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- INTRODUCTION - 

O n  connaît le comportement des mucus bronchiques soumis b 

l 'action de différents agents "mucolytiques" (1, 2, 3) : sous l 'action de réducteurs 

tels que la cystéine, d'enzymes protéolytiques tels que la trypsine ou la pronase, 

o u  de glycosidases comme la neuraminidase de Vibr io  ---- cholerae , la viscosité des 

expectorations diminue. 

En raison de cette propriété, certains de ces agents " f lu idi f iants" 

ont été utilisés en thérapeutique dans le frai tement d e  certaines hypersécrétions 

bronchiques dues b une bronchite chronique ou b la mucoviscidose. Parmi ces 

agents, on peut c i  ter : la trypsine, la chymotrypsine, I'alphachymotrypsine, la 

cystéine e t  ses dérivés, l 'acétylcystéine, la carboxyméthylcystéine (4, 5). 

O n  pourrait de la même façon envisager I 'ac t i v i  té thérapeutique 

de la neuraminidase puisque ses proprié tés f luidif iantes ont 6 té démontrées i n  vitro. 

II est cependant nécessaire de disposer de quantités importantes d'enzyme avant 

d'entreprendre des essais cliniques. La sensibilité des mucines bronchiques au trai- 

tement par la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae dtant connue (6) nous 

avons pensé qu ' i l  serait intéressant de p&parer préf6rentiellement cette neuramini- 

dase bactérienne. D'autre part .  nous disposions au laboratoire de cultures de 

C lostridium perfringens d'un type différent de ce lu i  des enzymes de C lostridium 

perfringens commercia lisés. 

Nous avons donc essayé de mettre au point  des protocoles simples 

appliqués b la pur i f icat ion de ces deux enzymes. Puis nous avons comparé les 

propriétés enzymatiques des deux neuraminidases obtenues. 





- HISTORIQUE - 

HlRST en 1942 (7) puis BURNET et  a l .  (8) en 1946 font I'observa- - 
tion suivante : les virus de I ' lnf luenza sont rapidement adsorbes sur les globules 

rouges à 4OC puis sont élués spontanément quand la température augmente : les 

globules ne sont plus alors agglutinés par de nouveaux virus de I ' lnf luenza car 

il y a eu destruction du s i  te recepteur des globules rouges. 

A la même époque, un enzyme ayant ce pouvoir de destruction 

du site rdcepteur ce l lu la i re  est caractérisé par BURNET et - al.  (9) dans Clostridium - 

welchi i  et par M A C  CREA (10) dans Vibr io cholerae En raison de cette propriété, 

B U R N E T  et  STONE (11) appellent cet enzyme "Receptor Destroying Enzyme" ou 

RDE. 

L'hypothèse de la nature osidique des recepteurs cellulaires est due 

a HlRST (12) qui  note la  destruction des rQcepteurs cellulaires traités par le perio- 

date. Puis en 1948, M A C  CREA (13) et  DE BURG et - al.  (14) isolent des fractions 

glycoprotéiniques qui inhibent I1hémaggIutination par les virus. Enfin en 1949, 

GOTTSCHALK et L l N D  (15) mettent en évidence i 'act ion du RDE sur les "muco- 

protéines". 

L'étude de cet enzyme connart alors un essor rapide puisqu' i l  est 

caractérisd en 1956 par GOTTSCHALK (16) comme une glycosidase, en 1957 

comme une O-glycosidase (17) et en 1958 par K U H N  et BROSSMER (18) comme 

une a-O-g lycosidase. 

Parallèiement, FAILLARD en 1957 (19) isole l 'ac ide N-Ace ty l  

nevraminique sous forme cristal l ine comme produit de l 'act ion du RDE sur les 

"mucoprotéines". C'est alors que GOTTSCHALK (20) appelle neuraminidase 

(EC. 3. 2. 1 . 18) cette a-glycosidase hydrolysant la liaison a-cetosidique de 

l 'acide N Acety l  neuraminique combine (Flgure nO1).  

Depuis on  a caractérisé, isolé et étudié !es propriétés des neu- 

raminidases de nombreux virus, bactéries et tissus animaux. 
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I - REPARTITION DES NEURAMINIDASES. - 

Les neuraminidases sont extrèmement répandues. O n  les trouve 

dans les virus, les bactéries, les vertébrés, mais iusqu'à présent on ne les a pas 

identif iées dans les plantes. 

La répart i t ion des neuraminidases dans différents types de virus 

(myxovirus et  paramyxovirus) est rassembl6e dans le Tableau I : une étude en micros- 

copie électronique, montre que les neuraminidases virales sont situées dans les 

spicules de vir ion (26). La synthèse des neuraminidases virales est sous le contrôle 

du génome vira 1, comme I 'indiquent les differences dans I 'an t igénici  té de l'enzyme 

de différents virus propagés sur le même hôte (27). 

O n  a détecté égaiement une activitt5 de neuraminidase dans d i f -  

férentes bacteries (Tableau II) : les neuraminidases bactériennes sont souvent in-  

duites comme cela a été démontré pour les enzymes de Vibr io  cho!erae (42) 

Diplococcus pneumoniae (43) et Pasteurella mu1 tocida (44) induites par la N-acety l -  - --- - 
mannosamine, l 'acide sialique l ibre ou combine. E l  les peuvent être uniquement intra- 

cel lulaires ou bien extra cellulaires, présentes dans les f i l trats des mi l ieux de cul-  

ture. 

Dans le Tableau III nous avons fa i t  f igurer la répart i t ion des neu- 

raminidases chez les animaux : au niveau cellulaire, la neuraminidase est associée 

aux lysozymes (55). Les différences de proprié tés des neuraminidases solubles et  

des neuraminidases associ6es aux lysozymes indiquent la présence de deux types 

différents d'enzymes dans le cerveau (56) et le foie de rat (57). 

II PURIFICATION DES NEURAMINIDASES. - 

A - Neuraminidases virales : -- 
En 1966, LAVER et KILBOURNE (58) dissocient l 'act iv i té  

hemagglutinante du virus et  l 'act iv i té  de neuraminidase. I l s  montrent que ce sont 

des mol6cules différentes con trôlées par des s i  tes géné tiques différents. LAVER et 

VALENTINE (59) séparent ces deux activités par traitement des virus de l ' Inf luenza 

A par le  dodecyl sulfate de sodium (S. D. S .) . La neuraminidase est alors pur i f iée par - 
Blectrophorèse sur acétate de cellulose. 



TABLEAU 1 

REPARTITION DE LA NEURAMINIDASE DANS LES VIRUS 

- 
SOURCES 

Myxovirus : 

Influenza A 

Influenza B 

Influenza C 

Paramyxovirus : 

Virus de la maladie de 
Newcastle 

Virus our l ien 

Para-influenza 1 

Para-inf luenza 2 

Para-influenza 3 

REFERENCES 

i 

SETO, HICKEY e t  RASMUSSEN (21) 

SETO, HICKEY e t  RASMUSSEN (21) 

APOSTOLOV, FLEWETT e t  
KENDAL (22) 

SETO, HICKEY e t  RASMUSSEN (21) 

K U H N  e t  BROSSMER (23) 

NEURATH (24) 

DRZENIEK, BO GEL et  ROTT(25) 

DRZENIEK, SET0 e t  R O T T  (257 



SOURCES 

Vibrio cho lerae 

Corynebacterium diph teriae 

C lostridium perfringens 

C lostridium tertium 

C lostridium sordelli 

C lostridium sep ticum 

Diplococcus pneumoniae 

Streptococcus, souche a 

Streptococcus de type sérologique 
K, M, F ou A 

S treptococcus de type sérologique 
A, B, CI G ou L 

Streptococcus E 

Pasteure l la m u  ltocida 

Pasteure l la  haemolytica 

Pasteure l la pseudotuberculosis 

Lactobaci l lus bifidus (souche E) 

Pseudomonas f luorescens 

Pseudomonas stuzeri 

Pseudomonas aeruginosa 

Streptomyces a lbus 

REFERENCES 

ZILLIKEN, WERNER, SILVER e t  
GYORGY (28) 

WARREN e t  SPEARING (29) 

POPENOE e t  DREW (30) 

HOWE, Mc  LENNAN, M A N D L  
et KABAT (31) 

WHITE et MELLAN BY (32) 

GADALLA, COLLEE e t  BARR (33) 

HElMER e t  MEYER (34) 

LAURELL (35) 

HAYANO et TANAKA (36) 

HAYANO e t  TANAKA (36) 

PINTER,  HAYASHI e t  BAHN (37) 

SCHARMANN, DRZENIEK e t  
BLOBEL (38) 

SCHARMANN, DRZENIEK et 
BLOBEL (38) 

LAURELL (39) 

SH I L 0  (40) 

S H I LO (40) 

SHI LO (40) 

SHI LO (40) 

MYHILL e t  C O 0  K (41) 

6 7  

TABLEAU II 
.-- 0 

REPARTITION DE LA NEURAMINIDASE DANS LES BACTERIES 



TABLEAU III 

SOURCES 

- Plasma : Homme 

: Boeuf 

- Plaquettes e t  : Boeuf 
6rythrocytes 

- Glandes mammaires : Rat 

- Foie : Rat 

- Intestin grêle : Rat 

- Mucusintestinal : Homme 

- Testicules : Rat 

- Rate : Rat 

- Rein : Rat 

: Porc 

- Cerveau : Rat 

: Homme 

: Cobaye 

: Boeuf 

: Lapin 

: Souris 

: Porc 

: Veau 

REPARTITION DES NEURAMIN IDASES CHEZ LES VERTEBRES 

REFERENCES 

WARREN e t  SPEARING (45) 

WARREN et SPEMlNG (45) 

GIELEN, ETZRODT e t  UHLENBRUCK (46) 

CARUBELLI, TRUC0 e t  CAPUTTO (47) 

CARUBELLI, TRUC0 et CAPUTTO (47) 

CARUBELLI, TRUC0 et CAPUTTO (47) 

GIELEN e t  HARPPRECHT (48) 

CARUBELLI, TRUC0 et CAPUTTO (47) 

CARUBELLI, TRUC0 e t  CAPUTTO (47) 

CARUBELLI, TRUC0 e t  CAPUTTO (48) 

TUPPY e t  PALESE (49) 

CARUBELLI, TRUC0 e t  CAPUTTO (47) 

MORGAN e t  LAURELL (50) 

MORGAN e t  LAURELL (50) 

MORGAN et LAURELL (50) 

TETTAMENTI, PRETI, DI  D O N A T 0  
e t  MARCONI (51.) 

KELLY et GREIFF(52) 

ZAMBOTTI, TE TTAMAN T l  e t  BERRA (53) 

LE IBO VlTZ et GATT (54) 
1 



II est possible aussi de libérer la neuraminidase des virus de 

l ' Inf luenza par protéolyse enzymatique b l 'aide de la trypsine (60) de la chymo- 

trypsine (61) de la pronase (62) et de la  caséinase (63). La neuraminidase du 

virus de la  maladie de Newcastle est obtenue par traitement des virus par le 

butanol  et les enzymes protéo lytiques suivi d'une chromatographie sur colonne de 

Sephadex G 75 ou G 200 (64). 

B - Les neuraminidases bactériennes : 

Les neuraminidases bactériennes son,t purifiées facilement quand 

I'enzyme n'est pas un composant structural de la ce l lu le  bactérienne. Ainsi, la 

neuraminidase présente dans le f i l t ra t  de culture de Vibr io cholerae est obtenue 

sous forme cristall isée. La principale 6tape de pur i f icat ion est une adsorption spé 

c i f ique de I'enzyme sur des globules rouges (65). 

Les méthodes de fractionnement par le sulfate d'ammonium sont 

fréquemment utilisées, associées b la chromatographie sur échangeurs d'ions 

(66, 67) ou à la chromatographie de gel  f i l t ra t ion (68, 69, 70). 

RBcemmen t, une méthode de pur i f icat ion des neuraminidases de 

V i  brio cho lerae, C lostridium perfringens et  du virus de I ' ln f  luenza par chroma- 

tographie d'af f in i té a été mise au point  par CUATRECAS,stS et ILL1 A N 0  (71). 

Cette méthode fa i t  appel à une adsorption sélective des neuraminidases sur un 

inhibi teur spécifique de l'enzyme, l 'acide N- (p .  am inopheny lb~ami~ue ,  l ié  à un 

fr ipeptide gly-31y-tyr, lui-même f ixé sur ilagarose (Figure n02). L'enzyme 

est désorbé par un tampon NaHCO O, 1 M de pH = 9, l  . La simplicité et 
3 

l 'e f f icac i té  de ce procédé en o i t  fa i t  une'mé'tho'de d'avenir. 

C - Neuraminidases tissulaires : 

Elles sont gén6ralement extraites par des m6 thodes faisant appel 

au  fractionnement cel lu laire.  Ainsi la neuraminidase lysosomale des glandes 

mammaires de rat est obtenue par centrifugation di f ferent iel le en gradient de 

sucrose (72). 





III CONSTANTES PHYSlCOCHlMlQUES DES NEURAMINIDASES. - 

Nous avons rassemble dans le Tableau IV, les valeurs 

de constantes de sbdimentation et  de poids mol6culaires trouvees pour des 

neuraminidases d'origines diverses. II est à remarquer que géneralement les 
I 

neuraminidases bacteriennes ont une constante de sédimentation inférieure a l 
I 

ce l le  des neuraminidases virales. 1 
1 

I V  PROPRIETES DES NEURAMINIDASES. - 1 
A - p H  optimum d'action et  af f in i te pour les substrats : 

Les pH optimum d'action de quelques neuraminidases vira les, 

bacteriennes et  tissulaires sont rassemblés dans le Tableau V .  Le p H  optimum , 
des neuraminidases varie entre pH = 3,5 e t  pH = 7,O. 1 1  dépend du substrat 

u t i  l i s e  e t  du degrd de purif ication de l'enzyme (97). 

A l 'exception d'un pH optimum très bas de 3,5 pour la neu- 1 1 
raminidase de Streptomyces a -- lbus , toutes les autres neuraminidases bactériennes l 
ont un pH optimum voisin de 4,5 - 6,O. Elles agissent à des pH plus acides que 1 

les neuraminidases virales. 

Les neuraminidases de vertébres ont un pH optimum compris 1 
entre 4 et  5. 

Les c~nstantes de Michael is vis à vis de divers substrats 
1 l 
1 
l 

sont &galement reportées dans fe Tableau V. Elles varient selon la nature du l 

I 
substrat hydrolysit : par exemple, la  neuraminidase de Diplococcus pneumoniae 

présente une af f in i té  plus grande pour l ' a  glycoprotéine acide que pour le 1 
1 -4 -3 

neuraminyl lactose, la constante de Michael is peut varier de 2.10 à 3.10 M 1 
l 

selon l 'origine de la neuraminidase u t i  lis6e. l 

l 



TABLEAU IV  

Sources 

Virus de l'Influenza A 

Virus de l'Influenza B 

Virus de la maladie de Newcastle 

V i  brio cho lerae 

C lostridium perfringens 

Streptomyces a lbus 

Diplococcus pneumoniae 

PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DE QUELQUES NEURAMINIDASES 

Constante de 
sedimen tation 

8,O - 10 S 

9,O S 

7,8 S 

5,3 - 5,s S 

4,6 S 

Poids 
mo 16cu laire 

240.000 

200.000 

90.000 

56.000 

40-45.000 

70.000 

RBMrences 

KENDAL, BIDDLE e t  BELYAVIN(73: 

WRIGLEY, SKEHEL, CHARLWOOD 
et BRAND (74) 

DRZENIEK (75) 

PYE et CURTAIN (76) 
SETO, HICKEY e t  RASMUSSEN(771 

BALKE e t  DRZENIEK (78) 

MYHILL et COOK (79) 

STAHL e t  O 'TOO LE (80) 



Tableau V 

s i t -  
YARIATIONS DU pH OPTIMUM D'ACTION ET DE LA CONSTANTE 0 i:i.;.c 

DE MlCHAELlS DES NEURAMINIDASES 

Réf6rences 

RAFELSON, SCHNEIR e t  
WILSON (81) 

SCHNEIR e t  RAFELSON (82) 

MATHIEU, COLOBERT, O'CREACH 
et FONTANGES (83) 

GREGORIADES (84) 

DRZENIEK, S E T 0  et  ROTT (85) 

DRZEN IEK (86) 

ADA, FRENCH e t  L I N D  (87) 

CASSIDY, JOURDIAN e t  
ROSEMAN (88) 

HUGHES e t  JEANLOZ (89) 

H A Y A N O  et  TANAKA (90) 

SCHARMANN, DRZENIEK e t  
BLOBEL (91) 

MYHILL et  C O O K  (92) 

- 

Constante 
de 

Michael is 

1  IO-^ 

2 x 1 0 ‘ ~  

2 x 1 0 - ~  

3  IO-^ 

4 x 1 0 - ~  

5 x  IO-^ 

1  IO-^ 

2 1 o - ~  

2  IO-^ 
3,s 1 0 - ~  

9 x 1 0 ‘ ~  

2 x  IO-^ 

4,5 x 1om4 

i 

Sources 

Virus : 

Influenza 
A/PR8 

ln f  luenza 
A2/JAP/ 

305/57 

l n f  luenza 
B/Lee 

Influenza 
WSN 

Peste 
aviaire 

maladie de 
Newcastle 

Bactéries : 

Vibr io  
cho lerae 

C lostridium 
pérfringens 

Diplococcus 
pneumoniae 

S treptococ- 
eus groupe K 

Pasteurel la 
multocida 

Streptomycef 
albus 

Substrat 
hydrolysé 

neurarninyl 
- lactose 

neurarninyl- 
- lactose 

neurarninyl- 
- lactose 

neuraminyl- 
- lactose 

neurarninyl- 
- lactose 

neurarninyl- 
- lactose 

neurarninyl- 
- lactose 

neuraminyl- 
- lactose 

neuraminyl- 
- lactose 
ososorn ucoide 

neuraminyl- 
- lactose 

ieurarninyl- 
- lactose 

neuraminyl- 
- lactose 

PH 
optimum 

7 t o  

6,5 

6,8 

6 t o  

4 0  

6,o 

5,6 

4 t 5  

6,5 

6,5 

5,5 

6,o 

3,5 



Tableau VI 

i 

VARIATIONS DU pH OPTIMUM D 'ACTION ET  DE LA CONSTANTE 

DE MlCHAELlS DES NEURAMINIDASES 

l 
l 

- 
Sources 

Tissus : -- 
Cerveau 
deLap in  

Leucocytes 
humains 

Glandes 
mammaires 
de rat : 

-enzyme 
soluble 

-enzyme 
lysosonal 

Foie et 
rein de ra t  

Substrat 
h ydro lys6 

gang liosi- 
d e s G D l a  

neuraminyl 
- lactose 

neurarninyl- 
- lactose 

neuraminyl- 
- lactose 

neuramin~ l -  
- lactose 
ovom ucoi'de 
de dindon 

P H  
optimum 

4,1 

4, O 

5,8 

4,4 

4,4 

4,o 

Constante 
de 

Michael is 

4 i8 .1  

5.6.1 o - ~  

1.75.1 o - ~  

5,5.  IO-^ 

2.1 o - ~  

RBférences 

TETTAMENTI, PRETI, D I  D O N A T 0  
e t  MARCON l (93) 

YEH, TULSlANl e t  
CARUBELLI (94) 

TULSlANl et CARUBELLI (95) 

TULSIANI e t  CARUBELLI (95)  

MAHADEVAN, NDUAGUBA e t  
TAPPEL (96) 

l 

1 



B - Spécif ic i té d'action de l'enzyme : 

1: Inf luence de I'anombrie de I'atome de carbone n02 de I 'acide 

N-acéty l  neuraminique : 

MEINDL et  TUPPY (98,99) ont synthétisé les c6tosides a 
i et de I 'acide N-acéty l  neuraminique et  ont montré que seul I'acide N-acéty l  ; 

neuraminique l ié  sous la forme a est hydrolys6 par les neuraminidases virales 
i 

e t  de Vibr io cholerae. 

