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INTRODUCTION

Notre travail s'inscrit dans le cadre général des recherches effectuées

® 217 (Biologie physico-chimique et molé&culaire

au Laboratoire Associé au C.N.R.S. n
des glucides libres et conjugués) sur la structure des glycoprotéines. Au moment ci
nous 1'avons entrepris, il n'existait, en effet, que tré&s peu de glycosidases actives

sur des groupements glycanniques complexes, comme celui de la sérotransferrine humaine

(Fig. 1) qui représentait 3 1'8poque 1l'essentiel des activités du groupe des
"Structuralistes" de notre laboratoire. L'examen de la structure de ce glycanne montre
que le probléme &tait de taille puisque rien n'était connu des types d'anomérie des
liaisons glycosidiques dans les glycoconjugués et, il était, a priori, nécessaire de
posséder des préparations de toutes les enzymes capables de libérer chacun des mono-
saccharides conjugués, c'est a4 dire : les a et B-D~ neuraminidases, -galactosidases,
—N—acét§1~g1ucosaminidases, -mannosidases et,dans certains cas,a et B-L-fucosidases.
En outre, les glycosidases réalisant des dégradations récurrentes, leur emploi s'avé-

rait trés précieux dans 1'exploration de la structure primaire des glycannes.

Cet aspect de la question, 1i& 3 1'étude des structures glucidiques,
a fait 1'objet de la premiére série de nos travaux qui ont consisté 3 rechercher sys-
tématiquement des activités glycosidasiques intéressantes dans de nombreux milieux

biologiques, & fournir au laboratoire la panoplie compléte de ces enzymes, de définir

oligosaccharides. Les résultats que nous avons obtenus ont &té rapportés dans notre
D.E.A. et dans notre thé&se de 3e Cycle et ont fait l'objet des publications 1 & 10 de

|
i
‘ |
leur spécificité et 3 participer ainsi 3 la détermination de la structure de nombreux 1
i
la liste ci-dessous.

Dans le présent mémoire de th&se de Doctorat és Sciences, nous nous
sommes limité 3 résumer cette premiére phase de nos travaux qui se trouvent, en partie,
décrite dans le mémoire de thé&se de 3e Cycle. Au contraire, dans ce méme mémoire, nous
exposerons en détail les ré@sultats des travaux que nous avons effectués, dans une se-
conde phase de nos recherches, a propos d'upe enzyme particuliére : la N-acétyl-g-D-
hexosaminidase que nous avions isolée du Fenugrec (Trnigonefla foenum graecum L. Lé-
gumineuse) et qui s'était révélée comme un modéle intéressant de glycosidases du

point de vue de sa spécificité d'action, .de 1'exploration du site N-acétyl~hexosamini-

dasique et de son hétérogénéité isozymique.
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Figure 1

Structure primaire du glycanne de la sérotransferrine humaine

(G. SPIK, B. BAYARD, B. FOURNET, G. STRECKER, S. BOUQUELET et J. MONTREUIL) (08



étude ont fait 1l'objet des publications 11 & 12 de la liste ci-dessous.

PUBLICATIONS RELATIVES A NOS TRAVAUX
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GENERALITES

La digestion enzymatique des glycoconjugués est la meilleure technique
qui puisse &tre appliquée non seulement pour 1l'isolement et 1'étude de la liaison
glycanne-protide mais aussi pour 1'@tude de la structure de la copule polysaccharidi-
que : détermination de 1'anomérie des liaisons et de l'enchalnement des différents
monosaccharides entre eux par dégradation récurrente. Enfin, cette technique permet
de préparer des accepteurs exogénes relativement propres nécessaires 3 1'&tude de la

biosynthése des glycoprotéines.

Les enzymes utilisées pour ce travail sont des glycosidases et plus
particuliérement les "exo—glycosidases'. Elles sont capables d'hydrolyser les mono-

saccharides situés en position terminale non réductrice.

L'utilisation de ces glycosidases est généralement restreinte, et ceci
pour des raisons bien précises, il suffit d'établir un paralléle entre glycosidases

et protéases.

Les protéases poss&dent une spécificité large, sont commercialisées
depuis longtemps et leur colit est relativement faible. Les glycosidases, par contre,
ne sont pratiquement pas commercialisées, ne possé@dent pas de spécificité large et

sont d'un colit relativement &levé.

