-308 1 
I 

Bio-Gel P-300 11 

Sephadex G-200 

DEhE S ephadex 

As er illus niger r 
I 
Teneur en 
protéine Activité 
totale (mg) 

Graines germées de Fève Jack 
Fenugrec 

Teneur en Teneur en 
protéine Activité protéine Activité 
totalehg1 totale(mg) 

non déter- 7453 23 ,G 
min6e 

Rate de Boeuf 

Teneur en 

totale(mg) 

12.553 



pure. LI et LI (194) ont réussi à cristalliser cette enzyme. 

Il est à noter que la stabilité des solutions enzymatiques 

diminue en fonction du degré de pureté de l'enzyme. Pour éviter cette 

perte d'activité, les solutions peuvenc être concentrées par passage 

sur membrane Arnicon ou additionnees de sérum-altwnine.Ea sérum-afb110;1ine 

joue un r81e protecteur lorsque la solution enzymatique est trop di- 

luée. 

S'il est assez difficile de préparer des solutions enzpa- 

tiques suffisamment pures il est tout aussi malaisé de les conserver. 

Elles sont sensibles aux chocs thermiques, en particulier à la congé- 

lation, décongélation, enfin à 4 O C ,  il y a risque dlautodégradation. 

Comme nous l'avons déjà précisé page 64, les hydrolyses 

doivent être réalisées dans des conditions bien définies. Nous allons 

étudier quelques uns des facteurs influençant la cinétique d1hydro- 

lyse enzymatique. 

DElXRP9I?dATION DU pH c&TIMUE.I D 'ACTION - 

L'action du pH sur l'activite enzymatique a été étudiée 

à l'aide de tampon phosphate citrate de Mc ILVALPT (195). Les résul- 

tats obtenus sont illustrés dans les figures 23 et 24 (p. 2 "  et p. C 7 ) .  

~lrous pouvons remarquer que les pli optima des enzymes isolées à partir 

de la rate et du foie de Boeuf ainsi que celle isolée de l'Aspergillus 

niger sont très voisin de 4,5 et 5 , O .  Les deux enzymes isolées à partir 

dee vég6taux possèdent au pK optimum de 5,2 à 5 , i .  11 est à noter que 

le pH ne varie pas lorsque llhétéroside de synthèse est remplacé par 

un oside naturel (variations maximales : 0,2 unité de 

ACTION DE LA TEI4PERhTURE 

Nous avons fait réagir les enzymes à des températures va- 

riables afin de déterminer le température aptimale d'action de chaque 

hexosaminidase. Les figures 25 et 25 (p. C I  et 83) nous montrent les 

résultats obtenus. Ils peuvent être r6sumés de la manière suivante : 
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Figure no 24 : Détermination du pH ùptimum d'activité 

des @-N-acétylhexosahinidases isolées de : 

• . Rate de Boeuf 

Foie deBoeuf 





Figure no 26 : Détermination de l a  tempbrature optimale 

d ' a c t i o n  de P-N-acétylhexosaminidases i s o l é e s  de : 

O O Aspergi l lus  n iger  

a O Fève Jack 

% X Graines germées de Feniigrec 



- L'enzyme isol6e de la rate de Boeuf est stable entre 17  et 52OC, 

celle du foie présente un maximum entre 41 et 5Z°C. Elles sont 

carql&tement détruites à 7 i  O C .  

- L'enzyme isolée à partir d'Aspergillus niger présente un maximum 

d'activité à 2 i ° C .  Puis l'activité reste stable jusqu'à 7Z°C. 

- L1hexosaminidase isolbe des graines germées de Penugrec présente 
un maximurni d'activité entre 37  et 4t1°C mais elle est détruite à 

partir de 50°C. 

- L'enzyme isolée de la Fève Jack est stable jusqu'à 50°V nais elle 
est totalement détruite B 7q°C. 

Malgré ces larges variations, les hydrolyses seront réali- 

sées à une température de 37'6 sauf dans le cas dthspcrgilXuc niger oG 

lo tmpcc:ture ,2Clopi;é~f r! &té celle d~.! %OC- 

Nous avons fait varier la concentration en enzyme de ma- 

nière à définir les conditions expérimentales qui permettent d1obte- 

nir des résultats proportionnels à cette concentration. Nous avons 

rassemblé les résultats obtenus daris la figure 27 (p. 31). Nous re- 

marquons que la proportionnalié6 de la réaction est vérifiée entre O 

et 10 pl de solution enzymatique pour les enzymes isolées d'hspergil- 

lus niger e t  de la Fève Jack ; soit respectivement des solutions ren- 

fernant de O à 9,S et de C à 2,13 pg de protéine ; entre O et 50 pl, 

pour l'enzyme isolée de la rate de Boeuf soit une teneur en protgine 

variant de O à 2,7 pg. Znfin la proportionnalité est vérifiée entre O 

et 100 pl pour les enzpes isolées du foie de Boeuf et des graines 

gern~ées de Fenugrec, soit respectivement de O à 4hp g et de 0 à 4,i Clg 

de protéines. 

Afin de définir les meilleures conditions de formation. du 

compie2ce enzyne-subserat nous avons étudi6 les variations de l'hydrolyse 

en fonction de la concentration en substrat. La figure 2E (p. 92) 







rassemble l e s  d i f fé ren t s  r é s u l t a t s  obtenus. Nous pouvons remar- 

quer que dans tous l e s  cas l a  proport ionnali té  e s t  vé r i f i 6e  pour 

des concentrations en subs t r a t  va r ian t  de O B 5 mM. 

V - ACTION DES BFFEZTSUU 

ACTION DES CATIONS 

Les hydrolyses enzymatiques sont r é a l i s ée s  dans les 

condit ions décr i t e s  à l a  page 6 9 .  L'influence des ca t ions  bivalents 
-2 

à une concentration d e  10 1"I sur  l e s  hydrolyses r é a l i s ée s  B l ' a i de  

des d i f i é r e n t s  P-M-acétylhexosarninidases e s t  analysée dans l e  tableau 

(p .  9 4 ) .  C'une fason génerale l e s  enzymes que nous possédons ne 

sont  pas ou p  au inffluencées par l e s  cat ions,  tou te fo l s  1' act ion dz l a  

B-N-acétylhexos~infdas.r?. i s o l é e  des graines germées de Fenugrec e s t  

augaentée. en présence des ions calciwrl. Le ma;rimum d ' act ivat ion e s t  
;o+ obtenu pour une concentration équivalente 3 Srni4 en ions Ca (Eigure 

29, p .  95). L'action de l a  @-M-acétylglucosaninidosc: i so l ée  du fo ie  

de Boeuf e s t  inhibée légèrement en présence da tous l e s  ca t ions ,  L I  

e t  LI  (196) ; HUGH3S e t  JUNLOZ (197) ont montri5 que l e s  ions metal- 

l iques  possèdent sur l e s  bexosaminldaçes une act ion légèrement inhi-  

b i t r i c e  s w f  toutefois  l e s  ions mercuriques q v .  inhibent  fortement l e s  

enzymes. Nos r6 su l t a t s  sont  en accord avec ceux de ces .mtêurs, Par 

contre  PIIJTmTÇU ( 196) démontre que l e  chlorure de sodium e s t  un ac- 

t iva teur  puissant  de  l a  @-N-acGtylhe~o~miriidase i s o l é e  de Turbo cornu- 

tus .  On pouvaic penser que c ' @ t a i t  un cas p a r t i c u l i e r ,  dQ au f a i t  que 

T. cornutus e s t  un gastéropociz marin. O r  c e t t e  p ropr ié té  ava i t  S té  

mise en 6vidence respectivement pour l e s  enzymes i so l ee s  de l16pidid~/me d e  

do Porc e t  du fo i e  d e  Boeuf par FIMDLAY e t  LEWY (199) e t  par WEIÇSWJ 

e t  a l ,  (200). 
-- -- 

L'act ivat ion dans ces deux derniers  cas n ' e s t  que d e  l ' o r -  

d re  de 5 à 10 p .  100. Dans no t re  cas l e  chlorure de sodium au ra i t  n h e  

un r61e légèrenient inh ib i t eur .  

Nous avons d ' au t r e  p a r t  f a i t  egir  l e  ruonolsr.yl s u l f a t e  d e  

sodium sur  nos d i f fé ren tes  prdpaïat ions enzymatiques, Nous remarquons 

que toutes  l e s  enzymes sont  inhibées sauf s e l l e  i s o l é e  de l ' b s ~ e r n i l l u s  

n iger .  Mous concluons que contrairement EUX au t res  enzymes c e t t e  hc2:osc- - 
minidas2 szpr6sen te ra i t  sous une forme de pelote  statistique insensible  
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I n f l u e n c e  des  c a t i o n s  b i v a l e n t s  sur  l ' hyd ro lyse  enzymatique 

de P-N-acStylhexosm1nidases d '  o r i g i n ê s  d ive r se s .  Résu1 t a t s  

c;cprimés en p .  100 d 'hydrolyse.  
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Figure no 23 : Action des ions calcium sur 1 1 a c t i v i t 6  de la  

fi-N-Ac6tylhexosarninidase i s o l e e  des graines germées de Fenugl-ec. 



B l ' a c t i o n  des substances qui  d i s soc ien t  l e s  s t ruc tu res  proté iques  

e t  de l a  r ahe ,  i n s e n s i b l e  à un c c r t a i n  po in t  à l ' a c t i o n  de l a  cha- 

l e u r  (Tableau XX, p .  94). 

Il  s a b l e  donc que l a  f5-N-acétylhexosan~inidase i s o l é e  de m i -  

croorganisme s o i t  du point  de vue s t r u c t u r a l ,  d ~ f f é r e n t e  des a u t r e s  hê- 

xosaminidascs. 