Ainsi le cyt i  dine 5 '  monophospho-acide-N-ac6tyl neu- 

raminique (CMP-NANA) dans lequel I'atome de carbone n02 de I 'ac ide N-acéty l  

neuraminique est en configuration f3 (100) n'est pas sensible à l 'act ion des neu- 

rami n i dases. l 
2 '  lnfluence du type de la  liaison glycosidique : 

Jusqu'o pr ésent, 4 types de liaisons difMrentes de I 'acide 1 
2,3 n euraminique sont connus : une liaison ---3 dans le  N-acé ty l  neuraminosyl 

a 2,3 , 2,6, lactose, une liaison . dans le N acéty l  neuraminosyl a 2,6, 

lactose, une liaison 2 f  8> dans le  disialyllactose N-acé ty l  neurami nosyl - 1 
2 8 

a --"3 N acéty l  neuraminosyl a 2 3  , lactose et  dans certains gan- 1 
2 ,4  

gliosides et  une liaison ---+ qu'on rencontre dans l ' a  -glycoprotéine acide 
1 

ainsi que les autres types de liaison. I 
DRzEN~EK (101) a montré aue la  neuraminidase de Vibr io 1 

2, 6 '  
I 

2,3 
cho lerae hydrolyse les liaisons ? e t  - alors que les neuraminidases 

I 

du virus de la maladie de Newcastle ("Newcastle Disease ~ i r u ; :  N D V )  du virus 

de la Peste aviaire ("Fool Plague Virus" FPV) et de l 'Influenza hydrolysent 

les liaisons 2 f  6 >  de l 'acide sialique beaucoup plus lentement que les liaisons 
2 3 

, AB 

D'autre part, la neuraminidase N D V  n'hydrolyse pas la 

liaison du disialyllactose contrairement b l a  neuraminidase FPV. 

La neuraminidase de Clostridium perfringens hydrolyse 
2 3 

les liaisons a et  2' 6, puisqu'elle hydrolyse totalement le neuraminyl- 

lactose de la i t  de vache form6 essentiellement du 3 '  neuraminyllactose et  11 
ce lu i  du la i t  de femme qui contient les 2 isomères 3 '  e t  6 '  (1 02). 



3 O )  ln f  luence de la substitution de I 'acide n e u r a m i n i ~  : --------- --------- 

- a - N-substitution 

Les neuraminidases de Vibr io  cholerae et  du virus --- ---- 

de l ' Inf luenza - hydrolysent plus lentement les benzyl a cetosides des acides 

N et  N propiony! neuraminiques que ceux des acides N acéty l  neu- 

raminique. Mais quand le groupement substituant est très important tels les 

groupements butyryl-, benzoyf-, ou benzyloxy- carbonyl-, les acides neu- 

raminiques sont rt5sistants b l 'ac t ion des neuraminidases (1 03-1 04). 

Dans les glycoprotéines, !es groupements hydroxyl 

des carbones. 4, 7. 8 de I 'acide neuraminique sont souvent substitués par des 

groupements Acetyl ,  g lycoly l  ou methyl (Tableau VII). 

La libération des acides O- acéty l  neurarniniques 

est retardée par la présence dans la même molécuie d 'ac ide N-acéty l  e t  N -g l y -  

co l y l  neuraminique qui  sont préférentiellement hydrolysés. Après hydrolyse 

des acides N-acy! neuraminiques, les acides O-acéty l  neuraminiques sont 

facilement libér6s de la glycoprotéine (120). 

D'autre part, SCHAUER et FAILLARD (121) carac- 

térisent dans la  glycoprotéine sous maxi l la i re du cheval. outre I 'acide N, O 
4 

diacety l  neuraminique, l 'acide N, O 4,7 (ou 8 ou  9 )  t r iacéty l  

neuraminique. Ces acides ne sont pas lib6rés par les neuraminidases de Vibr io  

cho lerae et  de C lostridium perfringens, à cause de l'encombrement stérique - -- 
provoqué par la présence du substituant sur la carbone 4 ; après é l iminat ion 

des groupements acéty l  par hydrolyse alcal ine douce, I 'ac ide N- acéty l  neu- 

raminique est libéré par les deux neuraminidases bactériennes (1 25) 

4O) Influence de l'environnement de la f iaison - : 

Parfois un encombrement stérique gêne I 'action de 

la neuraminidase. Ainsi le monosialogang lioside : 
1 3  1 4  ' 1,4 

G a l  P 4 G a l  N a c  /3 -j G a l  P 4 G l c  P '2 
R. 

12.3 ceramide 
a 
N A N A  

est résistant b l a  neuraminidase de Vibr io  choierae (123) b cause de I'encom- - --- 
brement provoqué par le disoccharide l ié  au carbone 4 du galactose. 



Tableau VI1 

ACIDES NEURAMINIQUES 

N -acétyl- 

N-g fyco ly l -  

N, O -diacétyl  
4 

N, O -diacé t y l  
7 

N, O -diacgtyl-, ' 
8  - 

N, 07-8- t r iacé ty l  

N,09 -tetracétyl 

N -g l yco l y I -0  -acétyI  
4  

N-g l yco l y l -O  -acétyl  
8  

REPARTITION DES DIFFERENTS TYPES D'ACIDE 

SOURCES 

largement répandu dans le règne 
anima 1. 

largement répandu dans le  règne 
animal 

glande sous maxi l laire de cheval (1 05) 
mucine de Col local ia  (1 06-1 07) 

glande sous maxi l la i re de boeuf (1 08) 

glande sous maxi l laire de boeuf 
cerveau de poisson (1 09-1 10) 

g  lande sous maxi l la i re de boeuf (1 1 1 ) 

g f  ande sous maxi i laire de boeuf (1 12) 

membranes des erythrocytes de cheval 
sérum et g  lycoprotéine de la glande 
sous-maxi I la i re de cheval (1 13-1 14) 

glande sous maxi l la i re de boeuf (1 15) 

SIALIQUE 

(d'après SCHAUER) (1 19) 

* 

(1 15) (1 l6 j  : RQsultats non publiSs. 

N-acéty l -04-g lyco Iy I  1 glande sous maxi l la i re de cheval (1 16) 

N-g lyco ly l -08-méthy I  1 6 to i  le de mer Asterias Forbesi (1 17) 

N-(O-acétyIgIycoIyI)-4-méthyl- membrane d'oeuf d'oursin (1 18) 

4,9-dideoxy- 

5 y,; ('2 



C- Ac t i on  des effecteurs : 

1 O )  Ac t i on  des différents ions : 

Les cations bivalents on t  un e f fe t  var iable selon l 'o r i -  
++ 

g ine  de la neuraminidase (Tableau VIII): I ' ion  M g  est sans e f fe t  sur les neurami- 
++ 

nidases étudiées i c i ,  alors que I ' ion  C a  à ia concentrat ion de 2 mM diminue 

I ' ac t i v i té  de la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae de  20  p. 100. O n  

observe également une inh ib i t i on  de 90  p .  100 de I ' ac t i v i t é  de l 'enzyme des 
u ++ 

glandes mammaires.de ra t  par Z n  . L ' ion M n  est légèrement ac t iva teur  de I 'en- 

zyme de Streptomyces albus e t  à la concentrat ion de 2 mM diminue de 40 p.  100 
++ 

I 'ac t i v i té  de la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae . L ' ion  Hg inh ibe ---- 
totalement l 'enzyme de Diplococcus pneumoniae e t  des glandes mammaires de rat  e t  

par t ie l lement  la neuramin-idase de leucocytes humains. 

L 'add i t ion dlEDTA entraîne une inh ib i t i on  de  50  p. 100 

de l ' ac t i v i té  des neuraminidases de virus Inf luenza (129) e t  de Corynebacterium -- - 
diphter iae (1 30). Les enzymes de D i p  lococcus pneumoniae e t  de Streptomyces a lbus - - -- - 

sont légèrement inhibés par  I'EDTA. 

2 O )  Ac t i on  des dérivés de l 'ac ide s ia l ique : 

- L'acide N - a c é t y l  neuraminique inhibe de manière 

comp&t i t ive  les neuraminidases de V ib r i o  cholerae (131) e t  de l ' In f luenza --- (132) 

mais I 'e  s ier i f i ca t ion du  groupement carboxyl ique de l 'ac ide N -acé t y l  neuraminique, 

entraîne la  d ispar i t ion du pouvoir  inh ib i teur  (1 33). 

- De même, les composés ayant un acide N - a c é t y l  neu- 

2,6 raminique l i é  en a ---+ inhibent de façon compét i t ive la  neuraminidase du 

virus de la  maladie de Newcast le.  

- M E I N D L  e t  TUPPY (134) ont  synthétisé un 2-deoxy-2,31 

dehydro ac ide s ia l ique qu i  inh ibe compéti t ivement la  neuraminidase de V i b r i o  cho - 
- 5 -6 

lerae ( K . = l  x 1 0  M ) e t d u v i r u s d e I ' l n f l u e n z a  ( K . = 5 , 3 x 1 0  M). I l f a u t  
I I 

remarquer que les dif férents types de virus de I ' ln f luenza ne sont pas inhibés au 

même degré (135). 





V HETEROGENEITE DES NEURAMINIDASES. - 

I Des neuraminidases de même origine peuvent avoir la même activité, la 

même spécif icité e t  présenter différentes formes caractérisées par des méthodes d'é lec, 

trophorèse ou d'isoé lectrofoca lisation : 

Ainsi, la neuraminidase isolée du virus de I ' ln f  - luenza A2 jA ich i /68  et  

B/Mass/66 se montre hétérogène en isoé lectrofocalisation (136). 

1 De même, WEBSTER (137) observe en électrophorèse en gel  de polyacry- 

I lamide deux sous unités de poids moléculaire identique dans des préparations pur i-  
+ 

fiées de neuraminidase du virus de l ' Inf luenza A2/R1/5 . 
L'existence d'isoenzymes de la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae -- 

a été mise en évidence par TANENBAUM et  a l .  (138, 139): 

En effet, la neuraminidase de Diplococcus -- pneumoniae est séparée par --- 

chromatographie d'échange ionique en 4 groupes d'isoenzymes dont chacun est hété- 

, rogène en électrophorèse en gel  de polyacrylamide. 

V I  CONCLUSIONS.  - 

Les neuraminidases connues actuellement présentent selon leur origine 

une grande diversité dans leurs propriétés : on observe ainsi des variations imporfante 

des masses moléculaires, des pH optimum d'action et  des aff inités très différentes 

pour un même substrat. 

Nous avons remarqué également un nombre considérable de méthodes de 

préparation généralement complexes, dues bien souvent ?i la présence simultanée 

d'autres glycosidases aux propriétés physicochimiques peu différentes. 

D'autre part, les résultats obtenus sur la spécif icité d'action des neura- 

minidases isoléessont encore peu nombreux, tous les enzymes ayant é té  généralement 

'étudiés à l 'aide de substrats naturels dont la structure n'est pas toujours connue. 



DEUXIEME PARTIE 

EXPERIMENTATION PERSONNELLE 



PARTIE A : 

MATERIEL E T  METHODES 



Nous exposerons successivement le pr incipe des méthodes de caractéri- 

sa tion des différentes activités enzymatiques rencontrées, les protocoles emp ioyés 

pour la préparation des deux neuraminidases e t  la préparation de substrats riches en 

acide sia lique. 

1 METHODES DE DOSAGE DE L'ACIDE SIALIQUE. - -- --- 

Nous nous bornerons à donner le principe de ces méthodes, les techniques 

seront décri tes p. 
T2 

A - Méthode de SVENNERHOLM (1 40) au - resorcinol : 

Les acides sialiques, sous l 'act ion du resorcinol, en m i  l ieu ch Io- , 
rhydrique e t  en présence de sels cuivriques ou ferriques, donnent une coloration 

bleu violacé extractible par l 'a lcool  isoamylique. Le mécanisme de la réacfion 

n'est pas encore connu. 

Dosés par cette méthode, les différents acides sialiques possèdent 

des absorbances molaires variables ; il est donc important de préciser l a  composition 

de la solution témoin lors de l'expression des r6sultats. 

B - Méthode d 'AMINOFF (1 41 1 à l 'acide 2-thiobarbituriaue : 

Les acides neuraminiques donnent par oxydation periodique de 

l 'acide formy l pyruvique ( Figure n03) qui se combine avec I 'acide 2-thiobarbi turiqu 

pour donner une coloration rose. 

Les différents acides sialiques dosés par la méthode d iAMINOFF ont des 

coeff icients d 'ext inct ion molaire variables. II faut donc préciser la composition de 

la solution témoin lors de I'expression des résultats. Dans cette méthode les oses 

ne produisent pas de coloration appréciable ; c'est pourquoi e l l e  semble pr éférable 

b la méthode de SVENNERHOLM (1 42) au resorcinol, cette dernière permettant de 

doser à la fois I 'acide sialique l ibre et  I 'acide sialique combiné. 

II DETERMINATION DES ACTlVlTES ENZYMATIQUES. - 

A - Act iv i té  des neuraminidases : - --- 

1 O) Estimation de la neurarninidase pur i f iée au cours des différente 

6tapes de pur i f icat ion : - 

L'act iv i té de neuraminidase est estimée par hydrolyse 



* C O O H  FiOOH 
+ HCOOH 

H - C - O H  H - C - O H  
+ HCHO 

A C - N H - C - H  
2 H104 

A C - N H - C - H  
I L O - c - H  ____7 

I 
L o - c - H  

I I 
H - C - O H  CHO 

I 
H - C - O H  

O = C - C O O H  A C  - N H  - C H 2  
I I 

TH2 < CHO 

HCOOH + H - C - O H  + 
I 

A C - N H - C - H  O = C - C O O H  
l I 
CHO CH2 I 

CHO 

d'acide 
2-thiobarbi turique 

FIGURE No 3 

OXYDATION DE L 'ACIDE N-ACETYL NEURAMINIQUE - . 
FORMATION OU CHROMO GENE ET DU CHROMO PHORE 

DE LA REACTION A L'ACIDE 2-THIOBARBlTURlQUE 8-, 
L ~ L ~ c  

( H. TUPPY et A .  GOTTSCHALK)' (143) 
O 



de glycopeptides bronchiques obtenus à part i r  d'un melange de mucus bronchiques 

de différents sujets, réalisée dans les conditions décrites p. T , et dosage de 
6 

l 'acide sialique libéré. 

Les résultats sont exprimés en unités correspondant 

au nombre de nanomoles d'acide N-acéty l  neuraminique libérées en une minute à 

2") Détermination -- de l 'act iv i té des neuraminidases purifiées : 

Nous avons estimé qu ' i l  6 ta i t  préférable de déterminer 

I 'act iv i té  des neuraminidases purifiées sur un substrat dont la teneur en acide sia- 

l ique est moins sujette à des variations et c'est pourquoi nous avons choisi I'oroso- 

m ucol'de . 

I L'hydrolyse de I'orosomucoi'de est effectuée dans les 

l conditions décrites p.  TB. 
-. 

L'expression des résultats se fai t  comme précédemment. 

B - Dosage y des glycosidases à l 'aide d'hétérosides - de synthèse : 

l La P-ga lactosidase e t  la P N-ace ty l  g lucosaminidase ont été 

recherchées en ut i  lisant des substrats synthétiques : les   ara ni t r ophén~ l -g  lycosides 

(CALBIOCHEM) correspondant aux activités recherchées selon la méthode décri te 

par FINDLAY e t  - al .  (144). 

L'hydrolyse de ces substrats est effectuée dans les conditions dé- 

c r i tesp .  . 
1 .  Les activités enzymatiques sont exprimées en unités correspondant ~ au nombre de nanomoles de paranitrophenol libérées par minute à 37OC. 

I f 2  AMINOFF (145) a décr i t  la présence d'une a d L - f u c o s i d a s e  

dans les cultures de Clostridium perfringens qui n'hydrolyse pas les hérérosides 

de synthèse en raison de son étroite spéci f ic i  té. 

112 En conséquence, I 'act iv i té de l ' a  A L-fucosidase est es- 

timée par hydrolyse de glycopeptides de l iquide de kyste ovarien à act iv i té  de 
+ 

groupe sanguin H réalisée dans les conditions décrites p.  Tl et dosage du fucose 



L'act iv i té  enzymatique est exprimée en uni  tés correspondant au 

nombre de nanomoles de fucose libéré en une minute à 37OC. 

D - Dosage de 11activit6 --- protéasique : 

L'act iv i té protéasique est déterminée par une hydrolyse d'hémo- 

globine dénaturée selon la méthode d ' A N S O N  (1 46), avec une gamme de tyrosine. 

L'unité protéolytique est la quantité d'enzyme qui, incubée pen- 

dant 10 minutes à 25OC avec de l'hémoglobine dénaturée,libère I '6quivalent de l p g  

de tyrosine par mg de protéines. 

III PREPARATION -- DE LA NEURAMINIDASE DE DIPLOCOCCUS PNEUMONIAE. - 1  

Le protocole de pur i f icat ion de la neuraminidase de Diplococcus -- 

pneumoniae décrit  par HUGHES e t  JEANLOZ (147) est rappelé dans la Figure 

n05. 

Le protocole de préparation que nous avons suivi est voisin de i 
ce lu i  décr i t  par ces auteurs. 

A - Culture de Dip lococcus pneumoniae : -- 1 

La culture de Diplococcus - pneumoniae, type 1 (ATCC 6301) est 

effectuée dans les conditions les plus favorables à une production optimale de neu- ' 
l 

raminidase et que nous ayons précédemment déterminées (1 48). Le germe est ense'- 

menc6 sûr un mi l ieu  de culture dont la composition est la suivante : 1 
l 

- N a C l  5 p.  1000 

- peptone SC (DIFCO) 1 p.  100 

- extrai t  de levure 3 p. 1000 

- phosphate bipotassique 1 p. 1000 

- extrai t  de viande (DIFCO) 3 p.  1 O00 

3 litres de mi l ieu sont ensemkncés, additionnés de broyat de 

cerveau de mouton et  ajustés à pH = 8,O puis sont incubés à 37OC pendant 30 heures 

sans agi tat ion en aerobie. 

La cul ture de Diplococcus - pneumoniae est alors centrifugée à 

800 g pendant 5 heures pour él iminer les cellules bactériennes. 

