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INTRODUCTION

Dans une premiére série de travaux qui ont fait l'objet de
notre Dipldme d'Etudes Approdondies de Biochimie, nous avons igsolé, 2
partir des graines germées de Fenugrec, une nouvelle N‘&Cétylf/in-81U“
cosaninidase,

L'emploi-de cette enzyme dang l'étude de la structure du
dilactaminyl-lacto-N~-tétraose isolé du lait de Femme par GRIMMONPREZ (1)
a révélé qu'elle était sans action sur ce substrat, contrairement 2 la
N-acétyljﬁ-D-glucosaminidase du foie de Boeuf qui lib2re quantitativement
le résidu de N-acétyl-D-glucosamine présent dans 1l'hexaose.

Cette observation nous a amené 3 entreprendre d'une maniére
systématique une seconde série de recherches sur 1la spécificité de N-acé-
tyl- -D-hexosaminidases d'origines diverses dont les résultats sont ras-
semblés dans le présent mémoire, Ils portent sur les 5 N-acétyl-3-D-he-
xosaminidases dont nous avons étudié 1'action sur des oligosaccharides
dans lesquels la N-acétyl- -D-glucosamine &tait conjuguée par différents
types de liaisons : 1,2 - 1,3 - 1,4 et 1,6,

Les résultats que nous avons obtenus 3 propos des N-acétylﬂﬁ
~D-hexosaminidases, associés & des recherches effectuées parallzlement
sur d'autres glycosidases® etp-D-galactosidases, «-D-mannosidases ,~L~
fucosidase) nous ont permis de participer, dans le cadre d'un travail
d'équipe, 2 la détermination de la structure de 17 oligosaccharides d'o-

rigines diverses. Ils ont été rassemblés dans les mémoires suivants :

1 - S. BOUQUEIET - Résultats préliminaires sur 1l'isolement de quelques
glycosidases, Application a un hexaose igolé du lait de Femme., D.E.A,
de Biochimie, Lille, 1969,

2 - L. GRIMMONPREZ, S. BOUQUELET, B, BAYARD, G. SPIR, M, MONSIGNY et

J. MONTREUIL - Détermination de la structure d'un hexaose isolé du lait
de Ferme : le dilactaminyl-lacto-N-tétraose, Eur. J. Biochem., 1970, 13,
484,

3 - B. BAYARD, B. FOURNET, S. BOUQUELET, G. STRECKER, G. SPIK et J. MONTREUIL
- Etude sur les Glycoprotéines XLIX. Isolement et structure des oligosaccha~

rides de la fraction neutre des acétolysats des glycopeptides de 1'ovomucotde
Carbohyd. Res, (sous presse).



GENERALITES SUR LA SPECIFICITE

DES GLYCOSIDASES

De nombreux auteurs ont montré que les neuraminidases,
les fucosidases, les galactosidases, les mannosidases et les hexo-
saminidases possédaient une spécificité d'action plus ou moins large

liée & différents facteurs que nous allons étudier,

I - SPECIFICITE LIEE A L'ORIGINE DE L'ENZYME

Des différences d'activité enzymatique entre plusieurs
sources d'une méme enzyme peuvent se retrouver pour la plupart des
glycosidases,

Ainsi MURAMATSU et EGAMI &la) signalent que la vitesse
d'hydrolyse par la B -galactosidase d'Escherichia coli de quatre
f -galactosyl-glucose suit l'ordre 1 — 6 >‘ 1—> 4 :} 1 — 3>

1 —3> 2, tandis que l'ordre est inversé avec la p-galactosidase
du petit intestin de Veau : 1 — 2> 11— 3> 1 — 4> 1— 6,

DRZENIEK (2) a montré que la neuraminidase de Vibrio cholerae

peut hydrolyser les liaisons 2 -~ 3 et 2 —> 6, tandis que la neura-
minidase des myxovirus hydrolyse les liaisons 2 —) 6 beaucoup plus len-
tement que les liaisons 2 —> 3 sielyl. Ces résultats ont été vérifiés
par KHORLIN et al. (3) pour les neuraminidases de V. cholerae et du vi-
rus de 1'Influenza, Méme parmi les neuraminidases des myxovirus des dif-
férences apparaissent puisque celle du virus de la maladie de Newcastle
coupe les liaisong 2 —— £ d'un disialylactose, alors que celle du virus
de la peste aviaire ne 1'hydrolyse que tr2s lentement (DRZENIEK et
GAUHE (4)).

A 1'intérieur d'un méme organe, deux groupes de la méme enzyme
peuvent avoir des activités différentes WIEDERSCHAIN et ROSENFELD (5)
ont isolé du rein de Porc deux formes de a-L-fucosidase, dont 1l'une peut
libérer 36 p,100 du fucose du lacto-N-fucopentaose III, par exemple,alors

que la seconde est sams action sur ce polysaccharide.



II - SPECIFICITE LIEE A 1A MASSE MOLECULAIRE DU SUBSTRAT

On rencontre des glycosidases qui n'agissent pas indiffé-
remment 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 macromolé-

cules sans hydrolyser les substrats les plus simples,

A - HYDROtﬂSE DE SUBSTRAT DE FAIBLE MASSE MOLECULAIRE

On peut citer, par exemple, les P-galactosidases du cerveau
de Lapin qui hydrolysent les o- et p~ nitrophényl« p-D-galactosides et
le lactose, mals non le galactosylgalactosylglucosylcéramide ni le ga-
lactosylglucosyl-céramide (JUNGALWALA et ROBINS) (6).

WIEDERSCHAIN et ROSENFELD (7) a l'aide d'une préparation de
a-L~-fucosidase de rein de Porc &liminent le fucose des fragments de
substances de groupe sanguin A + H de différentes masses moléculaires,

mais cette enzyme n'a aucun effet sur les substances a 1'état natif,

L'influence de 1'encombrement stérique sur l'hydrolyse en-
zymatique est encore mise en évidence par JONES et BALLOU (8). L' a-

D~-mannosidase extracellulaire de Anthrobacter GJM~1 mise en présence

de la mannane de Saccharomyces cerevisiae laisse un "core' contenant

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

comportant ce type de liaisonm,
B ~ HYDROLYSE DE SUBSTRATS A MASSES MOLECULAIRES ELEVEES

Sans atteindre la taille des macromolécules, des différences
de vitesse d'hydrolyse de trois oligomannosides par une mannanase ex-
traite des graines germées de Phoenix sont observées par COURTOIS et
1E DIZET (9), la vitesse croissant avec la masse moléculaire (voir
Tableau I, p. 7).

WATKINS (10) dans un extrait de Trichomonas foetus et plus
récemment AMINOFF et FURUKAWA (11) 2 partir de Clostridium perfringens

ont mis en é&vidence une fucosidase agissant sur des glycoprotéines a
activité dec groupe sanguin, mais sans action sur de simples méthyl ou
nitrophényl fucosides. Il est important d'avoir ce fait présent 2 l'es-

prit car de telles enzymes ne peuvent &tre mises en évidence par la



TABLEAU I

Pourcentage d'hydrolyse d'oligormanosides par une préparation
enzymatique de graines germées de Phoenix (COURTOIS et Le DIZET)(12)

Durée de la réaction a 37°C

Substrats
1 jour 3 jours
Phényl- B -D-mannoside 1,3 3,9
B -mannobiose (1 —— 4) 7,2 8,7
p -mannotriose (1 —— 4) 10,7 14,1
B -mannotétraose (1 —— 4) 16,0 25,0
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nesure classique de l'activité enzymatique & 1'aide d'hétérosides de

synthése,

IIT - SPECIFICITE LIEE A LA NATURE DE LA LIAISON

Souvent, les préparations enzymatiques n'hydrolysent pas
tous les types de liaisons & la méme vitesse.

Lfa -L-fucosidase de Clostridium perfringens, purifiée par
AMINOFF et FURUKAWA (13) qui hydrolyse préférentiellement les liai-
sons @ 1-2, en est en exemple. Le Tableau II (p. 9) indique les ré-

sultats qu'ils ont obtenus,

De méme les résultats de DRZENIEK (14) sur les neuramini-
dases rapportés dans le Tableau III (p.10) illustrent ce fait,

Parfois les glycosidases sont totalement inactives sur
certains types de liaisons,

Ainsi SUZUKI, LI et LI (15) ont isolé une a -galactosidase

de Mortierella vinacea qui coupe seulement les liaisons @ 1-4 et @ 1-6

et non les ligisons ¢ 1-2 et @ 1-3,
BAHL (16) a purifié 2a partir d'Aspergillus niger une 1-2-a-L-

fucosidase. Le résumé des études de spécificité qu'il a effectuées est

donné dans le tableau IV, (p. 11),

V - SPECIFICITE LIEE A L'ENVIRONNEMENT DE LA LIAISON

————
e ——

Outre le type de la liaison il faut encore noter que la na-
ture de l'ose engagé dans cette liaison peut influer sur 1l'hydrolyse
enzymatique., L' a-L-fucosidase d'Aspergillug niger (BAHL)(17) qui hye

- 2l
2 .1-2 Gal est inactive sur le Fuc 1-2

drolyse le disaccharide Fuc Fuc,
La substitution de l'ose engagé dans la liaison peut elle-méne
jouer un r8le important,
Alors que le 3-N-acétylneuraminyl -lactose (fig. 1) est quanti-
tativement hydrolysé par les neuraminidases, le 3-N-acétyl -neuraminyl-4-
acétyl-galactosaminylgalactose (fig. 2) résiste 2 leur actiom.

aa_ B1. - -
ANAN —2235 a1 =1%oy aNAN %223 ca1<BLt caimac

Figure 1 Figure 2

- - - ot o sy



TABLEAU 1T

Spécificité de 1'a -L-fucosidase de Clostridium
perfringens (AMINOFF et FURUKAWA)(18)

p.100 d'hydrolyse

Substrats en 5 heures
- Fuc 2422y gy B14y o 79
- Gal £ 1-4> Gle
A
| al-3 10
Fuc
- Lacto-N-fucopentaose I 30

Gal -@—l:% GlcNAc -Q—l—'ﬁ) Gal 'é"l:ﬁ} clc

/{a 1-2

Fuc

Lacto-N~fucopentaose II 4

cal L4735 gromac B3y ooy B4 o0

/-Ial-a

Fuc

Lacto~N-fucopentaose III 9

Gal £1-4 GlcNAc £ 1"3>Ga1 £14, Gle
Ta 1-3

Fuc

ou
( ‘d‘JS)
i

.,
e,
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TABLEAU 1III

Pourcentages d'acide sialique 1ibéré en 24 heures en considé-
rant l'hydrolyse du 3-sialyllactose comme 100 p.100 (DREZNIEER)(19)

Source de Neuraminidase

Substrats Influenza A2
v, cholerzae
Virus Enzymne
3-gialyllactose 100 100 100

6~sialyllactose 85 2 0




TABLEAU 1V

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

(BAHL) (20)

11

Substrats

p.100C d'hydrolyse

-2-G~adl.-fucopyranosyl-D-galactose

~2-0-oL-fucopyranosyllactose

-Lacto-N-fucopentaose I (liaison a 1-2)

~3-0~dl~-fucopyranosyllactose

-Lacto-N-fucopentaose II1 (liaisonc 1-3)

~4~04« L-fucopyranosyl-D-galactose

~ Lacto-N-fucopentaose II (liaisona 1-4)

160

100

100
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Enfin de légeres modifications de 1l'ose hydrolysable aménent
des différences dans l'action de l'enzyme,

Les neuraminidases hydrolysent généraiement quantitativement
les liaisons N-acétylsialyl, Au contraire, les liaisons de 1'acide N-
glycolyl-neuraninique sont coupées plus lentemant (GIBBONS)(21)., Quant
a celles des acides NeO-acétylneuraminiques, elles résistent totalement
2 1l'action des enzymes (FAILLARD)(22) ; (GIBBONS) (23),

¥ - CONCLUSIONS

I1 semble donc que l'activité des glycosidases soft assez
strictement liée 2 la structure d'un nombre restreint de substrats sur
lesquels elles sont vraisemblablement appelées a agir in vivo., Il est
cependant des cas ol la spécificité est beaucoup plus large, puisque
la P -D~galactosidase hydrolyse non seulement les liaisons B -D-galacto-
syl, mais encore celles des P -D-fucosides et celles des a-L-arabinosides,

composés dans lesquels 1'hydroxyméthyl en C. du galactose est remplacé

respectivement par le groupement méthyl et gar un atome d‘'hydrogéne,

Lorsqu'on utilise une préparation enzymatique pour étudier la
structure d'un groupement polysaccharidique, il est donc important de
connaitre le domaine d'activité de cette enzyme afin de savoir si elle
est adaptée 3 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 spécificité des N-acétylhéxosamini-~
dases sont trés fragmentaires, Nous allons les exposer dans le chapitre

suivant en méme temps que les généralités sur ce groupe de glycosidases.
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PROPRIETES GENERALES DES HEXOSAMINIDASES

Comme WALKER (24) 1'a montré dans la revue générale sur les
hexosaminidases, l'intér@t porté aux enzymes agissant au niveau des
liaisons osaminidyles commence en 1929 avec 1'é&tude des chitinases par
KARRER et HOFMANN (25) et GRASSMAN et al.(28), puis prend rapidement un
essor avec l'étude de la structure des chondroitin es sulfate et de l'a-
cide hyaluronique, La dégradation des glycosaminoglycanes nécessitait
des enzymes 3 activités oligo et polysaccharidasiques, cependant leur
étude a été freinée par 1l'absence de moyens de caractérisation des en-
zymes, Il a fallu attendre les travaux de NEUBERGER et PITT-RIVERS (27)
pour connaitre l':anoudévic des liaisons contractées par les N-acétylo-
samines dans les mucopolysaccharides.

Les N-acétylhexosamines les plus couramment rencontrées dans
la composition des polysaccharides et des glycoprotéides 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
réductrice dans les glycoprotéides, les exoenzymes capables d'effectuer
leur libération sont appelées :

- B -D-N-acétyl-glucosaminidase (EC : 3.2.1.30)
- o -D-N-acétyl-glucosaminidase (EC : 3.2,1.(%))
- B -D-N-acétyl-galactosaminidase (EC : 3.2.1,(%))

- a -D-N-acétyl-galactosaminidase (EC : 3.2.1.(%))

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-f-1,4(2~acétamido-2-désoxy)-D-glucoside glycano-
hydrolase (EC :3.2.1.14),

(%) Le numéro d'ordre de ces enzymes n'a pas encore &té défini.
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1, - B=-N-ACETYLHEXOSAMINIDASES

I - REPARTITION

La répartition de 1la B-N-acétyl-glucosaminidase est ex-
trémement large. De nombreux microorganismes ainsi que les tissus de
nombreux animaux, invertébrés et vertébrés constitueni une source im-
portante de l'enzyme. Dans le Tableau V (p.15), nous avons fait figurer
les différents substrats qui ont permis 3 de nombreux chercheurs d'isoler
la B-N-acétylglucosaminidase, Comme la répartition de 1l'enzyme dans les
tissus animaux dépend de la nature et de la fonction du tissu, nous a-
vons rassemblé dans le tableau VI (p. 16) les activités de la P-N-acé-
tylglucosaminidase en fonction de l'origine du tissu. Nous pouvons re-
marquer que l'émididyme constitue la source enzymatique la plus riche.
D'une maniere générale on trouve toujours associée a l'activité de la
P-N~acétylglucosaminidase une activité B-N-avétylgalactosaminidasique
cette activité a été caractérisée par WOOLLEN et al.(28); TROEWEIN et GATT {(29),
MURAMATSU (30) et dernidrement par LI et LI (31) et WINCHESTER (32). Le
tableau VII (p.l7) rassemble les différentes sources de B-N-acétylgluco-
saminidase. A cl sujet on ne peut pas encore, & l'heure actuelle, affirmer
l'existence de deux enzymes distinctes. Selon LI et LI (33) il n'y aurait
qu'une seule protéine chargée des deux activités. Il reste 3 savoir main-
tenant si cette protéine porte un ouv depx sites actifs. Il est dlailleurs
recormandé, a cet effet, de dénommer les enzymes par l'appelation de
B-N-acétylhexosaminidase. Les termes de PB-N-acétylglucosaminidase et ga=
lactosaminidase ne sont utilisés qu'en présence de substrat bien défini : .

N-acétylglucosaminide ou galactosaminide.

I1 - PREPARATION DES p-N-ACETYLEEXOSAMINIDASES

WATANABE (34) en 1936 décrit une méthode de préparation de
la B-N-acétylglucosaminidase & partir du foie de Boeuf par précipitation
a 1'éthanol puis adsorption et &lution sur colonne de kaolin. Par la sui-
te, les méthodes de fractionnement des protéines, a savoir le fractionne-
ment au sulfate d'ammonium, a permis a FINDLAY et LEVVY (35) d'obtenir 2
partir de 1'épididyme de Porc une enzyme purifiée 70 fois. Ces auteurs

terminent la purification par précipitation a l'acétone froid., BAHL et



TABLEAU V

Répartition de la f -N-acétyl-glucosaminidase

Sources

Références

Microorganis-ias:;

Pneumocoques Type I
Pneumocoques Type 1I

Streptomyces griseus

Zspergillus niger

Aspergillus oryzae

HUGUES et JEANLOZ (36)
ROSEMAN et DORFMAN (37)
BERGER et REYHOLD (38)
BAHL et AGRAWAL (39)
GA, IKENAKA et MATSUSHIMA (40)

Végétaux

Emulsine d'amande douce

Phaseolus vulgaris

Lycoperdon perlatum

Fave Jack

HELFERICH et ILOFF (41)
BAHL et AGRAWAL (°2)
POWIING et IRZYKIEWICZ (43)
LI et LI (44)

Invertébrés

Patelle (Patella vulgate)

Turbo cornutus

Charonia lampas

CONCHIE, LEVVY et MARSH (45)
MURAMATSYU (46)
MURAMATSU et EGAMI (47)

Vertébrés

Tissus de Rat, Porc, Veau

et Boeuf

Venin de serpent
(Crotalux atrox)

VIKHA et al, (48)
WATANABE (49)
CONCHIE, FINDLAY et IEVVY (50)

WEISSMANN, HADJIIOANMOU et
TORNHEIM (51)

FROHWEIN et GATT (53)
LEABACK et WALKER(53)

EAST, MADINAVEITIA et DD (54)
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Répartition de la B-N-acétyl-glucosaminidase dans les

tissus de mammiféres

Références

Organes Activité (a)
Epididyme de Porc 23.1OQ
Epididyme de Rat 291
Glande sous-maxillaire de Rat 41 (b)
Rein. de Rat 126
Thyrotde de Rat 25 (b)
Toie de Rat 45
Rate de Rat 2 (b)
Testicules de Rat 18
Ovaires de Rat 26

WOOLEN-WALKER et HEYWORTH
(55)

CONCHIE, FINDIAY et
LEVVY (58)

(a) L'activité est exprimée en pg d'aglycone 1libéré par milligramme

de tissu

(b) Le substrat utilisé est le phényl-2-acétamido-2~-désoxy- B-D-glu-

frais en une heure,

(

\,

nye
gis

LIRAE

coside au lieu du p-nitrophényl-2-acétamido-2-désoxy~ B~D-glucoside.