B - ACTION DES IiJHIBITEURS 

Nous avons é tud ié  l ' a c t i o n  d e  quelques i n h i b i t e ü r s  en fonc- 

t i o n  de l e u r  r81e,  a i n s i  nous avons 6tudiB l ' a c t i o n  des i n h i b i t e u r s  dcs 

fonctions t h i o l s  , t e l  l e  pa r a - ch lo rone rcu~ ibenzoa~  de sodium (p. Cm > e t  

l ' iodoac@tamide. Nous avons é tudie  e n s u i t e  l ' a c t i o n  de l a  N-acetylgluco- 

sarillne su r  l a  r éac t ion  enzymatique e i n s i  que l ' a c t i o n  des analogues 

ç t ructuraux d e  l a  N-acétylglucosarsbne : l e  glucose, l a  N-acétylgalactosaninc, 

l a  N-acBtylglucosmino-(1,5)-lactone e t  l e s  ions  acé ta te .  

1 - ACTION DU - f -CKLOXOI@RCURIBE~JZOI~TE DE SODIUM (p.  CMB ) 

Le p r m i c r  concept considérant  l e s  substances renfemlant du 

mercure cocme des agents dénaturants  non spéci f iques  des enzymes a é t é  

abandonné p e t i t  B p e t i t  au profi l :  d'une concept:on fa i san t  i n t e r v e n i r  

ces agents, uniquenent au niveau des groupernelits S-II des prot6 ines .  Géné- 

r a l a e n t  une ou p lus ieu r s  fonctions t h l o l  çoct inpliquées s o i t  eu naveau 

du s i t e  actilç, s o i t  aux environs i m & d i a t ç  de cc  s i t e .  Nous avons d e t e m i n é  

l e s  constantes d ' i n h i b i t i o n  (Ki) l o r s  d e  l ' a c t i o n  du p-CMB s u r  l e s  P-a- 
acéty1hc~:osminidasos d 'or ig ines  d ive r ses .  Les r é s u l t a t s  que nous avons 

obtenuçsont i l l u s t r B s  par  l e s  f igures  30 (p.  971, 31 (p.92) c t  32 (p .  99) .  

Ces r$çul tacs  sont en faveur d'une i n h i b i t i o n  coinpétitive du 

p-CMB puisqu'une concentrat ion de l ' o r d r e  de 7 pM en p-CM3 esc  s u f f i s a n t e  

pour provoquzr une i n h i b i t i o n  de 50 p.100. Les enzymes i so l6es  de l a  

r a t e  dc Boeuf, du Tenugrec c t  de I ' A ~ p e r g i l l u s  n iger  sont p lus  s t a b l e s ,  

e l l e s  sont  inhib6es pour des concentrat ions v a r i a n t s  de 40 à 96 pN. 

L'enzyne i s o l é e  du f o i e  de BocuF e s t  ne t tenent  p lus  resiç- 

t a n t e  ca r  pour o b t e n i r  l e  m â n e  pourcentage d ' i n h i b i t i o n  il f a u t  une 

concentrat ion équivalsntc  à 0,41 rd4 en i n h i b i t e u r .  Ccs r é s u l t a t s  pennet- 

r e n t  da supposer q u ' i l  e x i s t e ,  au nivezu du s i t e  a c t i f  des enzymes, au 

noins une fonct ion  tllri~l. 



Fipure no 30 : Action du p.chloromercuribenzoate de sodium 

sur l'activité des P-N-acétylhexosaminidases isolées de : -, \ 
{ 1: \t 
( l ' .  12 #J 

1 -Rate de Boeuf -4 

2 -Foie de Boeuf 



Figure no 31 : Action du p-chloromercuribenzoate de sodium 

sur l'activité de la P-N-acétylhexosaminidase isolée de la Fève Jack. 



pigure no 32 : Action du p-chloromercuribenzoate de sodium sur 

l'activité des P-N-acétylhexosaminidases isolées de : 

1 - Graines germées de Fenugrec 
2 - Aspergillus niger 



2 - ACTION DE L 'IODOk.CETLS.ED3 

L' iodoacétatc e t  s e s  G6riv6n sont  u t i l i s S s  depuis longd 

ter.lps pour inh ibe r  l e  métabollsr~e du glucose ou c e l u i  d ' au t res  oses.  L1io-  

doacétami.de es tun  r6acti.f c a p ~ b l c  d ' a lky le r  l e s  groupements t h i o l e  e t  

capable d e  r é z g i r  avec des compos6s itutrcs que l e s  fonctions SN des 

enzymes, il e s t  donc noinç spéci f ique  que l e s  dt5rivBs du mercure. Nous 

avons d,ms l a  f i g u r e  33 (p. 101) rassanblA l e s  r d s u l t a t s  obtenus l o r s  

de l ' a c t i o n  de l ' iodoacétamidc su r  l e s  hydrolyses enzymatiques ca ta lyskes  

par  l e s  fi-N-acétylhexosar.iinldases d 'o r ig ines  dif2érente.s. Nous pouvons 

remarquer que l e s  enzymes sont  p lus  r é s i s t a n t e s  vis-a-vis de l l iodoacé-  

t d d c  que vis-&-vis du p-CMB. Les enzymes i s o l & e s  du f o i e  de  Boeuf et 

de l 'Aspergi l lus  n i g e r  ne sont  pas inhibées.  Pour les t r o i s  out res  en- 

zynes, l ' i n h i b i t i o n  e s t  du t y p e  conp&t i t i \ e .  

11 e s t  connu que l e s  produi ts  IibérGs l o r s  de l lhydro lysc  

cneynatique sont  cq>ab les  cl' inhiber  12 rbac t ion  par  ré t ro inhabi t ion .  

Mous avons voulu - , rér if ier  s i  l e s  ~-N-ac6tylhr~rosx.1ini.dascs que nous 

a-vions i so l4es  é t a i e n t  inhibées par  un e:rcèo de N-ac&tylglucos~mine 

dans l e  mi l ieu  reac t ionnel .  Mous avons f a i t  varx\sr l e s  concentrat ions 
-5 

cn N-ac6tylglucosarainc de 10 3 10-~ pi. Les rGçul ta ts  obtenus sont  

rassemblés dans l e  f i g u r e  34 (p.  1023. Les enzymes i s o l é e s  de l a  r a t e  

c t  du f o i e  de Boeuf sont  t r è s  sens ib les  à l ' a c t i o n  de ce  co~lpos6. On 

o b t i e n t  en e f f e t  une inh tb f t ion  de 50 p.100 pour des concentrntions en 

N-acétylglucosamine v a r i a n t  de 0 ,14  à 49 f l i .  L'enzyme i s o l é e  de  l a  Fève 

Jack e s t  sens ib le  à des  concezltzationû de l ' o r d r e  de 4 , 9  mM ; en c e l a  

nous rejoignons l e s  va leurs  données par  L I  e t  L I  (200). Les enzymes 

i s o l é e s  de l'f!!çpergillus n iger  e t  des gra ines  germées de Fenugrec.ne 

sont  pas inhib5es p a s  l a  N-ac6tylglucosari?inz. 

La d i f fé rence  e n t r e  enzynes végéta les  e t  animales d'une p a r t  

e t  enzymes de microosganimes s ' a c c r o i t  par  1 'Qtude de c e t t e  propriétC. 

IJous wons  voulu savoir  s i  un isom&rc de lc N-acQtylglucooa- 

n i n e  youvaie avoir  une ac t ion  sur  l 'hydrolyse  enzymatique. Les r e s u l t a t s  



Figure no 33 : Action de l'iodacétamide sur l'activité 

des P-N-acétylhexosaminidases isolées de : 

1 - Rate de Boeuf 
2 - Fève Jack 
3 - Graines germées de Fenugrec 
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que nous mens obtenus sont  i l l u s t r d s  dans l e s  Eigures 35 (2.104) e t  

36 (p .105). On r m a r q u e r c  que l a  N-ac6tylgalactosanine inh ibe  de  fa- 

çon p lus  i r - l p o r t m ~ c  que l c  N-ac6tylglucosmine u n s  l e  ca s  d e  l ' e n -  

zyrilc iso16e d e  13 F&ve Jack ,  0,72 112.1 au l i e u  '>.c 4,9 dl pour o b t e n i r  

une Lnkibi t ion dc  50 y .  100. 11 2n e s t  de  rner.le pour l1enzyr3e i s o l c e  

des  gra ines  glin.16cs de  Fenugrec, l l i r ; lnsb i t ion  de  50 p .  100 e s t  obtenus 

avec une concentsetbon an M-ac6tylgalootosmine de  l ' o r d r e  de  2,0 ïïQi 

a l o r s  que l a  N-acBtylglucosar~Tne n '  e s t  pas  in:ïibEtrice.  Par  con t r e ,  

il @ p a r a i t  que l e s  enzyincs d ' o r i g i n e  a n i ~ a a l e  (rate e t  f o i e  de  Boeuf3 

possède une spécLEicht4 p l u s  L t r o i t c  en e f f e t ,  il f a u t  augmenter au 

c o n t r a i r e  l a  concen t r a t ion  pour o b t s n i r  une m h e  i n h i b i t i o n  : 0,7 e t  

1,10 d4 au l i e u  d e  O,P4 e t  0,36 mifl avcc l a  N-ac6tylglucosanine. L'enzyrnc 

2so l6c  d 'Aspe rg i l l u s  n i g e r  n ' s s t  pas  i nh ibée  p a r  l a  N-ac4tylgalactosanine. 

Notons e n f i n  que l ' i n h i b i t i o n  e s t  dri type corapQtif i f .  