Toutes les étapes de pur i f icat ion sont effectuées à + 4OC. 



I 

Sulfate d'ammonium : 75 p. 100 de saturation 
I 
JI 

précipité dissous dans I'eau 

l 
Sulfate d'ammonium 30 à 75 p. 100 de saturation 

5 
précipi té repris dans I'eau 

"Batch-Ab~orpt ion"~sur DEAE-ce1 Iulose 

J 
F (P-ga lac tosidase) 
2 

Chromatographie sur CM-ce Ilulose 

dialyse et  lyophi.lisa*tion 

1 + 
neuraminidase pur i f iée 

Figure n05 

PURIFICATION DE LA NEURAMINIDASE DE DIPLOCOCCUS PNEUMON IAE 
..-- 

(d'après HUGHES et  JEANLOZ)  (147) 



B - Fractionnement par le sulfate d'ammonium : 

2800 ml  de surnageant de culture obtenus après centri fugation sont 

alors précipités par le sulfate d'ammonium à 75 p. 100 de saturation pendant 20 h 
heures à +4OC. Le précipité obtenu est centrifugé pendant 40 minutes à 8 000 g 

puis repris par un volume minimum d'eau dist i l lée e t  dialysé pendant 3 jours contre 

de I'eau. O n  pratique alors une seconde précipitat ion au sulfate d'ammoiiium. La 

concentration f inale en ( N H  ) SO est amenée à 30  p .  100 de saturation. Après 
4 2  4 

15 heures de contact à + 4OC, le pr écipi té obtenu est centrifugé et él iminé. La 

concentration en ( N H  ) SO est alors amenée b 7 0  p .  100 de saturation et le 
4 2  4 

mélange est abandonné 15 heures à + 4OC. Après centrifugation, on obt ient ainsi 

la fraction précipitant entre 30  et 7 0  p. 100 de satuiation au sulfate d'ammonium 

l qui est reprise par I'eau, dialysée e t  lyophilisée. Nous obtenons dans ces conditions 

l 2,2 g de preparation brute des exoenzymes de Diplococcus ---- pneumoniae type 1 .  

C - "Batch absorption" sur DEAE-cellulose - : 

La pur i f icat ion est alors poursuivie par batch absorption sur DEAE- 

se l  lu lose. 

8 g de la préparation brute d'cxoenzymes de Diplococcus pneu- 

moniae contenant 7 g de protéines dosées par la méthode de LOWRY (150) avec 

une gamme de sérum albumine bovine sont mis en solution dans 700 m l  de tampon 

phosphate de N a  0,01 M ajusté à pH 7,6. 

Cette solution est agitée avec 60 g de DEAE-cellulose (WHATMAb 

DE 1 1) équil ibrée dans ce même tampon pendont 30 minutes. O n  recuei l i e  par 

f i l t ra t ion sur verre fr i t té n03 une fraction F non f ixée sur la DEAE-cellulose. 1 
Cel le -c i  est alors éluée par 700 ml de tampon phosphate de N a  0,05 M ajusté à 

pH = 7,6 puis par 700 m l  de tampon phosphate de N a  O, 1 M ajusté à p H  = 6,8 ce 

qui permet d'isoler les fractions F et F3. 2 

D- Chromatographie sur colonne de CarboxyMéthylceIlulose ---- : 

La pur i f icat ion est achevée par chromatographie d'échange 

ionique sur CO lonne de CM-. cellulose. 

300 mg de la fraction F2 sont déposés sur une colonne (2,s x 35 

cm) de CM-  cellulose (WHATMAN CM 32) équil ibrée en tampon phosphate-citrate 

0,04 M de pH 6,5 ( 1 l i t re  d'une solution de phosphate de sodium disodique 0,04 M 



1 

est ajusté à pH = 6,5 par une solution d'acide citr ique 0,04 M ) .  La colonne est lavée 

par 300 ml  du même tampon et I 'élut ion est poursuivie par un gradient l inéaire de 

molarité croissante en phosphate-citrate 0,04 M à 0,3 M. La neuraminidase est 

I déterminée par hydrolyse des glycopeptides bronchiques et dosage de l 'ac ide sialique 1 
l l ibéré. Les fractions riches en enzymes sont rassemblées et  concentrées par  f i l t ra t ion 1 

1 

sur membrane non cellulosique retenant les poids moléculaires supérieurs à 1 000 

( A M I C O N  U M 2). 

l Î La neuraminidase concentrée est conservée congelée à - 20°C. Les 

l différentes étapes de fractionnement sont rassemblées dans la Figure n06.  1 

I 

I V  PREPARATION DE LA NEURAMINIDASE DE CLOSTRlDlUM P E R F R I N G E N S .  - -- - 1 

K 
A - Culture de Clostridium perfringens : -- 1 

La culture de Clostridium perfringens type 33-4 A est e f f ~ c t u é e  dans 

1 2  I les conditions préconisées par AMINOFF (151) pour la préparation de 1 'a AL-fuco-1 

sidase. 

C lostridium perfringens est ensemencé sur un mi l ieu de culture 

dont la composition est la suivante : 

1 

- poudre de mi l ieu  iodd-Hewi t t  35 1 

- K2HP04, 3 H 2 0  4t72 g 

- H 2 0  dist i l lée q.s.p. 1 l i tre. 

Le m i l i eu  ensemencé est inculr.6 pendant 72  heures à 37OC sans 
l 
l 
I 

agi tat ion e t  en anaérobiose. 1 
La cul ture de - Clostridium perfringens est débarassée des cellules 1 

bacteriennecl par centri fugation b 16 000 g pendant 20 minutes à 4OC. 

Le fractionnement est alors effectué à + 4OC. 

B - Fractionnement au sulfate d'ammonium : 

U n  l i t re  de surnageant de culture obtenu aprè.s centrifugation est 1 
precipi té au sulfate d'ammonium à 80 p. 100 de saturation pendant une nu i t  à + 4OC. 

Le prt icipité obtenu est centrifugé pendant 30  minutes à 12 000 g/minute puis repris l 
dans 50 cc de tampon phosphate de K 0,01 M, K C I  0,025 M ajustti à pH =7,0. 1 1  l 
constitue la fraction brute des exoenzymes de Clostridium perfringens type 33-4A.  1 

Nous remercions Monsieur le Professeur MARTIN qui a permis 
d'obtenir ces cultures. 

- 
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Sulfate d'ammonium 80 p.  100 de saturation 
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él iminé 
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Sulfate d'ammonium 30 p. 100 de saturation 

Précipité 2 
é liminé y 

Surnageant 2 

Sulfate dlamhqnium 70 p. 100 de saturation 

Surnageant 2 < 
6 liminé Y 

,--""""' "'""' 

1 Préparation brute d'exoenzymes 
L , , , , , - - , , , - - - , , , , , - , 

1 
- 1 

f -F; ; Fg "pool" d'enzymes 
',-,*, 

prote ines I 
Chromatographie sur CM-cellulose 

Protéines 
pigmentées 

U I traf i  I tra t ion 

, - - - - - - - - - -  - - - - -  - 
l 
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FIGURE No 6 

FRACTIONNEMENT DE LA NEURAMINIDASE 

EXTRAITE D'UNE CULTURE DE DIPLOCOCCUS 'PNEUMON IAE 
2 c : i-) , /:;c 

(Modif icat ion du protocole de C .  HUGHES et R.W. JEANLOZ)  (152) '..- 



La pur i f icat ion est alors poursuivie par deux temps successifs de 

chromatographie de gel  f i l t rat ion. 

C-  Chromatographie - de gel  f i l t ra t ion sur colonne -- de Sephadex - G 75 : 

8 m l  de la préparation brute sont déposés sur une colonne de 

Sephadex G 75 ( 3 x 75 cm) équil ibrée en tampon phosphate de K 0,01 M, K C I  

0,025 M ajusté à pH = 7,O. L'élution est poursuivie dans ce même tampon. Les 

fractions riches en neuraminidase sont rassemblées et concentrées à 20 c c  sur 

membrane ( A M I C O N  U M 2). 

D- - Chromatographie de gel  f i l t rat ion sur colonne de Sephadex G 200 : 
-A--- -------- 

1 O m l  de la fraction obtenue à l 'étape précédente sont déposés 

sur une colonne & Sephadex G 200 (3 x 100 cm) équilibrée en tampon Tris 0,01 h/f 

N a C l  0,05 MI di thiothrei tol  O, 1 mM de pH = 8,O. L'dlution est réalisée dans le 

même tampon. Les fractions riches en neuraminidase sont concentrée: a 3 0  cc sur 

membrane AMICON UM 2. La neuraminidase concentrée est conservée congelée. 

Les différentes étapes de pur i f icat ion de la neuraminidase de 

C lostridium perfringens -- sont rassemblées dans la Figure n07. 

V PREPARATION DES MUCiNES RICHES EN ACIDE SIALIQUE. - 

A - Mucines de mucoviscidose : 

Elles ont été préparées selon le protocole décr i t  par ROUSSEL 

e t  a l .  (153). 

B - Mucines intestinales de porc : - 

Elles ont été préparées selon le protocole décr i t  par DEGAND 

e t  a l .  (154). 

C - Muc ine  de Col local ia  : 

La mucine de Collocalia, ainsi appelée par HOWE et  a l .  (155) 

est extrai te de la substance de colmatage des nids sécr6tée par des hirondelles, du 

genre Collocalia, qu'on trouve principalement dans 'les régions du Sud-Est de l 'Asie 

et  les îles des océans Pacifique et Indien. Cette substance, sécrétée par les glandes 
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salivaires, est sous contrôle endocrinien : le maximum d'act iv i té sécrétoire se s i  tue 

pendant les pdriodes de reproduction et de couvaison. 

A cause de sa teneur en acide sialique, cette mucine est souvent 

uti l isée comme substrat d'étude des neuraminidases. 

1 O) Extraction : 

La sialomucine est extraite de "nids d'hirondelles" selon 

le protocole décr i t  par HOWE et a l .  (156). 

65 g de "nids d'hirondelles" sont écrasés dans un mortier 

e t  mis en suspension dans l'eau à la concentration f inale de 3 g pour 100 m l  d'eau. 

La suspension est placée à 60°C pendant 3 heures puis agitée pendant une nu i t  à 

+4OC. Après centrifugation, on recommence la même opération deux fois avec le 

culot .  

dine (B.T.). Une autre bande de migration plus anodique est révélée uniquement 

Les surnageants sont alors rassemblés dialysés et Iycphi- 

lisés. La préparation obtenue se révèle hétérogène en électrophorèse (Figure n08). : 

E l  le présente une bande rév6 lée par I'Amidoschwarz 

(A.S .) le  réact i f  de Schiff après oxydation periodique (P. A .  S) et le bleu de Tolui- 

par le bleu de Toluidine. Nous avons alors pur i f ié la préparation de sialomucine 

par 6 lectrophorèse préparative en f i  lm l iquide (Figure n08). 

, 

2') E lectrophorèse préparative -- : 

Les conditions ut i  lisées sont décritès p.  
9 * 

Le diagramme obtenu (Figure n08) permet de séparer une fraction très acide répartie 

dans .les 9 premiers tubes révélée par I 'orcinol  sulfurique (157) et  par le réact i f  

au carbazol (158) et une fraction plus importante répartie du 10e au 30e tube uni- 

quement révélée par I 'orcino l sulfurique. 

Après dialyse et lyophilisation, cette deuxième fraction 

se présente en électrophorèse en agarose sous forme d'une zone homogène r6vélée 

par I'Amidoschwarz, le réact i f  de Schiff après oxydation periodique et  le bleu de i 
Toluidine. 1 
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RESULTATS 



Les résultats que nous avons obtenus peuvent être classés en trois 

chapitres : 

1 - Purification des neuraminidases de Diplococcus pneumoniae 

e t  de C lostridium perfringens. --- 

2 - Propriété.~ physico-chiiniques et ant igénique~ de ces deux 

enzymes. 

3 - Proprié tés enzymatiques des neuraminidases. 

I PURIFICATION DES NEURAMINIDASES . - 
A - Neuraminidase de Diplococcus pneumoniae : 

Nous avons recherché la présence de différentes act iv i tés enzy- 

matiques dans la préparation brute d'exoenzymes obtenue après extraction par le 

sulfate d'ammonium : les résultats montrent l'absence d'arylsulfatase, d 'a  et de P 
L-fucosidase. ----- Dip  lococcus pneumoniae type l syn thétise une neuraminidase, une 

N -acetyI-P-D-g Iucosaminidase, une p-D-galactosidase. O n décè le également une 

trace d'a-galactosidase et  de pro téase (Tableau l x ) .  

L'étape de "batch absorption" sur DEAE-cellulose (Figure n09) 

nous permet de recuei l l i r  une fraction non retenue qui  est r iche en protéines et sans 

act iv i t6  enzymatique. Une deuxième fraction est éluée par le tampon phosphate de 

N a  0,05 M de pH = 7,6, r iche en neuraminidase e t  presque totalement débarassée 

des autres g lycosidases (Tableau l x ) .  E l l e  sera uti l isée dans l 'étape de pur i f icat ion 

suivante sur C M- ce1 lu  lose. Enfin, une troisième fraction est é luée par le tampon 

phosphate de N a  O, 1 M,NaCI 0,2 M de p H  = 6,8 ; e l l e  contient les trois activités 

enzymatiques principales présentes dans la  préparation de départ, mais surtout la 

N-Acety  1-P-D-glucosaminidase (Tableau l x ) .  

L'étape de pur i f icat ion sur C M- cellulose (Figure n09) permet 

d'él iminer un p i c  important de coloration brune et  absorbant aussi fortement à 278 

nm qui  n'est pas f i xé  sur la colonne. La neuraminidase est éluée sous forme d'un 

p i c  homogène dans la deuxiéme moit ié du gradient. 

La neuraminidase obtenue de cette façon n'est plus contaminée 

par la  présence d'autres ac t i v i  tés enzymatiques ( I 'ac t i v i  té protéasique n 'est plus 

décelable aprbs les deux étapes de purif ication). E l le  présente une ac t iv i té  spéci- 
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f ique de 1 200 unités/mg (Tableau l x ) .  El le a donc été pur i f iée 400 fois, confor- 

mément aux résultats de HUGHES e t  JEAN LOZ (159). 

La neuraminidase non purif iée que nous obtenons après f ract ion-  

nement par le sulfate d'ammonium e t  "batch absorption" sur DEAE-cellulose est con- 

servée sous forme lyophilisée à + 4OC sans perte sensible d 'act iv i té  enzymatique. 

Par contre, la neuraminidase pur i f iée perd 90  p. 100 de son 

ac t iv i té  lorsqu"on la lyophilise. Nous la conservons donc en solution congelée à 

- 20°C à la concentration de 200 U/m I . Les congélations e t  décongé lations ré- 

pétées entrarnent également une perte d 'act iv i té  progressive. 

B - Neuraminidase de C lostridium perfringens : 

I Les activités enzymatiques obtenues aux différentes étapes de 1 

l pur i f icat ion de la préparation d'enzymes extraite du surnageant de culture de 1 

Clostr id i  um perfringens sont rassemblées dans le Tableau X .  Nous retrouvons une 
1 2  

act iv i té  importante de neuraminidase , d 1 a 4 L - f u c o s i d a s e ,  de P-ga lactosidase, 

que Iques traces de N-acé tyl-P-g lucosaminidase et  de p rotéase. 

L'étape de chromatographie de gel  f i l t rat ion sur colonne de 

Sephadex G 75 en tampon phosphate de K 0,01 hn, KC l 0,025 N de pH = 7, O 

(Figure nOIO) permet de séparer un "pool" de glycosidases éluées avec le volume 

mort de la colonne d'une importante fraction de coloration brune et absorbant aussi 

à 278 nm retardée sur la colonne. 

La fraction exclue est ensuite concentrée e t  soumise à une chro- 

matographie de gel f i l t ra t ion sur colonne de Sephadex G 200 en tampon Tris-HCI 

0,01 M,NaCI 0,05 h? dithiothrei tol  0 , l  mM de pH = 8, O (Figure nOIO). 

La neuraminidase est retardée et est éluée en même temps qu' une 

forme d'a-L-fucosidase. El le présente une act iv i té spécifique de 146 uni  tés/mg 

de protéines (Tableau X). Elle est purif iée 13 fois. 

L 'act iv i té spécifique de l'enzyme puri f ié est très inférieure à ce i l  

obtenue par CASSIDY et a l .  (1 60) pour la souche de C lostridiurn perfringens (ATCC 1 
10543) mais i l n'a pas été possible de reproduire avec la souche 33-4 A le  protocole 

de pur i f icat ion de ces auteurs. Lors d'essais préliminaires nous avons uti l isé le  1 
protocole propos6 par CASSIDY (161) mais nous n'avons pas reussi à éluer la neu- 1 

l 

raminidase de la colonne de DEAE cellulose. 1 
L'enzyme de Clostridium perfringens - est conservé en solution con 

gelée b - 20°C à la concentration f ina le de 80 uni t6s/m 1. 
i 

Comme l'enzyme de Diplococcus pneumoniae, i l  perd son act i -  

--- I 
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v i  té par congé lations e t  décongé lations rép6 tées. 

Nous avons démontré que 2 à 3 étapes de pur i f icat ion suffisent 

pour obtenir la neuraminidase de Diplococcus pneurnoniae. Le pourcentage d 'act i -  

v i té re'trouvée pour la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae est de I'ordre de --- 
21 p.  100 et  la pur i f icat ion est de l'ordre de 400. Le rendement ainsi obtenu est 

i inférieur à ce lu i  obtenu par HUGHES et  JEANLOZ (162) (de l 'ordre de 30 p. 100) 

Par contre, le degré de pur i f icat ion est identique. Nous avons donc, par un proto- 

cole de pur i f icat ion simplifié, obtenu des résultats comparables. 

La neuraminidase de Clostridium - perfringens est pur i f iée 13 fois 

avec un rendement de 78 p. 100. Ces résultats sont nettement inférieurs à ceux 

de CASSIDY e t  a l .  (1 63) (rendement : 22 p.  100 et pur i f icat ion : 5 500 fois). Ceci  

s'explique peut-être de deux façons : 

l 1') les conditions de culture ne sont pas forcément adaptées à 

la production de neuraminidase pour ce type de C lostridium perfringens. 

I 2') l a  neuraminidase produite n'est peut être pas identique à la 

l neurami nidase préparée par CASSIDY et a l .  (1 64). 

1 D'autre part, nous avons noté l ' instabi l i té croissante des deux 

enzymes en fonction du degré de pureté, expliquée par la fa ib le  teneur protéique 

1 des solutions enzymatiques purifiées. 