)
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Répartition de la pB-N-acétyl-galactosaminidase dans différents
tissus (WOOLEN, WALKER et HEYWORTH) (57)

Préparations enzymatiques

Activité spécifique
de la P-N-acétyl-

Activité spécifique
de la P -N-acétyl-

glucosaminidase galactosaminidase

Sérum de Ferme

enceinte 6 semaines 47 G

enceinte 24 semaines 159 12

oy 5 5
Epididyme de Porc 23.10 4,10
Testicule de Bélier 314 &8
Tissus de Rat

Rein 15 1,9

Foie 5,3 0,8

Rate 5y 8 0,8

Epididyme 103 10,8
Helix pounatia 72,7 33,1
Patella vulgata 13,4 5,4
Lycoperdon pyriforma 460 320
Pneumocoque Type III 343 45

Ltactivité est exprimée en g de p-nitrophénol 1libéré par unité

enzymatique de la source indiquée,




AGRAWAL (58) continuent le fractionnement au sulfate d'ammonium et
la chromatographie sur D.E.A.E. Sephadex. Ils obtiennent une enzyme
purifié 600 fois aprés une nouvelle chromatograghie sur gel de dex-
tran., HUGHES et JEANLOZ (59) emploient le procédé inverse, ils pas-
sent d'abord sur gel de dextran puis ensuite sur D.E.A.E.-cellulose.
L'ensemble de ces méthodes a permis 2 SANDHOFF et WASSLE (GO) de
purifier l'engyme du Foie humain 2 a 4000 fois. A ces méthodes LI
et LI (61) ont associé une précipitation de l'enzyme de la Fave
Jack a son point isoélectrique., Le pHi de la protéine avait été
déterminé au préalable par électrofocalisation (LI et LI)(62). Ces
auteurs, de cette mani2re, ont réussi, pour la premidre fois, & cris-
talliser la B -N-acétylglucosaminidase,

A c8té de ces méthodes traditionnelles, les auteurs emploient
de plus en plus les méthodes du fractionnement cellulaire, Cette mé-
thode a permis a FROHWEIN et GATT (62) de préparer les B -N-acétylhexo-
saminidases du cerveau de Veau par centrifugation différentielle sur
gradient de sucrose. Cette méthode est utilisée surtout pour le pré-
paration des enzymes de lysosomes (DE DUVE et al,)(64),(BACCINO et
ZURETTI)(65). C'est grlce a cette méthode que l'on a pu caractériser
les isoenzymes,

Signalons enfin que dans un avenir proche, il sera possible
de purifier les P -N-acétylhexosaminidases par chromatographie d'af-
finité. Des méthodes ont déja été proposées pour la purification de
la neuraminidase de Vibrio cholerae, de Clostridium perfringens et du
virus de l'influenza par CUATRECASAS et ILLIANC (6%). De méme STEERS,
CUATRECASAS et POLLARD (&7) ont proposé une méthode similaire pour la

purification de la P -D-galactosidase d'Escherichia coli,

I11 - LES ISORHZYMES

La structure d'une enzyme varie selon son origine. Mais une
diversité de structure peut également apparaitre pour certaines en-
zymes chez différents individus de la méme espeéce ou suivant les or~
ganes d'un méme individu, On les désigne par le terme "isoenzymes'
ou "igozymes", Leurs molécules ne présentent que de légéres diffé-
rences structurales, elles possddent souvent (mais pas toujours),
la méme activité et la méme spécificité. On peut les différencier
par leur migration électrophorétique, leur pH optimal, leur compor-

tement vis-a-vis des inhibiteurs et activateurs, Elles peuvent &tre
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épalement identifides par les méthodes immunologiques,

L'existence d'isoenzyme de la P -l-acétyl-glucosaminidase a
été mis en évidence dans différents tissus, CAYGiLL et al. (&£8) ont
montré pour la premiidre fois que lap -N-acétylglucosaminidase isolée
du testicule de Bélier était séparée en deux pics aprés chromatogra-
phie sur CM-cellulose, Ces résultats ont été plus récemment confirmés
par WINCHESTER (69) qui, gradce 2 l'électrofocalisation, a mis en évi-
dence 3 2 4 formes différentes de P-N-acétylglucosaminidase, Par élec-
trophorase sur gel d'amidon, ROBINSON et STIRLING (70) caractérisent,

3 partir de la rate humaine deux f-5r-icz A et B distinctes de P-N-acé-
tylglucosaminidase, Ces deux formes possddent des caractéristiques
enzymatiques identiques, mais la forme 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 forme A 2 la forme

B de lap -N-acétylglucosaminidase, On peut supposer que la forme A est
une glycoprotéine renfermant jusqu'i douze chaines polysaccharidiques
terminéechacune 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 forme A se retrouve dans les lysosomes et dans la solution
cytoplasmique. Selon EYLAR (71) la glycosylation de la p-N-acétylgluco-
saminidase s'effectue lors <u passage de l'env/me 2 travers la menm-
brane lysosomele. Cette méme forme A présente au niveau des membranes
pourrait servir de site de reconnaissance pour le transport des composés
renfermant de la N-acétylosamine., Ces hypothéses ont 3433 &té exprimées
par FISHMAN et al., (72) pour lec P -glucuronidases,

Ces deux formes A et B ont été retrouvées dans le rein humain
par DANCE et al, (73) qui ont réussi 2 préparer les isoenzymes par chro-
matographie sur DEAE-cellulose et a montré que la forme A représente
74 p.100 de l'activité P-N-acétylglucosaminidasique totale et que la
forme B ne représente que 26 p,100.

L'intérét des deux formes A et B des B-N-acétylglucosaminidases
ne fait qu'augmenter depuis que les travaux de SANDHOFF (74), SANDHOFF
et WASSIE (75) ont montrés que la forme A était absente dans la maladie
du Tay~Sachs. L'absence de cette forme A de la B-N-acétylglucosaminidase

serait responsable de 1l'accumulation du ganglioside GM, que la forme B

2
ne peut dégrader. On est amené a p-nser que la forme A serait porteune

de deux activitds g -N-acétyl hexos aminidasiques puisque le ganglioside
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GM2 posséde une N-acétylgalactosamine en position terminale non ré-
ductrice, La forme B ne porterait que la seule activité P -N-acétyl-
glucosaminidasique.

D'autre part, DANCE et al. (756) ont caractérisé dans l'urine la
seule forme A, ils ont montré 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 troisiéme forme de -N-acétylglucosaminidase a &té
mise en évidence par STIRLING (78) dans le sérum de Femme enceinte, Cette
forme appelée P présente une tiobilité électrophorétique trés faible,
nettement différente des deux autres formes A et B. Nous avons dans
le tableau VIII (p. 21) rassemblé quelques propriétés des 'isoenzymes".

L'activité de ces isoenzymes sur des substrats naturels n'a pas .
8té étudiée. Seuls jusqu'a présent, TARENTINO et MALEY (79) ont analysé
le comportement des isoenzymes de l'oviducte de Poule et ont mis en é&-
vidence des propriétés enzymatiques différentes lors de l'hydrolyse d'un

N-acétylchitotétraose.

1y - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES P ~N-ACETYLHEXOSAMINIDASES

La nature glycoprotéidique des P-N-acétylglucosaminidases a
été démontrée par ROBINSON et STIRLING (80) pour l'enzyme de la rate
humaine et par MEGA, IKENAKA et MATSUSHINA (21) pour 1l'enzyme d'Asper-

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

tés physico-chimiques des N-acétylhexosaminidases sont trés fragmentai-
res et disparates ; ainsi les valrurs de masse moléculaire proposées par
les auteurs sont comprises entre 50.000 et 150.000.

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

tats obtenus,

V - PROPRIETES ENZYMATIQUES DES B -N-ACETYLHEXOSAMINIDASES

L'action des P-N-acétylglucosaminidases dépend de nombreux
facteurs, en particulier :

-~ du pH de la réaction,

-~ de la nature du substrat,

~ des éffecteurs,
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Propriétés de quelques isozymes de la P -N-acétylglucosaminidase

d'origines diverses

pE optimum Point masse
i oi ' )
Origine de 1'enzyme d'activité iso8léctriqué| moléculaire Auteurs
Epididyme de Bélier 5,2 7,0 WINCHESTER
(22)
5,3
5,4
5,4
3,4
Foie humain 4,7 - 4,8 5 130.000 SANDHOFF et
4,0 7,3 130.000 WASSIE (23)
Rate humaine 4,5 - 5,0 Acide ROBINSON et
4,5 - 5,0 Basique STIRLING (&4)
Cerveau humain A 5 SANDHOFF (355)
7,3
Testicule de Mouton A 6,0 WINCHESTER,
CAFFREY et
B 553 ROBINSON(25)
Oviducte de Poule I 4,2 - 4,5 7,05 113.000 TARENTINO et
11 5,86 - 6,45 153.000 MAIEY (27)
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Valeurs des masses moléculaires des p-N-acétyl-~

glucosaminidases données par différents auteurs.

Sources Masses moléculaires Références
Foie humain A 130,000 SANDHOFF et WASSLE (88)
B 130,000
Foie de Boeuf 50,000 WEISSMANH et al.(29)
Oviducte de Poule I 113.00¢C TARENTINO et MALEY (90)
1T 152,000
Feéve Jack 100,000 LI et LI (91)
Aspergillus oryzae 140,000 MEGA et al, (92)
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A - INFLUENCE DU PH

Le PH optimum d'hydrolyse des P-N-acétylhexosaminidases varie
entre pH 4,2 et 7,2. Dans le tableau X (p. 24), nous avons rassemblé
les variations du pH optimum en fonction de l'origine de 1l'enzyme, La
gtabilité des hexosaminidases est aussi fonction du pH de la solution.
Aingi la P-N-acétylglucosaminidase isolée de Phaseolus vulgaris perd

50 p.100 de son activité en une heure dans une solution dont le pH est
de 3,5, L'enzyme isolée 3 partir de 1l'épididyme est stable 1 heure 2
37°C en tampon citrate de pH 3,5 3 7,5 mais est complétement inactivée
en dehors de ces limites. D'une manidre générale la solution de B-N-
acétylhexosaminidase sera ajustée 3 un pH supérieur 3 4, Signalons
cependant qu'il ne faut jamais conserver une solution enzymatique 2 un
pH voisin de son pH optimum d'action a cause de 1l'autodégradation de

1'enzyme dans ces conditions,
B - NATURE DU SUBSTRAT
Les S-N~-acétylglucosaminidases possddent une activité spéci-

fique vis-a-vis de l'aglycdne pour des substrats synthétiques et vis-

3-vis des substrats naturels,

1 - SPECIFICITE ENVERS L'AGLYCONE

Les informations concernant la spécificité des P-N-acétylglucosa-
minidases sont fragmentaires, Elles peuvent &tre résumées de la manidre

suivante :
a - La spécificité est absolue pour les liaisons P-glycosidiques.

b - Les P-N-acétylglucosaminidases hydrolysent aussi bien les
alkyles que les aryles P-N-acétylglucosaminides, Pour ces derniers, la
vitesse d'hydrolyse est fonction du degré de substitution du noyau ben-
zénique (BOROOAH, LEABACK et WALKER)(92).

Le groupement N-acétyl est toutefois indispensable ; en effet,
les p-N-propionyl, p-N-butiryl et le B-N-(tolu2ne-p-sulfonyl)-glucosami-
nides ne sont pas hydrolysés par l'enzyme 2 1l'exception toutefois du mé-
thyl-p -N-formyl-glucosaminide qui est rapidemént hydrolysé (NEUBERGER et
PITT-RIVERS)(93).
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Variations du pH optimum de la P-N-acétylglucosaminidase

isolée a partir de différentes soucces,

Substrats
) . . .
Origine de l'enzyme hydrolysés pH optimum Références
Epididyme de Porc Phénol 4,2 FINDLAY et LEVVY (94)
p-N-p (&) 4,2
Rein de Rat Phénol 4,3 PUGH, LEABACK et WALKER
(95)
p-N-p 4,b=b,5 WALKER, WOOLLEN et
HEYWORTH (96)
Testicule de Bélier Phénol 4,4 BOROOAH , LEABACK et
WALKER (97)
p—N—p 4:5
o-N-p (k) 4,8
Foie de Boeuf p-N-p 4,5 WEISSMANN et al. (98)
Turbo cornutus p-N-p 4,0 MURAMATSU (99)
Pneumocoque type I p-N-p 5,3 HUGHES et JEANLOZ (100)
Trichanonzs foetus p-N-p 7,0-7,2 WATKINS (1l01)
Streptomyces griseus Phénol 5,3 BERGER et REYNOLD (102)
Aspergillus orgzac Phénol 4 -5 MEGA et al., (103)
Phaseolus vulgaris p-N-p b, 6 BAHL et AGRAWAL (104)
F2ve Jack p-N-p 4,2-6,5 LI et LI (105)

(#) p-N-p :

(x%) o-N-p

para-nitrophénol

: ortho-nitrophénol

TSN




¢ - Les B-N-acétylglucosaminidases hydrolysent les substrats
synthétiques renfermant de la W-acétylgalactosamine. En effet, en 1961,
WOOLEN, WALKER et HEVWORTH (105) ont remarqué que dans un grand nombre
de préparations enzymatiques il était impossible de séparer les deux
activités P-H-acétylglucosaminidasique et galactosaminidasique, Depuis,
de nombreux auteurs ont fait les mémes remarques, Il faut cependant si-
gnaler que les préparations sont généralement plus actives vis-a-vis
des N-acétylglucosaminides que des galactosaminides, Nous avons dans
le Tableau XI (p. 25) rassemblé des valeurs de la constante de Michae-
lis de quelques N-acétylglucosaminidases vis-a-vis de substrat syn-
thétique. Nous pouvons remarquer qu'il existe des différences d'affini-
té selon l'aglycone utilisé, Cette propriété peut &tre le reflet de la
stabilité de la liaison contracté entre le monosaccharide et l'aglycone
Cette propriété se retwuvera d'ailleurs au moment de l'hydrolyse de pro-

duits naturels,

2 - SPECIFICITE VIS~ 15 BEJ SUBGTILLNS ATU UGS

——

LINKER, MEYER et HOFFMAN (109) ont montré que les di-
tri et tétrasaccharides renfermant de la D N-acétylglucosamine en position
terminale non réductrice sont totalement hydrolysés par une enzyme isolée
du Foie de Boeuf. Ces résultats sont confirmés par WEISSMANN et al, (110)

pour le trisaccharide suivant :

4. 3
cienae 2% qrua B3 c1cme

Par contre le trisaccharide n'est pas hydrolysé par
les B-N-acétylglucosaminidases isecléesdu Pneumocoque ou de 1l'Emulsine
d'amande. De nm@me FROHWEIN et CATT (111) ont confirmé par la suite l'exis-
tence d'une spécificité d'action; Le tableau XII (p. 27) nous montre les
résultats obtenus par ces auteurs, Cette spécificité d'action est en fait
beaucoup plus liée 3 l'origine de la source enzymatique qu'a la nature du
substrat, Plus récemment VIKHA et al, (112) ont mis en évidence la spéci-
ficité de la P-N-acétylglucosaminidase isolée de 1'Epididyme de Porc vis-
2-vis du type de la liaison & hydrolyser. Nous avons rassemblé dans le
tableau XIII (p. 20) les résultats qu'ils ont obtenus. D'aprés ces auteurs
1l'ordre d'affinité décroissante de 1l'enzyme est la suivante : liaison 1,6,
1,3 et 1,4,



TABLEAU

XI

Constante de Michaelis d'hexosaminidases d'origines différentes

vis-a-vis des phényl et p-nitrophényl 2-aminc-2 déoxy-f -D-hexosaminid:us

Ky ™y
sy Crigine de 1l'enzyme Références
P Glu(®) |p-N-P Clu
1,3 0,7 Rein de Rat WALKER, WOOLLEN et
HEYWORTH (112)
2,9 1,2 Testicule de Bélier WOOLEEN, HEYWORTH et
WALKRER (113)
0,7 0,4 Epididyme de Rat FINDLAY, LEVVY et MARSH(114)
- 0,47 Phaseolus vulgaris BAHL et AGRAWAL (115)
- 0,22 Pneumocoque Type T HUGHES et JEANLOZ (116)
- 0,565 Aspergillus niger BAHL et AGRAWAL (117)
- 0,64 Feve Jack LI et LI (112)
1,8 0,85 Aspergillus oryzae MEGA, TKENAKA et MATSUSHINA
(119)
.Gal(***) P-N-P Gal
(k)
1,0 0,4 Rein de Rat WALKER, WOOLEN et HEYWORTH
(120)
1,2 0,3 Testicule de Bélier WOOLLEN, HEYWORTH et
WALKER (121)
- 0,31 Feve Jack LI et LI (122)
5,C - Aspergillus oryzae MECA, IKERAKA et MATSUCHIMA
(123)
() phényl-2-amino-2-déosy-B -D-glucosaminide
(#%) p-nitrophényl-2-amino-2-deoxy-8 -D-glucosaminide
(##%) phényl-2-amino-2-déoxy-B D-galactosaminide e

(#=%) p-nitrophényl-2-amino-2-deoxy-f-D-galactosaminide




TABLEAU XII

Spécificité des p -li-acétylglucosaminidases isalées du cerveau

de Veau selon FROHWEIN et SATT (124)

27

Substrats Pourcentage d'hydrolyse
1 2 3
p-N-P Glu (a) 100 100 100
p-N-P cal (b) 22 b 100
P-Glu (¢) 54 1co 25
Lacto-N-triose (d) 7 5 6,5
Chitobiose (e) 0,25 0,3 0,7
Disaccharide (f) c,13 0,1 0,17

1 - B-N-acétylhexosaminidase

2 - B~N-acétylglucosaminidase

3 - p-N-acétylgalactosaminidase

[~V e I -
1 1

o
t

Hh
i

GlcNAc-p-1,4-acide muramigue

- para-nitrophenyl-2-acétamido-2-deoxy-p-D-glucosaminide

- phényl-2-acétamido-2-déoxy-P-D-glucosaminide
GlcNAc-p-1,3-Gal-Bl,4-Glc
GleNAc-B-1,4-GlcHAc

para-nitrophenyl-2-acetamido-2-~deoxy-p-D-galactosaminide

RUs

L LALE
\&

)



TABLEAU XIII

~

Spécificité de la P-N-acétylglucosaminidase isolée 2 partir

de 1'épididyme de Porc selon VIKHA, KAVERZHNEVA et

VHORLIIN(125).

Substrats Ry w4 V max - M/sec/mg de protéine
GlcNAc -E}-’—% GlclAc 33,0 0,38
cleNAc 253 clemAc 17,0 0,15
GlcNAc -E—-l-‘-gé* Glc 3,3 0,015
ZleNAc -El-‘-:i) Gle 12,5 0,014
slembe 255 gal 7 0,018
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Signalons enfin que : TARENTINC et MALEY (12%) ont mis

en évidence une différence de spécificité des B-N-acétylglucosamini-
dases A et B isolées de 1l'oviducte de Poule vis-a-vis d'un tétra-N-
acétylchitotetracse, Par contre, d'autres auteurs comme HUZHES et
JEANLOZ (127) ; CAYGILL, ROSTON et JEVONS (123) ; BAHL et ACRAWAL
(129) et MURAMATSU (129) ont signalé qu'il n'existait pas de spé-
cificité enzymatique vis-2a-vis du substrat, Ces résultats sont en-
core trop fragmentaires et contradictoires pour pouvoir se prononcer
définitivement sur les variations de spécificité enzymatique en fonc-

tion de la nature du substrat.

C - LiS EFFECTEURS

1 - IES ACTIVATEURS

Les cations bivalents ne semblent pas avoir d'action di-
recte sur l'enzyme purifiée, Il apparait, & la vue du tableau XIV,
p. 30 que la P -N-acétyl-glucosaminidase n'est pas une métallo-pro-
téine. Il existe, par contre, d'autres composés qui activent l'en-
zyme,

D'une part, MURAMATSU (130), montre que l'osidase isolée du

foie de Purbo-coruutus est activée par le chlorure de sodium, On au-

rait pu penser 3 un cas particulier, car le Turbo cornutus est un

gastéropode marin, mais FINDLAY et LEVVY (121), WEISSMAN et al, (132)

observent la méme action pour les enzymes iso#ées de 1'épididyme du
Porc et du foie de Boeuf.