Pour situer un peu le probléme des glycosidases, il suffit de voir com-
ment a évolué la situation depuis 10 ans. A cette époque, il n'existait pas d'enzymes
commercialisées, les méthodes de purification n'étaient pas aussi sophistiquées que
maintenant ce qui se traduisait par des préparations trés largement contaminées par
d'autres activités glycosidasiques. On pouvait ainsi lire .dans une thése soutenue au

laboratoire en 1964 (1)

-~ "._.. Cette méthode de dégradation met en oeuvre des osidases spécifi-
ques. Elle a recu peu d'applications en raison des imperfections des méthodes d'hydro-

lyse dues, en particulier, au défaut de préparations d'enzymes purs ou purifiés ...".

En 1973, en conclusion du colloque international sur la méthodologie

de la structure et du métabolisme des glycoconjugués, R.W. JEANLOZ (60) disait :

- "_.. The sequential degradation of the carbohydrate chains of glyco-
sonjugates by glycosidases has been the subject of numerous studies in recent years,
but biochemists are still looking for enzymes with wide specificity, easy to purify,

as well as for good commercial sources ...'".




En 1975, SHARON (104)précisait :

... The best way to obtain purified glycosidases is still to

prepare them in the laboratory ...".

L'introduction de la chromatographie d'affinité depuis 1970 par
CUATRECASAS (31) a permis d'effectuer de grands progrés dans les méthodes de purifi-
cation. Il reste cependant de nombreux problémes i ré&soudre et nous ne passerons en

revue que deux de ces problémes :
1 = Le probléme de 1'hydrolyse enzymatique.

2 - L'existence de différentes formes moléculaires d'enzymes.

-

I ~ PROBLEMES POSES PAR L’HYDROLYSE ENZYMATIQUE

La structure du glycanne de la sérotransferrine humaine (Fig. 1,
page 2 ) laissait supposer que l'utilisation des glycosidases, dans ce cas bien pré-
cis, est aisée. Or, comme dans tous les cas ol les osidases sont utilisées, on ne
peut jamais préjuger des résultats que 1'on obtiendra, car, l'hydrolyse enzymatique
est tributaire de nombreux facteurs que nous passerons en revue ici. Le premier de

ces facteurs est évidemment la "pureté enzymatique" des préparations de glycosidases.

A - PURETE DES PREPARATIONS ENZYMATIQUES.

Ce n'est qu'a partir de 1970, avec 1l'avénement de la chromatographie
d'affinité (31) que des préparations enzymatiques tré&s pures ont &té obtenues. Les
facteurs de purifications sont de l'ordre de 10.000 i 20.000. Jusqu'ad cette date, on
n'employait que des solutions plus ou moins purifiées, nous ne citerons qu'un seul
exemple : WATANABE (132) en 1936 purifiait, 24 fois, une N-acétyl-p-D-glucosaminidase
de foie ; en 1970, en partant de la méme source enzymatique, cette enzyme est puri-
fiée 3.000 fois (101).L'utilisation de ces préparations enzymatiques, enrichies de
1'étude de la structure des polysaccharides, a entrainé des erreurs d'interprétation.
Ces erreurs étant dues 3 1'activité d'enzymes contaminantes. C'est ainsi que, jusqu'a
une date trés récente, on admettait Que tous les mannoéeé des glycannes des glycopro-
téines se trouvaient enchainés par des liaisons de type a-glycosidiques, on pensait
que le faible pourcentage d'hydrolyse obtenu dans certains cas par l'utilisation des
a-D-mannosidases &tait dl, soit 3 des spécificités de liaisons, soit & des facteurs
conformationnels (présence de fucose, en particulier). Il a fallu attendre les tra-
vaux de SUKENO et al. (117) pour que 1'on prenne en considération 1'existence d'une
liaison B-D~glycosidique du mannose. Ce type de liaison était postulé depuis 1969 par
WAGH et af. (130). Aprés ces travaux, des activités B-D-mannosidasiques contaminantes

ont &té caractérisées dans les préparations d'a-D-mannosidases utilisées.
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La caractédrisation de liaisons oa-D-galactosidasiques dans le pro-
thrombine bovine par NELSESTUEN et SUTTIE (87 ) améne 2 revérifier les puretés
enzymatiques des B-D-galactosidases. Le taux des liaisons a-D-galactosidasiques
étant généralement faible, une 1&gére contamination en a-D-galactosidase est suf-
fisante pour hydrolyser ces liaisons tout en laissant supposer qu'elles sont de

type B-glycosidique.