II DETERMINATION DES POINTS ISOELECTRIQUES. - 

1 L'isoé lectrofoca lisation des deux neuraminidases est réa liske dans 

les conditions décrites p; T 2 w  . Après él imination du glycérol, la recherche 

de l 'act iv i té enzymatique est effectuée en uti l isant les g'ycopeptides d'origine bron- 

chique comme substrat. Les résultats obtenus sont exprimés dans la Figure nO1 1 .  La 

neuraminidase de Clostridium perfringens apparaît homogène e t  se stabilise dans 

une zone de p H  = 5,s alors que la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae 

présente deux formes se stabilisant dans deux zones de pH = 4,2 e t  pH = 3,7. 
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Le po in t  isoélectr ique de la neuraminidase de Clostr idium per-  

fringens, 'souche 33-4A,  est voisin de ce lu i  déterminé par NEURATH e t  a l .  (165) 

pour une neuraminidase de Clostr idium dont les auteurs n 'ont  pas précisé la souche - 

L'enzyme de Clostr idium perfringens, souche 33-4A, e t  l 'enzyme de C --- lostridium 

perfringens étudi6 par  ces auteurs se présentent en isoélectrofocal isat ion sous forme 

d 'un p i c  homogène. 

Par cet te  même méthode, NEURATH et a l .  (1 66) on t  montré 

l 'hétérogénéité des neuraminidases des virus de I ' l n f  luenza - A d A i c h i / 6 8  et  

B/mass/66 e t  l 'homogénéité de la neuraminidase de V ib r i o  - cholerae . 
L' isoelectrofocal isation apporte une confirmation à l 'hé t4rogénéi te 

de l a  neuraminidase de Diplococcus pneumoniae. TANENBAUM e t  a l .  (167) on t  

en e f fe t  déjà mis en évidence plusieurs formes de neuraminidases de Diplococcus - 

pneumoniae séparées par  chromatographie d'échange ionique (Tableau XI) .  

La méthode d' isoélectrofocal isat ion que nous avons ut i l isée 1 
l 

é tant  seulement une méthode analyt ique, il n ' a  malheureusement pas été possible 1 
d ' isoler les deux formes enzymatiques e t  de caractériser chacune d'el les. 

111  CARACTERES ANTIGENIQUES.  - 

LEE e t  HOWE (169) mettent  en évidence I1ant igén ic i t6  de la 

neuraminidase de Diplococcus pneumoniae de la  façon suivante : des immunsérums 

sont réalisés chez le  lapin e t  le  cheval  à l ' a ide  de Diplococcus - pneumoniae entiers 

type 1, III, VI  1, X I V .  Ces immunsérums neutral isent I ' a c t i v i  té enzymatique, et  

les auteurs en concluent que la  neuraminidase de Diplococcus p ~ e u m o n i a e  re- 1 
présente un groupe antigénique. I 

C'est  pourquoi nous avons réalisé chez le lap in  un immunsérum 1 
I 

b l 'a ide de l a  pr6paration,brute d'exoenzymes de Diplococcus pneumoniae - (immun- 1 
I 

sérum anti-NDP). 

A - Analyse de l'immunsérvm an t i -NDP : , 

Par l a  methode de double dif fusion dlOUCHTERLON Y (170) 

(Figure n012) on note que I'immunsérum obtenu révèle la  préparation enr ich ie  en 

neuraminidase de Clostr idium perfringens e t  les fract ions F2 e t  F de DEAE-cel lu- 
3 

lose de Diplococcus pneumoniae. II existe un raccordement des arcs obtenus t~ I 'a ide 
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de I'immunsérum à par t i r  de ces 3 fractions. 
l 
l 

En immun06 lectrophorèse bidimensionnel le (Figure n013), l'immun4 

sérum anti-NDP en présence des fractions F e t  F de DEAE cel lulose révèle une 
2 3 

i 

surface de préc ip i ta t ion comparable à c e l l e  qu 'on obt ient  en présence de la neura- 
l 

minidase de Clostr idium perfringens. Par contre, la f rac t ion enzymatique de D ip lo -  1 
coccus pneumoniae pur i f iée par passage sur carbxymethy lce l lu lose n'est plus révé Iéel 

par ce t  immunsérum, contrairement à la f rac t ion protéique de couleur brune F é l i -1 
- 1 ,  

minée au  cours de cet te dernière étape de pur i f i ca t ion  e t  qu i  donne une courbe de 1 
p réc ip i ta t ion  comparable à ce l le  obtenue avec la préparation pur i f ige de Clostr i -  ~ 
d ium perfringens. 1 I 

B - f.leutralisation de l ' ac t i v i té  - de neuraminidase au cours -les différentes ~ 
l 

étapes de fract ionnement par  I'immunsérum a n t i - N  DP : l 

Nous avons essayé de neutral iser l ' ac t ion  des deux neuraminidases 

par I'immunsérum antineuraminidase de Diplococcus pneumoniae (ant i -NDP) pré- 1 
par6 à par t i r  de la préparation brute d'exoenzymes de Diplococcus pneumoniae . 1 

L'immunsérum est mis en contact  avec chacune des deux neura- i 
minidases bactériennes ( la neuraminidase de Clostr idium perfringens pur i f iée,  la I 

f ract ion F de Diplococcus pneumoniae pa r t i e l  lemen t pu r i f i ée  sur DEAE-ce l lulose, 1 
2 1 

l a  neuraminidase de D ip  lococcus pneumoniae pur i f iée sur CM-ce l l u  lose). 1 
Après é l iminat ion du complexe antigène-anticorps formé, on re- 1 

t rouve 40 p.  100 de I ' ac t i v i té  de la neuraminidase de C lostridium perfringens, 1 
70 p. 100 de I ' ac t i v i té  de la neuraminidase F d e  Diplococcus pneumoniae et  2 l 

1 
87 p.  100 de l 'enzyme de Diplococcus pneumoniae au stade f i n a l  de pur i f i ca t ion .  

II semble donc que la neuraminidase de Clostr idium perfringens 

e t  l 'enzyme de - Diplococcus pneumoniae a u  stade de la DEAE-cellulose soient 1 
par t ie l lement  precip i tés ou  inact ivés par I 'immunsérum ant i -ex t ra i  t b ru t  de D i p  lo- I 
coccus pneumoniae. 

C - Déterminat ion de la nature de I 'ant igène : 

Les r6su Itats de 1 'étude immunog lectrophorétique bidimensionne l lel  

montrent que I 'ant igène n'est pas l i 6  à 11act iv i t6 enzymatique. A f i n  de  préciser la 

nature de ce t  antigène, nous avons mis en présence I'immunsérum e t  Diplococcus - 
pneumoniae. Apr&s addi t ion d'un s6rum an ti-immunoglobuli,nes i l e  lap in  fluorescent, 

I 'observation en mi.croscopie de fluorescence de D ip~ococcus  p n ~ u m ~ n i a e  ne permet 



Neurarninidase de 
1 

I ' 
1 ,  

I 
( (. J CI. perfringens - --. 

: Fraction F2 de 
1 ; 

- C.M. cellulose - 
FIGURE N013 

ANALYSE DE LI IMMUN SERUM 
A N T I  - NDP 



pas de révéler  le  complexe bntigène-anticorps. 

Par contre, la  même expérience réalisée avec Clostr idium per- 

fringens montre une fluorescence bien marquée à la  pér iphér ie des batonnets de 

C lostridium perfringens (Figure n '1 4). 

D - Conclusions : ---- 

l Ces dif férentes études nous on t  amené aux conclusions suivantes : 

l ' ac t i v i té  de la neuraminidase de Diplococcus - --- pneumoniae est associée jusqu'au 

stade de pur i f i ca t ion  par t ie l l e  sur DEAE-cellulose à des déterminants a n t i g é n i q u e ~  

1 révélés par I'immunsérum préparé puisqu'on note une diminut ion de I ' ac t i v i t é  enzy- 

mat ique de la  f ract ion F après contact  av2c I'immuns6rum. Ce t t e  perte d 'ac t i v i té  
2 

est beaucoup moins sensible (13 p .  100) quand la  neuraminidase est hautement pur i -  

f i ée .  

- L'étude immunoé lectrop horé t ique bidimensionnel le  montre que 

la  f rac t ion ant igénique révè lée par I'immunsérum ne correspond pas à I ' a c t i v i t é  en- 

zymatique puisque l 'enzyme au stade f i na l  de pur i f i ca t ion  n'est pas révé lé .  L 'ant i -  

gène est donc un déterminant associé à l ' ac t i v i té  de neuraminidase jusqu'au stade 

de pur i f i ca t ion  sur DEAE-cellulose. L'antigène est ensuite dissocié de la  neurami- 

nidase par chromatographie sur CM-cel lu lose.  

-L'étude réalisée par immunofluorescence à par t i r  de I'immunsérum 

prépare, permet de révé ler  les cel lu les bactériennes de Clostr idium perfringens --- . 
C e c i  laisse supposer que ce t  antigène est un composant structural de la membrane 

ce l l u l a i r e  de Clostr idium perfringens. Le résultat négat i f  obtenu avec D i p  lococcus 

pneumoniae laisse penser que cet  antigène ne se trouve probablement pas à la par t ie  

externe de la  paroi  de Diplococcus pneumoniae - . 

tV PRO PRIETES ENZYMATIQUES. - 
A - p H  optimum d'act ion : -- 

Ces pH optima on t  é té  déterminés sur des glycopeptides d 'or ig ine 

bronchique contenant 7 p. 100 d'acide sial ique. 

Les hydrolyses enzymatiques on t  ét6 réalisées dans les condit ions 

habi tuel les en présence de solut ion tampon de p H  var iable.  

L 'ac t ion du p H  sur I ' ac t i v i té  enzymatique a é té  é tud iée b l 'a ide 

d'un tampon phosphate-citrate de sodium 0 , l  M e t  d'un tampon acétate de sodium 
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0,l M les résultats obtenus sont illustrés par la Figure n015. 

O n  peut faire les remarques suivantes : I 
1 
I 

Le pH optimum de la neuraminidase de Clostridium per- ; 
fringens est de 4,5 en tampon phosphate-citrate et de 5, O en tampon acétate. i 

Le pH optimum de la neuraminidase de Diplococcus 1 
! 

pneumoniae est de 5,7 en tampon phosphate-citrate e t  5,2 en tampon acétate. 1 
l 

B - Act ion de la température : 

Nous avons fa i t  agir les neuraminidases sur les glycopeptides 

1 d 'origine bronchique et sur la mucine de Col local iu  à des températures variables I 
I 

a f in de déterminer leur température optimale d'act ion. La Figure n016 indique l 

1 

les résultats obtenus : 1 

l 

- la neuraminidase de C lostridium perfringens présente un maximu1 

à 37OC et.possède une act iv i té  importante entre 30 et  45'. El le est totalement 1 
détruite à 70°C. 

- la neuraminidase de Diplococcus pneurnoniae -- est stable entre 

30' e t  40'. 

Par la suite, toutes les hydrolyses seront réalisées à 37OC. I 
C - Af f in i t6  pour les substrats : 

1 O) Af f in i té  pour les g lycopeptides d'origine bronchique : 

Avant de déterminer les variations de la vitesse in i t ia le  

en fonction de la concentration en substrat, nous avons défini les facteurs cons- 

tants de la réaction enzymatique : la d i  lut ion de l 'enzyme e t  le temps d'hydrolyse 

pour une préparation enzymatique donnée. 

a) Di lu t ion de l'enzyme - : 

Nous avons déterminé l 'act iv i té  enzymatique d'une pré- 

paration de neuraminidases en fonction de la di lut ion de l'enzyme en effectuant 

l'hydrolyse des g lycopeptides bronchiques contenant 7 p. 100 d'acide sia lique à 

la concentration constante de 10 mg/m I par des d i  lutions croissantes d'enzyme 

pendant 1 heure à 37OC. 
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Nous avons alors'choisi sur la courbe représentant 

l 'act iv i té  enz.ymatique en fonction du logarithme de la concentration en enzyme 

(Figure n017), la concentration pour laquelle I 'act iv i  té enzymatique at te in t  une 

valeur constante. Cette concentration est de 1/8 pour l'enzyme de Clostridium per- 

fringens et de 1/20 pour l'enzyme de - Diplococcus pneumoniae. - 

b) Temps d'hydrolyse : 

Pour la concentration enzymatique choisie précédemmeni 

nous avons alors déterminé le temps d'hydrolyse pour lequel la l ibération d'acide 

sialique est parfaitement linéaire en fonction du temps. 

Sur la Figure n018, nous indiquons le nombre de nano- 

moles d'acide sialique libéré des glycopeptides bronchiques à la concentration de 

10 mg/mI en fonction du temps d'hydrolyse. Nous avons constaté que pour les 

deux préparations enzymatiques, les quantités d'acide sialique liber6 sont ïigou- 

reusement alignées pour 5 mn et  15 minutes d'hydrolyse. Nous avons donc choisi 15 

mn comme temps d' incubation. 

c )  Détermination de la constante d'af f in i té : - 

Les hydrolyses enzymatiques ont été réalisées avec une 

préparation de neuraminidase de Clostridium perfringens diluée au 1/8 ou avec 

une préparation de neuraminidase de Diplococcus pneumoniae - d i  lut4e au 1/20 

sur un substrat en concentration variable pendant 15 mn à 37OC. 

Nous indiquons sur la Figure n019 les variations de. l ' in-  
~. 

verse de la vitesse i n i t i a le  en fonction de l'inverse de la concentration en substrat 

selon la représentation de LINEWEAVER e t  BURK (171). A part i r  de cette courbe 

on peut facilement calculer la constante de Michael is de la neuraminidase de 

Diplococcus pneumoniae - pour les glycopeptides d'origine bronchique : 

e t  de la neuraminidase de C lostridium perfringens pour ces mêmes glycopeptides : 

K m  = 0 ~ 4 4 . 1 0 ' ~  M 

ZO)  Aff in i té  pour la sialomucine de Col local ia  : 

Un protocole inden tique b celu i  u t i  lis6 prdcédemment 
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(Figures no 17 e t  n018) nous a permis de preciser les conditions requises pour déter- 

miner les vari.ations de la vitesse in i t ia le .  

C'est ainsi qu ' i l  faut hydrolyser la sialomucine de 

Col local ia  pendant 15 minutes avec la neuraminidase de Clostridium perfringens 

di luée 10 fois et  la neuraminidase de Diplococcus -- pneumoniae diluée 5 fois. 

La Figure n019illustre les variations de la vitesse in i t ia le  

en fonction de la concentration en substrat. A part i r  de cette courbe nous avons 

calculé la constante de Michael is de la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae 

pour la sialomucine de Co l loca l i  a : 

e t  de la neuraminidase de Clostridium perfringens -- pour cette sialomuci ne : 
.. 

3') A f f in i té  pour le di  lactominyl lacto-N-tétraose : 

Toujours en suivant le même protocole (Figures n020 et 

n021) nous avons choisi les conditions suivantes pour déterminer les variations de la 

vitesse i n i t i a le  : 

'Le'di lactorninjl l lacto- N-tétraose est hydrolysé pendant 15 

minutes avec I'enzyme de Clostridium perfringens di lué 10 fois ou I'enzyme de 

D ip  lococcus pneumoniae di lué 8 fois. 

La courbe représentant les variations de la vitesse i n i -  

t ia le  en fonction de la concentration en d i  lactaminyl lacto-N-té traose (Figure n022) 

permet de déterminer la constante de Michoel is de la neuraminidase de Diplococcus 

pneumoniae pour ce substrat : -- 

et de la neuraminidase de Clostridium perfringens - pour ce même substrat : 

K rn = 1 , 6 6 . 1 0 - ~ ~  

4') A f f i n i  t6 pour les lycopep tides d'orosom ucofde : 

Les g lycopeptides d'orosomucoi'de sont hydro lysés pendan 

15 minutes avec la neuraminidase de Clostridium perfringens di luée 10 fois ou avec 

l'enzyme de Diplococcus pneumoniae'dilué 8 fois (Figures n020 et n021). 
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Les variations de la vitesse in i t ia le  en fonction de la 

concentration en substrat (Figure n022) permettent de déterminer la constante de 

Michael is de l'enzyme de Diplococcus pneumoniae pour les glycopeptides d'oroso- 

m ucoi'de: 

e t  de la neuraminidase de Clostridium perfringens pour ce substrat: 

.5O) Conclusions : 

Les résultats obtenus (Tableau XI I )  permettent de con- 

c lure que : 

- la neuraminidase de Clostridium perfringens possède une 

af f in i té  pour les substrats naturels étudiés plus grande que l'enzyme de Diplococcus 

pneumoniae, sauf dans le cas des glycopeptides bronchiques pour lequel on note des 

résu ltats inverses. 

- les constantes d'af f in i té varient avec l 'or ig ine de I 'en- 

zyme et la nature du substrat hydrolysé. 

D - Act ion des effecteurs : 

Les hydrolyses enzymatiques sont réalisées dans les conditions sui- 

vantes : à 100 AI de solution enzymatique on ajoute 200f i I  du tampon adequat 

et  100p1  de solution de substrat contenant les effecteurs. 

L'hydrolyse est a lors effectuée dans les conditions habitue lies 

L'influence des différents effecteurs sur les hydrolyses enzymatique! 

est analysée dans le Tableau XI I I .  

Les deux enzymes sont inhibés par le chlorure mercurique à la 

concentration f inale de 2 mM, choisie par HUGHES et  JEAN LOZ (172). 

Les autres cations inf luencent différemment l 'action des deux 

neuraminidases : 

les chlorures de manganèse, calcium, sodium et  le mercaptoéthano 

ont  une ac t i on  inh ib i t r ice plus importante pour la neuraminidase de Diplococcus 

pneumoniae. A l'inverse les sels de zinc, magnesium, potassium ainsi que I'EDTA 

b la concentration f inale de 20 mM et  le Rivanol, étudié en raison de son uti l isation 

dans la préparation de certains g lycopeptides bronchiques, présentent une inh ib i  tien 



TABLEAU X I I  

Mucine  de 
C o l  loca l ia 

G lycopep tides 
de I'orosomu- 

-co?de 

& 

AFFIN ITE DES N EURAMINIDASES POUR DIFFERENTS SUBSTRATS NATURELS 

0,25.1 o - ~  

0, 48.1 o - ~  O, 95.1 oW3 

+ 





supérieure pour l a  neuraminidase de Clostr idium per f r  ingens . 
II faut  remarquer que I'EDTA à la concent ra t ion f a i b l e  de 2mM 

est sans act ion sur les deux enzymes alors qu'à une concentrat ion 10 fois sup6rieure, 

i l joue un rôle d 'ac t iva teur  pour la neuraminidase de Diplococcus pneumoniaeet 

d ' inh ib i teur  pour la  neuraminidase de C lostridium perfringens. 

Nos  résultats sont en accord avec ceux de H U G H  ES e t  JEAN LOZ 

(173). Une divergence apparaît cependant quant au rô le  act iva teur  de  I'EDTA 

b la concentrat ion de 20 mM.  L ' in f luence des dif férents cations n ' a v a i t  pas ét6 

étudiée sur la neuraminidase de Clostr idium perfringens. 

E - S&c i f i c i té  de l 'enzyme : 

A f i n  de préciser la spéc i f ic i té  d 'ac t ion  des deux neuraminidases 

isolées, nous les avons fa i t  ag i r  sur des osides de structure connue puis sur des subs- 

trats naturels riches en ac ide sial ique. 