Depufs l e s  taravm:: d3  COXPGljlIO e t  el. (20i )  on s a i t  que l e s  

aldono-Él,56-lactones son t  des  inf- i ibi tcurs  compGtitiLs t r 5 s  spéc i f iques  des 

enzymes q u i  c a t a l y s e n t  l ' l iydrofysc des glycosiçies dê conf igura t ion  cor-  

respondante.  LaBkACI< (202) a :zontré que l'i.i*ub " t i o n  n '  e t a i t  pas  dOe 

uniquerilent d l a  fonc t ion  l ac lone  n a i s  p l u t e t  à quelques Fropr i&tGs que 

l a  fonc t ion  lactonc? confGro CU c ~ c l e .  11 e x i s c é r a i t  une e i t i i l i t u d e  de 

confo+mation e n t r e  La l ac tone  e t  l ' é t a t  L r a n s i t o i r e  dc  l'enzyrne c a t a -  

l y s a n t  1 û  r k t l o n .  

Lcs rGsu1ta ts  que nous avons obtenus sont  i l l u s t r é s  p a r  

l e s  f i gu res  37 e t  3V (p .  106 e t  1073.  ilous pouvons r m c r q u e r  que t o u t e s  

l c s  enzymes s o n t  inttPL6cç sauE c e l l e  i s o l é e  de l lP.spergi l lus  n i g e r .  

L ' i n h i b i t i o n  e s t  c o r ~ q 6 t i t l v e  et- t r 5 s  çpéc i f ïquc  puisque l ' o n  o b t i e n t  

une i&.ibbtion d e  50 p.100 pour des  concent ra t ions  en l ac tone  v a k i r n t  

de 0,Q 2 1 3  pl*. Nos r 6 s u l t e t ç  r e jo ignen t  ceux de  L I  e t  L I  (203) pour 

l'enzyme de Fèva Jack  e t  ceux de  SkJWElOPF e t  VLSSLE (2042 pour les 

hexoc,minidases du Soie humein. 

6 - ACTION DU GLUCOSE 

Nous avons E ~ I C  varLes l e s  concent ra t ions  en glucose de 
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Figure 11" 37 : Action de la glucono-(1,5)-lactone sur l'ac- 

tivité des P-N-acétylhexosaminidases isolées de : 

1 - Graines germees de Fenugrec 
@{ 
'.---A 2 - Fève Jack 
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d e  à 1 0 - ~  N. Caris aucun des ca s  nous n ' a - ~ o n s  obtenu une i n h i -  

b i t i o n .  L e  glucose n ' e s t  donc pas un i n h i b i t e u r  des  B-N-acétylhexo- 

samini-dases. 

PUGIi, LZPSIACK e t  6:ALKEi: (20Ei; o n t  montre que l e s  P-N- 

acktyl-hexosamin;dases Btaazenk LnZ"~ibées p a r  l e s  t a p o n s  a c é t a t e .  

L' LnhLkltion e s t  compétitive, l e s  l ons  a c é t a t e  forneca ien t  un com- 

p l exe  inactEf  avec l'enzyrae, complexe Ci0 probablement à l a  grande 

a l f i n i t 6  e t  à l a  h a u t e  spScf f i cL t6  de 1' enzyme envers  l e s  groupements 

a c é t y l s .  Les r 6 s u l t a t s  que nous wons  o b ~ m u s  confirment l e s  observa- 

t i onç  de ces  au t eu r s .  L1i .nh?;b~tion e s t  cependant moins importante  que 

d2ns 1 2  cas  du p-C2B ou dz Ia g1uco.W (1 , s ) - l ac tonc .  

Cependant, 1' enzyme IsolGe des  g r a i n e s  germées d e  P e n u g ~ e c  

e s t  i nh ibce  pour une concent ra t ion  en ion  a c e t ü t e  équiva len te  à 0,3W 

Idous avons rassemblé dans l c s  f i g u r e s  39 (p .  109) e t  40 (p.110) ,  l e s  

d l f r é r e n t s  r 8 s u l t a t s  obtcnus.  

Hous voyons que lors des  hydrolyses  enzymatiques e f f e c  - 
tuées  p a r  l e s  P-B-acGtylhexosanlin:di!~;es LsolLeo du f o i e  e t  d e  l a  

r a t e  d e  Zoeuf, 2 1  e s t  important  de  t e n i r  compte de  l ' i n h f b n t i o n  pos- 

s i b l e  pa r  l a  M-ac6~ylglucoscniline l i b e r c e .  Pour l e v c r  c e t t e  -6troinl i i -  

b i t i o n  il e s t  n é c e s s a i r e  d16l iminer  au f l ~ r  e t  5 mesure l e  M-acétylglu- 

cosm9ne l i b é r é e  en d i a l y s a n t  p a r  exemple. 

D 'au t re  p a r t ,  i l  e s t  émpoztant d e  n e  p c s  employer de  tampon 

e c é t a t e  l o r s  de l ' h y d r o l y s e  enzymatique pa r  12s P-N-acétylhexoslnninidases. 

IJous poupons remarquer, en oucre,  que l e s  enzymes r4agi.s- 

sens de  f q o n  d ~ i f é r e n t c s  v is -&-vis  des  d i f l é r e n t s  eEfecteurs  e t  en 

p a r t i c u l i e r  vis-à-vEs des i n h i b i t e u r s .  L a  B-N-~c&tylhexosminidaçc- 

i s o l é e  d c  l ' l s p e r g , l l u s  n i g e r  n ' e s t  s e n s i b l e  qu 'au p-@NB e t  aux i o n s  

ecb ta t e .  L e s  enzymes d ' o r i g i n e  animale et vég6tcle sont  s e n s i b l e s  A 

tous l e s  i n h i b i t e u r s  u t i l i s 6 s .  La Il-ac6Cylgalactosamine e s t  cependact 

beaucoup p l u s  i c h i b x c r i c c  que le N-ac6tylglucosaminc dans l e  cas  des  

enzymes d ' o r i g i n e  v6g&:ale. 



Figucc r i C  39 : Action des ions acétate sur l ' a c t i v i t é  des -N-Ac6tylhexosaiainidarjer3 P 
A -Graines germêes de Fenugrec 

B -Aspergillus :<iger 



Figure n o  40 : Action des ions acdtctte sur 'L'aetrvitt? des  -N-Ac6tylhexosamiriidases P 
A -Foie de  Boeuf 
B -Fève Jack 
C -Rate de Boeui 
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3 - SPECIFICITE ENZYMATIQUE -------------- - .. __..-, .<..- -.-_ + "  .--- .... 

Potir preciser la spécif icité d'action des cinq  fi-^- 
acétyl-hexosaminidases isolées, nous Les avons fait agir sur des hé- 

térosides de synthgse, sur des osides de structure variable et sur un 

glycopeptide isolé de 1 tovonuco~de. 

Les constantes de Michalrlis et les vitesses maximales 

d'hydrolyse ont été déterminées lors de l'hydrolyse des hétérosides de 

synthèse et de l'hydrolyse de certains osides que nous possédions en 

quantité importante. Dans le cas de tous les osides étudiés, les pour- 

centages de liberation de la N-acétyl-glccosamine, ont été calculés . 

apres une dur& d'hydrolyse de 24 heures. 

1 - &,TION SUR CYS FETEROSIDES DE SYNTHESE 
..- -- 

Les hét6rosides utilise diffèrent dtune part par 

lfanomérie de la liaison hexosaminidasique et d'autre part par la 

nature de 1 'hexosamine . 

ACTION SUR LE p-NITROPHENYL~-D-GLUCOSAMINIDE ET U p-NITROPHENYL- 
I ^ " - m l l - . . - ~  _CI_.YL 

1 - RESULTATS 

Les cinq préparations de N-acétyl-hexosminidases se 

sont révélées etre sans action sur les hétérosides renfermant des 

ltartsons M-N-acC2yT-gl~cosminide et-4-N-acétyl-galactosaminide. 

2 - DISCUSSION 

Les préparations razynatiques utilisées ne renferment 

donc pas de souillures de4.-H-acétyl-hexosaminidase, et peuvent etre 

considérées comme spécifiques des liaisons 3-N-a~ét~l-hexosa~inidasiques . 



1 - RESULTATS 

Les cinq prépar3tionç enzptique- étudiées possèdent une 

action sur le p-nitrophényl-.~glucosaminide et sur le p-nitroph&nyl-/!ga- 

lactosamonide. Dans le tableau XXII(p.[\k 1, nous avons rassenblé les va- 

leurs des activités spécifiques des différentes hexosaminidases vis-&-vis 

des deux hétérosides de synthése. 

Nous pouvons remarquer que les rapports des activités 

spécifiques varient avec l'origine de l'enzyme, l'activité &N-ac6tyl- 

glucosaminidasique étant 1,5 à 3,9 fois supérieure à l'activité /LN- 

acétyl-galactosaminidasique. 

Les valeurs des constantes des Michaelis et les vitesses 

maximales d'hydrolyse des préparations enzymatiques 6tudiées lors de l'hy- 

drolyse du p-nitrophénylp-D-N-ac6tyl-glucosaninide sont données dans les 

tableaux XXIII et XXIV(p.ll5-11C&e.: valeurs qui représentent la moyenne 

des valeurs obtenues au cours de 6 expériences différentes sont tres va- 

riables suivant l'origine de la préparation enzymatique. L'hexosaminidase 

isolée des graines gernées de Fenugrec possédant la plus grande affinité, 

le Km étant de 0,16 mM et l'hexosaninidase du foie de Boeuf la plus fai- 

ble affinité pour le substrat, la valeur du Kn étant de 1,18 mii. 