D'autre part, on sait que l'albumine augmente la vitesse
de réaction, mais ce n'est pas un "activateur vrai" car elle stabi-
lise l'enzyme et diminue la perte d'activité spécifique qu'entraine

la dilution.

2 - LES INHIBITEURS

Nous pouvons voir dans le Tableau XV (p. 31) que l'action
de 1'EDTA n'entrafne pas une inhibition de 1'enzyme. Par contre, la
N~acétyl-glucosamine et ses dérivés, les tampons acétates et les sels

de métaux lourds entrainent une inhibition.
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Action des différents ions sur l'activité des B -H-acétyl-

glucosaninidases d'origines diverses

Pourcentage d'activité résiduelle

Nature des ions

Pneumocoque !Turbo cornutus|Féve Jack Foie de Boeuf

Type I (1) (2) 3) (%)
ug 5o 102 85 74
Ca++ B2 105 90 91
zntt 95 03
Na© 100 75
cat 34 77
Mot T 82 84

N
Co
ag' 21 0 o
CH,C00" 50
EDTA (5) 100 £3 97
pCMB (%) 8t
N-acétylglucosanine a8

(1) BUGHES et JEANLOZ (123)

(2) MURAMATSU (134)

(3) LT et LI (135)

(%4) LANGLEY et JEVONS (135)

(5) Sel disodique de l'acide éthylene diamine tétraacétique

(6) Para-chloromercuribenzoate de sodium
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a - La B-lH-acétyl-glucosamine et ses dérivés

L'hydrolyse des B-'l-acétyl-glucosaminides est inhibée de
maniére compétitive par la N-acétyl-glucosamine libre. Ceci est tras
important car ily a nécessité au cours de l'hydrolyse d'éliminer la
W-acétyl-glucosamine au fur et 3 mesure de sa libération. FINUDLAY, LEVVY
et MARSH (132), dans la poursuite des travaux de LEVVY (139) et de
COMDHIE et LEVVY (140) sur l'hnhibition des osidases par les aldono-
lactones correspondantes ont synthétigsé la -il-acétyl-glucosaminolactone
(2-acétamido-2-désoxy-D~gluconolactone) et ont remarqué que la lactone
est un inhibiteur compétitif.

Ces travaux ont &té confirméspar la suite par LEABACK (141)
Nous avons dans le tableau XV (p. 31) rassemblé quelques valeurs de la

constante d'inhibiticn en fonction de différents inhibiteurs.

b - Action des tampons acétate

PURH, LEABACK et WALKER (142) montrent que la B-N-acétyl-
glucosaminidase est inhibée par les tampons acétate. L'inhibition est
compétitive, l'acétate formerait un complexe inactif avec 1l'enzyme, d

propablement a3 la grande affinité et A la haute spécificité de 1l'enzyme

envers les groupements acétyls,

¢ ~ Action des métaux

Certains métaux posséddent la propriété d'inhiber 1'action
de la P-N-acétylglucosaminidase., Parmi ces métaux nous citerons le pa-
rachloromercuribenzoate, le nitrate d'argent et 1'iodoacétamide qui
selon FTROMWETH et GATT (143) inhibent 1'enzyme du cerveau de Veau,
HUCHES et JEAWLOZ (144) remarquent une inhibition de 1l'enzyme par les
sels de mercure et de cadmium, ce qui indique le rdle important d'une

fonction thiol dans le site actif de l'enzyme.

VI - INTERET BIQLOGIQUE DES HEXOSAMIHIDASES

Le dosage de l'activité de la p-N-acétylglucosaminidase
d'un point de vue biologique peut &tre intéressant. WALKER, WOCLLEN
et PUGH (145) ont montré que les taux de l'enzyme sont identiques
dans le sérum de 1'llomme et de la Femme, mais que, chez la Femme,

le taux augmente régulidrement pendant la grossesse et diminue rapi-
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dement pour atteindre un taux normal aprés l'accouchement, Il semble
donc que la quantité d'enzyme soit sous la dépendance d'un contrdle
hormonal. CONCHIE et FINDLAY (146), pour leur pert, ont remarqué que
chez le Rat, le taux de P-ll-acétylglucosaminidase diminue aprés la
castration et que le taux redevient normal aprés injection de téotosté-
rone ou d'oestrogéznes, Quant 3 WOOLLEN et TURNER (147), ils ont montré
que le taux de B -N-acétylglucosaminidase du plasma variait, au coﬁrs
du diab2te, de fagon synchrome avec le taux de glucose sanguin. Ces
auteurs on¢, aussi mis en évidence une augmentation du taux de la B-N-
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 1l'enzyme, L'enzyme semble donc &tre en rapport di-
rect avec la modification de structure des glycoprotéides tissulaires.
Comme nous l'avons vu pagel9 1'gbsence de P -N-acétylgluco-
saminidase ou de l'une de ses formes (forme A) est la cause des mala-
dies héréditaires graves, comme la maladie du Tay-Sachs par exemple,
Le dépistage de certaines maladies rénales peut &@tre réalisé selon
DANCE et al, (148) par l'identification de g -N-acétylglucosaminidase

dans les urines,

VII -~ CONCLUSIONS

Il apparaft une grande diversité dans les propriétés des
B ~N-acétylhexosaminidases selon leur origine. En particulier, on note
que le pH optimum varie dans de larges proportions et que les masses
moléculaires avancées par les auteurs ne sont pas identiques, On peut
penser que selon leur origine, les B -N-acétylhexosaminidases ne possé-
dent pas toutes une structure semblable et on peut s'attendre & ce que
leur action differe également,

Les difficultés d'isolement proviennent principalement de la
complexité des milieux d'extraction, de la similitude des propriétés
physico-chimiques des glycodidases, de l'existence d'isozymes, du risque
de la diminution d'activité enzymatique au cours du fractionnement, l'en-
zyme étant sensible au pH et & la température, De plus la stabilité de
1'enzyme diminue avec son degré de pureté, A c6té de ces problémes il
exigte aussi celui de savoir si les deux activités P-N-acétyl-glucosamini-
dasique et galactosaminidasique sont portées par la méme protéine et s'il

existe un ou deux sites adtifs.
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2.~ O-N-ACETYLHEXOSAMINIDASES

I - REPARTITION

ROSEMAN et DORFMAN (149) ont caractérisé 1' c-N-acétyl-
glucosaminidase dans les tissus de mammiféres (extraits de foie, rate,
Poumon du Rat et du Lapin), et dans le filtrat de culture de Pneumo-
coque type II, Cette enzyme a été par la suite caractérisée par WEISS-
MANN et al. (150) dans le foie de Boeuf mais la source la plus riche,

selon WATKINS (151) reste un protozoaire Trichomonas foetus.

L'a -N-acétylglucosaminidase et 1'a -N-acétylgalactosamini-
dase ont été localisées dhez Trichomonas foetus par WATKINS (151), puis
chez Helix pomatia par TUPPY et STAUDENBAUER (152). WEISSMANN et FRIEDE~-

RICI (153) ont déterminéd l'activité de 1' a-N-acétylgalactosaminidase
dans différents organes du Porc, Le tableau XVI (p. 35) rassemble les
résultats obtenus par ces auteurs, Cette enzyme a été par ailleurs mise

en évidence dans la rate de Boeuf par WERRIES et al. (154).

IT - ISOLEMENT DES ENZYMES

TUPPY et STAUDENBAUER (155), WERRIES et al. (15%) ont réussi
a purifier 1' o-N-acétylg lactosaminidase.

11 faut aussi noter que WEISSMANN et HINRICHSEN (157) ont pu-
rifié 300 fois 1' a-N-acétylgalactosaminidase du foie de Porc,par préci-
pitation au sulfate &'ammonium puis chromatographie sur DEAE-cellulose
et gél de dextran, Ces auteurs par électrofocalisation caractérisent
jusqu'a jusqu'a huit isoenzymes de 1' a-N-acétylgalactosaminidase. Le
taux des a-N-acétylhexosaninidases dans les tissus est relativement
faible, cela explique dans un sens le peu de renseignements que nous

possédons,

o e A e e A et

Aucune propriété physico-chimique des a-N-acétylhexosaminidases
n'a encore été déterminde, La difficulté d'obtenir des solutions enzymati-

ques suffisamment pures explique 1l'absence totale de ces études.
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TABLEATU XVI

Répartition de 1' a-N-acétylgalactosaminidase
dans différents organes du Porc (WEISSMANN et

PRIEDERICII(157)

ais

Sources enzymatiques Quantité de phénol 1libéré en kg
par heure et par mg de tissu fr

Rate 4320

Rein 4450

Fole 4150

Intestin 3000

Epididyme 1090

Cerveau 570

Testicules 470

Coeur 300

BUSY

\ Lk /]
\\
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IV - PROPRIETES ENZYMATIQUES

Nous étudierons successivement l'influence :
- du pH de la réaction,

- de la nature du substrat

et des effecteurs

sur l'action enzymatique des ®-~i-acétylhexosaminidases,

A - INPLUENCE DU PH DE LA REACTION

Le pH optimum des a-M-acétylhexosaminidases se situe
entre pHd 4 et 5. Les solutions enzymatiques sont inactivées a des pH

supérieure 3 6,

B - INFLUENCE DE LA NATURE DU SUBSTRAT

A notre connaissance, aucun travail n'a porté jusqu'a
maintenant sur 1l'étude de la spécificité d'action des *-N-acétylhexo-

saninidases.

C - INFLUENCE DES EFFECTEURS

MURAMATSU (152) a montré que 1' a-N-acétylglucosamini-

dase isolée de Turbo cornutus était activée par le chlorure de sodium

s -4
et inhibée par le pCMB 107 M.
A part cet auteur aucune mise en évidence de composés

activant ou inhibant les a@-N-acétylhexosaminidases n'a été signalée,

V - CONCLUSIONS

De nombreux travaux sont encore nécéssaires avant que
1'on connaisse ces a-N-acétylhexosaminidases d'une maniére aussi par-

faite que la P-D-galactosidase isolée d'Escherichia coli, Les rensei-

gnements que nous possédons sont beaucoup trop fragmentaires et le pro-
bléme majeur est de savoir comme dans le cas des P-N-acétylhexosamini-
dases s'il existe une ou deux protéines responsables des deux activités
@ -lN~acétylglucosaminidasique et galactosaminidasique, Signalons enfin
que depuis les travaux de WERRIES et al. (159) il semble que les deux

@ -N-acétylhexosaminidases scient des .enzymes différefites.
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|
} CONCLUSIONS GENERALES

On peut remarquer que les N-acétylhexosaminidases
forment un groupe d'enzyme relativement homogéne, Leurs propriétés
physico-chimiques sont en grande partie identiques. Cela se traduit
par la description d'un nombre considérable de méthodes de prépara-
tion sans qu'aucune d'elle ne soit parfaite. Il ne faut pas oublier
que la premidre N-acétylhexosaminidase cristallisée a &té obtenue

en 1970 ; la p-B-galactosidase d'Escherichia coli l'est depuis 1959,

A cbté de ces problémes de préparations il existe
un autre probléme, beaucoup plus important: la spécificité des N-
acétylhexosaminidases. Toutes les enzymes qui ont été étudiées jus-
qu'a présent l'ont été a l'aide de substratssynthétiques ou de subs-
tratsnaturels tellement différents qu'il n'est pas possible de mettre
en évidence l'affinité générale de ces enzymes mvers les substrats

corme ce fut le cas pour la P-D-galactosidase d'Escherichia coli,

La découverte de formes différentes de H-acétyl-
hexosaminidases a4 l'intérieur d'un m@me organe ou d'un méme organis-
me laisse prévoir (2 moins qu'il ne s'agisse de véritable isozyme).
une spécificité d'hydrolyse vis-a-vig des substrats, hydrolyse adap-
tée au métabolisme de !'endroit ol est synthétisée 1'enzyme.

Le nombre restreint des résultats sur la spécifici-

té de ces N-acétylhexosaminidases nous a amené & é&tudier l'affinité

de certaines { -HN-acétylglucosaminidases sur des sustrats naturels,
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Une étude chromatographie préalable des produits
obtenus aprés hydrolyse d'oligosaccharides par des préparations de
rate de Boeuf et d'Aspergillus niger nous a gmené 2 pemser que la
vitesse d'hydrolyse dépendait d'une part, de la préparation enzyma-
tique utilisée, et d'autre part, de la nature de la liaison. Pour
confimer ces résultats nous avons repris ces expériences d'une ma-
ni¢re quantitative et nous avons déterminé la constante de Michaelis
de cing P-N-acétylhexosaminidases d'origines différentes lors de

1'hydrolyse de substrats de structure variable.

Notrxe travail a donc consisté dans un premier temps
a préparer des solutions de P-N-acétylhexosaminidases d'origines dif-
férentes et 2 connaftre quelques unes des propriétés de ces enzymes.

Dans un second temps, nous avons étudié l'influence :

-~ de l'origine de 1'enzyme,
- de la nature de la liaison osidique 2 hydrolyser,

- de la taille du substrat

sur la vitesse d'hydrolyse des cing B-N-acétylhexosaminidases.
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MATERIEL ET METHODES

Nous examinerons d'abord les méthodes analytiques uti-
lisées pour déterminer 1'activité des P-N-acétylglucosaminidases
(E.C. 3-:2.1.30), puis nous exposerons les différentes techniques
employées pour préparer ces mnzymes, Nous donnerons ensuite la
structure des aosidaes qui ont servis de substrats, Enfin nous dé-

crirons le protocole expérimental de l'hydrolyse enzymatique,

1. - METHODES ANATYTIQUES

I - MESURE DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE A L'AIDE D'HETEROSIDES DE SYNTHESE

La présence de glucosaminidases dans une solution peut
etre décelée en utilisant des hétérosides de synthese, Ces hétéro-
sides sont constitués par un résidu de N-acétylglucosamine uni par
une liaison @ ou Bosidique 2 un aglycone.

L'action d'une enzyme sur l'hétéroside correspondant pro-
voque d'une part la libération de 1l'ose et d'autre part la libération
de l'aglycone, La mise en évidence de 1l'activité glycosidasique peut
étre réalisée en mesurant soit la quantité d'ose 1libéré&, soit la quan-
tité d'aglycone libre dans le milieu,

La méthode de dosage de l'aglycone varie suivant la nature
de 1'hétéroside utilisé, Jusqu'a présent, les hétérosides employés ont
été les méthyl-osides, les phényl-osides, les p-nitrophényl-osides et
les méthyl-umbelliferyl-osides. Les méthyl-osides sont actuellement
trés peu utilisés car ils manquent de sensibilité au point de vue de
1'hydrolyse et des méthodes de dosage. Au contraire, les méthyl-um-
belliferyl-osides permettent d'effectuer des dosages de 1l'ordre du
manogramme par spectrofluorimétrie, Au laboratoire, nous utilisons
principalement les phényl (2) et p-nitrophényl-osidegs (%), nous do-
sons le phénol et le p~nitrophénol 1libéré&s, la sensibilité de la mé-
thode est de l'ordre de 0,1 ug.

() Nous adressons nos plus vifs remerciements au Peofesseur E, BUDDECKE qui nous a
fourni le phényl-2-N-acétyl-glucosaminide,

(#£2) Les hétérosides du p-nitrophénol nous sont fournis par PIERCE CHEMICAL COMPANY,
Rockford, Illinois, U.S.A.



Le principe de la méthode est le suivant :

A - PRINCIPE

Les hétérosides du p-nitrophénol en solution sont
incolores. Aprés action de 1l'enzyme correspondante sur l'hété-
roside, il y a coupure du substrat selon la figure 3 , p. 42.

En milieu basique, le p-nitrophénol libéré prend une coloration
jaune, Cette coloration s'explique en admettant la présence de
deux formes tautomeres ; 1l'une phénolique incolore qui est celle
des nitrophénols 2 1l'état solide, 1l'autre, quinonique colorée,
dite variété acinitrée qui prédomine en présence de base (figure
3, p. 42),

B ~ REACTIFS

1 - Solution aqueuse d'hétéroside 5mM (Cette solution
se conserve un mois & 4°C et & l'obscurité ; la liaison étant la-

bile, il y a ensuite une hydrolyse).
2 - Solution enzymatique pure ou mélange enzymatique.
3 - Solution tampon de Mc ILVAINE (150),

4 - Solution de carbonate de sodium molaire.

C -~ MODE OPERATOIRE ET DISCUSSION

Dans un tube 3 hémolyse bien propre contenant 25 ul de
la solution d'hétéroside sont ajoutés 100 pl de solution enzymati-
que et 900 pl de solution tampon dont le pH est équivalent au pH
optimum de l'enzyme. Le mélange est enguite porté 2 37°C pendant
10 minutes, Il s'agit de la méthode de CONCHIE (161) que nous avons
adaptée 3 nos besoins, c'est-a-dire que nous avons diminué la con-
centration des solutions d'hétéroside et de ce fait diminué les vo-
lumes réactionnels,

Le p-nitrophénol 1ibéré par hydrolyse enzymatdque est
mis en évidence par addition de 500 1 de carbonate de sodium mo-~
laire, lLa solution jaune obtenue est stabilisée 15 minutes & tem-~

pérature ambiante. La solution peut ensuite &tre dosée par rapport
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a une gamme 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 & 400 nm. La proportiomnalité des
résultats est vérifiée pour des concentrations de p~nitrophénol
comprises entre O et 22,5 pg (figure 5, p. 45).

Le dosage du p-nitrophénol 1libéré s'effectuera donc a

400 nm en se référant 2 une gamme étalon d'aglycone.

IT - MESURE DU POUVOIR REDUCTEUR

Dans un premier temps nous avons employé la méthode de
PARK 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 1l'em-
ployer car la présence d'ions phosphate en concentration élevée
provogue l'apparition d'un précipité daQ probablement 3 la forma-
tion de phosphate ferrique. De plus le tampon phosphate inhibe le
développement de la coloration, Aussi nous avons repris la méthode
de MONTREUIL (163) et MONTREUIL et SCHEPPLER (154). Nous avons aug-
menté la sensibilité de la méthode en diminuant toutes les quanti-

tés des réactifs,
A - PRINCIPE
P ]

Le dosage des oses réducteurs est fondé sur la réduc-
tion du ferricyanure de potassium en ferrocyanure et sur la forma-
tion de ferrocyanure ferrique par 1'addition d'un sel ferrique. Le
ferrocyanure ferrique est maintenu en solution par l'addition d'a-

cide oxalique.
B - REACTIFS

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

P.100 ml d'eau distillée. Cette solution doit &tre préparée au

moment de l'emploi.

- Solution glcaline de cyanure de sodium
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Figure n® 4 : Spectre d'absorption d'une solution aqueuse

de p-nitrophénol.
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Figure n° 5 : Variations de 1'absorbance des solutions
aqueuses de p-nitrophénol en fonction de la concentration en p-ni-

trophénol.
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Cyanure de sodium pur ............ 0,3 g
Carbonate de sodium pur anhydre .. 1,5 g
Eeu bidistillée q.s.p. ......vnun. 100 ml

- Solution aqueuse d'acide oxalique pur a2 2 g p.100 ml

dleau bidistillée.

- Solution phosphoferrique :

Sulfate ferrique anhydre pur ..... lg
Acide phosphorique pur 60°Bé ..... 15 ml
Eau bidistillée q.s.p. ........... 100 ml1

Dissoudre & chaud le sulfate ferrique dans 50 & 40 ml
d'eau bidistillée additionnée de l'acide phosphorique, Compléter

apras refroidissement,

C - MODE OPERATQIRE ET DISCUSSION

On introduit dans des tubes & hémolyse tras propres,
500 11 de la solution de glucides réducteurs (1 2 4pg d'oses), 100
pl de la solution aqueuse de ferricyanure de potassium et 1l00p1
du réactif au cyanure de sodium,

Toutes les opérations sont ensuite effectudes a l'a-
bri de la lumiadre,

Le mélange est maintenu pendant 9 minutes au bainrmarie
bouillant et refroidi rapidemment sous un courant d'eau froide, On
ajoute 1,7 ml d'eau bidistillée puis 25 pl de la solution d'acide
oxalique et 100 pl de la solution phosphoferrique,

Aprés agitation et un séjour 3 l'obscurité de 3 a 5
heures, l'intensité de la coloration bleue est déterminée 3 570 ni.