La caractérisation par BANNISTER et PHIZACKERLEY (11 ) dans les
extraits de la patelle (patella vulgata) d'une enzyme 1'a, B-N-ac&tylglucosamini-
dase, rend nécessaire de connaitre parfaitement le contenu de la solution enzymati-
que utilisée. Cet inventaire se faisant toujours par 1'intermédiaire d'hétérosides
de synthése, il est indispensable, & ce sujet, de se souvenir que toutes les enzymes
ne sont pas obligatoirement actives sur ces composés (fucosidases, en particulier).
Dans ce cas, des activités enzymatiques peuvent se révéler lors de 1'hydrolyse de

substrats naturels.

Quand on obtiendra, lors d'une hydrolyse enzymatique, des résultats
positifs, il faudra toujours suspecter la possibilité d'une contamination par d'au-

tres glycosidases, la solution "biologiquement pure" &tant encore du domaine de
y g b

1'utopie. Par contre, si aucun résultat n'est obtenu, il faudra envisager diverses
hypothéses : existence de forme furanique, mauvais rapport enzyme—substrat mais
surtout il faut envisager la spécificité des glycosidases. C'est une des propriétés
fondamentales qui les différencie des protéases.

B - SPECIFICITE DUE A L'ORIGINE DE L'ENZYME.

WEISSMANN et af. (133) montrent que la N-acétylglucosamine est libérée

du trisaccharide suivant :
GlcNAcB(]1 =+ 4) GlcUAR(1 » 3) GlcNAc

par la N-acétyl-f-D-glucosaminidase du foie de Boeuf, mais ils n'obtiennent pas de
libération en employant les enzymes isolées de Diplococcus pneumoniae, de 1'émulsine
d'amande ou d'Aspengillus Nigen.

MURAMATSU et EGAMI ( 85) signalent que la vitesse d'hydrolyse par la
B-D-galactosidase d'Escherichia Coli de quatre B-galactosyl-glucose suit 1'ordre sui=
vant 1 > 6 > 1 >4 > 1>3> 1> 2, 1'ordre est inversé avec la B-D-galactosidase

isolée de l'intestin du Veau : 1> 2> 1~>3> 1=>4> 16,
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L'o-D-galactosidase de Montiernella Vinacea (119) est incapable d'agir
sur des gangliosides bien qu'elle hydrolyse ce type de liaison dans le cas d'autres
composés. D'une fagon générale, ce sont les osidases du cerveau qui sont plus parti-

culidrement actives sur les gangliosides.

DRZENIEK (39 ) a montré que la neuraminidase de Vibiio choferae peut
hydrolyser les liaisons 2 + 3 et 2 » 6 sialyl, tandis que les neuraminidases de my-—

xovirus hydrolysent plus difficilement les liaisons 2 - 6.

DRZENIEK et GAUHE (40 ) ont montré que la neuraminidase du N.D.V.
coupe la liaison 2 + 8 d'un disialyllactose, alors que celle du F.P.V. ne 1'hydrolyse

que trés lentement.

C - SPECIFICITE LIEE AU TYPE DE LA LIAISON.

Toutes les liaisons ne sont pas hydrolysées & la méme vitesse par les
enzymes. Des enzymes 3 spécificité stricte ont &té caractérisées, il s'agit, par
exemple, des o-L-fucosidases de CLostridium pergringens ( 4 ) ou d'Aspergillus Niger
(9 ) qui ne réagissent qu'en présence de liaison a-1,2 fucosyle. La B-D-galactosi-
dase de la féve Jack (5 ) n'hydrolyse la liaison 8! + 3 du galactose que trés lente-
ment. Nous avons remarqué la méme chose avec la B-D-galactosidase des graines germées
de Fenugrec. Il s‘'agirait ici d'une spécificité d'origine plutdt que d'une spécificité

vis-&-vis du type de la liaison.

L'o-D-galactosidase de Moatierella Vinacea (119) hydrolyse les liai-
sons ol > 4 et 1 > 6 elle est sans action sur les liaisons al > 2 et al » 3.