2 - DISCUSSION 

Les deux activités N-acétyl$-glucosaciinidasique et N- 

ac6tyl-F-galactoçarnini dastque se sont nanifes tees dans les nhes rap- 

ports au cours de tous les stades de purification des enzymes. Ces deux 

activités pourraient doce être portges par la nême prot6ine. 

Les valeurs de Kt;i de différentes préparations enzymatiques 

(épldidyne, rein de Fat et énulsine) pour le p-nitrophényl-+N-acétylglue 

cosaminide variant de 0,4 i;1M à 3 ,8  nM ont été reportées par WALKER ( 2 0 5 )  

dans la revue gén4rale sur les hexosaminidases. Une telle différence 

d'affinité nise en évidence dans nos propies resultats confirment l'ex- 

trame diversité des propriétés enzymatiques des hexosaminidases suivant 

leur origine. 

II - ACTION SUR DES OSIDES DE STRUCTURE VARIABLE 

Les osides utilisés se différencient d'une paxtpar la 

nature de la liaison et d'autre part par leur structure. 



T A B L E A U  XLII 

Rapport des activités/-N-acétylglucosaminidasique et galactosaminidasique 

de cinq FN-acétylhexosaminidases d'origines diverses, 

(t) Lfactivit6 spécifique est déterminee enpg de p.nitrophéno1 liber6 par minute et par milligramme 
de protéine. 

Origine de l'enzyme 

t 
Rate de Boeuf 

Foie de Boeuf 

Aspergillus niger 

Activité spécifique des 

f? -N-acétylglucosaminidases 
(*) 

3 9 3  

1,57 

. 
Activit4 spécifique des 

/-bac6 tylgalactosaminidases 

(*) 

3219 

1060 

7352 

Graines gernees de ~enu~red 3498 

Rapport des 

deux activitea 

F&Ve Jack 

1157 

11543 

3,3 

3,9 

2,l 

1540 1 3 94 

4545 2164 
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A - INFUJENCE DE LA NATURE DE Ui LIAISON 

Les valeurs des constantes de Michaelis, les vitesses 

maxinales d'hydrolyse ont 6té d&tennin6es lors de l'hydrolyse de disac- 

charides renfermant de la N-acétyl-glucosamine liée par des liaisons 

1 2  ; 1,$4 etR 1,6 B un résidu de mannose. 
t r' 

Les pourcentages-de libération de la N-acétyl-glucosariine 

après 24 heures d'incubation ont été calculés dans le cas de l'hydrolyse 

des disaccharides précédents et dans le cas :-d'un disacharide renfer- 

mant de la N-acétyl-glucosamine li6e par une liaisonp 1,6 B un résidu de 

galactose, - dans le cas d'un trisaccharide renfermant de la N-acétyl-gluco- 
samine li6e par une liaison /'1,3 B un r6sidu de lactose. 

Les conditions d'hydrolyse utilisées sont d6crites B la 

page 64 . 

1 - RESULTATS -- 
Les résultats obtenus sont rassemblés dans les tableaux 

XXIII, XXIV et xxv (p. iii, 116 et il3 1. 
Les remarques que nous pouvons faire 8 propos de ces r4- 

sultats sont les suivantes : 

- Toutes les preparations eneymatiques utiiis6es poasè- 
dent une affinit6 plus grande pour l'hétéroside de synthèse que pour les 

oligosaccharides analysés, on observe cependant que la N-acétyl-glucosamini- 

dase isolée de la Fève Jack poss&de une affinité plus grande pour le dis- 

saccharide A, soit le 0-,~-~-~-acét~l-glucosaminyl-(1,2)-manse que pour 

11hét6roside de synthèse. 

- Les constantes d'affinité, les vitesses maximales d'hy- 
drolyoe et les pourcentages d'hydrolyse varient d'une part avec l'origine 

de l'enzyme et d'autre part avec la nature de la liaison B hydrolyser. 

a - Liaison 0 - ~ ~ - ~ - a c é t ~ l - ~ l u c o s a m i n ~ l - ( 1 , 2 ) ~ . ~ ~ e  

Les hexosaminidases isolées de la rate de Boeuf et de 

la Fève Jack possèdent une très grande affinité pour le dissacharide O- 

~-~-~-acét~l-~lucosamin~l-(1,2)-mannose. 
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AU bout de 24 heures d'hydrolyse la libération de la 

N-acétyl-glucosamine est quantitative comme lrindique le tableau XXV. 

L1affinit6 des hexosaminidases isoldes du foie de 

Boeuf, des graines gertndes de Fenugrec et d'Aspergillus niger pour le 

disaccharide ~ - ~ ~ - ~ - ~ - a c ~ t ~ i - ~ i u c o s a m i n y i -  (1,2) -mannose, est relativement 

faible. Les pourcentages de Xibération de la B-acdtyl-glucosamine sont 

d'autre part de 26, 25 et 62 p.100. La libération de la N-acétyl-glu- 

cosamine like en 1,2 du mannose sera donc réalisée de préférence 3 

l'aide des hexosaminidases iaol4es de la rate de Boeuf et de la fève 

Jack. 

b - Liaison O- -D-N-acéty 1-glucosaminy l-(1,3)-nalact; 
L' influence de 1 'action des différentes préparations 

enzymatiques sur une liaison de type /3 1,3 n'a pu Btre dtudiée que sur 
un trieaccharide : le 0 ~ ~ - ~ - n c d t ~ l - ~ l u c o s a m i n ~ l - ( 1 , 3  )-0-~~-~alactos~l- 

(1,4)-glucose. 

Les pourcentages d'hydrolyse ont été calculés uniquement , 
les valeurs données dans le tableau XXV indiquent que seule l'hexosamini- 

dase isolée du foie de Boeuf libère quantitativement le résidu de N-acé- 

tyl-glucosamine, au contraire, llhexosaminidase isolée des graines germées 

de Fenugrec ne possède aucune action sur le substrat. L'activité des he- 

xosaninidases de la rate de Boeuf, de la fève Jack et d'Aspergillus niger 

n'est pas totale, elle atteint respectivement 50,4, 68 et 40,8 p.100. 

c - Liaison O-p-D-N-acétyl-plucosaminyl-(1. 4)-nannose 

L'affinité des préparations enzymatiques isolées de la 

rate et du foie de Boeuf pour le diseocharide : ~---aeét~l-~lucosmin~l 

-(1,4)-mannose est faible voire nulle. Au bout de 24 heures d'hydrolyse les 

pourcentages de N-acétyl-glucosamine libérée sont négli~eables. 

L'affinité des préparations enzymatiques isolées de la 

f&ve Jack, des graines gernées de Fenugrec et d'Aspergillus ni~er pour 

le disaccharide : O-FN-acétyl-glucosminyl-(l,4)-mannose est relati- 

vement importante, comprise entre 0,51 et 1,43 nM, les vitesses maximalep 

ne sont pas négligeables, elles sont comprises entre.D,72 et 1,40j~nole/ 

mn/mg de protéine. On remarque cependant que les pourcentages de libdration 



de M-acétyl-glucosamine dans les conditions d6crites sont faibles, le 

maxioium de libération (%,Li p.100) est obtenu lors de l'action de 

l'hexosaminidase isolée d1&ergillus niger. 

'2 d - Liaison O-Id-D-a tyl-gluoosaminyl-(l -\4)-galactose 
1 

- 

La faible quantite dont nous disposions de ce disaccharide, 

ne nous a pas permis de déterminer les constantes d'affinité de diffé- 

rentee pr6parations enzymatiques pour ce substrat,, Seuls les pourcen- 

tages de libérltion de la M-acétylglucoçamine au bout de 24 heures d'hy- 

drolyse ont été mesurés. Les valeurs donnees dans le tableau XXV (p.llC) 

montrent qu'aucune des prkparations e~ymafiques utilisées n'est très 

active sur ce disaccharide. Un maximum de libération de 30 p. 100 est 

obtenu pour la préparation enzymatique des graines germ&es de Fenugreç. 

e - Liaison O-@-hl-acétylglucosaminyl-( 1-> 5 )-mannose 

Nous avons 6tudia l'affinité des 5 preparations de 6 -D-N< 
ac~tylhexosaminidases pour le disaccharide 06 -D-2-d6oxy-2-ac6tamido- 
glucopyranosyl-(1 -76)-D-mannose, ainsi que les pourcentages de libé- 

ration de la M-acétylglucosamine au bout de 24 heures d'hydrolyse. 

L1affinitB des préparations enzymatiques isolées de la rate 

de Boeuf et de llAspergillus n i .  est très grande, elle est respecti- 

vement de 0,03C et 0,012 dl, soit une affintté supérieure il celle trou- 

vée pour 11hét6roside de synthèse. Pour les préparations isolées de la 

Fsve Jack, des graines gernées de Fenugrec et du foie de Boeuf, les af- 

finités sont nettement plus faibles, elles sont respectivement de 0,32, 

0,58 et 0,38 M. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 

XXIII (p. 115). Les vitesses maximales de réactions sont élevées par com- 

paraison à celles obtenues précéderment, elles varient de 5,3 à 8 , 5 ) J m c  

les/min/ug de protéine, valeurs 16gérement supérieures B celles obtenues 

pour l'hydrolyse de l'hétéroside de syuth8se .(T.XXIV,~. l16). .Lee.pourcentages 

d'hydrolyse obtenus après 24 heures d'incubation sont rassemblés dans le 

tableau U V  (p.113). On remarquera que la préparation dlAsperaillus niger 

coupe à 100 p. 100 la liaison N-acc?tylglucosar~inyl~ 1 -) 6 mnnose. La 

préparation eneynatique isolée de la rate de Boeuf libère 77 p.100 de la 

M-acBtylglucosanine alors que les autres preparations donnent des pour- 

dentages d'hydrolyse variant de 13 B 23 p.100. La libération de la N-acé- 

tylglucosanine liée par une liaison p 1 '1 6 à du oannose sera donc 



r6al isée  de préférence à l ' a i d e  des hexosa~inidases  isolées  de l a  r a t e  

de Boeuf e t  de l1&ergil lu,s  @f:er. 