Cette méthode de dosage est trés sensible, La figure 6,
(p. 47) montre que les densités optiques sont proportionnelles pour
des quantités d'oses comprises entre 1 et 4 pug. Les ions des tampons
ne présentent pas d'interférence notable, Comme les densités opti-
ques varient en fonction de la nature de l'ose, il est nécessaire
de se référer A des solutions témoins de méme composition que la
solution 2 doser. Nous avons appliqué cette méthode lors de 1'hydro-

lyse desosgides que nous avons étudiés,
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Figure n° 6 : Variations de l'absorbance en fonction de
la concentration en oligosaccharide réducteur au cours du dosage par

la méthode au ferricyanure.
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ITT - METHODE SPECIFIQUE DE DOSAGE DES N-ACETYIHEXOSAMINES

Nous avons employé la méthode de COOD et BESSMAN (165)
pour doser les N-acétylhexosamines libérées aprés hydrolyse enzyma-

tique.
A - PRINCIPE
]

Par chauffage en milieu alcalin; les H-acétyl-glucosa-
mines libérées apras hydrolyse enzymatique et les N-acétyl-glucosa-
mines conjuguées en position terminale dont 1'hydroxyl en C4 est
libre, donnent trois chromogénes identifiés par STANLEY (166),

KUHN et KRUCER (167). Le chromogéne III se condense ensuite avec

le p-diméthyl-aminobenzaldéhyde.
B -~ REACTIFS

1 - Solution de tétraborate de potassium pH 9,2

Acide borique ................ 1,12 moles
Potasse ....... .., 0,56 mole
Eau bidistillée q;5.p. ....... 1000 ml

2 - Solution de p-diméthvylamino-benzaldéhyde

La solution est obtenue en dissolvant 10 g de p-DMAB
dans 100 ml d'acide acétique glacial renfermant 12,5 ml d'acide
chlorhydrique concentré., La solution est diluée au dixiime avec

de l'acide acétique glacial au moment de l'emploi,

3 - Mode opératoire et discussion

Dans des tubes & hémolyse trés propres, on introduit
100 1l de la solution 2 doser et 100 pl de la solution de tétra-
borate de potassium. Les tubes, bouchés, sont placés exactement
3 minutes au bain-marie bouillant. Les tubes sont ensuite portés
dans un bain d'eau et de glace pendant 5 minutes., 800 ul de la so-

lution diluée de p~DMAB sont alors ajoutés. On place les tubes aprés
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agitation pendant 20 minutes & 37°C. Ils sont enSuite ramenés a tem-
pérature ambiante et les mesures sont effectuées 2 505 nm, L'absorbance
est proportionnelle a la concentration en osamines pour des quantités
comprises entre 2 et 10 pg p. 100 ml (figure 7, p. 50). Ces résultats
ont &été acquis sur des solutions aqueuses. Nous nous sommes heurtés 2
de nombreux problémes lorsque nous avons voulu doser directement les
H-acétylosamines dans un milieu tamponné. En effet l'intensité de co-
loration était trés faible, voir nulle, Mous avons voulu vérifier si
le tampon interveneit sur 1l'intensité de coloration. Le tableau XVII,
p. 51) rassemble les résultats obtenus. L'ensemble des résultats déno-
te un effet inhibiteur joué par les tampons phosphates sur 1l'appari-
tion de la coloration, Cette inhibition s'explique fort probablement
par la formation d'esters phosphoriques de la N-acétylglucosamine au
cours d'hydrolyse enzymatique prolongée, Pour éliminer cette inhibi-
tion nous avons réalisé des hydrolyses uniquement en présence de tam-
pon citrate,

La méthode de GOOD et BESSMAN (152) est une méthode relativement
simple pour le dosage des N-acétylhexosamines libérées aprés 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-acétylhexosamines libérées d'un hétérosi-
de de synthése, en effet, il y a une interférence dfle au p-nitrophénol
en milieu alcalin. Dans ce dernier cas, nous employons la méthode au

ferricyanure.

2. - PREPARATICN DES ENZYMES

Notre travail nous a amené A préparer des P -N-acétylgluco-
saminidases d'origines différentes. Nous avons préparé ces hexosamini-

dases :

a - 3 partir de microorganisme : Aspergillus niger

b - & partir de végétaux : graines germées de Fenugrec

farine de Féve Jack

c - & partir de tissus d'animaux : vate de Boeuf et foie de

Boeuf,
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Figure n° 7 : Variations de l'absorbance en fonction de
la concentration en N-acétylglucosamine par la méthode de Good et
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Nous allons exposer les protocoles expérimentaux utilisés pour la

purification de ces enzymes,

I - PB-N-ACETYLHEXOSAMINIDASE ISOLEE A PARTIR DE MICROORGANISME :

e
———

ASPERGILLUS NIGER.

Nous avons repris le protocole de BAHL et AGRAWAL (170).
La méthode implique un fractionnement des enzymes par le sulfate
d'ammonium suivi d'une purification par chromatographie sur colonne

de Bio-gel P-300.

A - PRECIPITATION PAR LE SULFATE D'AMMONIUM

30 g de Rhozyme HP 150(%) source commerciale d'Aspergillus
niger sont mis en suspension dans 100 ml d'eau. La solution est agitée
pendant 1 heure et centrifugée pour éliminer 1l'insoluble. Au surna-
geant est ajouté une quantité suffisante de sulfate d'ammonium cris-
tallisé pour obtenir une saturation équivalente 2 £0 p,100. Le préei-
pité obtenu aprés centrifugation est alors dissous dans un tampon ci-
trate de sodium 0,05 M, pH 4,5. Une deuxiéme précipitation par le

sulfate d'ammonium 2 saturation permet d'obtenir un précipité qui est

dissous dans 250 ml du tampon citrate de sodium,

B - ULTRAFILTRATION DE LA  SOLUTION ENZYMATIQUE

Pour éviter l'action des cellulases présentes dans le
Rhozyme HP 150, sur les membranes de cellophane, nous soumettons la
solution enzymatique a une ultrafiltration sur membrane "Amicon"
PM 30. Cette méthode permet d'une part, de désioniser le milieu et

d'autre part de concentrer la solution enzymatique.

C - CHROMATOGRAPHIE SUR BIOGEL P 300

La chromatographie de la solution enzymatique a été
réalisée sur une colonne de Bio-gel P 300, (5 x 100 cm). L'élution
a été effectuée a l'aide d'un tampon citrate de sodium 0,05 M de

pH 5,0. Une deuxiéme chromatographie a été réalisée sur colonne de

(%) Le Rhozyme HP 150 nous est fourni par ROHM et HAAS Company, Philadelphie,
U.8.A,
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Bio-gel P 300 (2,5 x 120 cm) 1'élution est effectuée par un tampon
citrate de sodium 0,01 M de pH 5,0 renfermant du chlorure de sodium
0,1 M, La figure 8,(p. 54) rarsemble les différentes étapes de la

purification de 1l'enzyme,

I - P-N-ACETYL-HEXOSAMINIDASES ISOLEES A PARTIR DE VEGETAUX

A - B-N-ACETYLGLUCOSAMINIDASE A PARTIR DES GRAINES GERMEES DE FENUGREC

La méthode décrite par COURTIOIS et PERCHERON (171) modi-
fiée par BEAUGIRAUD et al. (172) pour l'isolement de galactosidases
et de mannosidases 2 partir des graines germées de Fenugrec a &té u-
tilisée. L'emploi de p-nitrophényl--D-glucosaminide nous a permis de
mettre en évidence une activité P-N-acétylglucosaminidasique non soup-
gonnée par ces auteurs, Nous avons effectué une cinétique de germina-
tion afin de déterminer les meilleures conditions d'apparition de
cette hexosaminidase, Hous avons, en outre, simplifié le mode opéra-
toire de préparation des glycosidases a partir des graines germées

de Fenugrec.

1 -~ La germination

100 g de graines de Fenugrec (Trigonellum foenum graecum)

sont lavés dans une solution d'acide sulfurique 2 10 p,100 pendant 15
ninutes, puis 2 l'eau courante jusqu'a neutralité des eaux de lavage.
Les graines sont ensuite immergées dans l'eau distillée pendant 24 heu-
res, Cette opération permet d'éliminer une partir des pigments jaunes,
Le Fenugrec est ensuite placé dans des plateaux sur des nappes de co-
ton hydrophile humecté d'eau. Les plateaux sont recouverts d'une pla-
que de verre pour éviter l'évaporation et maintenus & 1'obscurité i la
température du Laboratoire pendant 42, 60 et 130 heures. Cela nous per-
met en outre, de vérifier les hypoth2ses de KREBS (173) et de DAVIES
(174) & savoir l'augmentation du taux d'enzyme au cours de la germina-

tion ou de la croissance,.

2 - Extraction des glycosidases

-

Les graines germées sont broyées finement & l'aide d'un

nixer dans une solution de chlorure de sodium 2 9 p.1l000 renfermant
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Solution enzymatique brute

Surnageant S1 éliminé ¢——--fv-- Sulfate d'ammonium (60 p.100 de saturation)

Précipité P dissous dans un tampon citrate de sodium
0,05 M, pH 4,6

Surnageant S2 éliminé & Sulfate d'ammonium 100 p.100 de saturation

Précipité P2 dissous dans le tampon citrate de sodium
0,05 M, pH 4,6

Protéines a PM <:30.000é-m*w~——~U1trafiltration sur membrane "Amicon®™ PM 30
éliminées

Solution enzymatique concentrée

a-D-galactosidase et %_*_mmw«Mm”Chromatographle sur Biogel P-300
glucosidases éliminées

Solution de B-N-acétylhexosaminidase et de P-D-galactosidase

B-D-galactosidase ¢ Chromatographie sur Biogel P-300

~J

Solution de P-N-acétylglucosaminidase

concentréeensuite par ultrafiltration

Figure n° & : Schéma de fractionnement de la P~N-acétylglucosa-
minidase 3 partir d'Aspergillus niger selon BAHL et AGRAWAL (175)
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1 mg par litBe de cyanure de mercure destiné a inhiber les oxydases.
La suspension laiteuse est filtrée sur buchner muni de gaze puis
dialysée pendant 2 jours contre une solution de chlorure de sodium
2 9 p.1000. L'adialysable est ensuite centrifugé pendant 30 minutes
a 3600 tours par minute dans une centrifugeuse réfrigérée, Le sur-
nageant renfermant les osidases est considéré comme la solution en-

zymatique brute,

3 -~ Fractionnement au sulfate d'ammonium

Le surnageant obtenu aprés centrifugation est fractionné
par le sulfate d'ammonium cristallisé afin d'obtenir une saturation
en sel équivalente 2 0,8. Aprés un repos en chambre froide (+ 4°C) pen-
dant une nuit; la suspension est centrifugée pendant 45 minutes 3 19,000
tours parminute dans une centrifugeuse réfrigérée Spinco, rotor 21, Le
précipité est repris par le minimum d'eau distillée et mis en dialyse
contre de l'eau distillée jusqu'a élimination totale des ions sulfate
(3 jours), Un faible précipité de protéine apparait, il est éliminé par
une derni2re centrifugation. Une premi2re modification du protocole ex-
périmental a consisté 2 soumettre l'adialysable & une ultrafiltration
sur membrane "Amicon" PM 30, Cette étape nous permet d'une part de
concentrer la solution enzymatique et d'autre part d'éliminer toutes
les molécules dont la masse moléculaire est voigine de 30.000 et en par-

ticulier les pigments indésirables,

4 - Chromatographie sur colonne de Sephadex G-200

La purification est achevée par chromatographie sur colonne
de Sephadex G-200. Une deuxiZme modification introduite a consisté 2
utiliser deux colonnes de Sephadex (5 x 100 cm) montées en série, avec
possibilité de recycler les produits &élués, Ces colonnes sont équilibrées
dans un tampon acide citrique-phosphate disodique 0,05 M - 0,1 M de pH
5,6, A la fin du fractionnement, des prises d'essai sont réalisées tous
les trois tubes et la présence des enzymes est recherchée 2 l'aide d'hé-
térosides de synthése,

Nous avons rassemblé dans la figure 9, (p. 55) les différen-

tes étapes de ce fractionnement,
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Solution enzymatique brute

Surnageant S1 éliminé ¢——4—— Sulfate d'ammonium 80 p,.1l00 de saturation

J

Précipité Py dissous dans l'eau distillée

Chromog2nes et protéines¢ | Ultrafiltration
de PM<<é 30.000 éliminés

Solution enzymatique concentrée

o -D-mannosidase e Chromatographie sur Sephadex G-200

a et f -galactosidases

Solution de B-N-acétylglucosaminidase

=]

concentrée ensuite par ultrafiltration

Figure n° 9 : Schéma de fractionnement de la B -N-acétyl-
glucosaminidase a partir de graines germées de Fenugrec selon BEAUGIRAUD
et al, (174) modifié,
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B - PREPARATION DE LA P -N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE A PARTIR DE LA FEVE_ JACK

lHous avons appliqué le protocole expérimental préconisé
par LI et LI (177), protocole fondé sur la précipitation de la B -N-

acétylglucosaminidase de la Feve Jack & son pH isoélectrique de pH 4,9,

1 - Extraction

A 200 g de farine de Fave Jack (%) on ajoute 1,200 ml d'eau
distillée. La suspension est agitée pendant une heure 3 température am-
biante puis filtrée sur Buchner muni de gaze, Le filtrat est ajusté a
pH 5,5 a 1'aide de citrate de sodium 1,5 M, pH 2,7 et centrifugé. Le

surnageant ainsi obtenu (750 ml) renferme la majorité des glycosidases.

2 -~ Fractionnement au sulfate d'ammonium

Du sulfate d'ammonium cristallisé est ajouté au surnageant

Py

pour obtenir 30 p.100 de saturation, Aprés un repos d'une nuit le pré-
cipité Pl est éliminé par centrifugation et le surnageant est amené i
50 p.100 de saturation par addition de sulfate d'ammonium cristallisé,
Le précipité P2 est recugilli apreés une nuit de repos et dissous dans

50 ml de tampon phosphate 90,05 M de pH 7,0.

3 - Fractionnement éthanolique

Dans 3a figure 10 (p. 5%) nous avons résumé les différen-
tes é&tapes du fractionnement par 1'éthancl du précipité obtenu aprés
fractionnement par le sulfate d'ammonium. Notons que les précipitations
sont réalisées a - 10°C, la derniére précipitation est effectuée au

point isoélectrique de l'enzyme,

4 - Chromatographie sur colonnes de Sephadex

-~ Chromatographie sur Sephadex G-200

La solution enzymatique est chromatographiée sur colonne de
Sephadex G-200 (5 x 10C) équilibrée en tampon phosphate de sodium G,1M
de pH 7,0. Les fractions renfermant l'activité -N-acétylglucosaminida-

sique sont rassemblées et concentrées par ultrafiltration,

(#) La farine de Féve Jack est fournie par SISMA Chemical Company, St Louis,
Missouri, U.S.A.
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Précipité P2 dissous dans un

tampon phosphate 0,05 M, pH 7,0

Ethanol & 95 p,1l00 concentration
Précipité P3 éliminé ¢(—{— finale : 25 p.100 (v/v)

Température ambiante, centrifugation a 25°C

\

Surnageant S1 refroidi a - 10°C

Précipité P4 éliminé {—4—.- Centrifugation a - 10°C

'

Surnageant S2 amené 3 tampérature ambiante
ajusté a pH 4,9 par tampon citrate de sodium
1,5 M, pH 2,7 et refroidi 3 - 10°C,

Surnageant S3 éliminé ¢——-

Précipité P5 de B-N-acétylhexosaminidases repris

dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M, pH 7,0

Figure n°® 10 : Précipitation des p-N-acétylhexosaminidases
de la farine de Feéve Jack par 1'éthanol selon LI et LI (178).
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La solution est chromatographiée sur colonne de DEAE-Se-
phadex A-50 (2 x 50 cm) &équilibrée en tampon phosphate de sodium G,05M
de pH 7,0. La P -H-acétylglucosaminidase est éluée par un tampon ci-
trate de sodium 0,05 M de pH 4,0 renfermant du chlorure de sodium 0,05M.
Les fractions recueillies sont concentrées par ultrafiltration et ajus-

tées 3 pH 4,4,

- Chromatographie sur CM Sephadex C-50

. S5t - o T — " s A ot Vot Yo O e WS o s

La solution enzymatique ajustée & pH 4,4 est chromatogra-
phiée sur colonne de CM-Sephadex C-50 (2 x 50 cm) équilibrée en tampon
citrate de sodium G,05 M de pH &4,4. LaB -N-acétylglucosaminidase est
éluée par un gradient linéaire de pH (500 ml de tampon pH 4,4 - 500 ml
de tampon pH 5,5)., Les fractions enzymatiques sont recueillies puis
concentrées par ultrafiltration, La solution enzymatique est ajustée
a ph 7,0.

La figure 11,(p. 60) résume les différentes étapes de la

purification des p -N-acétylhexosaminidases isolées de la Fave Jack.

I1T - B-N-ACETYLHEXQSAMINIDASES ISOLEES A PARTIR DE TISSUS ANIMAUX

A - ISOLEMENT DE P -N-ACETYLGLUCOSAMINIDASE A PARTIR DE LA RATE DE BOEUF

La méthode de fractionnement décrite par WERRIES et al,

(179) a été reprise et modifiée.

1 - EXTRACTION

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 0,1 M de pH 4,0. Un volume égal du mé-
me tampon renfermant du chlorure de sodium 0,15 M est ensuite ajou-
té et le mélange est agité pendant une nuit, La suspension est fil-
trée sur BUchner muni de gaze, puils centrifugée pendant 1 heure 2a
3000 tours/minute dans une centrifugeuse réfrigérée,

Nous avons modifié cette méthode en introduisant une étape
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Solution enzymatique brute

Pl éliminé S Sulfate d'ammonium 30 p.100 de saturation

Surnageant S1

S2 élinminé < e Sulfate d'ammonium 50 p.100 de saturation

Fractionnement éthanolique

Obtention du précipité P_ repris

5
par un tampon phosphate de sodium

!

Chromatographie sur Sephadex G-200

Y

Solution de g -N-acétylhexosaminidase
Chromatographie sur DEAE Sephadex A-530

Solution de p-N-acétylhexosaminidase

Chromatographie sur CM-Sephadex C-50

1 Solution de B-N-acétylhexosaminidase purifise i

Figure n°® 11 : Schéma de fractionnement des P-N-acétylhexo-

saminidases 3 partir de la Feve Jack selon LI et LI (180).
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supplémentaire qui eossiste 2 ajuster le surnageant 2 pH 4,0 a l'aide
d'acide citrique 0,1 M et 2 éliminer le précipité de protéines non en~

zymafiques par centrifugation.