1 O )  Les neuraminyl-lactoses : 

Nous avions à notre disposition un mé lange de ne ura- 

minyl-lactoses dans lesquels I 'ac ide N -acétyI-neuraminique est l ié  au  galactose 

par une liaison a 213 ) 2,6 
o u  a -* e t  une préparation commercial isée de 

neuraminyl-lactose de colostrum bov in  (CA LBIOCHEM) contenant ces deux isomères 

mais avec une major i té de 3 '  neuraminyl- lactose. Leurs schémas de struct-u.re sont 

indiqués sur la  Figure n023. 

Par hydrolyse enzymatique nous avons constaté la  l ibéra- 

t ion to ta le  de l ' ac ide  s ia l ique combiné des neuraminyl-lactoses. Les deux neurami- 

nidases hydrolysent totalement les liaisons : 

21 3 N A N A  a ---+ G a l  

21 6 N A N A  a G a l  des neuraminyl  lactoses. 

2 O )  L e  d i lac taminy l lac to  N-tetraose : 

3F 
C e t  oside cont ient  un ac ide N-acéty l -neuramin ique 

2 3 2 ? 6  
l i 6  en a -'--r au galactose e t  un acide N-acéty l -neoraminique l i é  en a -+ 
b la  N-acéty l -g lucosamine. Son schéma de  structure est indiqué sur l a  Figure n024.  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
x Nous remercions P.onsieur L. GRIMMONPREZ qui nous a aimablement 

fourni  ce t  oside. 
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Après avoir dé terminé le pourcentage d'acide sia lique 

l combiné par hydrolyse en mi l ieu sulfurique O, 1 N pendant 30 minutes à 80°C, 

I nous avons fai t  ag i r  les deux neuraminidases dans les solutions tampons appropriées 

I pendant 2 4  heures b 37OC. Par dosage de I 'acide sialique libéré par la méthode 

I d 'AM IN0 FF (174), nous avons constaté la libération totale de l 'acide sialique 
l 

combiné. 

Nous avons conclu que les deux neuraminidases agissent ; 

1 sur les liaisons : 

N A N A  a - 2 f 3 >  G a l  

NANA a 2 f 6  3 GIC NAC. 
1 

! 
Pour commencer l 'étude du comportement des prépara- 

tions enzymatiques sur diffbrents substrats naturels de poids moléculaire plus élevé, 

nous avons voulu vér i f ier  les résultats de HUGHES et JEANLOZ (176) et  de 

CASSIDY et  a l .  (177) concernant l'hydrolyse de l ' a  -glycoprotéine acide. 1 
1 l 

3') a -glycoprotéine acide : 
- 1 

L'a1 - glycoprotéine acide préparée se Ion le protoco ie 1 
l que 'nous avons décr i t  p. T contient 11 p. 100 d'acide sialique, conslitu6 

7 

I . uniquement d'acide N-acétyl-neuraminique (EYLAR et  JEAN L O Z )  (178). 1 
Ce t  acide N-acétyl  neuraminique est !ié à des résidus 

2 3 
2,6  >, e t  a > 2 4 (JEANLOZ) (179) de galactose par des liaisons a , a --- 

Dans les conditions optimales d'hydrolyse utilisées, les 

deux neuraminidases bactériennes libèrent la total i té de I 'acide N-acétyl-neura- 

minique (Tableau XIV).  

4') Mucine sous-maxillaire de mouton : 

Une préparation de mucine sous-maxillaire de mouton 

contenant 17 p.  100 d'acide sialique nous a 6té aimablement fournie par le 1 
Docteur FOX,  

Le groupement g lycannique de la mucine sous-maxi I laire 

de mouton (O . S .  M.) est constitué du disaccharide : N-acety l  neuraminos y! 

a 2 r 6  , N-Acety  lgalactosaminide (1 80). 
l 

Environ 800 disaccharides sont distribués le long de la chai'ne I 

peptidique, branchés tous les 6 amino acides. 



TABLEAU XIV 

4 

L 

Substrat hydrolysé 

O rosomucofde 

O.S.M. . 

Mucine  de C o l  loca l ia 

G lycopeptides bronchiques 

Muc ine  de mucoviscidose 

Muc ine  intestinale de porc 

Gang liosides 

* 

Pourcentage d'acide sia lique lib6ré 

Diplococcus pneumoniae 

1 O0 

85 

1 O0 

C lostridium perfringens 

1 O0 

76 

1 O0 

56 

74 

10 

94 

44 

94 

33 

75 



TULS I A N  I e t  CARUBELLI (1 81) avec une neuraminidase 

lysosomale de glandes mammaires de rat  ne l ibèrent que 5 / 1 3  p .  100 e t  4/77 p .  100 

de I 'ac ide s ia l ique selon qu' i ls  ut i l isent  la f ract ion légère ou l a  f ract ion lourde. 

Par contre, GOTTSCHALK e t  a l .  (182) l ibèrent  80 p. ?O( 

de I 'ac ide N ace t y l  neuraminique de I'OSM par act ion de la neuraminidase de 

V ib r i o  cholerae . 
ARONSON e t  DE DUVE (183) obtiennent une l ibérat ion 

i ident ique avec une neuraminidase lysosomale ext ra i te  de fo ie  de rat.  

1 Nous obtenons des résultats comparables à ceux de ces 

auteurs puisque foujours dans des condit ions optimales d'hydrolyse, la neuraminidase 

de Diplococcus pneumoniae l ibère 85 p .  100 de I ' ac ide  N-acety l -neuraminique et 

la neuraminidase de Clostr idium perfringens en l ibère 76,5 p .  100 (Tableau X IV) .  

5') Muc ine  de Co l l oca l  l i a  : 

La mucine de Co l l oca l i a  est assez souvent u t i  lisée 

comme substrat d'étude des neuraminidases en raison de sa richesse en ac ide  sial ique. 

E l le  est faci lement ex t ra i te  de "nids d 'h i rondel les" par I 'eau (HOWE e t  a l . )  (184) 

mais les essais de pur i f i ca t ion  par diverses méthodes ont  été sans succès (BIDDLE e t  

BE L Y A V I  N) (1 85). 

K A T H A N  e t  WEE KS (1 85) ont  déterminé la composition 

chimique de la mvc ine  de Co l l oca l i a  extra i te par I 'eau. Nous l'avons comparée àce l le  

que nous avons déterminée pour la  mucine de C o l l o c a l i a  -- puri f iée  par électrophorèse 

préparat ive en f i lm  l iqu ide.  (Tableau XV)  : - les compositions en acides aminés.  

sont assez voisines. O n  note cependant l 'enrichissement de notre préparat ion en 

thréonine e t  pro l ine.  - les compositions en oses sont plus dif férentes : not re  pré- 

parat ion moins r iche en ac ide sialique, cont ient  davantage d'osamines e t  d'hexoses. 

O n  constate I'abscence de fucose. 

En outre, après mesure du pouvoir  rotatoire, ces auteurs 

on t  dé f in i  l ' ac ide  s ia l ique de la  mucine de Co l l oca l i a  comme de I 'ac ide N,o4- 
diacety l -neuraminique ; la  l iaison glycosid ique impliquant cet  ac ide  s ia l ique est 

résistante e t  l a  neuraminidase de V ib r io  cholerae est sensible à la  neuraminidase du 

virus de  l ' In f luenza A 
2 '  

Par a i  l!eurs, PEPPER (1 87) a montré que les l iaisons g ly- 

cosidiques de I 'ac ide N, O diacetyl-neuraminique du  serum de cheval  é ta ien t  4 
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P he 
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N-Ac-g Iucosam ine 

Acide sia l ique 

selon K 

' KATHAN ' et 
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0.4 1 
O 

1 t 1  

20,8 

traces 

46,9 

49,4 
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résistantes a la  neuraminidase de V ibr io  - cholerae ; SCHAUER et FAILLARD (1 88) 

ont  pré'cisé" que I 'ac ide N,04-d iacety l -neuramin ique de la  mucine sous maxi  1-  

i la i re de cheva l  n 'é ta i t  pas l ibéré par les neuraminidases de V ibr io  cholerae et  - 
de C lostridium perfringens. 

Comme CASSIDY et  a l .  (190) l ibèrent  97 p .  100 de 

I 'ac ide sial ique de la mucine de Co l loca l ia  avec l 'enzyme de Clostr id ium perfringen: 

nous avons cherché b prdciser la  nature de I ' ac ide  s ia l ique l ib6ré de la mucine 

de C o l  loca l ia  par notre préparation d'enzyme de C lostridium perfringens. 

Après hydrolyse pendant.24 heures à 37OC de la mucine 

de C o l  loca l ia  pur i f iée pa r  la neuraminidase de C lostridium perfringens, I 'hydro lysat 

est f i l t r é  sur colonne de Sephadex G 15 (2 x 160 cm) équ i l ib rée en eau d is t i l lée .  

l L 'ac ide s ia l ique l ibre retenu sur la  colonne est é lu6 plus tardivement que la mucine 

désia l idée.  Après lyophi l isat ion, I 'acide sia l ique est déposé sur colonne de 

Dowex A G  2 x 8 (1 x 26  cm) équi l ibrée en eau d is t i l lée .  Après lavage de la 

1 colonne, l 'ac ide s ia l ique est é lu6 par un grad ient  l inéa i re  de molar i té croissante 1 
l en ac ide formique (O à 2 N). L 'ac ide sial ique esi alors caractérisé selon le  protocole 1 
1 de GRANZER (191): l ' ac ide  s ia l ique est é tud ié  par chromatographie sur g e l  de s i l i ce  / 

dans le  solvant ~ r o ~ o n o l / ~  O (713) en présence de tdmoins d 'ac ide N -acé t y l  neu- 
2 

K 

1 
l 

raminique e t  d 'acide N, O -d i -acéty l  neuraminique . La révélat ion par  le réact i f  4 
b I ' o rc ino l  t r ichlaracdt ique (1 92) e t  l ' a  n is id ine (193) montre que cet  ac i de  s ia l ique 

. . 
est composé essentiellement d 'ac ide N -acé t y l  neuraminique. O n  révèle également 

, une tache moins importante que nous n'avons pas iden t i f i ée  (Figure n025).  

En chromatographie sur ~ a p i e r  Whatman n O 1  dans le 

I système solvant de SVEN NERHO LM (194) : butanol-propanol-acide chlorhydr ique l 
I 0,l N (1/2/1), après 18 heures de développement, e t  révélat ion par I ' o rc ino l  t r i -  1 
1 ch loracé t ique (1 9 4 ) ,  l ' ac ide  s ia l ique apparaît essentiel l e m n t  sous forme d 'ac ide  1 
1 N-acé t y  1-neuraminique (Figure n '25). 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
K NOUS remercions le  Docteur SCHAUER qu i  nous a f a i t  don d 'ac ide  l 
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6O) Mucine intestinale de porc : -- 

La sensibi l i té de l 'acide N-g lycol  y l  neuraminique des 

mucines sous-maxillaires de porc à la neuraminidase de Clostridium perfringens est 

connue : CARLSON (195) et  AMINOFF et a l  (196) obtiennent une l ibération de 

95 p. 100 de I 'acide N -glycolyfneuraminique par hydrolyse enzymatique. 

l En conséquence, nous avons recherché la sensibi l i  té des 

I mucines intestinales de porc aux neuramini dases bactériennes que nous avons isolbes 

1 La présence d'acide N-g l yco l y I  neuraminique dans 

I la structure des mucines intestinales de porc a été mise en évidence par DEGAN D 

l e t  a l .  (197). Pour des mucines obtenues par précipitat ion à pH = 2 , 3 ,  le rapport 

N G N A  est de 0,73. Ces mucines contiennent 2,6 p. 100 d'acide sial ique (résultat 
N A N A  
exprimé en acide N-acé ty l  neuraminique). Mais, le pourcentage de li b6ration par 

l hydrolyse enzymatique est faible : 33 p. 100 par la neuraminidase de Clostridiurn 

perfringens et  10 p. 100 par la neuraminidase de Diplococcus pneumoni ae  

(Tableau X l l l ) .  

7O) Glycopeptides bronchiques et mucines de mucoviscidose : 

l La nature et  la liaison de I 'acide sialique des glyco- 

l , .  peptides bronchiques et  des rnucines de mucoviscidose contenant respectivement 

I 6,5 e t  7,2 p. 100 d'acide sialique ne sont pas encore connues. II nous a cependant 

semblé i n  téressan t d'étudier l 'action des 2 préparations de neuraminidases sur ces 

2 substrats (Tableau XI I I ) .  

8') Gang liosides : 

Les gangliosides sont des sphingolipides compos6s de 

ceramide et d'oses pouvant comporter hexoses, methylpentoses, osamines et acide 

De nombreux auteurs ont tenté d'hydrolyser les différents 

types de gangliosides e t  ont montré leur résistance à l 'act ion des neuraminidases : 

- les gangliosides GM (Figures no  26 et n027) isolés de 
2 

cerveaux d'enfants atteint; de la maladie de Tay-Sachs.ont été particulièrement 

étudiés : par K O L O D N Y  e t  a l .  (198) qui l ibèrent I 'acide sialique par une neurarni- 



nidase d'intestin de rat, par TALLMAN e t  BRADY (1 99) qui les uti l isent comme 

substrat d'étude au cours de la pur i f icat ion d'une neuraminidase de coeur de rat. 

WEN GER et WARDELL (200) montrent l 'act ivat ion de 

la neuraminidase de Clostridium perfringens (SIGMA, Type VI)  par les sels de b i le  

pour l'hydrolyse de ces gangliosides. 

- HEIJLMAN et  ROUKEMA (201) libèrent 40 p. 100 

de I 'acide sialique des gangliosides de cerveau de veau par hydrolyse par la neu- 

raminidase isolée également de cerveau de veau. De ces mêmes gangliosides 

CASSIDY et a l .  (202) l ibèrent 40 p.  100 de I 'acide sialique par action de la neu- 

raminidase de C Iostridium perfringens (ATCC 10543)'. 

- M A H A D E V A N  et a l .  (203) ne libèrent que 20 p.  100 

de I 'acide sialique d'une preparation commerciale de gangliosides de cerveau de 

boeuf(Pierce Chemical Company) b - l 'a ide  d'une neuraminidase lysosomale de rein 

de rat. 

- Les gangliosides de type II de cerveau de boeuf i 
I 

(SIGMA) sont peu sensibles b l 'act ion de la neuraminidase de leucocytes (YEH et  - al.  

(204). I l s  sont hydrolysés par la neuraminidase d s  Clostridium perfringens en prC- 

sence de sels bi l ia i res (WENGER et WARDELL) (205) alors que la neuraminidase de 

Vibr io  cholerae se montre inact ive (206). I 
Enfin TETTAMENTI -- et a l .  (297) uti l isent les ganglioside 

de type GD l a  (Figure n026) comme substrat d'etude d'une neuraminidase de cervea 4 
de lapin. 

- NOUS avons utilise une preparation commerciale de l 
gangliosides de cerveau de veau (SIGMA, G 2250) de type II obtenu selon le pro- 1 
tocole decrit  par TRAMS et a l .  (208) et contenant 12,3 p .  100 d'acide sialique. 

Dans les conditions optimales d'hydrolyse, les deux préparations de neuraminidase 

de Diplococcus pneumoniae et  de C lostridium perfringens liberent 94 p. 100 et  

73 p. 100 de I 'ac ide sialique (exprimé en acide N-ace ty l  neuraminique ) des gan- 

gliosides de cerveau de veau mais nous ignorons la structure de ces gangliosides 

(Tableau XIV).  



GANGLIOSIDES GT 1 : 

P P P 
Gal 1- 3 G'al N Ac 1 - J  4 Gal 1 + 4 Glc 1 - j  Cérarnide 

3 

a i  2 
2 

NANA NANA 
8 

"t 
2 

NANA 

GANGLIOSIDES GD 1 a : 

P P - P 
Gal 1-+ 3 Gai N Ac 1 - J  4 Gal 1--+ 4 Glc 1 --+ Céramide 

3 3 

a T 
2 

a r 
2 

NANA NANA 

GANGLIOSIDES GD 1 b : 

P P P 
Gal 1 --j 3 Gal N Ac 1 j 4 Gal 1 --+ 4 Glc 1 ,-) Céramide 

3 

2 
NANA 

8 

2 
NANA 

FIGURE NO26 

STRUCTURE DE QUELQUES GANGLIOSIDES 



GANGLIOSIDES G M  1 : 

P P P 
Gal 1 - 9  3 Ga1 N Ac  1 -+ 4 G a l  1 + 4 G l c  1 Céramide 

2 
N A N A  

GANGLIOSIDES G M  2 (maladie d e  TAY- SACHS) : 

P P 
G a i  N A c  1 --+ 4 G a i  1 --+ 4 G l c  1 -+ Céramide 

3 

a T 
2 

N A N A  . 

GANGLIOSIDES G M  3 : 

G a l  1 4 G l c  1 --+Céramide 
3 

2 
N A N A  

FIGURE NO27 

STRUCTURE DE QUELQUES G A N  GLIOSIDES 



9 O )  Conclusions : 

L'étude de la spécif icité d'action des neuraminidases 

avai t  pour but de différencier les deux enzymes bactériens. II semble pourtant 

d i f f i c i l e  d'en t irer des conclusions dans ce sens. 

Selon les résultats obtenus, notamment avec le 

di lactaminyl- lacto-N -tetraose, nous avons conclu que les deux neuraminidases 

présentaient une af f in i té  importante pour les liaisons a, 2 -+ 3, a, 2 4  6. 

II faut cependant y apporter la restriction suivante : I'hydrolyse de ces deux type 

de l iaison a été effectuée sur de petits osides. II n' intervient donc pas de pro- 

.Hèmes d'environnement comme dans le cas de l'hydrolyse des substrats naturels. 

Nous n'avons pu déterminé l 'a f f in i té  des deux subç 

trats pour la liaison a, 2+8, n'ayant pas disposé de substrats avec des liaisons 

d, 2 j 8 connues. Par contre, la l ibération complète de I 'acide sialique de 

I'orosomucoi'de nous conduite à penser que lesenzymes que nous avons préparés 

sont actifs sur les liaisons a, 2 -+ 4 de l 'a-glycoprotéine acide. 

L'hydrolyse des substrats naturels ne permet pas de 

t i rer de conelusions précises quant à la spécif icité des enzymes et  la nature des 

liaisons de I 'acide sialique de ces substrats. En effet, il faut tenir compte de 

p lusieurs facteurs : 

- L'empêchement stérique qui intervient par exemp le 

dans l'hydrolyse des gang liosides (substituant sur le carbone 4 du galactose 

auquel est l ié  I 'acide N-acéty l  neuraminique). 

- La ta i l le  de la molécule. 

- Les conditions optimales d'hydrolyse qu ' i l  faudrait 

redgfinir pour chaque substrat e t  chaque enzyme. 



- DISCUSSIONS e t  CONCLUSIONS GENERALES - 
J- 

La pur i f i ca t ion  de la neuraminidase de Diplococcus - pneumoniae est 

connue depuis les travaux de HUGHES e t  a l .  (209). Le protocole de ces auteurs 

comporte un fract ionnement par le sulfate d'ammonium, une "absorption" sur 

DEAE-cel lu~ose, un autre fractionnement par le  sulfate d'ammonium e t  une chro- 

matographie d'échange ionique sur CM) -ce I Iu  lose. Les modif icat ions que nous avons 

apportées à la méthode portent  : 

1 O )  sur les conditions d 'é lu t ion  de la  "batch absorption " sur 

DEAE-cellu'ose : I 'é lu t ion  de la DEAE-cellulose par  un tampon phosphate 0,01 M 

permet l 'é l iminat ion d'une importante f ract ion protéique sans ac t i v i té  enzymatique. 