Des r é su l t a t s  que nous venons d'exposer ci-dessus nous ne 

pouvons en aocun cas conclure à l a  spéc i f i c i t 6  s t r i c t e  de t e l l e  ou 

t e l i e  ensyne vis-à-vis de t e l  ou t e l  type de l i a i son , à  hydrolyse. Nous 

pouvons cependnnt reriarquer t e s  f a i t s  suivants : toutes l es  enzynes 6- 

tudiees i c i  sauf c e l l e  i so lée  des graines gemées de Zenügrcc pabsenCe 

une a££ i n t t 6  t r 6 s  grande pour t e s  liaisans[; -&s-acétylglncosaclLnyl-Cl-) 5 ) .  , 
NATTA e t  BAHL (207) ont obtenu une l ibérat ion t o t a l e  de la 

N-ac6tyl-glucosdne l o r s  de l'hydrolyse du ~ - f ~ ~ - ~ - n c ~ t ~ l - ~ i u c o s ~ ~ i n ~ ï  

1 ->6 ncinnoûe par l'enzyme i so lée  d'Aspergillus niger.  VIKIlA e t  a l ,  

(208) p ~ t  observ6 que l a  -17-ac6tylglucosoninidase isol6e de 1 lepididyne 

de Porc présente une a i  f i n i t é  d6croissante pour l e s  l i a i sons  1--' 2 - 3  '- 

1 3 e t  !? 1 ->6 lorsque l a  8-acétylglucosmine e s t  l i I e  Zî du 

glucose. S i  on s e  r é f è r e  uniquenent aux valeurs de Ya, on renarque que 

l e s  5 preparations de r-M-acéiylhexosaninidaoeo 6tudiées peuvent e t r e  

class6es en deux groupes. Le prenler groupe const i tué  par  l e s  enzynes 

isoldes  de l a  r a t e ,  du f o i e  de Boeuf e t  de l a  Fève Jack, ces enzymes 

présentent une a c t i v i t é  décroissante pour l e s  l i a i sons  1:-acétylgluco- 

saninylf31 --6, ' 1 - 
i r - 2  e t  1- 1--,'4 r~annose. Le  deuxiésie groupe 

const i tu6 par l e s  enzynes i so lées  de ll&,spergi,Ilus nigeq e t  des graines 

gemées de Penugrec. C e s  enzyees présentent une a f f i n i t é  décroissante 

pour l e s  l i a i sons  ~ - a c ~ t ~ l ~ l u c o s a n i n ~ l ~  1 --, 5 ,'; 1 -\ h e t  i. 1 ---? 2 

nannose. Les var ia t ions  observiSes sont d ' a i l l eu r s  confirnées par l ' é tude  

des v i tesses  naxinales th6oriques d'hydrolyse. S i  l ' on  exanine d 'autre  

p a r t  l e s  r é su l t a t s  obtenus l o r s  de la  cinétique d'hydrolyse enzyuatique 
t' on renarque quelques anma l i e s .  Lat/ -N-acEtyl-hexosaninidase i so lée  des 

graines gernées de Fenugrec e s t  i n c q c S l e  d'hydrolyser l a  l i a i son  M-acd- 
/ 

tylglucosaniny1;l~l  ->3 galactose. C'est  c e t t e  observation qui a é t é  
1 

d ' a i l l eu r s  à l ' o r ig ine  de nos Eravaux sur l a  s p é c i f i c i t é  e n z p t i q u e .  

Pour l t6 tude  syst6mtique que nous venons de r é a l i s e  sur l a  sp6c i f i c i t é  

des hexosminidaçes, nous nontrons que seule l lhexosminidase i so lée  du 

f o i e  de Boeuf ese capable de l ibére r  quanti tat ivenent l a  N-acétyl-gluco- 

sanine l i e e  en 1; 1-23 au galactose. Ce r é s u l t a t  nous a d ' a i l l eu r s  per- 

n i s  de déterniner l a  nature  des anonéries présentes dansle d i l a c t c h i n ~ l -  

lacrotGt$~a&e. i so l é  du l e i 6  de P m - ~ e  GRL?WOIù?REL, BOîJQUELSCT, ,BI=YrW> ,SPIK, 



14ONSIGWZ et lElT1'3REUIL (203). 

Dans la littérature, d'autres exerqlex de l'incapacité des 

hexosaninidases à hydrolyser certains types de liaisons sont donnés, 

ainsi que la M-acétyl-glucosar~ine présente dans l'oligosaccharide sui- 

?&&\ GlcUA SlclqAc, est libérPe par 1 'hexosanini- vant : GlcNAci / 

dase isolée du Soie de Boeuf, (I!ELSÇP.~AHPT et al) (210), de l'aorte bovine 

(BUDDECIG et %ZE~P,IES)(~~~) et enfin par l'hexosûriinidase isol&e de la 

fève Jack (LI et ~I)(212). Par contre, aucune lib6ration de 1:-acétyl- 

glucosmine obtenue par les hexosminidases isolées de ll&ulsine d'a- 

nande et de llAspargillu$ niger (WEIISÇ~W~TJ et a1)(213) et par des extraits 

de pneunocoques (LITRER et al. ) (214) CXISS~~~&ITN et al, ) (215). L'hypothèse 

de lfexic~ence d'une différence d'activité antre enzynes d'origines ani- 

nales et celles provenant de r.ricoo-organisned et de v6gétaux, n du &tre 

abandonnée. En effet, la s écificité senble beaucoup plus liée 3 l'en- 

vtronneilent spatial et à la nature de l'ose pénultiène qu'a l'origirie 

de l'enzyne. 

Nous avons d'ailleurs nontré dans le tableau XXV (p. llU) 

que l'ose sur lequel est branchée la N-acétylglucosanine est inportant 

pour la spécificité enzymtique. Le seul fait de passer d'un o-p -2-2 - 
désoxy-2-acétcmido~lucopyranosyl- (1 -) 4 )  -D-nannose -- à un g&g-2-dQsoxy- - \ W.- 

2-acétanidoglucopyranosyl- ( 1 --? 4 )  -2-galactose entraîne une dininution - 
notable du pourcentage d'hydrolyse des liaisons sauf kns le cas de lfhy- 

0 drolyse par lai? -N-acétyl-hexosminidase du £oie de Boeuf. Ces observa- 

tions sont en accord avec les résultats trouvés par VIIWdA et al. (215). 

Ils renarquent que l'affinité diininue lorsqu'on renplace 

un glucose par un galactose ou par une W-acétyl-glucosmine. Il n'est 

donc pas possible dans l'état actuel de nos connaissances de conclure 

Zi l'existence d'une spécificité plus ou noins stricte des enzymes vis-à-vis . 
du type de la liaison B hydrolyser. 

IMFLUENCE DE LA TAILLE ~ - S J @ ~ V S I . T  E ---- ---- - --- 

Des tri et tééra saccharides renfermant des liaisons la-acé- 

ty 1-glucooanine 0 p 1 -)2 et j, 1-9 4 ont &té hydrolysées par deux pr6- 
parations enzynatiques isolées de la fève Jack et dfAspergillus - niger 

afin d'étudier les variations de liberatisn de la N-acétyl-glucosanine 

en fonction de la structure du substrat. Les hexosaninidases isolées 

de la fève Jack et d ' ~ e ~ 1 1 u s  --- nier ont été choisies car ces deux 



prépara t ions  s e  sont  r6vélées être p a m i  l e s  p lus  a c t i v e s  su r  les 

l i a i s o n s  p 1 - 7 2  e t  1 1 -> 4.. 

Les r g s u l t a t s  obtenus son t  raseenblés dans l e  tableau XXVI 

(p. \.%4.). Uous pouvons renarquer é o ~ ~ t  d'abord que 1 ' a c t i v i t é  des prépara- 

t ions  ewynat iques  de l a  fève Jack e t  de l 'Aspergi l lus  n iger  zu bout de 

24 heures d'hydrolyse est nettenent  infel t ieure quand on compare les 

pourcentages obtenus pour l e  g$-g-2-d&soxy 2-ac6tanido-glucopyranosyl- -- 
Q3 2) -~-nmnose  - e t  l e  ~~-~-2-désoxy-2-acétanido-glucopyranosyl-(1 -7\ 2 ) -  

5 - 
0-f-~-nannopyranosyl-(l->3)-~-mannose. La poursui te  de l 'hydrolyse  - - - 
pendant 5 jours ne n o d i f i e  pcs l e  pourcentage de l i b é r a t i o n .  Ces travaux 

ont  été v é r i f i é s  au l abora to i re  par  VAifDERSlPPrs (217). 