2 - FRACTIONNEMENT AU SULFATE D'AMMONIUM

Au surnageant obtenu nous ajoutons du sulfate d'ammonium
cristallisé jusqu'a obtenir &0 p.100 de saturation. Aprés un repos d'une
nuit & 4°C. le précipité est recueilli par centrifugation, Il est dig-~
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 a 33, 50 et 60
p.10C de saturation en sulfate d'ammonium. Chacun des précipités ob-
tenus est repris par le minimum d'eau distillée, dialysé contre de

1'eau distillée et centrifugé,

3 - CHROMATCGRAPHIE SUR COLOINES

200 mg de protéines obtenues a 56 p.l00 de saturation
sont fractionnées sur une colonne de Sephadex ¢-200 (5 x 10C cm) équi-
librée dans un tampon acide ciirique 0,05 M-phosjhate disodique 0,1 M,

de pH 4,6,

- Chromatographie sur hydroxylapatite

- as e o e o TR e U et o e o T e e e e o o e i o P ot e

L'hydroxylapatite est préparée selon la méthode de TISELIUS
HJERTEN et LEVIN (121), Le gel est équilibré dans un tampon phosphate de
sodium 0,05 M de pH 5,4, La solution enzymatique est &luée par un gradient
discontinu de concentration : 0,05 M, 0,1 M et 0,2 M en phosphate,

La figure 12 (p. 52) résume les différentes étapes de la

purification de 1l'enzyme isclée de la rate de Boeuf,

B - P-H-ACETYLGSLUCOSAMINIDASE DU FOIE DE BOEUFR

Nous avons utilisé sans purification préalable une prépa-
ration enzymatique def -galactosidase vendue par la firme SIGMA. Cette
préparation renferme, en effet, une proportion notable de P-N-acétyl-glu-

cosaminidase (3 ol /mg).
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Solution enzymatique brute

1 éliminé <

Précipité P
N

Surnageant S1

Ajustée & pH 4,0

Surnageant S2 Y SO—— Sulfate d'ammonium 80 p.l00 de
N %
Précipité P2 repris par 1l'eau
Précipité P3 VA Sulfate d'ammonium 33 p.1l00 de
\/
Surnageant S3
Précipité P4 I Sulfate d'ammonium 50 p.l00 de
W
Surnageant 54
Surnageant S_ = &—— Sulfate d'ammonium 5& p.100 de

i

| Précipité P5

|

.

Chromatographie sur Sephadex

l/ G-200

™~

saturation

saturation

saturation

saturation

Chromatographie sur hydroxylapatite

@

\ Solution de B-N-acétylglucosaminidase purifiée l

Figure n® 12 : Schéma de fractionnement de la P-N-acétyl-

glucosaminidase 2 partir de la rate de Boeuf selon WERRIES et al. (122)

modifié,
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3. - STRUCTURE DES SUBSTRATS UTILISES AU COURS DE
L '"HYDROLYSE ENZYMATIQUE

Outre les hétérosides de synthése : phényl-a~D-N-acétyl-~
glucosaminide, p-nitrophényl-p-D-N-acétylglucosaminides et p-nitrophé-
nyl-p-D~N-acétylgalactosaminide, nous avons utilisé des substrats na-

(%)

turels obtenus par acétolyse du glycopeptide B de 1l'ovomucoXde. Selon
le procédé mis au point au Laboratoire par BAYARD (183). La structure des
oligosaccharides a été déterminée par BAYARD, FOURNET, STRECKER et

MONTREUIL (184).

La réalisation d'acétolyse provoque préférentiellement des
ruptures des liaisons glycosidiques des oses neutres, Les osides obtenus
par cette méthode comportent denc généralement une ou plusieurs molécu-
les de N~acétyl-glucosamine en position terminale non réductrice. Ainsi
ils se prétent particulidrement bien 2 1l'action de N-acétyl-glucosamini-
dases.,

Dans ces osides, les liaisons contractées par la N-acétyl-
glucosamine sont du type 1 —> 2, 1 —>4 et 1 *—% 3, Les liaisons de
type 1 —> 6, si elles existent dans le groupement polysaccharidique sont

préférentiellement coupées par la réaction d'acétolyse.

Pour notre travail nous avons utilisé les oligosaccharides

suivants @

1 - Le O~5~D-2 ~désoxy~2 acétamidoglucopyranosyl-(1 —-—?4)-D-mannopyranose
(0side A).

2 - Le 0-B-D-2-désoxy-2-acétamidoglucopyranosyl-(1l=—> 4)-0-B-D~2~désoxy~
2 acétamidoglucopyranosyl-(l = 4)-D-2-désoxy-2-acétamidoglucopyra~
nose (Oside B).

3 -Le O—B—D-Z-désoxy-Z-acétamldoglucopyranosyl (1 *-4?2)-D-mannopyranose
(0side C).

4 - Le O-B—D-2 ~désoxy-2-acétanidoglucopyranosyl-(1 ——4>2)-0~a-D-mannopy-
ranosyl- (].-——53)-D-mannopyranose (051de H).

5 - 0—a~D-mannopyranosy1 -(1 —-%?3)-0-5 p-D-2 désoxy-2-acétamidoglycopyra-

s -

nosyl 1 — 4)s-D-mannopyranose(031de 1)

(%) Nous tenons 2 remercier trés vivement Monsieur B, BAYARD qui nous a
aimablement fourni toutes les quantités d'osides nécessaires 3 nos
recherches.
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6 - Le O—ﬁ-D-Z-desoxy-Z-acétamidoglycopyranosyl-(l 3 4 )«Q~0t-~D~manno=
pyranosyl-(1 —»3)-0- [?-D—Z-desoxy-z-acétanldoglucopyranosyl -(1 -—%}4)
-D-mannopyranose (Oside L)

7 - Le 0-5—D-2-désoxy—Z-acétamldoglucopyranosyl -(1 ———?4)—0-[ ~D-2~dé-
soxy-z—acetamidoglucopyranosyl-(1 -—i?Z) —D-manopyranose (Osxde F).

8 -~ Le O-B-D 2-désoxy-2-acétamldoglucopyranosyl ~-(1 ——%93)-0-?;—D- déso-
xy=-2-acétamidoglucopyranosyl-(l —2 2)1-D—nannopyranose (051de E).

9 - Le O-ﬁ-D—Z-desoxy-Z acétanidoglucopyranosyl-(1 —~176)—D-mannopyranose
(Oside 1) ¥

10 ~ Le 0-p-D-2 désoxy-Z2-acétamidoglucopyranosyl-{1 *~i74)—D—ga1actopyra-
(%)

nose

11 - Le 0-P-D-2-désoxy~-2-acétamidoglucopyranosyl-(l —>3)-0-p~D~galac-

topyranosyl-(1 —~€>4)-2fg1ucopyranose (k)

Nous avons dans la figure 13 (p.65) rassemblé les diffé-

rentes formules de ces oligosaccharides.

Nous avons utilisé en outre, le glycopeptide B de l'ovo-

mucofde obtenu par hydrolyse pronasique de 1l'ovomucofde selon le procé-

dé décrit par YAMASHINA et MAKINO (185) modifié par MONSIGNY, ADAM-CHOSSON

et MONTREUIL (186).

4. - L'HYDROLYSE ENZYMATIQUE

L'hydrolyse enzymatique doit 8tre effectuée dans des con-
ditions bien précises de pH, de température, de concentration en enzyme
et en substrat, en présence ou non d'effecteurs,

Nos hydrolyses ont été réalisdes de la manidre suivante :

- CAS DES CINETIQUES DE CONCENTRATION EN ENZYME ET EN SUBSTRAT

Les conditions de l'hydrolyse sont toujours les m@mes : 2
100 pl d'une solution renfermant de l'hétéroside en concentration varia-
ble O a 10 mM, on ajoute 300 pl de tampon de Mc ILLVAINE (186) et 100 pl

(%) Nous remercions trés vivement Monsieur le Professsur 0.P. BAHL qui
nous a.fourni cet oligosaccharide.

(x%) Hous remercions Monsieur G. STRECKER qui nous a fourni cet oligo-
saccharide.

(#k) Nous remercions Monsieur L. GRIMMONPREZ qui nous a fourni cet oli-

gosaccharide,



Figure n° 13 : Schémasde structure des osides utilisés

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 2 37°C pendant 10 minutes,
La réaction est arretée par addition de 500 ul de carbonate de so-

dium molaire,

IT - DETERMINATION DU PH OPTIMUM

A 100 |l de solution enzymatique on ajoute 80Gp 1 de
solution tampon de pE variable., On abandonne les solutions pendant
30 minutes a température ambiante afin d'obtenir 1'équilibre, Puis

1'hydrolyse est réalisée dans les conditions précédemment décrites,

ITI ~ ACTION DE LA TEMPERATURE

Toutes les solutions sont d'abord maintenues 23 la
température étudiée pendant 10 minutes. Ensuite 1'hydrolyse d'une
solution d'hétéroside de synthése 5mM est réalisée comme décrit A

la page 64. 1.

IV - ACTION DES EFFECTEURS

A - ACTICN DES CATIONS

A 16C pl1 de solution enzymatique on ajoute 800 pl de
tampon de Mc ILLVAINE (157) dont le pH correspond au pi optimum de
1'enzyme, Les tempons renferment des cations de nature variable 2 une
concentration de 10 mM, Le mélange est maintenu 30 minutes 2 tempéra-
ture ambiante, ensuite, 100 pl de la solution 5 mM d'hétéroside de

synthése sont ajoutés, Les hydrolysats sont maintenus 10 minutes a 37°C.

B - ACTION DES INHIBITEURS

Le protocole expérimental est identique & celuil qui

vient d'@tre décrit., Les cations sont remplacés par des inhibiteurs
: . =4 -4
dont la concentration varie entre 10~ et 107 M pour le parachloro-

mercuribenzoate de sodium, la N-acétylglucosamine , la N-acétylga-

5

lactosamine et la N-acétylgluconolactone enfin de 10~ a 10-3 M pour

1'iodoacé8tamide et les ions acétate,
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V - DETERMINATICN DE LA CONSTANTE DE MICHEBELIS

A 100 pl d'une solution de 0,2 2 5 mM d'hétéroside de
synthése ou l'oligosaccharide naturel on ajoute (00 pl de tampon de
Mc ILLVAINE (177) don: le pH correspond au pH optimum de l'enzyme et
100 pl de 1la solution enzymatique, Les solutions sont maintenues pen-
dant 10 minutes 3 37°C lors de l'hydrolyse des hétérosides de synthése
et pendant 2 heures lors de l'hydrolyse des oligosaccharides naturels,

La réaction est arrétée par chauffage de 3 minutes a 100°C,

-ttt i o o et g
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.

L'ensemble des résultats obtenus peut s'inacrire

dans les chapitres suivants ;

1. Purification des B -N-acétylhexosaminidases.

2. Etude de différents facteurs sur la cinétique

d'hydrolyse enzymatique.

3, Spécificité des P -N-acétylhexosaminidases,

1. - PURIFICATION DES P -N-ACETVLHEXOSAMINIDASES

I -~ PURIFICATION DE LA P -N-ACETYLGLUCOSAMINIDASE ISOLEE D'ASPERGILLUS
NIGER SELON LE PROCEDE DE BAHL et ACRAWAL (139).

Les résultats obtenus aprés précipitation du Rhozyme
HP 150 par le sulfate d'ammonium a 20 p.100 aprés ultrafiltration et
chromatographie sur colonne de Biogel P 300 sont illustrés dans les
figures 14 et 15 (p. 72 et p. 73). Nous voyons que sur colonne de
Biogel P-300, la p-N-acétylglucosaminidase est éluée frontalement,
elle est suivie de la p-D-galactosidase, Aprés une ultrafiltration
et un deuxiéme passage sur colonne de Biogel P-300C nous obtenons une
solution de P-N-acétylglucosaminidase, sans aucune trace d'activité

P-D-galactosidasique, L'enzyme est purifide 9% fois,
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Figure n° 14 : Diagramme de fractionnement des osidases

de 1'Aspergillus niger aprés chromatographie sur 2ic-gel P-300 (I x 100).

o Absorbance a 280 nm
Y QU ¥ B-N-acétylglucosaminidase
YU, —_ p-D-galactosidase
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Absorbance a 280 nm
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B-D-galactosidase

Fractions concentrées
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Diagramme de fractionnement des osidases de 1'Aspergillus
niger aprés une deuxiéme chromatographie sur Bio-gel P-300 (2,5 x 120 cm).
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TI - PURIFICATION DE 1A B -N-ACETYLGLUCOSAMINIDASE ISOLEE DES GRAINES
CERMEES DE FENUCREC, SELON LE PROCEDE DE BEAUGIRAUD et al. (190)

o e G

MODIFIE.

La purification sur colonnes couplées de Sephadex
G-200 de la solution enzymatique a été réalisée dans les conditions
décrites 2 la page 53 . Aprds élution par le tampon citrate-phospha-
te, les mesures d'absorbance réalisées & 220 nm ont permis de tracer
le diagramme donné dans la figure 15 (p. 75)., Nous avons reporté
sur ce méme diagramme les courbes d'activités enzymatiques. Nous
remarquons que dans une zone pauvre en protéine, 4 glycosidases sont
éludes dans l'ordre suivant : a-D-mannosidase, P -D-N-acétyl-glucosa-
minidase, B et @ -D-galactosidases,

Le passage sur deux colonnes couplées de Sephadex
améliore nettement la séparation de la P -N-acétylglucosaminidase
des autres glycosidases, Cette méthode présente cependant un in-
convénient : l'augmentation du volume d'élution, et la nécessité
de concentrer par ultrafiltration Sur membrane "Amicon" PM 30. No-
tons que l'enzyme reste stable aprés ultrafiltration mais perd
70 p.100 de son activité au cours de la lyophilisation,

Les études de cinétique de germination réalisées au
bout de 48, 60 et 130 heures ont montré que le maximum de 1l'activité
de la p-H-acétylhexosaminidase est obtenu aprés 4C heures de germi-
nation, Dans les figures 17 et 18 (p. 76 et p. 77) sont rassemblés
les diagrammes d'é&lution des solutions enzymatiques obtenus aprés
des temps variables de germination, enfin dans le tableau XVIII (p.72)
sont reportées les activités spécifiques de la P-N-acétylhexosaminida-
se au cours de la cinétique de germination. Nous voyons qu'au bout de
45 heures, l'activité spécifique est 21 fois supérieure 2 celle du
temps O, Cette durée de 4% heures sera donc utilisée lors de la pré-
paration de la B-N-acétylhexosaminidase 2 partir des graines germées

de Fenugrec., On obtient ainsi une enzyme purifiée 58 fois,

IIT - PURIFICATION DE 1A B-N-ACETYLHEXOSAMINIDASE ISOLEE DE LA FEVE
JACK SELON LE PROCEDE DE LI ET LI (191)

N

Les résultats analogues 2 ceux obtenus par LI et LI (122)
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Fligure n° I6 : Diagramme de fractionnement des osidases des

graines germées de Fenugrec aprés chromatographie sur Sephadex G 200,
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TABLEAU XVIII

Activités spécifiques de la ﬁ-N-acétylhexosaminidase isolée a
partir de graines germées de Fenugrec. Les résultats sont ex-
primés en pg de p-nitrophénol libéré par minute et par mg de

protéine,

Solution enzymatique obtenue
Durés de la germination

(en heures) Apres précipitation au | Apr2s gel filtration sur

sulfate d'ammonium colonne de Sephadex G-200
0 7,6 156
48 59,5 3498
60 40,7 1134

130 11,7 231
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sont donnés dans les figures 19 et 20 (p. 20 et p. 21), Cependant,
une seule précipitation par 1'éthanol au point isoélectrique s'est
révélée 8tre insuffisante pour purifier la P -D-il-acétylhexosamini-~
dase. Aussi nous avons réalisé un deuxiéme cycle de précipitation
éthanolique dans les mé@mes conditions. Aprés les différentes chro-
matographies sur colonne de Sephadex dans les conditions décrites

a4 la page 57, nous obtenons une enzyme purifide 477 fois,

IV - PURIFICATION DE LA B-N-ACETYLHEXOSAMINIDASE ISOLEE DE LA RATE DE
BOEUF SELON LE PROCEDE DE WERRIES et al. (193)

Les conditions expérimentales sont décrites 2 la page39
Le précipité obtenu & 465 p,l0C de saturation en sulfate d'ammonium
renferme des hexosaminidases et une o-D-mannosidase. Aprés chromato-
graphie sur colonne de Sephadex £-200 et dhydroxylapatite nous avons
obtenus les résultats donnés dans les figures 21 et 22 (p. £2 et 23).
Une seule chromatographie sur Sephadex est suffisante pour obtenir une
enzyme purifiée 24 fois. Lorsque la chromatographie est réalisée sur gel
d'hydroxylapatite les é&lutions par des tampons phosphate 0,05 M, 0,1 M
et 0,2 M permettent d'obtenir chaque fois un pic possédant une activité

p-N~acétylhexosaminidasique,

Nous ne savons pas encore si les trois formes de B-N-
acétylhexosaminidases &ludes & des molarités différentes correspondant
2 des isozymes ou tout simplement 2 des associations entre la B-N-acé-
tylhexosaminidase et des protéines non enzymatiques qui entraineraient

un retard dans 1'é&lution,

I1 - CONCLUSIOHNS

Nous avons rassemblé dans le tableau XIV (p. 84) les
variations de l'activité spécifique des B -N-acétylhexosaminidases au
cours des différentes étapes des quatre fractionnements que nous avons
décrits, Nous pouvons remarquer que 3 & 5 étapes sont nécessaires pour
obtenir des purifications qui vont de l'ordre de 3.000 & 11,000, lLa
purification de la p-N-acétylhexosaminidase de la Féve Jack nécessite

un nombre d'étapes élevé mails cela permet d'obtenir une enzyme trés
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TABLEAU

XIX

Activités spécifiques des PB-N-acétylhexosaminidases d'origines diverses, Les
réaultats sont exprimés en pug de p-nitrophénol 1ibéré par mn et par mg de protéine,

\\\\\\\\ Enzymes Aspergillus niger Graines germées de Fave Jack Rate de Boeuf
Fenugrec
d Teneur en Teneur en Teneur en Teneur en
?tapeg e " protéine | Activité protéine | Activité protéine {Activité | protéine |Activité
ractionnemen ~_ | totale(mg) totale(mg) totale(mg) totale(mg)
Fraction brute 2524 47,5 non déter- 7463 23,5 12,563 44
minée
Traitement pH 4,0 4.152 154
Sulfate d'ammonium T 460 75 240 59,5 1013 178,5 524 542
Sulfate d'ammonium II 93 1499
Ultrafiltration 414 82,1 48 202,3
Précipitation & 1'éthanol 212 476
Bio-Gel P-300 I 35 714
Bio-Gel P-300 II 3,75 | 4545
Sephadex G-200 4,2 3492 29 506 7,5 3819
DEAE Sephadex 2,24 4046
CM Sephadex 1,2 11.543
N

e

¢

)

(
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pure. LI et LI (194) ont réussi & cristalliser cette enzyme,

I1 est & 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 peuven:t &tre concentrées par passage
sur membrane Amicon ou additionnées de sérum-albwine.La sérum-glbumine
joue un roéle protecteur lorsque la solution enzymatique est trop di-
luée,

S'il est assez difficile de préparer des solutions enzyma-
tiques suffisamment pures il est tout aussi malaisé de les conserver,
Elles sont sensibles aux chocs thermiques, en particulier 2 la congé-

lation, décongélation, enfin a 4°C, 11 y a risque d'autodégradation.

2. - CINETIQUES D'HYDROLYSES ENZYMATIQUES

Comme nous l'avons déja précisé page 64, les hydrolyses
doivent @&tre réalisées dans des conditions bien définies, Nous allons
étudier quelques uns des facteurs influencant la cinétique d'hydro-

lyse enzymatique,

I - DETERMINATION DU pH OPTIMUM D'ACTION

L'action du pH sur l'activité enzymatique a été étudiée
a 1'aide de tampon phosphate citrate de Mc ILVAINE (195). Les résul-
tats obtenus sont illustrés dans les figures 23 et 24 (p. 25 et p. 87).
Nous pouvons remarquer que les pil optima des enzymes isolées 2 partir
de la rate et du foie de Boeuf ainsi que celle isolée de 1l'Aspergillus
niger sont trés voisin de 4,5 et 5,0. Les deux enzymes isolées a partir
dee végétaux possadent au pH optimum de 5,2 & 5,56, I1 est & noter que
le pH ne varie pas lorsque l1'hétéroside de synthése est remplacé par

un oside naturel (variations maximales : 0,2 unité de pH).