2O) sur les conditions d 'é lu t ion de la chromatographie sur CM- 

cellulose, nous obtenons ainsi la neuraminidase en solut ion dans le  tampon phos- 

phate-c i t ra te  0 , l  M au p H  optimum d'act ion 6,5. Le rendement et  l ' a c t i v i t é  

spécif ique de la neuraminidase de - Diplococcus pneumoniae n 'on t  pas é té  diminués 

par  ces modi f icat ions 

La neuraminidase de C - lostridium perfringens, souche ATCC 10543, a été 

isolée e t  pur i f iée par  CASSIDY et  a l .  (210). Ce  protocole f a i t  appel à une ch ro  - 

matographie de g e l  f i l t ra t ion  sur Sephadex G 75 e t  à une chromatographie d'échange 

ion ique sur DEAE-cellulose. La chromatographie de g e l  f i  I t ra t i  on sur Sephadex 

G 75 appl iquée à la  cul ture de Clostr idium -- perfringens, - souche 33-4A permet 

I 'é  l iminat ion d'une f rac t ion sans ac t i v i t é  enzymatique. Par contre, nous n'avons 

pas p u  reproduire de façon satisfaisante la  chromatographie d'échange ion ique 

sur DEAE-cellulose u t i l i sée par  les auteurs. D'autre part, nous avons constaté 

l a  présence de glycosidases contaminantes non signalées par les auteurs. Aussi, le 

pro toco le  de pur i f i ca t ion  que nous avons u t i  lis6 f a i t  appel essentiellement à la 

chromatographie de g e l  f i l t ra t ion,  sur S e ~ h ~ d e x  G 75 e t  sur Sephadex G 200. 

Toutefois. b ien que I e rendement obtenu soit  satisfaisant, la  neuraminidase de . 

Clostr id ium perfringens préparée est de fa ib le  ac t i v i t 6  spbcif ique. 

En effet, s i  nous comparons, le  t i t re  enzymatique de nos préparations à 

c e l u i  d'autres neuraminidases commercialis&es (Tableau XVI), déterminé sur l'a 1- 



Or ig ine  de la neuraminidase 

C lostridium perfringens 
(SIGMA "type Vu )  

C lostridium perfringens 
(SIGMA "type VI  ") 

V ibr io  cho lerae 
(BEHRIN GWERKE) 

Diplococcus pneumoniae 
(préparation personnel le) 

C lostridium perfringens 
type 33 -4A  

(~ repa ra t i on  personnel le) 

Ac t i v i t é  spécifique 

TABLEAU X V I  



glycoprotéine acide dans les condit ions optimales de tampon e t  de p H  de  chaque 

type de neuraminidase, nous constatons que I ' a c t i v i  té de l 'enzyme de D i p  lococcus 

pneumoniae est infér ieure à I ' a c t i v i  té de la neuraminidase de V ibr io  cho lerae 

e t  comparable à I ' a c t i v i  té de la neuraminidase de C - lostridium perfringens SIG P A  

type VI a l o i -~  que la  neuraminidase de Clostr idium perfringens, souche 33-4 A, que -- 
nous avons pur i f iée présente une ac t i v i té  infér ieure b ce l le  des enzymes commercia- 

lisés. 

De  1'6 tude comparative men6e simultanément sur les deux préparations 

enzymatiques, nous pouvons t i rer  les conclusions suivan tes : 

1 - Les deux neuraminidases ont  un comportement d i f férent  en 

isoéiectrofoca l isat ion. La neuraminidase de Cfostr id ium y perfringens - presente un 

p o i n t  iso6lectr ique de 4.7 e t  apparaît homogène alors que I 'enzyme de Diplococcus 

pneumoniae se présente sous deux formes dont les points isoélectriques sont de 4,2 

e t  de 3 , 7 .  C e c i  est à rapprocher des travaux de TANENBAUM, et a l .  (211) qui  

mettent  en Bvidence I'hé!érogénéité de l 'enzyme de Diplococcus - -- pneumoniae en 

separant plusieurs formes de neuraminidases par chromatographie d 'échange ionique. 

2 - L'étude d 'un immunsérum préparé à I ' a i de  d'une f rac t ion brute 

des exoenzymes de Diplococcus pneumonioe n 'a  pas permis de retrouver le  carac- - 

tère antigénique de la  neuraminidase é tab l i  par LEE e t  a l .  (212). En ef fet ,  I'immuno. 

6 lectrophorèse bidimensionnel le e t  I ' immunodiffusion on t  mon tr6 l 'ex istence d'un 

complexe an tigène-an ticorps entre I'immunsérum et  les deux préparations de neura- 

minidases bactériennes non puri f iées. C e  complexe n'existant pfus !orsque I ' immun- 

sérum est en présence de  la  neuraminidase de Diplococcus - pneumoniae pur i f i6e.  II 

apparai't que l 'ant igène a 6té dissocié de I 'enzyme en cours de  pur i f i ca t ion .  D'autre 

pa r t  I ' immunofluorescence montre que l 'ant igène est commun aux deux souches buc- 

t6riennes e t  f a i t  par t ie  de l a  paroi  de Clostr idium perfringens. 

3 - L'etude des variat ions des act iv i tés enzymatiques en fonct ion 

du pH, de l a  température e t  des effecteurs permet de déterminer les condit ions op t i -  

males d 'ac t ion  de chaque enzyme : cette étude rbaiisée b I ' a ide  de glycopeptides 

bronchiques montre des condit ions d 'ac t ion  peu dif férentes pour les deux enzymes 

bactériens : la  neuraminidase de Diplococcus pneumoniae a une ac t i v i té  opt imale 



en tampon phosphate-citrate 0 , l  hn ajusté à p H  = 6,5 à 37OC . la neuraminidase 

de C'ostr idium perfringens a une ac t i v i té  opt imale en tampon acetate de  sodium -- 

O r  1 M ajusté à p H  = 5 .  O à 37OC. La pr6sence d'ions spécifiques n'est néceseaire 

à aucun des deux enzymes bactériens. O n  note cependant un ef fet  i nh ib i teu r  plus 

important des sels de manganèse, calcium, sodium et  du mercapto-éthanol pour 'a  

neuraminidase de Diplococcus pneumoniae 

4 - L'analyse de 'a sp6c i f ic i té  des deux préparations de neura- 

rninidases permet de préciser les points suivants : 

a - L'acide N-acéty l -neuraminique présent dans le neu- 

raminyl-lactose, le d i  lactaminyi- lacto-N-tétraose, I'orosomucoi'de, pa r  exemple, 

est toujours fac i  lement l ibéré.  

p - D'après KATI - iAN e t  a l .  (2131 la mucine de C o l -  

l oca l ia  ne contenai t  que de l ' a c i de  N, O -d iacé ty l  neuraminique. O n  sai t  que 
4 

les liaisons de I 'ac ide N, O -d iace ty l  neuraminique sont résistantes aux neurami- 
4 

nidases (21 4, 215). O r ,  I 'ac ide sial ique de la  mucine de Co l loca l ia  est quant i ta t ive  

ment l ibéré par  les deux types de neuraminidases. Pour tenter d 'exp l iquer  cette 

contradict ion,  nous avons isolé e t  caractérise b nouveau l ' ac ide  s ia l ique de C o l -  - 

loca l ia  e t  démontre q u ' i l  s'agissait essentiellement d 'ac ide  N-acéty l -neuraminique. 

a - L 'ac ide  N -g l yco lyl-neuraminique est présent dans 

les rnucines intestinales de porc dans le  rapport N GNA 
N A N A  = 0,73 

Nous avons vu que la  l ibérat ion de l 'ac ide s ia l ique 

n ' g ta i t  pas quant i tat ive.  

5 - L ensemble des résultats fournis par  l 'hydrolyse de substrats 

riches en ac ide s ia l ique nous amène aux conciusions suivantes quant b l a  spéci f ic i t6 

de l iaison : 

a - L'hydrolyse to ta le  des neuraminyi- lactoses montre 

l a  sensibi l i i é  des liaisons 

NANA a 2r3, G ~ I  
2,6 N A N A  a ---+ Ga1 

aux deux neuraminidases bacteriennes. 



B - b 'a f f i n i  té importante, pr incipalement ce l le  de C!ostridiurn 

perfr ingens pour l e  d i  lactarninyl- l ac to -N -tetraose e t  l a  l ibérat ion quant i ta t ive  de 

I 'ac ide sial ique de ce substrat montre la  sensibi ' i té des liaisons 

213 N A N A  a ---+ G a l .  

2 , 6  N A N A  a ---+ G l c  N a c .  

aux neuraminidases bactériennes. 

a - L 'a f f i n i té  des neuraminidases, surtout ce l le  de Clostr idium 

perfringens pour I'orosomucofde e t  l a  l ibtsration complète de I 'acide s ia l ique de ce 

substrat montre l a  sensibi fi té des liaisons 

N A N A  a 2 * 3 3  G a l  

NANA a 2 f 6 )  G ~ I  
2 , 4  N A N A  a ---4 Ga1 

de I'orosomucofde aux deux preparations enzymatiques. 

- Les neuraminidases de D i p l o c o c c ~ n e u m o n i a e  e t  de 

Clostr id ium perfringens l ibèrent  respectivement 85 p .  100 et  76 p. 100 de  l ' ac ide  
2 . 6  

N -acB ty l  neuraminique du disaccharide N A N A  a ---+ Ga1 N a c .  qu i  constitua 

l e  groupement g lycannique de l a  mucine sous-maxi1 l a i  re de mouton, montrant ainsi ~ 
l 

l a  sensibi l i té de cet te  l iaison aux neuraminidases bactériennes. 
l 

i 
l - Enfin, l 'ac t ion des neuraminidases sur les substrats na- 

turels de structure inconnue tels que les glycopeptides bronchiques, les mucines de 

mucoviscidoce o u  les gangliosidec que nous avons étudiés, est d i f f i c i l ement  interpréta- 

ble, car i l faut ten i r  compte : 1 
- de l a  présence de liaisons d i f f i i i l e s  à hydrolyser. 1 
- de l 'ex istence d 'une conformation spat ia le te l l e  

que l ' in tervent ion des enzymes ne puisse avo i r  l ieu.  

En rdsumé, le  bu t  de cet te étude é t a i t  de determiner une sptscificité 

Bt ro i  te pour chaque enzyme. En fait ,  nous avons conc lu  : 

- b une a f f i n i t4  é levée des deux enzymes pour I ' ac ide  



N -acétyI  neuraminique. 

- à une a f f in i t6  plus importante de la neuraminidase 

de Clostr idium perfringens pour l ' ac ide  sial ique de la  mucine intest inale d e  porc 

qu i  cont ient  42 p. 100 d'acide N-g lyco ly l -neuramin ique.  

- b la  sensibil ité des liaisons 

2 ' 3 >  G a l .  N A N A  a - 

1 2,6 N A N A  a Ga l .  
2  4  

N A N A  a ---.) G a l .  

N A N A  a 2 f 6  , G a l  N A c  

2 , 6  N A N A  a --+ G l c  N A c  

aux deux neuraminidases bactériennes. 

Enfin, l 'étude de l 'a f f in i té  des neuraminidases bactériennes 

l pour quelques substrats naturels a montré la grande sensibil ité des glycopept i  des 

l bronchiques à la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae . 

l i apparaît donc raisonnable d'envisager I 'app l i ca t i on  éven- 

1 t ue l le  de la  neuraminidase de Diplococcus pneumoniae dans le traitement des hyper- 

sécré tions bronchiques. Toutefois, la sensibil ité des mucus aux neuraminidases var ie : 

- pour un même type de sécrétion, d'un mucus 

b l 'autre. 

- s ' i l  s lagit  d'une hypersécrétion due à une bron- 

c h i t e  chronique ou à la  mucoviscidose e t  une étude plus approfondie de ces variations 

permettra peut  être d 'y  ppporter une expl icat ion.  



RESUME DES 'TRAVAUX 

Nous avons mis au point  des protocoles commodes de pur i f icat ion 

de deux neuraminidases bactériennes isolées des cultures de Diplococcus 

pneumoniae e t  de Clostridium perfringens qui  permettent d'obtenir des prépa- 

rations de très bonne act iv i té .  

Toutefois, la pur i f icat ion de la neuraminidase de Clostridium 

perfringens est plus dél icate à cause de son instabil i té. 

Nous avons précisé les principaux paramètres d 'act iv i té  (pH, 

tampon, température, effecteurs) de ces deux enzymes. 

L'étude de leur spécif icité d 'act ion montre que les deux enzymes 

ont  une grande af f in i té  pour I 'acide N -acétylneuraminique, que l 'enzyme de 

Clostridium perfringens a une af f in i té  plus grande pour I 'ac ide N-g l yco l y l -  

neuraminique. Enfin, les deux neuraminidnses coupent indifféremment les 

2 , 3  liaisons N A N A  a --+ Gal, N A N A  a 2 r 6  v Gal, N A N A  a 2 f 4 .  Gal, 
2 6 N A N A  a-- G a l  N Ac., N A N A  G 2 r 6  G l c  N A c .  Elles o n t  été 

appliquées 2; l 'étude des sialomucines bronchiques. 
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APPENDICE TECHNIQUE 



I DOSAGE DE L'ACIDE SIALIQUE. - -- 

A - Méthode de SVENNERHOLM ( T l )  au resorcino' : 

1 )  Rdactifs : 

Les réactifs utilisés sont les suivants : 

1 O) Réactif au resorcinol 

-resorcino! (Eastman O rganic Chemica 1s) 0,2: 

1 -acide chlorhydrique concentré 80 rn 

-solution aqueuse de sulfate de cuivre 
0,l M - 0,25 m 

-eau bidisti l lée q. S .  p .  100 ml 

Le réactif  est préparé 4 heures ovant l 'emploi .  II 

est stable pendant une semaine à 2OC. 

2') A lcoo l  isoamylique (PROLABO) 

2) Mode o ~ é r a t o i r e  : 

Dans des tubes à essai on introduit  2 m l  de Io solution 

I b doser et 2 ml  de rgactif  au resorcinol. Après agitation, on p lace les tubes au bain 

I marie boui ' lan t pendccn t 15 mn . Après refroidissement, la co!oration est extraite par 

agi tat ion Bnergique avec 5 m l  d 'alcool  isoamyliqùe. . Puis !es tubes sont maintenus 

pendant 15 minutes dans la glace fondante. O n  sépare alors la phase alcoo!ique par 

I une centri fugation de 1 minu te à 11 0 g/mn. 

O n  prélève la phase supérieure et on mesure l'absor- 

pt ion spectrophotomé trique a 450 et  à 580 nanomètres, pour é l iminer l ' i n  terférence der 

oses qu i  absorbent au voisinage de 450 nm (Figure nO1).  

On peut 6l iminer I ' interf6rence des oses en pl i r i f iant 

I 'acide sialique par passage sur échangeur d'anions, ce qui rend la méthode plus 

complexe. 

B - Methode dlAMINOFF - (Ta) à l 'acide 2- t  - hiobarbiturique : 

1) Réactifs : 

Les réactifs utilisés sont les suivants : 

1 O) solution d'acide periodique 0,005 M dans 
l 'ac ide sulfurique 0 . 1  N 



Courbes données par : 

1 : 2 0  pg d 'ac ide N-acéty l -neuraminique 
2 : 2 0  pg de 2-d6soxy-ribose 
3 : 10 pg de fructose 
4 : 2 0  pg de galactose 
5 : 25 pg de xylose 

FIGURE N o l  

Courbes d'absorption de la CO lorat ion donnée par l 'ac ide N -acé ty l -  

neuraminique, le 2-désoxy-ribose, le fructose, le galactose e t  le 

xylose avec l e  réac t i f  au résorcinol chlorhydrique 

(J. MONTREUIL e t  G. SPIK) (Tî) 



2') so'ution d'arsenite de sodium à 2 g p .  100 m l  

d 'ac ide chlorhydrique 0,5 N. Le réact i f  est conserve à c 4'C. 

3') solut ion d 'ac ide 2-thiobarbi tur ique O, 1 M 

ajustée à p H  = 9,0 par la  soude. 

Le réac t i f  est stable pendant un mois à 4'C e t  à 

1 'obscurité. 

4') solut ion de n-butanol contenant 5 p .  100 

(v/v) d 'acide chlorhydrique concentré 

2) Mode  opératoire : 

Dans des tubes à essai, .on in t rodu i t  O, 4 m l de la so- 1 

l u t ion à doser (5 à 40 p .  100 d 'ac ide  sialique' 0 , l  m l  d ' ac i de  sulfurique 0,5 N e t  
1 
1 

0,25 m l  de la solut ion per iodique Après agitat ion, les tubes sont placés 30minutes à i 
37OC. L'excès de per iodate est 6 l iminé par  l 'add i t ion de 0,3 m l  de  la  solut ion d 'ar-  1 I 
senite de sodium. Après dispar i t ion de la  colorat ion jaune, on a joute  2 m l  de \a so- 

lu t ion d 'ac ide 2 - t h i ~ b a r b i t u r i ~ u e .  O n p lace  les tubes au bain-marie bou i l l an t  pendant 

7 mn 30. I l s  sont  ilo ors refroidis dans l a  g lace fondante e t  l a  colorat ion est ex t ra i te  

avec 5 m l  de n-butanol  chlorhydrique. La b hase a lcoo l ique est séparée par  centr i fuga- 

t i on  et  les mesures d'absorbances sont effectuées à 549 nm. 

Dans cet te  méthode, les oses ne produisent pas de 

co iora t ion appréciable (Figure n02 \ .  

II DETERMINATION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES.  - 

A - A c t i v i t é  de neuraminidase : 

1) A c i d e  s ia l ique : 

L 'ac ide s ia l ique libéré pa r  act ion de  la neuraminidase 

est dosé selon la méthode d'AM INOFF (Tg) e t  les résultats sont exprimés par rappor t  6 

une solut ion témoin d 'ac ide N-acétyl-neuraminique. 

2) Estimation - de la  neuraminidase au  cours des dif férentes étapes 

de pur i f i ca t ion  - : 

a) Préparation du  substrat : -- -- 

L'ac t i v i  té de neuraminidase est estimée en hy -  1 
drolysant des giycopeptides obtenus à par t i r  d 'un mé lange de mucus bronchique de I 



Courbes données par : 

1 : 50 p g  d 'ac ide N -acé t y l -  
neuraminique 

2 : 12,5 pg de 2-désoxy-ribose 
3 : 25 pg de fucose 
4 : 25 pg de galactose 

Courbe d'absorption de la CO lorat ion donnée par l 'ac ide N -acé t y l -  

neuraminique, le 2-désoxy-ribose, le fucose e t  le galactose avec 

le réac t i f  à l 'ac ide per iodique - ac ide thiobarbiturique. 