Liaison 0 - ~ - ~ - l ~ - a c é " ~ ~ 1 - ~ 1 u c o s ~ r i i n ~ l - ( l  -44)-mannose - ---- 

Lfhexosaninidase i s o l é e  de l a  feve Jack e s t  p lus  a c t i v e  sur  

l e  t r i sacchar ide  (oside ~ ) ( c f . p .  53 - 5) e t  l e  té t rasacchar ide  (oside L) 
- ( c f .  p.54-6). On obtcn-'- riespectiverrient 81  e t  50 p.100 d'hydrolyse 

a l o r s  que l ' o n  o b t i e n t  seulenent  35 p.100 pour l e  disaccharide (os ide  A )  

( c f .  p.53-1). Au c o n t r a i r e  llheuosar:~lnidsse i s o l é e  de l ~ ~ $ s p e r g i l l u s  n iger  

e s t  sans a c t i o n  s u r  l e  tri- e t  l e  t(Strasciccharide. L'enzyme possède 

t o u t e f o i s  une aLf in i tB assez grande vis-à-vis  du disaccharide.  

c - Liaison ~ - ~ - ~ - i ? - a c é t ~ l - p . l u c o s m i n ~ l -  ( 1  - -3 4) -0-8 -D-N-a- 

L'act ion  des c inq  prépara t ions  enzynatiques a é t é  Gtudiée 

s u r  l e  N-ac6tyl-chitotriose.Les constantes d ' a f f i n i t é ,  l e s  v i t e s s e s  na- 

f ina les  thi5oriques a i n s i  que l e s  pourcentages de l i b é r a t i o n  de l a  N-acé- 

ty l -g lucosmine  ont  é t é  d6ternin6es edl rasseablés  dans l e  tableau XXVII 

(p. 115) .  Les hexosminidases i s o l é e s  de 13 - ratre e t  du f o i e  de Boeuf 

son t  sans  ac t ion  s u r  le  N-acééyl-chirotriose. Les t r o i s  aumes  prépara- 

t i o n s  poss5dené une ac t ion  négligeable,  dans l e s  condit ions u t i l i s g e s ,  

s u r  l a  l i b 6 r a t i o n  de l a  B-acétyl-glucosamine. L ' a f f i n i t é  des hexosmini -  

dases,  principalement c e l l e  d f k ~ s p e r ~ i l l u s  - niger  e s t  importante, les 



T A B L E A U  XXVI 

Pourcentages de M-acétyl-glucosamine libérée au bout de 24 heures 

d'hydrolyse 21 partir d'oligosaccharides de taille variable par des 

pr4parations enzymatiques isolées de la Fève Jack et d'As~ergillus niaer. 

GlcNPic ld!.,, mn 

Man ly3> ~ n n  

1,4 

G kcblhc 

 an ls3> ~lan 

7 1 ,4  T 1,4 * - 
G lcMAs GlcNAc 

3 5 56,5 



T A B L E A U  =VI1 

Hydrolyse du tri-l-acétyl-ohi totriose par cinq PI-ac4tyl-f- 

glucosaminidases d'origines diverses. 

Rate de Boeuf 

Foie de Boeuf 

Graines de Penugrec 

Aspergillus niger 



enzymes i so l6es  de l a  r a t e  e t  drt f o i e  de Boeuf sont  incapables d ' ag i r  

sur  le  17-ac6tyl-chitotriose. 

2 - DISCUSSION --- 
L a  modificat ion de s t r u c t u r e  du subs t ra t  e n t r a t n e  une no- 

d i f i c a t i o n  dl-, l e s  modalités d'hydrolyse de ces ol igosaccharides.  

Cependant, l e s  d i f férences  ne vont pas toutes  dcns l e  m&ne sens.  En 

présence d'une l i a i s o n  6 1  ->2 à hydrolyser ,  l e s  enzyrlies isolttee de 
\ 

l a  fève Jack e t  de l'@erIz;iIlu~; n iner  coupent p lus  f ac i l enen t  l a  

l i a i s o n  du disaccharide pa r  rapport  à c e l l e  du t r i sacchar ide .  

Dans l e  cas des l i a i s o n s  - ~ l - a c é t ~ ~ - ~ l u c o s a r a i n ~ l - ( l  -3 4) -  
1 

mannose, l'emyrne de l a  feve Jack a g i t  de préfbrence s u r  l e  tri- e t  l e  

té t rasacchar ide ,  l 'hexosminidase  de l '&sperg i l lus  n ige r  e s t  par  contre 

sans a c t i o n  s u r  ces  ol igosaccharides.  Cependant, nous avons remarquer 

que llenzyr;ie d '&spergi l lus  nkec e s t  capable d 'hydrolyser  l e  chi to-  

t r i o s e .  BAHL e"L11SWI+JkL (21U) one montré que c e t t e  enzyme d t a i t  capable 

d ' a g i r  s u r  i e  N-acétyl-chitotétraose e t  Te 14-acétyl-hexochitohexaose 

avec des v i t e s s e s  d'hydrolyse d ' au tan t  p lus  f a i b l e  que La masse c ~ o l é c u l ~ +  

e s t  p l u s  élevée.  

De noLre étude, i t  appara i t  que s i  l a  masse rrioléculaire in-  

t e r v i e n t ,  e l l e  joue un r 6 l ê  assez f a i b l e ,  l e  f ac teur  inf luençant  l e  g lus  

l 'hydrolyse  e s t  sans nul  doute l a  confornation ~ ~ a t i a l  du s u b s t r a t .  

Ains i  il senble que l'ensyme de l 'Asperg i l lus  n iger  s o i t  

capable d 'hydrolyser l e s  i?-glycanneç , par  contre,  1 '5e:rcc.-1.~5~iS.?ç de 

l a  fève Jack e s t  capable d'hydrolyser p lus  facilement les isoglycannes. 

Le comportement des cinq prgparat ions enzyuatiques a é t é  

Qtud ié  s u r  un glycopeptide dont l a  masse moléculaire e s *  de 3228, i s o l é  

de l'ovomuco2de du bland d'oeuf de Poule selon l e  procedé d é c r i t  par  

YAMASHIItTA e t  MARINO (2'. 9) , modifié par FIONSIGbPJ , ADAM-GkIQSSON e t  MONTRETTTT 

(220). Le glycopeptide renf e m e  40 p .  100 d'hexosamines s o i t  10 r6s idus  

de N-acétyl-glucosamine. 

Les r é s u l t a t s  obtenus par  méthylation par  POURtET (221) 

sont  en faveur de l ' ex i s t ence  de 5 r é s idus  de B-acétyl-glucosmine en 

p c s i t i o n  externe non réduc t r i ce ,  s o i t  60 p.100 des hexosaniaes t o t a l e s .  



Dans les conditions d'hydrolyse uti'.isées, le nombre de 

résidus de M-acétyl-glucosaraine, libér6 par l'hydrolyse du glycopeptide 

de l'ovomuco~de par les cinq préparations enzymatiques Qtudiéçis, est 

tr&s faible. Le tableau XXVIII ( p . i j  'i) raseenble les résultats obte- 
nus. Les enzynes isolées de la fève Jack et de la rate de Boeuf li- 

berent un seul résidu de t?-acétyl-glucosamine. L'action des autres: 

prépafatibns enzymatiques est négligeable : 0,l à 0,3 résidu de N- 

acétyl-glucoaamine. 

L'activité rebtréinte des di£ ferentes N-acétyl-p-D-hexb- 

saminidases sur le glycopep tide 5 de 1 ' ovomucoéde peut s 'expliquer 
I 

de différentes manieres. 

- Existence possible de liaisons ~-ac4t~l-?-~-~lucosanini- 
dasiques; Cette hypothkse est 3 rejeter car la détermination de la struc- 

ture des oligosaccharides obtenus par acétolyse du glycopeptide natif 

de l'ovonuco~de par BAYARD -- et al. (222) a montré que la B-acétyl-gluco- 

P samine était toujours li6epor une liaison -glycosidique. 
! 

- Présence de nombreuses liaisons N-acétyl -D-glucosmini- 

dasique 1 -)C. , difficiles B hydrclyser. 
f 

- Existence d'une conformation spatiale telle qu'il existe 
de nombreux encombrements stériques emp6chant les exohexosaminidases 

d'intervenir. 

- Le faible taux de M-acétyl-glucosamine libéré peut être en- 
core dQ B l'existence de nombreux variants glycanniqueç ne renfermant 

pas le même taux de M-acétyl-glucosamine situé en position externe non 

réductrice. 

- Le faible pourcentage dlhydrolyse peut encore srexpli- 
quer par l'existence de conditions .d'hydrolyse impropres au maximum 

d'efficucitè des enzynes. 

Ainsi l'action des effecteurs est toujours déteminée à l'aide 

des hétérosides de synthbe jamais en présence d'oligosaccharides naturels. 

Enfin il est connu que certaines enzymes sont capables de couper les 





grosses molécuies sans pour ce la  couper l e s  molécules de poBds 

moléculaire p lus  f a i b l e .  C ' e s i  f e  cas des neuraninidases so lubles  

e t  lysosmales  mises en évidence par TULSIAHI e t  CARUBELLI (223). 

Cependant, des e s s a i s  d'hydrolyse r é a l i s é s  par  

14URAMATSU e t  EGtJ4I (224) à l ' a i d e  de l 'hexosaminidase de Turbo carnutus 

s u r  un glycopeptide de l'ovomuco2de donnent 19 p.100 de l i b é r a t i o n  

de M-acétyl-glucosamine par  r ~ p p o r t  aux hexosanines to ta l e s .  D e  même 

CLAMP e t  HOUGH (225) ont  obtenu par a c t i o n  de l 'hexosaninidase i s o l é e  

de l f4pididxpe de Bé l i e r  s u r  un glycopeptide de ltovomuco9de une l i b é -  

r a t i o n  de 0,95 r é s i d u  de M-acetyl-glucosamine. 

CGme on peut l e  remarquer, ces  r é s u l t a t s  viennent conf i r -  

mer ceux que noue avons obtenus e t  i l s  dénontrent que l a  l i b é r a t i o n  de 

l a  fJ-acéryl-glucosumine à p a r t i r  des glycopep t i d e s  n ' e s t  jamais t o t a l e .  