I1 - ACTION DE LA TEMPERATURE

Nous avons fait réagir les enzymes & des températures va-
riables afin de déterminer le température aptimale d'action de chaque
hexosaminidase. Les figures 25 et 26 (p. 2& et $9) nous montrent les

résultats obtenus, Ils peuvent &tre résumés de la maniére suivante :
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Figure n° 24 : Détermination du pH optimum d'activité
des P-N-acétylhexosaminidases isolées de :
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- L'enzyme isolée de la rate de Boeuf est stable entre 17 et 52°C,
celle du foie présente un maximum entre 41 et 52°C., Elles sont

complatement détruites a 77°C.

- L'enzyme isolée 2 partir d'Aspergillus niger présente un maximum

d'activité a 24°C, Puis 1'activité reste stable jusqu'a 728°C,

- L'hexosaminidase isolée des graines germées de Fenugrec présente
un maximum d'activité entre 37 et 4C°C mais elle est détruite 2

partir de 50°C,

- L'enzyme isolée de la Fave Jack est stable jusqu'd 50°C mais elle

est totalement détruite a 72°C.

Malgré ces larges variations, les hydrolyses seront réali-

sées & une température de 37°C sauf dans le cas d'Aspergillus niger ol

la température adoptée o ¢té selle de 24°C.

ITI - CINETIQUE DE CONCENTRATION EN ENZYME

Nous avons fait varier la concentration en enzyme de ma-
niére a définir les conditions expérimentales qui permettent d'obte-
nir des résultats proportionnels A cette concentration. Nous avons
rassemhlé les résultats obtenus dans la figure 27 (p. 91). Nous re-
marquons que la proportionnalité de la réaction est vérifiée entre O
et 16 pl de solution enzymatique pour les enzymes isolées d'Aspergil-
lus niger et de la Feve Jack ; soit respectivement des solutions ren-
fermant de 0 & 9,8 et de ¢ a 2,17 pg de protéine ; entre G et 50 ul,
pour l'enzyme isolée de la rate de Boeuf soit une teneur en protéine
variant de C a 2,7 pg. Enfin la proportionnalité est vérifiée entre O
et 100 pl pour les enzymes isolées du foie de Boeuf et des graines
germées de Fenugrec, soit respectivement de O 2 44p g et de O & 4,4 Hg

de protéines,

IV - CINETIQUE DE CONCENTRATION EN SUBSTRAT

Afin de définir les meilleures conditions de formation. du
complexe enzyme-substrat nous avons étudié les variations de 1'hydrolyse

en fonction de la concentration en substrat, La figure 22 (p. 92)
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rassemble les différents résultats obtenus, Nous pouvons remar-
quer que dans tous les cas la proportionnalité est vérifiée pour

des concentrations en substrat variant de 0 a 5 mM.

V - ACTION DES BFFECTEURS

A) ACTION DES CATIONS

Les hydrolyses enzymatiques sont vréalisées dans les
conditions décrites a la page 69 . L'influence des cations bivalents
a une concentration de 10-4 M sur les hydrolyses réalisées B l'aide
des différents P-N-acétylhexosaminidases est analysée dans le tableau
KX (p. 94). D'une fagon générale les enzymes que nous possédons ne
sont pas ou p au influencées par les cations, toutefois l'action de la
p~N-acétylhexosaminidase isolée des graines germées de Fenugrec est
augmentée:en présence deg ions calcium. Le maximum d'activation est
obtenu pour une concentration équivalente 3 Sml{ en ions Ca2+ (figure
29, p. 95). L'action de la B-N-acétylglucosaminidase isolée du foie
de Boeuf est inhibée légdrement en présence de tous les cations, LI
et LI {196) ; HUGHES et JEANMLOZ (197) ont montré que les ions métal-
liques possédent sur les hexosaminidases une action légérement inhi-
bitrice sauf toutefois les ions mercuriques qui inhibent fortement les
enzymes. Nos résultats sont en accord avec ceux de ces auteurs., Par
contre MURAMATSU ( 190) démontre que le chlorure de sodium est un ac-
tivateur puissant de la P-N-acétylhexosgminidase isolée de Turbo cornu-
tus. On pouvait penser que c'était un cas particulier, d@ au fait que
T. cornutus est un gastéropode marin. Or cette propriété avait été
mise en évidence respectivement pour les enzymes isolées de 1l'gpididyme
de Porc et du foie de Boeuf par FINDLAY et LEVVY (199) et par WEISSMAN
et al. (200).

L'activation dans ces deux derniers cas n'est que de l'or-
dre de 5 a 10 p.100. Dans notre cas le chlorure de sodium aurait mfme
un r8le légérement inhibiteur.

Nous avons d'autre part fait agir le monolauryl sulfate de
sodium sur nos différentes préparations enzymatiques. Nous remarquons
que toutes les enzymes sont inhibées sauf eelle isolée de l'Aspergillus
niger. Nous concluons que contrairement aux autres enzymes cette hexosa-

minidasc ceprésenterait sous une forme de pelote statistique insensible
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TABLEAU XX

Influence des cations bivalents sur l'hydrolyse enzymatique
de P~N-acétylhexosaminidases d'origines diverses, Résultats

exprimés en p.100 d'hydrolyse.

Origzze d: Rate de Foie de Graines germées JAspergillus
zym Boeuf Boeuf Feve Jack de niger
. Fenugrec
cations
10-2
ca 100 66 79,4 140 90
Mo 101 78 84,9 121 93,2
_*_l
Mg 50,6 72,3 102,7 100 91,7
cat 100 66 69,5 95 90,2
ca' " 100 70,4 - 94 9,7
g 0 0 0 4 35
NaCl 94,3 76,1 94,5 97 35
Lit 78,4 57,6 87,6 - 67,6
s.p.s. @ 3,7 0 0,5 0,2 90,2
(%) 8.D.S. : monolauryl sulfate de sodium
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Figure n°® 29

: Action des ionsg calcium sur 1'activité de la

f- N-Acétylhexosaminidase isolée des graines germées de Fenugrec.
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a2 l'action des substances qui dissocient les structures protéiques
et de la méue, insensible 2 un cecrtain point & 1l'action de la cha-
leur (Tableau XX, p. 94.
I1 semble donc que la P-~N-acétylhexosaminidase isolée de mi~
croorganisme soit du point de vue structural, différente des autres he-~

xcsaminidases.

B - ACTION DES INHIBITEURS

Nous avons étudié l'action de quelques inhibiteurs en fonc-
tion de leur r8le, ainsi nous avons étudié l'action des inhibiteurs des
fonctions thiols, tel le para-chloromercuribenzoate de sodium (p.CMB) et
1'iodoacétamide. Nous avons étudié ensuite l'action de la N-acétylgluco-~
samine sur la réaction enzymatique ainsi que l'action des analogues
structuraux de la N-acétylglucosamine : le glucose, la N-acétylgalactosamine,

la N-acétylglucosamino-(l,5)-lactone et les ions acétate.

1 - ACTION DU P-CHLOROMERCURIBENZOATE DE SODIUM (p.CMB)

Le premier concept considérant les substances renfermant du
mercure comme des agents dénaturants non spécifiques des enzymes a été
abandonné petit & petit au profit d'une conception faisant intervenir
ces agents, uniquement au niveau des groupements S-H des protéines. Géné-
ralement une ou plusiecurs fonctions thiol sont impliquées soit au niveau
du site actif, soit aux environs immédiats de ce site. Nous avons déterminé
les constantes d'inhibition (Ki) lors de l'action du p-~CMB sur les pB~N-
acétylhexosaminidases dlorigines diverses. Les résultats que nous avons
obtenussont illustrés par les figures 30 {(p. 97), 31 (p.9%) et 32 (p. 99).

Ces résultats sont en faveur d'une inhibition compétitive du
p-CMB puisqu'une concentration de l'ordre de 7 puM en p-CMB est suffisante
pour provoquer une inhibition de 50 p.100. Les enzymes isolées de la

rate de Boeuf, du Fenugrec et de l'Aspergillus niger sont plus stables,

elles sont inhibges pour des concentrations variants de 40 a 96 uM.
L'enzyme isoléce du foic de Boeuf est nettement plus résis-
tante car pour cbtenir le méme pourcentage d'inhibition il faut une
concentration équivalente a 0,41 mM en inhibiteur. Ces résultats permet-
rent de supposer qu'il egiste, au niveau du site actif des enzymes, au

moins une fonction thiiol.
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Figure n® 31 : Action du p-chloromercuribenzoate de sodium

sur 1'activité de la P-N-acétylhexosaminidase isolée de la Feve Jack.
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2 - ACTION DE L'IODOACETAMIDE

L'iodoacétate et ses dérivés sont utilisés depuis long-
terps pour inhiber le métabolisnme du glucose ou celui d'autres oses. L'io-
doacétamide estun réactif capable d'alkyler les grouvements thiole et
capable de réagir avec des composés autres que les fonctions SH des
enzymes, il est donc moins spécifique que les dérivés du mercure. Nous
avons dans la figure 33 (p. 101) rassemblé les résultats obtenus lors
de 1l'action de l'iodoacétamide sur les hydrolyses enzymatiques catalysées
par les B-N-acétylhexosaminidases d'origines différentes. Nous pouvons
remarquer que les enzymes sont plus résistantes vis-a-vis de 1'iodoacé-
tamide que vis~&-vis du p-CMB. Les enzymes isolées du foie de Boeuf et
de 1'Aspergillus niger ne sont pas inhibées. Pour les trois autres en-

zymes, l'inhibition est du type compétitive.

3 - ACTION DE LA N-ACETYLGLUCOSAMINE

I1 est connu que les produits libérés lors de 1l'hydrolyse
enzymatique sont capables d'inhiber la réaction par rétroinhibition.
Nous avons voulu wvérifier si les PB~N-acétylhexosaminidases que nous
avions isolées &taient inhibées par un excés de N-acétylglucosamine
dans le milieu réactionnel. Nous avons fait varier les concentrations

5

en N-acétylglucosamine de 10~ a 10-3 M. Les résultats obtenus sont

rassemblés dans le figure 34 (p. 102). Les enzymes isolées de la rate
et du foie de Boecuf sont trés sensibles 2 l'action de ce composé. On
obtient en effet une inhibition de 50 p.100 pour des concentrations en
H~acétylglucosamine variant de 0,14 2 49 mM. L'enzyme isolée de la Féve
Jack est sensible & des concentrations de l'ordre de 4,9 mM ; en cela
nous rejoignons les valeurs données par LI et LI (200). Les enzymes
isolées de 1l'Aspergillus niger et des graines germées de Fenugrec.ne
sont pas inhibées par la N-acétylglucosamine.

La différence entre enzymes végétales et animales d'une part

et enzymes de microorganismes s'accroit par l'étude de cette propriété.

4 - ACTION DE LA N~ACETYLGALACTOSAMINE

Hous avons voulu savoir si un isomére de la N-acétylglucosa-

mine pouvait avoir une action sur l'hydrolyse enzymatique, Les résultats
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que nous avons obtenus sont illustrés dans les figures 33 (p.l04) et

36 (p.105). On remarquera que la N-acétylgalactosamine inhibe de fa-

con plus importante que la N-acétylglucosamine cans le cas de l'en~

zyme isolée de la Fave Jack, 0,75 mil au lieu de 4,9 mii pour obtenir

une inhibition de 50 $.100. Il on est de m@me pour l'enzyme isolée

des graines germdées de Fenugrec, 1l'inhibition de 50 p.l1l00 est obtenue
avec une concentration en N-acétylgalactosamine de l'ordre de 2,3 mii
alors que la N-acétylglucosamine n'est pas inhibitrice. Par contre,

il apparait que les enzymes d'origine animale (rate et foiec de Boeuifd
posséde une spéeificitd plus étvoite en effet, il faut augmenter au
contraire la concentration pour obtenir une m@ne inhibition : 0,7 et
1,10 mM au lieu de 0,14 ct 0,36 mM avec la N-acétylglucosamine. L'enzyme
isoldée d'Aspergillus niger n'est pas inhibée par la N-acétylgalactosamine.

Notons enfin que l'inhibition est du type compétifif.

5) ACTION DE LA N-ACETYLGLUCOSAMING-(1,5)-LACTONE (2 ACETAMIDO-
-2 -DEOXY -D-GLUCONO- (1, 5 ~-LACTONE

Depuis les travaux de CONCHIE ei al. (201) on sait que les
aldono~(1,5}-lactones sont des imhibiteurs compétitifs trés spécifiques des
enzymes qui catalysent l'hydrolyse des glycosides de configuration cor-
respondante. LEABACK {202) a montré que l'inhibition n'était pas die
uniquement & la fonction lactone mais plutdt a quelques propr iétés que
la fonction lactone confire azu cycle. Il existerait une similitude de
conformation cntre la lactone et 1'état transitoire de l'enzyme cata-
lysant la réation.

Les résultats que nous avons obtenus sont illustrés par
les figures 37 et 30 (p. 106 et 107). Hous pouvons remarquer que toutes

les enzymes sont inhibées sauf celle isolée de l'Aspergillus niger.

L'iphibition est compétitive et trds spécifique puisque 1l'on obtient
une ighibition de 50 p.100 pour des concentrations en lactone variant
de 0,6 & 13 uM. Nos résultats rejoignent ceux de LI et LI (203} pour
1'enzyme de Feve Jack et ceux de SANDHOFF et WASSLE (204) pour les

hexoeaminidases du foie humain.

6 - ACTION DU GLUCOSE

Nous avone fait wvarier les concentrations en glucose de
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tivité des P-N-acétylhexosaminidases isolées de :

3OS
e
2 ~ Féve Jack
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-3 -2 -
de 1077 a 10 " M. Dens aucun des cas nous n'avons obtenu une inhi-
bition. Le glucose n'est donc pas un inhibiteur des B-N-acétylhexo-

saminidases.

7 - ACTION DE L'ACETATE DI SODIUM

PUGH, LEABACK et WALKER (205) ont montxré que les B-N-
acétyl-hexosaminidases étaient inhibées par les tampons acétate.
L'inhibition est compétitive, les ilons acétate formeraient un com-
plexe inactif avec 1l'enzyme, compléxe df probablement 2 la grande
affinitd et & la haute spécificité de l'enzyme envers les groupements
acétyls. Les résultats que nous avons obtenus confirment les observa-
tions de ces auteurs. L'inhibition est cependant moins importante que
dans 12 cas du p-CMB ou de la glucomo (1,5)-lactomne.

Cependant, l'enzyme isolée des graines germées de Fenugrec
est inhibée pour une concentration en ion acétate équivalente a 0,30 mii.
Nous avons rassemblé dans les figures 39 (p. 109} et 40 {(p.1l1l0), les

différents résultats obtenus.

& - CONCLUSIOQNS

Hous voyons que lors des hydrolysec enzymatiques effec-
tuées par les PB-N-acétylhexosaminidases isolées du foie et de la
rate de Boeuf, il est important de tenir compte de l'inhibition pos-
sible par la N-acétylglucosamine libérée. Pour lever cette vétroinhi-
bition il est nécessaire d'éliminer au fur et & mesure la N-acétylglu-
cosamine libérée en dialysant par exemple.

D'autre part, il est important de ne pzs employer de tampon

acétate lors de l'hydrolyse enzymatique par les B-N-acétylhexosaminidases.

lous pouvons remarquer, en outre, que les enzymes réagis-
sent de fagon différentes vis-a-vis des différents effecteurs et en
particulier vis-a-vis des inhibiteurs. La B-N-acétylhexosaminidase
isolée de 1'Aspergillus niger n'est sensible qu'au p~CMB et aux ions
acétate. Les enzymes d'origine animale et végétale sont sensibles a
tous les inhibiteurs utilisés. La l-acétylgalactosamine est cependant
beaucoup plus inhibitrice que la N-acétylglucosamine dans le cas des

enzymes d'origine végétale.
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3 - SPECIFICITE ENZYMATIQUE

e e Tt B b 8 e 0

-

Pour préciser la spécificité d'action des cinq SB-N-
acétyl-hexosaminidases isolées, nous les avons fait agir sur des hé-
térosides de synth2se, sur des osides de structure variable et sur un
glycopeptide isolé de 1'ovomucofde,

Les constantes de Michatlis et les vitesses maximales
d'hydrolyse ont été déterminées lors de 1l'hydrolyse des hétérosides de
synthése et de l'hydrolyse de certains osides que nous possédions en
quantité importante. Dans le cas de tous les osides &tudiés, les pour-
centages de libération de la N-acétyl-glucosamine, ont été calculés .
aprds une durée d'hydrolyse de 24 heures,

I - ACTION SUR DES HETEROSIDES DE SYNTHESE

Les hétérosides utilisés different d'une part par
1l'anomérie de la liaison hexosaminidasique et d'autre part par la

nature de l'hexosamine.

A ~ ACTION SUR LE p~N;IROPHENYLvB-D-GLUCOSAMINIDE ET 1E p~-NITROPHENYL-~-

R e, . ——

/A3-D-GALACTOSAMINIDE

1 - RESULTATS

Les cinq préparations de N-acétyl-hexosaminidases se
sont révélées &tre sans action sur les hétérosides renfermant des

liaisons *-N-acftyl-glucosaminide et X-N-acétyl-galactosaminide.
2 - DISCUSSION

Les préparations cazymatiques utilisées ne renferment
donc pas de souillures de «-N-acétyl-hexosaminidase, et peuvent &tre

considérées comnme spécifiques des liaisons .“-N-acétyl-hexosaminidasiques,

B - ACTION SUR LE P-NITROPHENYL /5-D-GLUCOSAMINIDE ET SUR LE P-NITROPHENYL-
A-D-GALACTOSAMINIDE .
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1 - RESULTATS

Les cinq préparations enzynatiquer étudiées possédent ume
action sur le p—nitrophényl73-g1ucosaminide et sur le p-nitrophényl-/A-ga-
lactosamonide. Dans le tableau XXII(p.|ll} ), nous avons rassemblé les va-
leurs des activités spécifiques des différentes hexosaminidases vis-3-vis
des deux hétérosides de synthése.