(J. MONTREUIL e t  G. SPIK) (T4) 



différents sujets par protéolyse enzymatique selon le protocole décrit  par LAMBLIN 

et  a l .  (T ) .  L'expectoration est congelée à -20°C aussitôt après son recuei l .  Après 6 
décongélation, on ajoute à chaque volume d'expectoration 3 volumes de solution de 

N a C  I à 9 g  p. 1000.L'ensemble est mélange, puis abandonné pendant une heure à la 

température du laboratoire. Une centrifugation de 20 minutes b 4000 g/minutepermeid 

s 6 ~ a r ~ r  une   hase soluble qui esf él iminée et un culot  qui représente le mucus bron- 

chique f ibr i l la i re .  O n  ajoute alors au mucus f ibr i l la i re  du tampon phosphate de sodium 

0, 1 M de pH = 6,5 (1/10 du volume du mucus f ibr i l ia i re),  du B.A. L. (ou 2,3 dimer- 

captopropanol) à raison de O, 1 ml pour 5 m l  de mucus, et  de la mercuîipapai.ne 

(WORTHINGTON) à raison de 1 mg pour 100 m i  de mucus f ibr i l la i re .  L'hydrolyse 

est effectuée pendant 48 heures à 37OC. Al 'a ide d'une solution d'acétate de Ca 1 M 

on amène alors la concentration du mi l ieu  à 0,01 M en acétate de Ca et on ajoute de 

la pronase à raison de 1 mg pour 4 ml  de mucus f ibr i l la i re .  L'hydrolyse est poursuivie 

pendant 24  heures à 37OC. 

Les produits restés insolubles sont éliminés par centr i fugat ion et  les 

glycopeptides bronchiques contenus dans le surnageant sont alors précipi tés par addi- 

t ion de 4 volumes d'alcool. Le mé lange est laisse 24 heures à + 4 O  C et le précipi  té 

alcool ique est recuei l l i  par une nouvelle centrifugation à 1 700 g/minute pendant 

20 minutes, puis i l  est lyophilisé. 

Ces glycopep tides con tiennent g6néra lemen t 60 à 80 microgrammes 

d'acide sialique combiné par mg. Cependant, il existe de grandes variations dans la 

teneur en acide sialique des différentes préparations de giycopeptides bronchiques et 

il est toujours nécessaire de déterminer la quantité d'acide sialique total  après hydro- 

lyse réalisée par l 'acide sulfurique O, 1 N pendant 30 mn 21 80°C. La quantité de sub- 

strat ut i l isé pour un dosage est de 1 mg. 

b) Protocole opbratoire : 

Le mélange d' incubation est le suivant : 

-solution de substrat à 10 mg/mI 0,1 ml 

-tampon phosphate-ci trate 0,l M de pH = 6,5 

dans l e  cas de la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae ( le tampon phosphate- 

c i t ra te O, 1 M, de PH = 6,5 est préparé à l 'aide d'une solution de ~ h o s ~ h a t e  disodique 
. . 

0,1 M ajustée à pH = 6'5 par une solution d'acide ci t r ique O, 1 M) .  

l 



ou tampon acétate de sodium 0 , l  M de pH = 5,O 1 
dans le cas de la neuraminidase de Clostridium perfringens 0,2 ml 1 

-solution d'enzyme dans le tampon de chromato- 1 
graphie 0, l  m l  

L'hydrolyse est effectuée pendant une heure à 37OC. 

L'acide sialique l ibéré est dosé selon la méthode d '  AMINOFF 

(T ). Les valeurs obtenues sont corrigées par celles d'un blanc enzyme et d'un blanc 
7 

substrat. Les résultats sont exprimes en uni tés correspondant au nombre de nanomo les 

d'acide N-ace ty l  neuraminique libérées en une minute à 37OC. 

B - Détermination de l 'act iv i té  des neuraminidases purifiees : 

Nous avons estimé qu' i  l é ta i t  preférable de dé terminer l 'act iv i té  

des neuraminidases purifiées sur un substrat dont la teneur en acide sialique est moins 

sujette à des variations e t  c'est pourquoi nous avons choisi I'orosomuco5'de. 

a) Préparation du substrat : 

Le sérum humain est d'abord fractionne selon la méthode 1 
de SCHULTZE et  al .  (Tg). 

O n  prépare une solution de Rivanol (Lactate de 2-6 thoxy 1 
6,9-diamino acridine) ?i 2,s g pour 100 ml  de tampon ~hosphate  0,05 MI de PH = 8,O. 

O n  amène le sérum h u m  i n  di lué au demi par une solution de N a C I  à 8 p. 1000 à l 

la concentration f inale de 0,84 p.  100 en Rivanol. Le melange est f i l t ré  e t  le 

Rivanol en excès dans le f i l t ra t  est éliminé par addit ion de N a C l  à la concentration 

f ina le de 5 p. '  100. Le f i l t r a t  est alois fractionné au sulfate d'ammonium. La fraction 

préc ip i  tée entre 45 et 100 p.  100 de saturation à pH = 3,8 est r iche en orosomucoîde 

e t  en P-g lycoprotéines que nous séparons par chromatographie d'échange d'ions sur 

colonne de C M -cellulose selon le  protocole dgcr i t  par BEZKOROVAINY et  WINZLEF 

(Tg) : 300 mg de la fraction obtenue précédemment sont déposés sur une colonne de 

CM-cel lu lose (3 x 20 cm) équil ibrée en tampon acétate de N a  0,025 M I  N a C I  

0,029 M ajusté à pH = 4, l  . L'orosomucoi'de non retenu est é lu6 par le tampon de 

lavage ; les P-glycoprotéines fixées sur la colonne sont éluées par le tampon phosphate I 
de N a  0,05 M ajusté à pH = 7,3. 1 

La pr6paration d 'a  -glycoprotéine acide obtenue contient 1 
11 p. 100 d'acide sialique. La quantité de substrat uti l isé pour un dosage est de 2,Smg 



b) Protocole opératoire : 

Le mdlange d'incubation est le suivant : 

-solution de substrat à 25 mg/m l 0,l m l  

-tampon phosphate-ci trate 0,1 M de p H  = 6,5 

(dans le cas de la neuraminidase de Diplococcus 

pneumoniaa) - 

ou tampon acétate 0 , l  M de pH = 5,O 0,2 l 

(dans le cas de la neuraminidase de Clostridium --- 
perfringens) 

-solution d'enzyme purif iée. 0,1 m l  

L'hydrolyse est effectuée pendant 15 minutes à 37OC. 

L'expression des résultats se fa i t  comme précédemment. 

B- Dosage - des glycosidases b l 'a ide d'hétérosides de synthèse : ---- ---- 

Ce dosage est effectué selon la méthode de F INDLAY et a l .  -- 
(T ). Le pr incipe en est simple : 1 O 

- l'hydrolyse enzymatique d'un paranitrophényl-oside 

libère du paranitrophénol incolore, qui en mi l ieu basique, se ta utomérise en forme 

quinonique colorée (Figure n03). Le maximum d 'abs~rpt ion est situé à 400 nm. La 

densité optique à cette longueur d'onde permet donc d'apprécier la quantité de 

paranitrophénoi l ibérée e t  d'en déduire l 'act iv i té  enzymatique recherch6e. 

Les substrats suivants ont été utilisés : 

- parani trophényl a-D galactopyranoside. 

- parani trophenyl P-D N acétyl  g lucosaminide 

Les conditions o$bratoires sont les suivantes : 

- solution de substrat à 1 mg/ml : 0,2 m l  
1 - solution d'enzyme : 0,1 m l  
1 

l ~ 
- tampon phosphate-citrate 0,l M pH =6,5 

=O,lrnl 
ou acetate de N a  O, 1 M, pH =5,0 

Après hydrolyse d'une heure à 37OC, on a joute 0 . 4  m l  

d'une solution de carbonate de sodium 0,25 M af in  d'arrêter la réaction enzymatique 

e t  de colorer le paranitroph6nol libéré. La lecture se fa i t  contre un blanc 





substrat e t  les valeurs obtenues sont corrigées par un blanc enzyme. 

1,2 
C - Dosage de l ' a  -> L -fucosidase : 

, -- --- 

Pour doser le fucose libéré par hydrolyse enzymatique, d'un 

substrat naturel en pr4sence de fucose combiné et d'autres sucres, nous disposons 

de 2 méthodes : 

1 O) Dosage du fucose l ibre : 

a) sous forme de fuculose : -- 

Le fucose l ibre est transform6 en fuculose 

(Figure n04) sous l 'act ion d'une isomèrase extraite d'une souche mutante dlEscherichi ---- 

co l i  Ba - 15 selon la methode de GREEN et  COHEN (Tl l). 
-4 

La réaction d'isomérisation du fucose en fuculose 

est favorisée par la presence de borate de N a  dans le  mi l ieu. E l le  est effectuée dans 

les conditions suivantes : l 

- O,$ m l  de solution b doser (1 b 50pg de fucose) 

- 0,l m l  de tampon borate de N a  0,2 M ajusté 
b p H = 8 , 0  

- 0,l m l  de solution enzymatique. 

L'incubation est effectuée pendant 30 minutes l 

à 37'. La r6action est arrêtée par passage au bain-marie boui l lant pendant 1 minute 

Le fuculose est alors dose par la methode de dosage des cetohexoses à la  cystéine- 1 
catbazole de DISCHE et  BOREN FREUND (T12). 1 

Les réactifs util ises sont les suivants : 1 
- solution de chlorhydrate de cystéine à 1,5 p. 1 O( 

prépa r6e extemporanement . 
- solution d'acide sulfurique dans l 'eau 
f450 cc/150 cc). 

- solution de carbazol b 1,2 p.  1 O00 dans 
l 'a lcool  conservée à + 4OC. 

O n  ajoute b 1 m l  de la  solution à doser (1 b 50 

pg de fuculose) 0.2 m l  de l a  solution de chlorhydrate de cystéine e t  6 m l  de la solu- 

tion d'acide sulfurique. Aprks Ùne v ive agitation, on ojoute très rapidement 0,2 ml  

de la solution de carbazol . Après une nouvelle agitation, on abandonne le mélange 

- 
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pendant deux heures à la température ambiante. Les mesures d'absorbance sont 

effectuées à 545 nm et les valeurs obtenues sont corrigées par cel les d'un 

blanc d'enzyme. 

'Malheureusement, les hexoses (essentie llement le galactose et le 

fucose) liés au substrat peuvent être hydrolysés par I 'addi t ion de la solution 

sulfurique. I l s  interfèrent alors dans le dosage des cetohexoses et en font une 

méthode peu f iable.  

b) Par la méthode au semicarbazide de BHATTACHAWYA ---- -- - 
et a l .  (TI3) : --- 

Ce dosage est effectue en ce l lu le  de C O N W A Y  

modifiée (Figure n05). Le principe en est simple : I'aceialdehyde obtenu par 

oxydation periodique du fucose l ibre est un produit vo la t i l  capté par le semi- 

carbazide a lors transforme en ace ta ldehyde semicarbazone (Figure n O6) dont 

I'absorbance est maximale à 224 nm. 

Les réactifs utilisés sont les suivants : 

1 - solution de NPX-terg i to l  à 0,25 p .  100 

2 - solution de semicarbazide 0,0067 M daris 

un tampon phosphate de sodium (0,06 M NaH2P04, 0,14 Ml Na2HP0 ) 
4 

ajusté à pH 7,O. 

3 - solution d'acide périodique préparée extempo 

ranement de la façon suivante :,acide periodique 0,5 M 10 m l  

.glycocolle 0,6 M 10 m l  

- .NaOH 0 , 7 5 N  I O m l  

ajustée à pH = 7,5 par la soude 0,75 N 

.H20 9.s.p. 100 m l  

O n  dépose dans la chambre externe e t  dans la 

chambre de réaction une goutte de solution NPX tergitol, qu i  est un agent 

mouil lant. O n  aioute dans la chambre externe 1,5 m l  d'eau également répartis 1 
de façon à couvrir toute la surface de la chambre. O n  d6pose alors 0,4 ml 

de la solution b doser (environ 0,2 moles de fucose libre) dans la chambre de Y 
&action et  2,5 m l  de la solution de semicarbazide dans la chambre. Puis rapi- 

dement on ajoute 2 m l  de la solution periodique dans la chambre de réaction. 

La ce l lu le  de C O N W A Y  est alors immédiatement fermée hermétiquement à 
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l 'aide d'un couvercle en plastique de façon à ce que la  ce l lu le  reste imper- 

méable à l 'a i r .  O n  agite doucement la cel lu le d'un mouvement hor izontal  e t  

c i rculaire pour fac i l i ter  le mélange des réactifs de la chambre de réaction et 

on abandonne la ce1 Iule, à la température ambiante pendant 2 heures. 

O n  prélève alors une part ie al iquote de la 

chambre centrale et la lecture de l'absorption spectrophotomé trique est effectué€ 

à 224 nm. 

Les résultats sont exprimes par rapport à une 

solution t é m i n  de fucose traitée dans les mêmes conditions. 

La formaldehyde, obtenue par oxydation perio- 

dique des autres sucres n'interfère pas dans ce dosage puisqu'elle est captée 

préférentiellement par le glycocolle. Le glycocol le capte I'acetaldehyde et le 

formaldehyde dans un rapport de 1 : 5 .  

II semble donc qu'on a i t  là une méthode assez 

spécifique du dosage des methylpentoses en présence des sucres combinés. 

Nous u t i  liserons cette seconde méthode pour 

déterminer l 'act iv i té  spécifique de la fucosidase se trouvant dans les préparation! 

de neuraminidase. 

2") Choix du substrat d'hydrolyse - : 

1 I 2  L'act iv i té  de l ' a - j L - f u c o s i d a s e  est estimée en utilisant 

comme substrat d'hydrolyse des glycopeptides de l iquide de kyste ovarien à 
+. 

act iv i té  de groupe sanguin H obtenus par protéolyse enzymatique de la manière 

suivan te : I 
le l iquide de kyste ovarien est précipi té par addit ion de l 

4 volumes d'alcool. Le mélange est abandonné pendant 24 heures à + 4OC. 1 
e t  le prbcipi té alcoolique est recuei l l i  par une centri fugation à 1 700 g/minutes 

pendant 20 minutes puis dissous dans un volume minimum d'eau dist i l lée e t  

lyophilisé. Le l iquide de kyste ovarien lyophi lis6 est ensuite dissous dans un ( 
tampon phosphate 0,01 M de pH = 6,5 pour obtenir une solution à 1 p. 100 ! 
(poids/volume). O n  ajoute du B.A. L. (ou 2-3 dimercaptopropanol) à raison de 

0,01 m l  pour 5 m l  de solution et de la mercuripapai'ne à raison de O, 1 m l  pour 



100 m l  de solution tamponnée de l iquide de kyste. L'hydrolyse est effectuée pen- 

dant 24 heures à 37OC. O n  ajoute alors une solution d'acétate de Ca M pour 

amener la concentration du mi l ieu à 0,01 M en acétate de Ca. L'hydrolysat est 

aiusté à pH = 7,3 à l 'aide d'une solution de Tris (2-amino-2-(hydroxyméthy1)- 

1,3 -propanediol) saturée. O n  aioute ensui te de la pronase à raison de 1 mg 

pour 4 m 1. L'hydrolyse est poursuivie pendant 48 heures à 37OC. Les produits 

insolubles sont éliminés par centrifugation à 1 300 g/minute pendant 30 minutes 

et les glycopeptides sont précipités par addit ion de 3 w lumes d'alcool .  Le 

mélange est abandonné pendant 16 heures à + 4OC et  le précipité est recuei Ili 

par une centrifugation à 1 700 g/minute pendant 20 minutes, dissous dans un 

volume minimum d'eau dist i l lée et lyophilisé. 

Ces glycopeptides contiennent entre 20  et 25 

p. 100 de fucose, déterminé par la méthode de DISCHE (Tl 5). 

3') Protocole pour la détermination de l 'ac t i v i té  d'a-L-fucosidase : -- ---- 

La réaction enzymatique a l ieu  à 37OC pendant 1 ou 2 h e u r ~  

Le mélange d'incubation est le suivant : 

- solution de substrat à 5 mg/ml 0,3 m l  

- solution d'enzyme 0,3 m l  

- tampon sulfate d'ammonium 
0,26 M pH = 6,O 0,l m l  

- tampon chlorure de calcium 
0,26 M pH = 6,O 0,1 m l  

. Le fucose- libéré est dosé préférentiellement par la méthode 

au semi-carbazide de BATTACHARYYA et  a l .  (T ) e t  les valeurs obtenues sont 
16 

corrigées par cel les d'un blanc enzyme e t  d'un blanc substrat. 

V METHODES D'ETUDE ELECTROPHORETIQUE. - 
l 

A - Electrophorèse en agarose : 

L'électrophorèse est pratiquée selon la microméthode sur 

lame décrite par SCHEIDEGGER (T ).  Le support ut i l isé est un gel  semi-solide 
17 

d'agarose b 0,9 p.  100 en tampon véronal sodé de pH = 8,2 et de force ionique 



0 , l .  Les cuves d'électrophorèse sont des cuves à évaporation l imitée permettant 

l 'étude simultanée de 8 échan t i  I Ions. I 

1 O )  Préparation des lames : 
-.--- 

a) Tampon véronal de p H =  8,2 ------------ 

vérona I sodé 79,3 g 

HCI  N 115 m l  

eau dist i l lée q.s.p. 5 000mI 

b) G e l  d'agarose ------- (l'Industrie B i o l o g i z  Frangaire ~ --- 
S.A.) à 0,9 p. 100 : - ~ 

1,8 g d'agarose sont dissous dans 200 m l l 

de tampon véronal sodé de pH = 8,2. La solution est portée au bain-marie à l 

1 
1 OO°C pendant 20 minutes. 1 

l 
l 

c) 3 m l  d'agarose sont déposés sur une lame de 

verre de 75 x 25 mm. Après sol id i f icat ion du gel, une fente de 0,5 mm de lar- 

geur sur 20 mm de longueur est pratiquée à 23 mm de l 'extrémité cathodique de 
1 

la lame. 

2') Migrat ion é lectrophorétique -- : 

La migration é lectrophorétique s'effectue pendant 
I 

une heure sous une tension de 20 volts aux extrémités de la lame. 1 

1 
3') R6vé lation : 

Nous avons adopté pour la révélation de nos 

diagrammes 6 lectrophor6tiques 3 méthodes de coloration (Tl  8): 

L 'h idoschwarz  en solution alcool ique pour 

les protéines 

La révélation par l 'acide periodique-rbactif  de 

Schif f  pour les glycoprotéines. 

La coloration par l e  bleu d e ~ o l u i d i n e  pour les 

groupements acides. 



B - Electrophorèse préparative en f i lm l iquide à haut voltage : -_---------~_------------- 
El le est réalisée selon la technique de H A N N  IG (Tl9) dans les 

conditions décri tes par MOSCHETTO (TZ0). 

1 O )  - Principe : 

Cette méthode est fondée sur le fractionnement des 

protéines suivant leur point  isoé lectrique. 