I V  - COEJCLUSIONÇ COPICEwJNJT U'i SPECIFIÇITE BNZYYATIQUE -- ------ 
Lorsque nous avons commencé c e t t e  étude, nous pensions 

,.. 1 

qu'if e x i s t a i t  une s p 6 c i f i c i t é  de l i a i s o n  t r è s  é t r o i t e .  I l  a f a l l u  

t r è s  v i t e  abandonner c e t t e  idée au f u r  e t  à nesure que nous avan- 

cions dans no t re  t r a v a i l .  

A l a  vue des r é s u l t a t s  obtenus, nous pouvons conclure à 

une a i f i n i t 6  assez élev6e de toutes l e s  enzymes vis-à-vis de l a  l i a i -  

son 3 1-)6. Pour l e s  a u t r e s  ~ p é c i f i c i f é s ,  il e s t  p l u s  d i f f i c i l e  de 

l e s  d é f i n i r  ; e l l e s  d6pendent en e f f e t  de nombreux fac teurs  : type de 

l a  l i a i s o n  à hydrolyser ,  na ture  de l ' o s e  s u r  l eque l  e s t  branch6e l a  

14-acétylglucosamine, conformation s p a t i a l e  du s u b s t r a t  (EJ-glycanne 

ou iso-glycanne) e t  en f in  confornation s p a t i a l e  de l a  molécule enzyma- 

t ique  (3  cec i  s e  r a t t achen t  toutes  l e s  condit ions de l 'hydrolyse : 

température, pH optinun e t  e f fec teur s )  . 
Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus peuvent cependant nous 

permettre de t i r e r  l e s  conclusions suivantes  : 

- Lorsque l a  N-acétylglucosanine e s t  liée par  une l i a i s o n  

B 1 +2 à un ol igosaccharide quelconque : l ' a f f i n i t é  d6croî t  avec 
1 

l 'augnentat ion de l a  nasse  moléculaire. 

- Lorsque l a  N-acétyl-glucosmine e s t  l i é e  par  une l i a i s o n  

;i 1 ->4 à un ol igosaccharide,  l f n f f i n i t é  dEcroft avec l a  massa molé- 
i 

c u l o i r e  lorsque l n  nolécule e s t  l i n é a i r e ,  n a i s  e l l e  a u p e n t e  par  rappor t  



à un disaccharid? dans le cas de molécules branchées (fève ~ack). 

Cepéndant l'enzyme d'Aspergillus niger qui coupe assez facilenent 

les liaisons a 1 --24 quand io ruol4cule est lin Jaire mais cette 

enzyme est sans action sur une molécule branchée. 

- L'affinité des enzymes diminue lorsqu'on renplace 
un mannose ou un glucose par une nol4cule de galactose ou de N- 

acétyl-glucosamine. 

- Uous pouvons rassembler les enzymes que nous avons 
Btudiées en deux groupes. Le prenier groupe renfermera les enzymes 

isolées de la rate et du foie de Boeuf et de la fève Jack dans l'or- 

dre d'affinité décroissante est le suivant :P 1 -% ; /1 1 3 2  , 
et 1 -7 4. Le deuxième groupe est consf itu4 par les eneynes isolées 

des graines gemnées de Fenugrec et d'Aspergillus niger dont l'ordre 

d'affinité décroissant Lst le suivant : 9 1-) 5 1->4 etf 1 --7 2. 
i 

- Lorsqu'il sfagirn de déteminer uniquement la nature de 
l'anoclérie de la liaison M-acEty1-glucosaninyïeprésente dans un poly- 

saccharide, le choix de l'origine de l'enzyme sera donc plus vaste 

car sans avoir une libération tctale de la N-acétyl-glucosmine cette 

libération pourra être çignifhcativeequant B lo nature de l'anonérie. 

nilorsque la libération doit être quantitative le choix des enzymes est 

plus limité. rlous conseillons d'hydrolyser de préférence : 
9 . Les oligosaccharides lineaires ou ranifiés B lieison! 1 -)2 

par les enzynes isolées de la rate de Boeuf ou de la fève 

Jack. 

fa . Les oligosaccharides lin6aires 3 liaisonid 1 -)3 par les 

enzymes isolées du foie ou de la rate de Boeuf. 

. Les oligosaccharides linéaires B liaison'3 1 --4. par les \ 
enzymes isolées de l'Aspergillus niger ou les graines ger- 

d e s  de Fenugrec. 

, les oligosaccharides ranifies à liaison? 1 4  4 par l'enzy- 

r:Ie isolée de la fève Jack. 

rt . Enfin, les oligosaccharides linéaires 3 liaison f 1 ->6 
t 

par les enzymes isolées de l'Aspergillus  ni^ et de la - 
rate de Boeuf. , 



Gr%ce l'utilisation de ces différentes hexosaminidases 

nous avons pu déteminer la nature de l1anm6rfe des liaisons dans 

le dilactaminyl-lac O-N-t6traose. Les résultats obtenus sont rassen- 

blés dans la publication suivante : GRIPIMOfTPREZ, BOUQUELET, BAYARD, 

SPZK, MQNSLGFY et l'iQlJTREUIL, E u r  . J. Biochem., 1970, 13, 494) .  . 
Mous avons en outre participe à la détermination de 

la structtxre de 10 oligosaccharides isolés par acétolyse du gly- 

copeptide de lfovomicoPde. Les résultats obtenus sont rassembl6s a 
dans la publication de BflYALZD, FOURETET, BOUQUELET, STE?ECICER, SPI!< 

et MONTREUIL, Carbohyd. Res., (sous presse). 



COT?C LUS IGNS GEPEWiUS 
- 

Les cocclusions que nous pouvons tirer de l'ensemble 

des résultats que nous avons exposés peuvent se résumer de la manière 

suivante : 

1 - Nous avons préparé quatre/?-D-W-acétyl-hexosemini- 
dases 3 partir de différentes sources, les unes classiques : la rate 

de Boeuf, la f&ve Jack et l'Aspergillus niger, la quatrième originale : 

les graines germées de Fenugrec et nous nous sommes livr6, sur ces prépa- 

rations et sur un échantillon commercial provenant du foie de Boeuf, à 

une étude systkmatique des conditions et de la spécificité de leur action 

en vue de les utiliser dans la détermination de la structure des polys&c- 

charides libres ou conjugués sous forme de glycoprotides ou de glycoli- 

pides. 

2 - Nous avons entrepris de purifier ces enzymes par 
différents procédés chromatographiques et nous sommes parvenu 3 des 

enrichissements, par rapport aux protéides totaux, de 95 fois dans le cas 

de 1'A~porg~t~~a niger, de 425 fois dans le cas de la fève Jack et de 

86 fois dans le cas de la rate de Boeuf. Dans le cas des enzymes du 

foie de Boeuf, nous n'avons pas tenté de purifier les préparations com- 

merciales dont nous disposions. Enfin, la forte coloration des premiers 

extraits des graines germées de Fenugrec ne nous a pas permis de mesurer 

leur activité et,. en conséquence, de déterminer le taux de purification. 

Les degrés de pureté que nous avons atteints ne permettent 

pas dvidexnent d'entreprendre, des 3 présent, llBtude de la structure de 

ces enzymes et la recherche de la nature de leur site actif. Ils sont tou- 

tefois su£ fisants pour définir les conditions optimales dl action, les 

valeurs de Km et de Ki des b-N-acétyl-D-hexosaminidases. 

3)  Toutes les préparations que nous avons utilisées possè- 

dent une activité, la fois, -Pl-acétyl-D-glucosaminidasique et /J-M- 

acétyl-D-galactosaminidasique. 



Ces activités varient avec l'origine des enzymes ; Les 

rapports Activité f -N-acBtyl-D-glucosaminidasique/~ctivit6 fîN-ac4- 
tyl-D-galactosaminidasique sont, en effet, les suivantes 3 1,57 pour 

l'enzyme de la feve Jack ; 2,l pour l'enzyme d'Aspergillus niger ; 

3,3 pour l'enzyme de la rate de Boeuf et les graines germées de 

Fenugrec ; 3,9 pour l'enzyme du foie de Boeuf. 

11 nous paraît important de signaler que c.es repports 

ne varient par: au cours de la purification des enzymes ; Ce ré- 

sultat représente un premier argument expérimental en faveur de l1hy- 

pothsse d e  La double activité enzymatique porrdo p c r  la m b c  =olé- 

cul2 d1enz3+me. 

4 - Nous avons étudié les variations d'activité vis-8-vis 
du p-nitrophBnyl-~~-acétyl-~-glucosaminide de cinq préparations de 

-N-acétyl-D-hexosaminidases, en fonction de la température, du pH 

et de la présence de différents cations (c?, Mnu, Plg*, cdu, 
* * + +  Co , Hg , Ma , Li ) et défini, pour chacune d'elles, les conditions 

d'action optimales. Cette Btude a révélé le comportement particulier 

de la p-M-acétyl-hexosaminidaçe d'Aspergillus niger. En effet, cette 

enzyme est pratiquement insensible aux cations métalliques et les sels 

mercuriques eux-memes n'inhibent que partiellement son action une 

concentration qui abolit totalement ltactivit6 des autres préparations. 

En outre, le S.D.S. est sans action sur l'enzyme d'Aspergillus niaer 

alors qu'il inhibe les autres enzymes. Ce résultat r4vèle donc l1exis- 

tence d'une structure particulière de la,!*-M-acétyl-D-hexosaminidase 

d'Aspergillus niger dont il serait passionnant d'entreprendre l'étude. 