Nous pouvons remarquer que les rapports des activités
spécifiques varient avec l'origine de 1l'enzyme, l'activité f-N-acétyl-
glucosaminidasique étant 1,5 a 3,9 fois supérieure 3 l'activité f-N-
acétyl-galactosaminidasique,

Les valeurs des constantes des Michaelis et les vitesses
maximales d'hydrolyse des préparations enzymatiques étudiées lors de 1l'hy-
drolyse du p-nitrophényl 2 ~D-N-acétyl-glucosaninide sont données dans les
tableaux XXIII et XXIV(p,1l15-116Ces valeurs qui représentent la moyenne
des valeurs obtenues au cours de 6 expériences différentes sont trés va-

riables suivant 1'origine de la préparation enzymatique. L'hexosaminidase
isolée des graines germées de Fenugrec possédant la plus grande affinité,
le Km étant de 0,16 mM et 1l'hexosaminidase du foie de Boeuf la plus fai-
ble affinité pour le substrat, la valeur du Km &tant de 1,18 mM,

2 - DISCUSSION

Les deux activités N—acétyl;ﬁ—glucosaminidasique et N-
acétyl-fi-galactosaminidasique se sont manifestées dans les mémes rap-
ports au cours de tous les stades de purification des enzymes. Ces deux
activités pourraient dont &tre portées par la m@me protéine,

Les valeurs de Km de différentes préparations enzymatiques
(épididyme, rein de Rat et émulsine) pour le p-nitrophényljﬁ-N-acétylglun
cosaminide variant de 0,4 mM 2 3,8 nM ont &té reportées par WALKER (205)
dans la revue générale sur les hexosaminidases, Une telle différence
d'affinité nise en é&vidence dans nos propres résultats confirment 1'ex-
tréme diversité des propriétés enzymatiques des hexosaminidases suivant

leur origine,

IT - ACTION SUR DES OSIDES DE STRUCTURE VARIABLE

Les osides utilisés se différencient d'une pait par la

nature de la liaison et d'autre part par leur structure,



TABLEAU

XII

Rapport des activités/5-N-acétylglucosaminidasique et galactosaminidasique

de cinq A-N-acétylhexosaminidases d'origines diverses.

origine de 1'enzyme Activité spécifique des Activité spécifique des Rapport des

P-N-acétylglucosaminidases JE-N—acétylgalactosaminidases deux activités
(%) (%)

Rate de Boeuf 3519 1157 3,3

Foie de Boeuf 1540 394 3,9

Aspergillus niger 4545 2154 2,1

Graines germées de Fenugreg 3498 1060 3,3

Féve Jack 11543 7352 1,57

(%) L'activité spécifique est déterminée en p.g de p.nitrophénol 1libéré par minute et par milligramme

de protéine,

7n1
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A - INFLUENCE DE LA NATURE DE LA LIAISON
b ]

Les valeurs des constantes de Michaelis, les vitesses
maximales d'hydrolyse ont été& déterminées lors de 1l'hydrolyse de disac-
charides renfermant de la N-acétyl-glucosamine liée par des liaisons
@;1,2 ;{3 1.4 et{:ﬁ 1,6 3 un résidu de mannose,

Les pourcentagesrde libération de la N-acétyl-glucosanine
aprés 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 liée par une liaisonﬁ)l,é a4 un résidu de
galactose, - dans le cas d'un trisaccharide renfermant de la N-acétyl-gluco-

samine liée par une liaison /31,3 a un résidu de lactose,

Les conditions d'hydrolyse utiligsées sont décrites 2 1la
page 54 .

1 - RESULTATS

Les résultats obtenus sont rassemblés dans les tableaux
XXIII, XXIV et XXV (p. !5, 116 et il 4).

Les remarques que nous pouvons faire & propos de ces ré-
gultats sont les sulvantes :

~ Toutes les préparations enzymatiques utilisées posse-
dent une affinité plus grande pour 1l'hétéroside de synth2se que pour les
oligosaccharides analysés, on observe cependant que la N-acétyl-glucosamini-
dase isolée de la Fave Jack poss2de une affinité plus grande pour le dis-
saccharide A, soit 1le OtﬁuD-N-acétyl-glucosaminyl—(1,2)-mannose que pour
1'hétéroside de synthese,

- Les constantes d'affinité, les vitesses maximales d'hy-
drolyse 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 2 hydrolyser,

a - Lialson 0-/-D-N-acétyl~glucosaninyl-(1,2)-mannoae

Les hexosaminidases isolées de la rate de Boeuf et de
la Feéve Jack possédent une trds grande affinité pour le dissacharide 0-
_pf-D-N-acétyl-glucosaminyl-(1,2)-mannose.
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Au bout de 24 heures d'hydrolyse la libération de la
N-acétyl-glucosamine est quantitative comme 1l'indique le tableau XXV,
L'affinité des hexosaminidases isolées du foie de

Boeuf, des graines germées de Fenugrec et d'Agpergillus niger pour le

disaccharide 0-pf-D-N-acétyl-glucosaminyl-(1,2)-mannose, est relativement
faible, les pourcentages de libération de la N-acétyl-glucosamine sont
dlautre part de 26, 25 et 62 p.100. La libération de la N-acétyl-glu-
cosamine liée en 1,2 34 du mannose sera donc réalisée de préférence 2
1'aide des hexosaminidases isolées de la rate de Boeuf et de la fave
Jack.

b - Liaison O- -D-N-acétyl-glucosaminyl-(1,3)-galactoge

L'influence de l'action des différentes préparations
enzymatiques sur une liaison de type /31,3 n'a pu &tre étudiée que sur
un trisaccharide : le 0ﬂ5¥D—N-acéty1-gIucosaminyl-(1,3)-01ﬁ~D—ga1actosyl-
(1,4)-glucose,

Les pourcentages d'hydrolyse ont été calculés uniquement ,
les valeurs données dans le tableau XXV indiquent que seule 1'hexosamini-
dase isolée du foie de Boeuf libdre quantitativement le résidu de N-acé-
tyl-glucosamine, au contraire, l'hexosaminidase isolée des graines germées
de Fenugrec ne posséde aucune action sur le substrat, L'activité des he-

xosaminidases de la rate de Boeuf, de la fave Jack et d'Aspergillus niger

n'est pas totale, elle atteint respectivement 50,4, 68 et 40,8 p.100,

¢ - Liaison O—ﬁLD-N-acétxl-glucosamigyl-(IAA)-mannose

L'affinité des préparations enzymatiques igolées de la
rate et du fole de Boeuf pour le disgccharide : 07ﬂ~N—acétyl—glucosaminyl
-(1,4)-mannose est faible voire nulle, Au bout de 24 heures d'hydrolyse les
pourcentages de N-~acétyl-glucosamine libérée sont négligeables,

L'affinité des préparations enzymatiques isclées de la

feve Jack, des graines germées de Fenugrec et d'Agpergillus niger pour

le disaccharide : 0-/A-N-acétyl-glucosaminyl-(1,4)-mannose. est relati-
vement importante, comprise entre 0,51 et 1,43 mM, les vitesses maximales
ne sont pas négligeables, elles sont comprises entre 0,72 et 1,40 jsmole/

mn/mg de protéine. On remarque cependant que les pourcentages de libération
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de N-acétyl-glucosamine dans les conditions décrites sont faibles, le
maximum de libération (55,5 p.l00) est obtenu lors de l'action de
1'hexosaminidase isolée d'Aspergillus niger.

d - Liaison'O:@—D—acétyl—gluoosaminyl-(1 —>()-galactose
1

| La faible quantité dont nous disposions de ce disaccharide,
ne nous a pas pernmis de déterminer les constantes d'affinité de diffé-
refites préparations enzymatiques pour ce substrat., Seuls les pourcen-
tages de libéraition de la N-acétylglucosamine au bout de 24 heures d'hy-
drolyse ont &té mesurés, Les valeurs données dans le tableau xxv (p.112)
montrent qu'aucune des préparations enéymatiques utilisées n'est tr2s
active sur ce disaccharide. Un maximum de libération de 30 p.100 est

obtenu pour la préparation enzymatique des graines germées de Fenugrec.

e - Ligigon O-B-D-N—acécylglucosaminyl—(1 > &) -mannose
t

Hous avons étudié 1'affinité des 5 préparations de & -D-N{
acétylhexosaminidases pour le disaccharide 0%3-D-2-déoxy—2—acé£amido-
glucopyranosyl-(1 —>6)-D-mannose, ainsi que les pourcentages de libé-
ration de la N-acétylglucosamine au bout de 24 heures d'hydrolyse.

L'affinité des préparations enzymatiques isolées de la rate
de Boeuf et de l'Aspergillus niger est trds grande, elle est respecti-
vement de C,037 et 0,012 mM, soit une affintté supérieure 2 celle trou-
vée pour 1'hétéroside de synthdse, Pour les préparations isolées de la

Féve Jack, des graines germées 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 mM. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau
XXIII (p.115). Les vitesses maximales de réactions sont élevées par com-
paraison 2 celles obtenues précédemment, elles varient de 5,3 & 8,5§Jmo—
les/min/mg de protéine, valeurs légirement supérieures 2 celles obtenues
pour l'hydrolyse del'hétéroside desynthise .(T.XXIV,p.116) Les.pourcentages
d'hydrolyse obtenus apr2s 24 heures d'incubation sont rassemblés dans le
tableau XXV (p.112). On remarquera que la préparation d'Aspergillus niger
coupe a 100 p.100 la liaison N-acétylglucosaminyl@].—~—>6 mannoSe, La
préparation enzymatique isolée de la rate de Boeuf lib2re 77 p.100 de 1la

N-acétylglucosamine alors que les autres préparations donnent des pour-
dentages d'hydrolyse variant de 13 a 23 p.100. La libération de la N-acé-

tylglucosamine liée par une liaison F)l > 6 & du mannose sera donc




121

réalisée de préférence 2 l'aide des hexosaminidases isolées de la rate

de Boeuf et de l'Agpergillus niger.

2 - DISCUSSION

Des résultats que nous venons d'exposer ci-dessus nous ne
potuvons en adeun cas conclure 2 ia spécificité stricte de telle ou
telle enzyme vis-a-vis de tel ou tel type de liaison;i hydrolyse. Nous
pouvong cependant remarquer les faits suivants : toutes les enzymes &-
tudiées ici sauf celle isolée des graines germées de Fenugrce podsente
une affinité tras grande pour les liaisdnsﬁ!—N—acétylglncosaminyl-(1——j>5),
MATTA et BAHL (207) ont obtenu‘une libération totale de la

N-acétyl-glucosamine lors de 1'hydrolyse du O—ﬁ»D—N—acétyl-giucosaminyl

-6 mannose par 1'enzyme isolée d'Aspergillus niger., VIKHA et al.

(200) oyt observé que laYJ—N-acétylglucosam1n1dase isolée de }'épidldyme
de Porc présente une affinité décroissante pour les llalsonst> 15,
ﬁl —>3 et A 1 —¢ lorsque la N-acétylglucosanine est liée a du

glucose, Si on se réfere uniquenent aux valeurs de Km, on remarque que
les 5 préparations de F@N—acétylhexosaminidases étudiées peuvent &tre
clagsées en deux groupes, Le premier groupe constitué par les enzymes
isolées de la rate, du fole de Boeuf et de la Feve Jack, ces enzynmes

présentent une acleité décrOLSSante pour les liaisons H-acétylgluco-

samlnyli) -6, 3 ‘1 ——2 et 1 1-——/4 mannose. Le deuxiéme groupe

constitué par les enzymes isolées de l'Aspergillus niger et des graines

gernées de Fenugrec, Ces enzyues présentent une afflnlté décroissante
pour les liaisons N-acétylglucosam1ny1}>1--—~ 5 rl >4 et f‘l — 2
nannose. Les variations observées sont d'ailleurs confirmées par l'étude
des vitesses maximales théoriques d'hydrolyse. Si 1l'on examine d'autre
part les résultats obtenus loxrs de la cinétique d'hydrolyse enzymatique
on remarque quelques anomalies, La?’-N-acétyl-hexosaminidase isolée des
graines germées de Fenugrec est incapcble d'hydrolyser la liaison H-acé-
tylglucosaminy1§31 —>3 galactose. C'est cette observation qui a été
d'ailleurs a 1'$rigine de nos iravaux sur la gpécificité enzynatique,
Pour 1'étude systématique que nous venons de réalise sur la spécificité
des hexosaminidases, nous nontrons que seule 1'hexosaminidase igsolée du

foie de Boeuf est capable de libérer quantitativement la H-acétyl-gluco-

sanine liée en{3 1 —>3 au galactose. Ce résultat nous a d'ailleurs fer
nis de déterminer la nature des anoméries présentes dansle dilactofhinyl-
lactosli~tétradse 15016 du leit de Ferme GRIMVONTREZ, BOUQUELET, BAYARD,SPIK,
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MONSICNY et MOMNTREUIL (209).

Dans la littérature, d'autres exerplex de l'incapacité des
hexosaninidases & hydrolyser certains types de liaisons sont donnés,
ainsi que la l-acétyl-glucosanine présente dans l'oligosaccharide sui-
vant : GlcNAchl4é> GlcUA €13395>G1cNAc, est libérée par 1'hexosanini-
dase isolée du foie de Boeuf, (VEISSMANN et al)(210), de l'eorte bovine
(BUDDECKE et WERRIES)(211) et enfin par l'hexosaninidase isolée de la
faéve Jack (LI et LI)(212). Par contre, aucune libération de l-acdtyl-
glucosanine obtenue par les hexosaminidases isolées de 1'énulsine d'a-
nande et de l'Aspergillug niger (WEISSMANN et al)(213) et par des extraits
de pneumocoques (LINKER et al.)(214) (VEISSMANN et al,)(215). L'hypoth2se
de l'existence d'une différence d'activité entre enzynes d'origines ani-
nales et celles provenant de nicvo-organismed et de végétaux, a du Btre
abandonnée. En effet, la s.écificité serible beaucoup plus liée a 1'en-
vironnement spatial et 2 la nature de l'ose pénultiéne qu'ad l'origine
de 1'enzyne.

Nous avons d'ailleurs montré dans le tableau XXV (p.112)
que l'ose sur lequel est branchée la N-acétylglucosanine est important
pour la gpécificité enzynatique, Le seul fait de passer d'un g-@’ﬂng
désoxy-2-acétanidoglucopyranosyl-{1 —=34)-D-mannose 2 un Qﬂ3jg—2-zésoxy—
2-acétanidoglucopyranosyl-(1 --~74)-D-galactose entratne une diminution
notable du pourcentage d'hydrolyse d;s liaisons sauf dans le cas de 1l'hy-
drolyse par la?*—N—acétyl—hexosaminidase du foie de Boeuf. Ces observa-
tions sont en accord avec les résultats trouvés par VIKHA et al. (216).

Ils remarquent que l'affinité diminue lorsqu’on remplace
un glucose par un galactose ou par une HN-acétyl-glucosanine, Il n'est
donc pas possible dans 1'état actuel de nos connaissances de conclure
3 l'existence d'une spécificité plus ou moins stricte des enzymes vis-a-vis .

du type de la liaison & hydrolyser.

B - INFLUENCE DE 1A TAILLE SU SUBSTRAT

Des tri et tétra saccharides renfermant des liaisons MN-acé-
tyl—glucosamine? 1 —2 et ?ﬁb~ﬁ>4 ont &té hydrolysées par deux pré-

parations enzymatiques isolées de la fave Jack et d'Aspergillus niger

afin d'étudier les variations de libération de la N-acétyl-glucosanmine
en fonction de la structure du substrat. Les hexosaminidases isolées

de la féve Jack et d'Aspergillus niger ont été choisies car ces deux
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préparations se sont révélées &tre parmi les plus actives sur les
liaisons( 1 —72 et FI.——~>&.

1 - RESULTATS

a - Liaigon OfﬁLny—acétyl-glucosaminvﬂ-(1 -~ 2)-mannose

Les résultats obtenus sont raseemblés dans le tableau XXVI
(p.V/4). Nous pouvons remarquer tout d'abord que l'activité des prépara-

tions enzymatiques de la féve Jack et de 1l'Aspergillus niger au bout de

24 heures d'hydrolyse est nettement inférieure quanfl on compare les
pourcentages obtenus pour le 015—D -2-désoxy 2-acétanido-glucopyranosyl-
0ﬁ~€>2)-D—manno°e et le O{B—D 2-désoxy-2-acétanido-glucopyranosyl~(1l -—>2)-
0- F-D—mannopyranosyl (l*—€>3)-D~mannose La poursuite de l'hydrolyse
pendant 5 jours ne modifie pas le pourcentage de libération. Ces travaux

ont 8t& vérifids au laboratoire par VAIDERSYPPE (217).

b ~ Liaison Of@—Digracétyl—glucosaminyl-(1 -——— 4) -nannose
]

L'hexosaminidase isoiée de la fave Jack est plus active sur
le trisaccharide (oside I)(cf.p. 33 - 5) et le tétrasaccharide (Osgide L)
(cf. p.54-6). On obt*~"* respectivenent 81 et 60 p.100 d'hydrolyse
alors que l'on obtient seulement 35 p.l0C pour le disaccharide (Oside A)

(cf. p.53-1). Au contraire 1'hexosaminidase isolée de 1'Aspergillus niger
P

est sans action sur le tri- et le tétrasaccharide, L'enzyme posséde

toutefois une affinité assgez grande vis-a-vis du disaccharide,

¢ - Liaison O—PLD—N—acétyl—glucosaminyl~(1 "—~>4)-0-3-D~N—a—

cfiyl-glucosaninyl-(1 —— 4)-D-N-acétyl-olucosanine.

L'action des cinq préparations enzymatiques a été &tudiée
sur le M~acétyl-chitotriose.Les constantes d'affinité, les vitesses ma-
ximales théoriques ainsi que les pourcentages de libération de la N-acé-
tyl-glucosamine ont été déterminées et rassemblés dans le tableau XXVII
(p.115). Les hexosaminidases isolées de la: rate et du foie de Boeuf
sont sans action sur le N-acétyl-chitotriose, Les trois aukres prépara-
tions possédent une action négligeable, dans les conditions utiliades,
sur la libération de la NH-acétyl-glucosamine. L'affinité des hexosamini-

dases, principalement celle d'Aspergillus niger est importante, les
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TABLEAU XXVI

Pourcentages de N-acétyl-glucosamine libérée au bout de 24 heures
d'hydrolyse a partir d'oligosaccharides de taille variable par des

préparations enzymatiques isolées de la Féve Jack et d'Aspergillus niger.

N-acétyl-Aglucosaminidase isolée 2 partir
Substrats
Féve Jack : Aspergillus niger
GlcNAc -—--"-l'—l—z-) Man 100 42
Man -—142} Man
T 1,2 47 : 53
Glchic :
1,4 : .
GleNAc —=*=) Man 35 56,5
Man -llé) Man
T 1,4 51 0
GlcNAc
Man -—1429 Man
/‘ 1,4 T 1,4 71 o
S
GlcNAe GlcNAc
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Hydrolyse du tri-N-acétyl-chitotriose par cing N-acétyl-;,ﬁL

glucosaminidases d'origines diverses,

VMax (pmole/mn/

p.100 de 1libéra-

Origine de l'hexosaminidase Km (m1) mg de protéine) tiogzzugzzizsde
Rate de Boeuf 0 c

Foie de Boeuf 0 o

Feve Jack 1,66 T 0,17 0,05 1,2
Graines de Fenugrec 1,46 t 0,11 0,59 7,1
Aspergillus niger 0,58 fo,og 0,31 14




126

enzymes isolées de la rate et du foie de Boeuf sont incapables d'agir

sur le N-acétyl-chitotriose,

2 - DISCUSSION

La modification de structure du substrat entrafne une mo-
dification d-3 les modalités d'hydrolyse de ces oligosaccharides.
Cependant, les différences ne vont pas toutes dans le méme sens. En
présence d'une liaison§51 —>2 3 hydrolyser, les enzymes isolées de

la feve Jack et de 1l'Aspergillus niger coupent plus facilement la

liaison du disaccharide par rapport 2 celle du trisaccharide.
Dans le cas des liaisons [>-H-acétyl-glucosaminyl-(1 —>4)-
1
mannose, l'enzyme de la f2ve Jack agit de préférence sur le tri- et le

tétrasaccharide, 1'hexosaminidase de 1'Aspergillus niger est par contre

sans action sur ces oligosaccharides. Cependant, nous avons remarquer

que l'enzyme d'Aspergillus niger est capable d'hydrolyser le chito-

triose. BAHL et AGRAWAL (215) ont montré que cette enzyme était capable
d'agir sur ie N-acétyl-chitotétraose et le N-acétyl-hexochitohexaose

avec des vitesses d'hydrolyse d'autant plus faible que la masse molécula®—-
est plus élevée,

De notre étude, il apparait que si la masse moléculaire in-
tervient, elle joue un rdle assez faible, le facteur influencant le plus
1'hydrolyse est sans nul doute la conformation epatial du substrat,

Ainsi il semble que l'enzyme de 1'Aspergillus niger soit
capable d'hydrolyser les H-glycannes, par contre, 1'hexor-ninidase de

la fave Jack est capable d'hydrolyser plus facilement les isoglycannes,

IIT - ACTION SUR UN GLYCOPEPTIDE ISOLE DE L' OVOMUCOIDE

Le comportement des cing préparations enzymatiques a été
étudié sur un glycopeptide dont la masse moléculaire est de 3220, isolé
de l'ovomucoide du bland d'oeuf de Poule selon le procédé décrit par
YAMASHIVA et MAXING (279), modifié par MONSIGNY, ADAM-CHOSSON et MONTRENT”
(220). Le glycopeptide renferme 40 p.1CC d'hexosamines soit 10 résidus
de N-acétyl-glucosamine,

Les résultats obtenus par méthylation par FOURNET (221)
sont en faveur de l'existence de % résidus de N-acétyl-glucosamine en

pocition externe non réductrice, soit 60 p.l00 des hexosamines totales,
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1 - RESULTATS

Dans les conditions d'hydrolyse utilisées, le nombre de
résidus de H-acétyl-glucosamine 1libéré par 1l'hydrolyse du glycopeptide
de l'ovomucofde par les cinq préparations énzymatiques étudiées, est
trés faible. Le tableau XXVIII (p.LQ%) raseemble les résultats obte-
nus. Les enzymes igsolées de la féve Jack et de la rate de Boeuf li-
bérent un seul résidu de N-acétyl-glucosamine, L'action des autres:
préparations enzymatiques est négligeabie : 0,1 2 0,3 résidu de N-

acétyl—giucOSamine.