Entre deux plaques de verre formant une chambre rec- 

tangulaire on réalise un f lux constant de tampon. Un champ électr ique est 

é tabl i  perpendiculairement au sens d'écoulement. Le mélange à étudier est 

injecté au niveau de 'l'un des côtés de la chambre et est entraîné par le f lux 

l iquidien. La séparation des protéines est la résultante de l ' inf luence combinée 

du champ électr ique et de la vitesse d'écoulement du tumpon. 

Les protéines ainsi séparées se ré'partissent sur toute la 

largeur du front de déplacement l iquidien et à la sortie de la chambre, sont 

recueil l ies en 48 fractions. 

2') Technique - : 
O n  uti l ise un appareil ELPHOR-VAP (Figure n07). Le 

f i lm l iquide a 0,5 mm d'épaisseur et est constitué par une solution tampon 

située entre deux plaques de verre de 50 x 50 cm. La plaque supérieure est 

percée d'un certain nombre d'orif ices pour l ' in ject ion du tampon et  de la subs- 

tance. L'ensemble est situé da-ns une chambre oû circule de l 'a i r  f ro id  de -fa- 

çon à maintenir constante la température du f i  lm (5OC). A la  sortie de la 

chambre, le f i lm est compartimenté en 48 fractions qui s'accumulent dans des 

godets situés en aval. A intervalles de temps réguliers, le l iquide accumulé 

dans chaque godet est pomp6 e t  rassemblé dans 48 tubes s i  tués dans le  col lecteur 

La Figure n07 montre que les électrodes sont séparées de la chambre par des 

membranes semi-perméables. Les compartiments b 6 lectrodes sont alimentés par 

un tampon qui est constamment renouvellé grâce b une pompe. Le tampon du 

f i lm l iquide dans la chambre est ainsi injecté à l 'aide d'une pompe à débit  
1 

constant réglable. L'intensité du courant peut être réglée de O à 200 mA et  

la tension de O à 2 500 volts. Les conditions expérimentales utilisées pour le 

fractionnement de la mucine de Col local ia  sont les suivantes : 



FIGURE N O 7  

Electrophorèse préparative en f i lm l iquide : 

A : in ject ion du tampon dans la chambre d'électrophorèse. 
B : in ject ion de la substance. 
C : collecteur de fractions. 
D : chambre d'électrophorèse. 
E : chambre d'électrodes. 
F : refroidissement. 



- tampon de la chambre pH 8,6 --------- 
Acide ci t r ique O, 008 M 

Tris 0,08 M 

- tampon des électrodes pH 8,6 - ---- 
Acide c i  trique O, 0256 M 

Tris 0,24 M. 

La concentration de I'échan t i  l Ion est de l 'ordre 

de 10 mg/ml. 60 mg d'échanti l lon sont injectés dans la chambre à un débit 

de 2 m l/heure ; le  point  d'injection- de la solution est placé au niveau du 38èrne 

tube. 

La numérotation se fa i t  à part i r  de I'anode. 

La vitesse d' in ject ion dans la chambre est de 

88 m l par heure, avec une tension de 1 900 volts, une intensité de 160 rnA. 

C - lsoé lectrofocalisation : 

1 O) Principe : -- 

L'isoé lectr ofoca lisation permet de séparer les protéines 

en fonction de leur point  isoé lectrique (SVENSSO N et VESTERBER G) (TÎ1). 

Nous l'avons appliquée à 1 '  ana lyse des neurarninidases. 

Le principe de cette méthode est i l lustré par la  Figure n08. 

O n  établ i t  une différence de potent iel  dans un système d'électrolytes, dans 

lequel le pH augmente de l'anode b la cathode. 

Quand un mélange de protéines est ajouté au gradient 

de pH, les protéines vont acquérir des charges différentes en fonction de leur 

po in t  isoélectrique ; chaque protéine migre vers la  zone de pH correspondant 

à son point  isoélectrique. La stabilisation de la colonne au cours de I'expérience 

est obtenue par un gradient de glycérol. 

a) Gradient de pH - : 

II est réalisé sous 1.influénce d'un champ é lec-  

tr ique à l 'aide d'un mélange d'aminoacides dicarboxyliques de bas poids molé- 

culaire commercialisés socs le nom d1Ampholine (L. K .  B.). 

A u  début de 1'6lectrophorèse, le pH est constant 

puis au cours de I'expérience un gradient de pH se crde ; chaque aminoacide 
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é tab l i t  un pH  correspondant au po in t  isoélectr ique où i l  est f 3calisé. 

b) So l u t i  ons d'é Iectroues : 

Pour protéger les solutions dlAmpholine de  l 'oxydat ion ana- 

dique et  de la réduct ion cathodique, les électrodes sont entourées d'une 

solut ion spéciale, I 'anode par une solut ion ac ide d i luée e t  la cathode par 

une solut ion a lca l ine  d i  luée. 

Durant, l 'électrolyse, I 'ac ide et  l a  base sont 

att i rés vers leur é lectrode respective. A l'anode, I 'ac ide donne à la solu- 

t ion dlAmpholine une charge posi t ive e t  e l l e  est repoussée de l 'anode. A 

la  cathode, la base rend la so lu t i i n  dlAmpholine négat ive et l 'écar te  de 

la cathode. 

c) Grad ient  de densité : --- 

II permet de stabil iser les zones e t  d 'évi ter  

les convections thermiques. 

Le gradient est obtenu en remplissant la co lon-  

ne de fract ions de densité décroissante. II est préparé en mélangeant une 

solut ion légère comprenant Ampho line, eau dist i  l lée e t  une solut ion lourde 

contenant Amphol ine e t  du g lycéro l  à 50 p .  100. Leur mélange en propor- 

tions variables permettra de préparer le  gradient de densité. 

2') M o d e  opératoire : 

a) Maté r i e l  : - 
Nous uti l isons la  colonne L.K.B. 8 101 (1 10 

m 1) (Figure n09) e t  les apparéi l s  à gradient  correspondants L. KB .  181 

(Figure nO1 0). 

La thermostatisa t ion est obtenue pa r  un apparei l 

Colora réglé à + 4OC. La colonne est formée de 4 part ies str ictement con- 

centriques ; de l 'extér ieur vers l ' in tér ieur on trouve : 

- 1 - un refrigérant, 

- - 2 - un espace annulai re dans lequel 

s 'effectue I'isoé lectrofoca l isat ion 

- 3 - un r6fr igérant .  

- 4 - un espace cy l indr ique interne 

qui cont ient  l 'é lec t rode centrale '; dans nos exp6riences, ce l l e - c i  a servi de 

cathode. 
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Grad ien t  de densite de I ' isoé lectrofocal isat ion'  



b) Solutions d'électrodes : ----- 

L'espace annu laire contenant les Ampho lytes et I'espace 

cyl indrique central con tenant le l iquide de cathode communiquent par 

I 'extrémité inférieure de la colonne. L'anode est situ6e à I 'extrémité su- 

périeure de I'espace annulaire ; el le  est formée d'une boucle à plat ine. 

- solution de l'anode : i 

I 

- solution de la cathode : 

- Ethylène diamine 0,2 m l  

- Glycérol  à 50 O/o 20 m l  

c )  Gradient -- de pH et de densité (Figure nO1 0) - : 

- solution lourde : 

solution dlAmpholine pH 3-10 2 m l  

solution de glycérol  à 50 O/o 58 m l  

- solut ion Iégère : 

solution d'Ampholine pH 3-1 0 1 m l  

H 2 0  dist i l lée 59 m l  

La solution d'enzyme est mé langée dans toute la solution 

légère. 

d) Mise en route de l 'expérience : -- 

O n  introduit  d'abord par un catheter le li,qui'de 

de cathode dans le réservoir central (Figure n09) ; puis on remplit  les chambres 

du gradient (LKB 8121) avec des solutions lourde e t  Iégkre et  on introduit  

le mé lange dans la CO lonne. 

O n  termine ensuite par le liquide d'anode. Les 

électrodes sont alors branchées. O n  établ i t  une difference de potent iel  de 

500 volts pendant 20 heures puis de 700 volts pendant 12 h e u  es. 

Le contenu de la colonne est alors vidé en i n -  

jectant de l'eau dist i l lée par le haut b l 'aide d'une pompe , On recuei l le  



des fractions de 2 m l  dont  on détermine l e  pH. 

e) Local isat ion de la neuraminidase : - ------- 

Avan t  de déterminer I ' a c t i v i  té de neuraminidase, 

i l  faut é l iminer  le g lycéro l  qui  inter fère dans le dosage de l 'ac ide s ia l ique 

selon la méthode d t A M I N O F F  (T ) .  Nous avons suivi  la  technique décr i te  par 
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NEURATH e t  a l .  (T23). -- 
A chaque f ract ion recuei l l ie ,  on a joute  O, 1 m l  

d'une solut ion d'immunoglobulines hlmaines (préparées par  re  largage au 

(N ~ 2 ~ ~ 0 ~  à 0,33 p .  100 de saturation). à 2 p .  100 dans un tampon phosph  te 

0, l  M aiusté à pH = 7,O e t  3 m l  d'une solution saturée de sulfate d'ammonium. 

O n  laisse les fract ions pendant une nu i t  à + 4OC. Le préc ip i té  contenant les 

immunoglobulines humaines et  l 'enzyme est séparé par centr i fugat ion dissous 

dans 1 m l  d 'un tampon Tris-HCI 0,01 M ajusté à p H  = 7,O. Chaque f rac t ion est 

à nouveau préc ip i tée par add i t ion de 1 m l  d'une solution saturée de sulfate 

d'ammonium. Après une nouvel  le  centrifugation, le  préc ip i  té est dissous dans 

1 m l  du tampon précédent. La détermination de l ' ac t i v i té  de la neuraminidase 

est a lors effectuge dans les condit ions hab i tue l  les. 

IV  METHODES D'ETUDE IMMUN0 LO G l Q U E .  - - 

A - lmmunsérum : 

1') Préparation :, - 

U n  lapin a été immunisé selon le protocole décr i t  par 

HAVEZ, BONTE e t  MOSCHETTO (T24). 

O n  prépare une solut ian de zymosan avec 70 mg de zymo- 

san dans 20 m l  d'une solut ion de N a C l  à 9 p .  1000. La sospension obtenue 

est portée à ébu l l i t i on  dans un bain-marie à 100° pendant 10 mn. La solut ion 

après centr i fugat ion est conservée b + 4OC. 

Le lapin reço i t  3 in ject ions intraveineuses de 3 m l  de 

la solut ion de zymosan pendant 3 jours consécutifs. 10 jours plus tard, I ' immu- 

nisat ion commence par  in jec t ion  intramusculaire de 10 mg d'ant igène (prépara- 



t ion brute des exoenzymes de Diplococcus pneumoniae) aux 13e e t  1 4  e jour, 

de 2 0  mg d'antigène aux 15e et  16e jours, de 50  mg d'antigène au 20e jour. 

I Le dernier jour l 'ant igène est addit ionné de 1 m l  d 'adjuvant de Freund. 40 jours 

après la première in jec t ion  de zymosan, le  lapin est sacri f ié après vé r i f i ca t ion  

de la qua l i té  de I'immunsérum. 

2') - Spéc i f i c i té  des anticorps -- : 

A f i n  de vér i f ie r  la  spéci f ic i té des anticorps obtenus nous 

I wons procédé à l 'expér ience suivant-e : 

40 unités de neuraminidase de Diplococcus pneumoniae 

sont mises en contact  avec O, 4 m l  de I'immunsérurn. Le mélange est abandonné 

1 pendant 12 heures à + 4OC. Après centr i fugation, le  complexe ant igène-ant i -  

I - 
corps est é l iminé ; nous recherchons l ' a c t i v i t é  de neuraminidase que nous 

comparons à I ' a c t i v i  té d'une solution témoi n de neuraminidase. 

Une expérience simi la i re est effectuée avec la  neurami- 

nidase de C -- lostridium perfringens. -- 

B - Immunoélectrophorèse bidimensionnel le : 

1 O) Pr incipe : -- 

~ Le pr inc ipe de cet te méthode (Figure nO1 1) incorporant  

les anticorps dans l e  support gé l i f i é  u t i  lisé pour le  fract ionnement é lectropho- 

rét ique des pn té i nes  fu t  in t rodu i t  par R E S s L E R  (T ). 
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Les protéines sont soumises à un premier fract ionnement 

é lectrophoré tique dans I'agarose puis à une 2ème séparation é lectrophoré t ique 

effectuée dans un sens perpendicual i re à l a  première e t  cet te  fois dans de 

I'agarose con tenant I'immunsérum, les p réc ip i  tés antigène -anticorps se mani-  

festent sous la  forme de courbes ou  de pics. 

2') Techniques : 

première dimension : 

15 m l d'agarose à 1 p. 100 dans le tampon véronal  sodé 

de p H  = 8,6 de force ion ique 0,02 sont coulés sur une plaque de ver re  de 

100 x 9 0  x 15 mm. Après sol id i f icat ion,  on  réal ise 4 godets de dépots selon 

la technique employée pour l 'é lectroimmunodiffusion . La plaque est p lacée 

dans une cuve b électrophorèse refro id ie.  Les dépôts sont effectués e t  une 





* ,  tension de 100 volts est appl iquée aux extrbmités de la lame pendant une heure. 

La séparation est obtenue en une heure sous 100 volts 

Transfert de la  bande d'agarose : 

Après la migrat ion é lectrophoré tique, la plaque 

est divisée en bandes de 2 cm de large sur 10 cm de long. Chaque bande est 

transferrée sur le côté cathodique d'une plaque de verre de 100 x 1,5 mm. 

'Deuxième dimension : 

1 11,5'm I du mé lange agarose-immunsérum con- 

i tenant 300$i1 d'immunsérum sont cou lés sur la surface restante de l a  plaque. 

l Après gé l i f i ca t ion,  la  plaque est p lacée pendant une nu i t  dans l a  cuve d 'é lec-  

trophorèse refro id ie à l 'eau courante sous une tension de 3 0  volts. 

Séchage e t  colorat ion : - 

Les courbes de préc ip i ta t ion sont colorées par le 1 
B leu Coomassie. 

- La solut ion de colorat ion est la suivante : 

Bleu Coomassie 5 9 

Ethanol 95 p. 100 450 m l  

A c i d e  Acét ique 100 m l  

Eau dist i  l lée 450 m l  

- la plaque est p lacée dans le  bain de colorat ion 

pendant 10  mn. , 

- la solut ion de décolorat ion est la suivante : 

Ethanol 95 p. 100 450 m l  

A c i d e  acét ique 100 m l  

E.au dist i  l lée 450 m l  

- la  plaque est p lacée  dans 2 bains successifs 

de  solut ion de décolorat ion jusqu 'à transparence du  fond. 

- e l l e  est ensuite séchée avec un papier  f i l t r e  

à l ' a i r  ambiant, 



C - lmmunofluorescence par méthode indirecte : ---------- 1 
L'immunsérum préparé est abandonné pendant 30  minutes 

à 56OC puis mis en contact sur lame avec la souche bactérienne pendant 30 mi- j 
nutes à l 'abri de I 'air.  

O n  lave alors par le sérum physiologique ajusté à pH = 7,6 
I 

par un tampon phosphate et on sèche avec un papier f i l t re .  1 
O n  ajoute ensui te le sérum antiimmunoglubu lines de lapin l 

marqué par I'isothiocyanate et  on laisse en contact 30  minutes à l 'abr i  de I 'a i r .  ~ 
Après un nouveau lavage, on observe la lame au micros- 

cope avec un f i  ltre d 'exci tat ion BG 12 (2,5 mm ZEISS) et  un f i l t re  de protection ~ 
1 

ZEISS 50. 1 
l 

Une lame témoin sans sérum fluorescent et une lame témoin 1 
1 

' sans I'immunsérum à étudier sont préparées et  observées dans /es mêmes conditi0ns.i 

l 

V DETERMINATION DE LA COMPOSlT lON CHlMlQUE DES GLYCOPROTEINE1 

A - Composition en acides aminés : 

Nous utilisons la méthode de SPACKMAN et a l .  (T26) 

adaptée à I 'autoana lyseur Technicon. 

Les préparations sont soumises à une hydrolyse en tube 

scellé sous vide par H C I  5,6 M pendant 2 4  heures à 11  O°C. Les acides aminés 

sont alors séparés sur une colonne de 120 x 6 /35  mm de Chromobeads A .  L'élu- 

t ion est réalisée selon les conditions décrites par DEGAND et  al. (T ) à l 'aide 
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d'un Varigrad compdrtant 9 compartiments. 3 tampons ci t rate trisodique 0,05 M 

de p H  respectifs, 3,17, 3 / 8 0  et 5, O sont admis dans les compartimen ts du va- 

r igrad : le premier tampon pH = 3 / 1 7  occupe les 4 premières chambres ; dans 

la oinquième chambre un mé lange des tampons pH = 3,80 et 5 ,  O (dans le rapport 

14/1) est enr ichi  en N a C I  à la concentration f inale 0,66 M ; la chambre 6 

est occupée par un mélange des 3 tampons dans le rapport 6/9/60. Enfin, 

le tampon pH = 5,O (dans les 3 derniers compartiments) assure I 'é lut ion des acides 

aminés basiques. 

L'élution de la colonne est suivie par dosage à la ninkydrine 

sur autoanalyseur Technicon. 

B - Composition glucidique : 

El le  est déterminée par chromatographie en phase gazeuse 



se Ion la méthode décrite par R E I N  HO LD (T2g). 

El le est effectuée dans des tubes vissés à bouchon de Téflon 

en présence de 5 0 0 p l  de méthanol HCI  0;5 N à 65OC pendant 16 heures. Puis 

on sèche sous courant d'azote dans un bain-marie à 37OC. 

Les produits sont N-acétylés par addit ion de 1 0 0 p l  d'anhy- 

dride acétique et de 100 1 de pyridine laissés 3 minutes à la température du $" 
laboratoire. O n  sèche sous courant d'azote dans un bain-marie à 37OC. 

La de-O-acétylation est alors effectuée par une nouvelle 

étape de méthanolyse en une heure à 65OC. Le méthanol-HCI est alors évaporé 

sous courant d'azote. 

3') S i  ly lat ion : 

La s i  ly lat ion est réalisée par addition de 100p1  de sylon 

(Sylon HTP-SUPELCO, INC. ) .  O n  laisse en contact pendant une heure à tem- 

pérature ambiante. Puis on sèche sous courant d'azote à température ambiante. 

O n  ajoute alors 1 0 0 p l  d'héptane et  on attend 30 minutes avant l ' in ject ion de 

1 à 2 p l  de phase heptanique. 

4') Séparation par chromatographie en phase gazeuse : --------- 

, La séparation des dérivés trimé thylsi lylés des mé thylg ly- 

casides est effectu6e sur colonne en acier inoxydable (1 80 x 0,3 cm) contenant 

des b i  lles de verre G. L. C.  1 10 (120-1 40 mesh) imprégnées de 0,05 p. 100 

d ' O V  17 (SUPELCO, I N C . ) .  Le programme de température s'étend de 80°C a 

220°C avec une augmentation de 8°C par minute. 

Les surfaces des pics et  les temps de rétention sont enmgis- 

trés automatiquement b l 'aide d'un intégrateur d ig i ta l  (Infrotonics, SHAMON,  

I r  lande. ) . 
Le témoin standard interne uti l isé est I ' inositol. 
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