4 - L'analyse de la sp6cificité des cinq préparations 
de -N-acétyl-D-hexosaminidases a montré qu'il n'existait pas de spé- 

cificité etroite vis-a-vis des différents types de liaisons 1 a 2 ; 
1 3 ; 1 --* 4 ou 1 -4 6 ,fi-N-acBtyl-~-glucosaminidasiques, mais 

seulement des différences dans les vitesses d'hydrolyse de ces liai- 

sons. En effet, de l'ensemble des résultats que nous a fournis notre 

Btude sur la spécificité d'action vis-&-vis de divers oligosacchari- 

des nous pouvons retenir les points suivants : 

a) Toutes les préparations libèrent difficilement le 

r6sidu de N-acétyl-glucosamine du O-,hl-acét~l-~~glucosaminyl-  (1,4)- 

mannose et du ~ ~ , ~ - ~ - t ~ - a c B t y l - ~ - ~ l u c o s a m i n ~ l -  (1,4)a0- -D-N-acétyl-D- 



glucoaaminyl-(1,4)-~-~cQtyl-glucosamine, Les meilleurs résultats 

sont obtenus avec l'enzyme d'Aspergillus niger avec un rendement 

de 56,s  p.10 dans le cas de disaccharide et 14 p.lOO dans le cas 

du trisaccharide. 

Les /9-N-acétyl-hexosaminidases de la fève Jack, des 

graines de Fenugrec libèrent respectivement 35 et 32 p.100 du rd- 

aidu de N-ac6tyl-glucosamine prgsent dans le disaccharide et 2,2 

et 7,l p.lOO du résidu de N-acétyl-glucosamine pr6sent dans le 

trisaccharide. LI action des /-N-acetyl-hexosaminidaaes de la rate 

et du foie de Boevf est pratiquement nulle sur les deux oligosac- 

charidea. 

b) La libération quantitative de la N-acetyl-gluco- 

 amine présente dans le O+-N-acétyl-D-gluc~saminyl-(l, 2)arcrmiose 

est réalide grlelce aux préparations extraites de la rate de Boeuf 

et de la fève Jack. L'action de laP-N-acétyl-D-hemerminidase 

dîAspergillus niner pennet une libération de 62 p.100, alors que 

1esI;-N-acétyl-D-hexosaminidases du foie de Boeuf et des graines de 

Fenugrec ne provoquent qu'une libgration de 26 et 25 p.100 du residu 

de N-acetyl-glucosamine. Ces pourcentages d'hydrolyse sont obtenus 

après 24 heures d'hydrolyse, et ils n'augmentent pas ou trhs peu si 

on prolonge la durée d'hydrolyse jusqutB cinq jours. 

c) La libération quantitative après 24 heures d'hy- 

drolyse, du residu de N-acityl-glucosamine présent dans le o#+D-N- 

acétyl-glucosaminyl-( 1,3 )-0-~~-galacto6yl-(l, 4)-g?.,ucose est r&lieée 
uniquement par la ,8-N-acétyl-D-hexosaminfdase du foie de Boeuf, les 

p-N-acéql-D-hexosaminidases de la rate de Boeuf, de la fève Jack et 

dtAapergil1us niger libèrent respectivement 50,4 p.100, 68 et 40,8 

p. 100 du rés idu de N-acéty 1-g lucosamine. ~aa-N-acl~ty l-hexosaminidase 
des graines de Fenugrec ne possède aucuneaction nur la libgratlon dé 
la N-acétyl-glucosamine prgsente dans le trisaccharide. 

d) La libération par le@ hexoaaminidases de la N-acdtyl- 

glucosamine 1 partir du - 0 ~ - ~ - ~ - a c & t y l - ~ l u c o s a m i n ~ l - ( 1  - ->4)-g-galactose - L 

n'est pas quantitative. Le pourcentage maxixnum obtenu est de 30 p.100 

pour l'enzyme isolee du Fenugrec. Dans tous les cas no# avons constaté 

une nette diminution de l'activité, 



e )  La l i bé ra t i on  quant i ta t ive  de l a  N-acétyl-glucosamine 

présente dans l e  *$-EN-acétyl-glucosaminyl-(1 --$6)-D-mannose e s t  - - - 
rea l i sée  par l'enzyme i so l ée  de l l A s ~ e r ~ i l l u s  niner. On peut remarquer 

que l'enzyme de l a  r a t e  de Boeuf l i bè re  77 p.100 de c e t t e  nilbee N-acétyl- 

glucosemine. Les autres  hexosaminidases présentent une &f in i t 6  nonnale 

sans pour c e l a  obtenir  un maximum de l ibérat ion.  

6 - Les pourcentages de l ibéra t ion  exprimés précédemment 

ne peuvent e t r e  génbralisés à di f fé ren ts  oligosaccharideo renfermant 

des l i a i sons  @-N-acétyl-glucosaminyl-1 -+2, 1 -23, 1 -3.4 e t  1 ->6 t 

en e f f e t ,  les differences profondes apparaissent dans 1' action des $-N- 

acétyl-hexnsaminidases en fonction de l a  t a i l l e  e t  de l a  confirguration 

spa t i a l e  de  l 'oligosaccharide étudi.4. 

a) L'action de la $-iU-.ac6tyl-h~r~sFdase Be &a fève 
Jack provoqoe l a  l i be ra t i on  de 47 p.100 du résidu de N-ac6tyl-glucosamine 

prés-- dans l e  9-~N-acétyl-gluco Wnyl- (1 --)2)+~-*annos~l- - - 
(1 -73)-mannose a lo r s  que son action e s t  quant i t a t ive  sur l e  dissacira- 

r i d e  2-B-FN-acdtyl-glucosaminyl- (1 -+ 2)-mannose. - 
b)  Au contra i re ,  l ' ac t ion de l a  B-N-ac(lty1-hexosaaiini- 

dase de l a  feve Jack augmente en présence du 2-a -eannosy l - (1  - ) 3 ) 9 -  
7- '- 1 

i c o s d n y l - ( 1  -'P4); mannose. En e f t e t ,  l e s  pourcentages-'de l ibé ta t ion  at- 
4 

teignent respectivement 81  et 71 p.100 alors  q u ' i l  e s t  de 35 p.100 en 

présence du 9-$-g-N-acétyl-glucosarninyl-(1 4)aannose.  - 
c )  Dans l e  cas de l a  $-8-acétyl-D-hexosminidase dl 

Asgergi.llu_s.ngge-r son act ion e s t  nu l le  sur l e s  tri- e t  tétrasaccharides 

précédents a lors  que l e  pourcentage de l ibéra t ion  a t t e i n t  56,5 p.100 au 

cours de l'hydrolyse du 2-B-g-N-acétyl-glucosarsinyl-(1 -4)-mannose. 
-r* 

d) Les d i f fé ren tes  prdparationç enzymatiques possèdent, 

au cours de leur  action sur l e  glycopeptide de llovomucol'de des conporte- 

nents  variables.  Dans tous l e s  cas, l e s  enzymes que nous possé&n& ne 

s a b l e n t  pas Btre adaptées à l 'hydrolyse de subs t ra t  à poids moléculaire 

Blevé e t  sur tout  de conformation spa t i a l e  complexe. 



7 - De l'ensemble des r4 su l t a t s  obtenus sur l a  spéc i f i c i t é  

des N-acétyl-@-D-hexosdnidaseç l e s  idées  essen t ie l les  que nous pouvons 

r e t en i r  sont l e s  suivantes : 

1. Notre étude comparative e s t  lo in  d ' ê t re  complète et 

homoggne puisque tous l e s  cas possibles de  s t ructure  polysaccharidique 

et  tous les cas possibles d'origine des $-N-acétyl-hexosdnidases n'ont 

pas é t é  envisagés. Cependant, c e t t e  étude p a r t i e l l e  montre q u ' i l  e s t  

important de chois i r  l ' o r ig ine  d'une f3-N-acétyl-hexosaminidase.en fonc- 

t i on  de l a  s t ruc ture  du polysaccharide étudi6, e t  qu ' i l  n ' es t  pas possi- 

b l e  de t i r e r  des l o i s  déf in i t ives  sur l e  node d'action des B-N-acBtyl- 

hexmaminidases. 

2 . Le choix de l ' o r ig ine  de l'enzyme peut=&tre f a i t  

en fonction des r é su l t a t s  attendus. S ' i l  s ' ag i t  simplement de déterminer 

ltanomérie f3 ou a de l a  l i a i son  N-acCstyl-hexosaninidasique l e s  poss ib i l i -  

tés sont plus  grandes, car  di f férentes  préparations enzyuatiques peuvent 

l ibere r  de l a  N-acétyl-glucosamine dans des proportions qui sans ê t r e  

to ta les  sont s ign i f ica t ives  sur l a  nature  de l'anoméris. Certaines d'en- 

t r e  e l l e s  sont n&anmoins sans aucune action sur  un type donné de l ia ison.  

Une conclusion trop hât ive  ne do i t  pas dans ce cas, conduire B l ' i dée  

de l'absence de lranomérie $-N-acétyl-hexosaainidasique. 

3 , Au cours d'une étude s t ruc tura le  de  polysaccharide 

qui n&cessi te  l a  l ibéra t ion  t o t a l e  des résidus de N-ac6tyl-glucosamine 

l e  choix des préparations enzymatiques e s t  plus d i f f i c i l e  car  plus  l i n i t 6 .  

4 . Le problème de l 'hydrolyse enzymatique e t  par con- 

séquent l lEtude de  l a  s p é c i f i i i t é  enzymatique ne pourra titre résolu que 

par l 'étude s t ruc tu ra l e  des enzymes. 11 se ra  donc nécessaire d 'étudier les 

d i  f f 6rents s i  tes r h c t i o n n e l s  de 1 ' enzyme a in s i  que s a  conformation 

spat ia le .  Ces Btudes ne pourront & t r e  entrepr is  qu'à p a r t i r  de solut ions  -- 
enzymatiques t r è s  pures. 
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