2 - DISCUSSION

L'activité rdptréinte des différentes N—acétyl—@LD—hexb—
saminidases sur le glycopeptide 5 de l'ovomucofde peut s'expliquer

1

de différentes maniéres.

- Existence possible de liaisons N~acéty1~é-D-g1ucosamini—
dasiques; Cette hypothdse est 2 rejeter car la détermination de la struc-
ture des oligosaccharides obtenus par acétolyse du glycopeptide natif
de 1'ovomucofde par BAYARD et al. (222) a montré que la H-acétyl-gluco-

samine était toujours li& par une liaison és-glycosidique.

i

- Présence de nombreuses liaisons N-acétylﬂg-D—glucosamini—

dasique 1 —>¢4 |, difficiles 2 hydrclyser,

- Existence d'une conformation spatiale telle qu'il existe
de nombreux encombrements stériques empéchant les exohexosaminidases

d'intervenir.

- Le faible taux de M-acétyl-glucosamine 1ibéré peut &tre en-
core df & l'existence de nombreux variants glycanniques ne renfermant
pas le méme taux de N-acétyl-glucosamine situé en position externe non

réductrice.

- Le faible pourcentage d'hydrolyse peut encore s'expli-
quer par l'existence de conditions .d'hydrolyse impropres au maximum

d'efficacité des enzymes.

Ainsi l'action des effecteurs est toujours déterminée a 1'aide
des hétérosides de synth&se jomais en présence d'oligosaccharides naturels,

Enfin il est connu que certaines enzymes sont capables de couper les
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grosses molécules sans pour cela couper les molécules de potds

moléculaire plus faible. C'est le cas des neuraninidases solubles

et lysosomales mises en évidence par TULSIANI et CARUBELLI (223).
Cependant, des essals d'hydrolyse réalisés par

MURAMATSU et EGAMI (224) a4 1'aide de l'hexosaminidase de Turbo cernutus

sur un glycopeptide de l'ovomucoide donnent 19 p.100 de libération

de N-acétyl-glucosamine par rapport aux hexosamines totales. De méme
CLAMP et HOUGH (225) ont obtenu par action de 1l'hexosanminidase isolée
de 1'épididyme de Bélier sur un glycopeptide de l'ovomucoide une 1libé-
ration de 0,95 vrésidu de N-acétyl-glucosamine,

Comme on peut le remarquer, ces résultats viennent confir-
mer ceux que nous avons obtenus et ils démontrent que la libération de

la N-acétyl-glucosamine 3 partir des glycopeptides n'est jamais totale,

IV - CONCLUSIONS COMCERNANT LA SPECIFICITE ENZYMATIQUE

Lorsque nous avons commencé cette étude, nous pensions
aﬁ;il existait une spéeificité de liaison trés étroite. I1 a fallu
trés vite abandonner cette idée au fur et & meSure que nous avan-
cions dans notre travail.

A la vue des résultats obtenus, nous pouvons conclure 2
une affinité assez élevée de toutes les enzymes vis-a-vis de la liai-
son @ 16, Pour les autres gpécificités, il est plus difficile de
les définir ; elles dépendent en effet de nombreux facteurs : type de
12 liaison a hydrolyser, nature de l'ose sur lequel est branchée la
N-acétylglucosamine, conformation spatiale du substrat (l-glycanne
ou iso-glycanne) et enfin conformation spatiale de la molécule enzyma-
tique (3 ceci se rattachent toutes les conditions de l'hydrolyse :
température, pH optimum et effecteurs).

Les résultats que nous avons obtenus peuvent cependant nous

permettre de tirer les conclusions suivantes :

- Lorsque la N-acétylglucosamine est liée par une liaison
@ 1 —>2 2 un oligosaccharide quelconque : l'affinité décroft avec

1’augnentation de la masse moléculaire,

- Lorsque 1la N-acétyl-glucosamine est liée par une liaison

ﬁ 1 —>4 3 un oligosaccharide, 1'affinité décroit avec la masse molé-
i

culaire lorsque la molécule est linéaire, mais elle augmente par rapport
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3 un disaccharide dans le cas de molécules branchées (féve Jack),
Cepdndant l'enzyme d'Aspergillus niger qui coupe assez facilement
les 1iaisons?’1 -—=>4 quand la molécule est linlaire mais cette

enzyme est sans action sur une molécule branchée.

- L'affinité des enzymes diminue lorsqu'on remplace
un mannose ou un glucose par une molécule de galactose ou de H-

acétyl-glucosanmine,

- Hous pouvons rassembler les enzymes que nous avons
étudiées en deux groupes. Le premier groupe renfermera les enzymes
isolées de la rate et du foie de Boeuf et de 1a feve Jack dans l'or-
dre d'affinité décroissante est le suivant '33 1 —>6 é 1 —>2,
etf
des graines germdes de Fenugrec et d'Aspergillus niger dont l'ordre

5 ?}% - et’%l —2,

24, Le deuxieme groupe est constitué par les enzymes isolées

d'affinité décroissant &st le suivant :9 1
i

- Lorsqu'il s'agira de déterminer uniquement la nature de
1'anomérie de la liaison N-acéiyl-glucosaminyle présente dans un poly-
saccharide, le choix de l'origine de l'enzyme sera donc plus vaste
car sans avolr une libération tctale de la H-acétyl-glucosamine cette
libération pourra 8tre significativeequant & la nature de l'anomérie,
Horsque la libération doit &tre quantitative le choix des enzymes est
plus limité, Mous conseillons d'hydrolyser de préférence :

. Les oligosaccharides linéaires ou ramifiés a liaisong%l.——QZ

par les enzymes isolées de la rate de Boeuf ou de la feve
Jack,
. Les oligosaccharides linéaires a liaison@>1-—>3 par les

enzymes isolées du fole ou de la rate de Boeuf,

. Les oligosaccharides lindaires 2 1iaison@>1 —=>10 par les

enzymes isolées de 1'Aspergillus niger ou les graines ger-

mées de Fenugrec.

. Les oligosaccharides ramifiés 2 liaisong 1> 4 par 1'enzy-

mne isolée de la feéve Jack.

/.\
. Enfin, les oligosaccharides linéaires a liaison ?’1 &

par les enzymes isolées de 1l'Aspergillus niger et de la

rate de Boeuf,
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Grice l'utilisation de ces différentes hexosaminidases
nous avons pu déterminer la nature de l'anomér’e des liaisons dans
le dilactaminyl-lac o-N-tétraose. Les résultats obtenus sont rassen-
blés dans la publication suivante : GRIMMONPREZ, BOUQUELET, BAYARD,
SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL, Eur. J., Biochem., 1970, 13, 494)..

Nous avons en outre participé i la détermination de
la structure de 10 oligosaccharides isolés par acétolyse du gly-
copeptideﬁﬁ de 1'ovomucotde, Les résultats obtenus sont rassemblés
dans la publication de BAYARD, FOURNET, BOUQUELET, STRECKER, SPIK
et MONTREUIL, Carbohyd. Res., (sous presse).
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CONCLUSICHS GENERALES

Les conclusions que nous pouvons tirer de 1l'ensemble
des résultats que nous avons exposés peuvent se résumer de la maniére

suivante :

1 - Nous avons préparé quatre /A-D-N-acétyl-hexosamini-
dases 3 partir de différentes sources, les unes classiques : la rate

de Boeuf, la fave Jack et 1'Agpergillus niger, la quagtriéme originale :

les graines germées de Fenugrec et nous nous sommes livré, sur ces prépa-
rations et sur un échantillon commercigl provenant du foie de Boeuf, 2
une étude systeématique des conditions et de la spécificité de leur action
en vue de les utiliser dans la détermination de la structure des polysdc-
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 gommes parvenu 2 des
enrichissements, par rapport aux protéides totaux, de 95 fois dans le cas
de 1'Aspergillus niger, de 435 fols dans le cas de la fave 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 évidemment d'entreprendre, d@s 3 présent, 1'étude de la structure de
ces enzymes et la recherche de la nature de leur site actif. Ils sont tou-
tefols suffisants pour définir les conditions optimales d'action, les

valeurs de Km et de Ki des A-N-acétyl-D-hexosaminidases.

3) Toutes les préparations que nous avons utilisées posse-
dent une activité, a la fois, / -N-acétyl-D-glucosaminidasique et f5-N~

acétyl-D-galactosaminidasique,
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Ces activités varient avec l'origine des enzymes ; Les
rapports Activitéé@—N-acéty1-D—g1ucosaminidasique/Activité ﬁbN-acé-
tyl-D-galactosaminidasique sont, en effet, les sulvantes : 1,57 pour

1'enzyme de la féve Jack ; 2,1 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,

I1 nous paraft important de signaler que ces raepports
ne varient pas au cours de la purification des engzymes ; Ce rée
sultat représente un premier argument expérimental en faveur de l'hy-
poth2se ¢e la double activité enzymatique portée par la méme molé-

cule d'enzyme,

4 - Nous avons étudié les variations d'activité vis-a-vis
du p-nitrophényl-/-N-acétyl-D-glucosaminide de cinq préparations de

=N-acétyl-D-hexosaminidases, en fonction de la température, du pH

et de 1la présence de différents cations (Ca++, Mn++, Mg++, Cd++,

ot

Co , , Na+, Li+) et défini, pour chacune d'elles, les conditions

d'action optimales. Cette étude a révélé le comportement particulier

de la f~N-acétyl-hexosaminidase d'Agpergillus niger. En effet, cette

enzyme est pratiquement insensible aux cations métalliques et les sels
mercuriques eux-m@mes n'inhibent que partiellement son action 2 une
concentration qui abolit totalement l'activité des autres préparations.

En outre, le S.D.S, est sans action sur l'enzyme d'Aspergillus niger

alors qu'il inhibe les autres enzymes. Ce résultat révele donc l'exis-
tence d'une structure particuli2re de la #-N-acétyl-D-hexosaminidase

d'Aspergillus niger dont il serait passionnant d'entreprendre 1l'étude.

4 - L'analyse de la spécificité des cinq préparations
de ~N-acétyl-D~hexosaminidases a montré qu'il n'existait pas de spé-
cificité étroite vis-2-vis des différents types de liaisons 1 — 2 ;
1—*3;1—>4oul—6 B-N-acétyl-D-glucosaminidasiques, mais
seulement des différences dans les vitesses d'hydrolyse de ces liai-
sons, En effet, de 1'ensemble des résultats que nous a fournis notre
étude sur la spécificité d'action vis-a-vis de divers oligosacchari-

des nous pouvons retenir les points suivants :

a) Toutes les préparations libérent difficilement le
résidu de N-acétyl-glucosamine du O-A-N-acétyl-Dmglucosaminyl-(1,%)-
mannose et du O-£-D-N-acétyl-D-glucosaminyl-(1,4)«0- -D-N-acétyl-D-
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glucosaminyl-~(1,4)~N-gcétyl-glucosamine. Les meilleurs résultats
sont obtenus avec l'enzyme d'Aspergillgs niger avec un rendement
de 56,5 p.100 dans le cas de disaccharide et 14 p.100 dans le cas
du trisaccharide.

Les ,8-N-acétyl-hexosaminidases de la feve Jack, des
graines de Fenugrec lib2rent respectivement 35 et 32 p.l1l00 du ré-
sldu de N-acétyl-glucosamine présent dans le disaccharide et 1,2
et 7,1 p.100 du résidu de N-acétyl-glucosamine présent dans le

trisaccharide, L'action des;B-N—acétyl—hexosaminidases de la rate
et du fole de Bosuf est pratiquement nulle sur les deux oligosac-

charides.

b) La libération quantitative de la N-acétyl-gluco-
samine présente dans le O-f-N-acétyl-D-glucosaminyl-(1l,2)-mannose
est réalisée grice aux préparations extraites de la rate de Boeuf
et de la f2ve Jack., L'action de la f-N-acétyl-D-hexosaminidase
d'Aspergillus niger permet une libération de 62 p.100, alors que
les fS-N-acétyl-D-hexosaminidases du foie de Boeuf et des graines de

Fenugrec ne provoquent qu'une libération de 256 et 25 p.100 du résidu
de N-acétyl-glucosamine. Ces pourcentages d'hydrolyse sont obtenus
aprés 24 heures d'hydrolyse, et ils n'augmentent pas ou trids peu si
on prolonge la durée d'hydrolyse jusqu'a cinq jours,

¢) La libération quantitative apris 24 heures d'hy-

drolyse, du résidu de N-acétyl-glucosamine présent dans le 0-A-D-N-
acétyl-glucosaminyl-(1,3)-0-p-D-galactosyl-(1,4)-gtucose est réalisée
uniquement par la S-N-acétyl-D-hexosaminidase du foie de Boeuf, les

- B-N-acétyl-D-hexosaminidases de la rate de Boeuf, de la f2ve Jack et
d'Aspergillus niger libdrent respectivement 50,4 p.100, 68 et 40,8
p.100 du résidu de N-acétyl-glucosamine. La B-N-acétyl-hexosaminidase
des graines de Fenugrec ne possdde aucune action sur la libération de
la N-acétyl-glucosamine présente dans le trisaccharide.

d) La libération par lee hexosaminidases de la N-acétyl-
glucosamine 2 partir du'Q{?fQ—N—acétyl—glucosaminyl-(1 —~—>4)-D-galactose
n'est pas quantitative, Le pgﬁrcentage maximum obtenu est de 30 p.100
pour l'enzyme isolée du Fenugrec. Dans tous les cas nous avons constaté
une nette diminution de 1l'activité,
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e) La libération quantitative de la N-acétyl-glucosamine

présente dans le O-B—D-N-acétyl-glucosam1ny1 -(1 —-—96)-D-mannose est
réalisée par 1'enzyme isolée de 1'Aspergillus niger. on | peut remarquer
que l'enzyme de la rate de Boeuf libére 77 p.100 de cette mfme N-acétyl=~
glucosamine, Les autres hexosaminidases présentent une affinité normale

sans pour cela obtenir un maximum de libération.

6 - Les pourcentages de libération exprimés précédemment
ne peuvent 8tre généralisés 3 différents oligosaccharides renfermant
des liaisons P-N~acétyl-glucosaninyl-1 >2, 1 >3, 1 —>4 et 1 —6,

en effet, les différences profondes apparaissent dans l'action des P~N-

acétyl~hexosaminidases en fonction de la taille et de la confirguration

spatiale de 1l'oligosaccharide étudié.

a) L'action de la B-N-acétyl-hazosaninidase de ia f2ve
Jack provogue la libération de 47 p.100 du résidu de N-acétyl-glucosamine
présent dans le 0-p-D-N-acétyl-glucosaminyl-(l ——>2)-0-a-D-mannosyl-
(1 —3)-mannose ai;rs que son action est quantitative sur le dissacha~
ride 0-P-D-N-acétyl-glucosaminyl-(1 — 2)-mannose.

b) Au contraire, l'action de la Pp-N-ac8tyl-hexosamini-
dase de 1la feve Jack augmente en présence du 0—a-D—mannosy1 -(1 ———?3)a0-

™~

tB-D-N—acétyl-glucosaminyl (1 -—{)4?jf2—mannose, et en P;ésence du 0-p-D-
N-acétyl-glucosaminyl -(1,4)-0-a-D-mannosyl~(1 —3 3)- OrérD-N-acéCy1~31u~
cosaninyl-(1 *-94)'mannose. En effet, les pourcentages de libération at-
teignent respectlvement 81 et 71 p.100 alors qu'il est de 35 p.100 en

présence du 0-f-D-N-acétyl-glucosaminyl-(1l — 4)-mannose.

c) Dans le cas de la p-N-acétyl-D-hexosaminidase d'
Aspergillus niger son action est nulle sur les tri- et tétrasaccharides
préeédents alors que le pourcentage de libération atteint 56,5 p.100 au
cours de 1'hydrolyse du Q-Bfng-acétyl-glucosaminyl-(1 ~—>4)-mannose.

d) Les différentes préparations enzymatiques possédent,
au cours de leur action sur le glycopeptide de l'ovomuco¥de des comporte-
ments variables. Dans tous les cas, les enzymes que nous possédons ne
semblent pas 8tre adaptées 2 l'hydrolyse de substrat a poids moléculaire

élevé et surtout de conformation spatiale complexe.
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7 - De l'ensemble des résultats obtenus sur la spécificité
des N-acétyl-B-D-hexosaminidases les idées essentielles que nous pouvons

retenir sont les suivantes :

1. Notre étude comparative est loin d'@tre compléte et
homogeéne puisque tous les cas possibles de structure polysaccharidique
et tous les cas possibles d'origine des P-N-acétyl-hexosaminidases n'ont
pas été envisagés. Cependant, cette étude partielle montre qu'il est
important de choisir 1l'origine d'une B-N-acétyl-hexosaminidase. en fonc-
tion de la structure du polysaccharide étudié, et qu'il n'est pas possi-
ble de tirer des lois définitives sur le mode d'action des P-N-acétyl-

hexosaminidases.

2 . Le choix de l'origine de l'enzyme peut-8tre fait
en fonction des résultats attendus. S'il s'agit simplement de déterminer
1'anomérie P ou a de la liaison N-acétyl-hexosaminidasique les possibili-
tés sont plus grandes, car différentes préparations enzymatiques peuvent
libérer de la N-acétyl-glucosamine dans des proportions qui sans 8&tre
totales sont significatives sur la nature de l'anomérie. Certaines d'en-
tre elles sont néanmoins sans aucune action sur un type donné de liaison,
Une conclusion trop hitive ne doit pas dans ce cas, conduire a 1l'idée

de 1'absence de 1l'anomérie B~N-acétyl-hexosaminidasique.

3 . Au cours d'une étude structurale de polysaccharide
qui nécessite la libération totale des résidus de N-acétyl-glucosamine

le choix des préparations enzymatiques est plus difficile car plus limité.

4 . Le probléme de l'hydrolyse enzymatique et par con-
séquent 1'¢tude de la spécifidité enzymatique ne pourra 8tre résolu que
par l'étude structurale des enzymes. Il sera donc nécessaire d'étudier les
différents sites réactionnels de l'enzyme ainsi que sa conformation
spatiale. Ces études ne pourront 8tre entrepri§vqu'a partir de solutions

enzymatiques trés pures.
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