VIKHA et af. (129) ont montré que la N-aqétyl—B—D—hexosaminidase de
1'épididyme de Porc possé&dait une affinité décroissante vis-3-vis des liaisons suivan-
tes 1 >6>1->3>12>A4,

La neuraminidase de Vibnio choferae hydrolyse la liaison a2 > 6 sialy-
le moins vite que la liaison a2 -+ 3 (DRZENIEK) ( 39).

D - SPECIFICITE LIEE AU SUBSTRAT.

On évoquera, d'une part, la taille et la nature du substrat et, d'autre

part, 1l'environnement de la molécule & hydrolyser.

La B~D-galactosidase du cerveau de Lapin (61) qui hydrolyse les
substrats synth&tiques est incapable d'agir sur les gangliosides. WIEDERSCHAIN et
ROSENFELD (137) ont montré qu'une o-L-fucosidase de rein de Porc &tait capable d'hy-

drolyser le fucose des fragments de substances de groupe sanguin A + H, cette enzyme
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ne posséde aucune action sur la substance 3 1'état natif.

L'a-D-mannosidase de Antherobacter GJM-1 mise en présence de la

.mannane de saccharomyces cerevisiae laisse un core contenant des liaisons al + 6,

bien que 1l'enzyme hydrolyse des oligosaccharides comportant ce type de liaisom.

En plus de la taille du substrat, l'environnement spatial est impor-—
tant pour 1'hydrolyse enzymatique. La nature du monosaccharide sur lequel est fixé
le monosaccharide 3 hydrolyser est important.

L'o-L-fucosidase d'Aspergillus Niger (9 ) hydrolyse le disaccharide

-1,2 , . -
Fuc i_ll. Gal mais est incapable d'hydrolyser le Fuc %_li%-Fuc.

La proximité d'un fucose fix& sur la N-acétylglucosamine, sur laquelle
est fixé un galactose, emp@che l'action de la galactosidase (56) : c'est le cas des

lacto-N-fucopentaose II et III.

Le 3-N-acétylneuraminyllactose (fig. 2a) est quantitativement hydro-—
lysé par les neuraminidases, le 3—N—acéty1neuraminy1-4—N-acéty1galactosaminyl1actose

(fig. 25) résiste a leur action.

ANAN %7253 g1 B714 g1 a
ANAN %7223 Ga1
8-1,4 b
GalNAc )
Figure 2

E - SPECIFICITE LIEE AUX DIFFERENTES FORMES.

Différentes formes d'une méme enzyme peuvent exister d 1'intérieur
d'un méme organisme vivant, voire méme 3 1'intérieur d'un méme organe. Dans le rein
de Porc (138) on a caractérisé deux a-L-fucosidases, l'une de ces formes libére 36
p. 100 du fucose du lacto-N-fucopentaose III, 1'aqtre forme est incapable d'hydroly-

ser ce pentasaccharide.

TARENTINO et MALEY (122) ont montré que les N-acétyl-hexosaminidases
de 1'oviducte de Poule possédaient des affinit&s différentes vis-3-vis d'un tri-N-
acétyl-chitotriose. Les différentes galactosidases ( 8 ) des cellules de la bordure
en brosse de 1'intestin possédent des actions différentes sur les substrats synth&ti-

ques et naturels.
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Comme nous venons de le voir, 1'hydrolyse enzymatique sera tributaire
de nombreux facteurs. Les résultats fragmentaires obtenus sur la spécificité des
glycosidases font que l'on ne pourra toujours juger qu'a posteriori du résultat des

exoglycosidases.

I1 - PROBLEMES POSES PAR L'EXISTENCE DE DIFFERENTES FORMES D'ENZYMES

A une seule activité enzymatique, il n'existe pas dans la nature, une

seule enzyme mais plusieurs entités qui poss@dent globalement cette méme activité.

Il s'agit donc de savoir et de définir s'il s'agit en fait de composés possédant exac-—

tement la méme activité ou des activités voisines ou différentes pour des composi-—

tions moléculaires identiques ou non.

Depuis qu'il a &té& &noncé par MARVERT et MOLLER (75), en 1959, le
concept d'isozyme s'est singulidrement développé. A l'origine, ce terme englobait
des protéides différents issus d'une méme origine et possédant des activités enzyma-

tiques identiques.

Ce terme est maintenant remplacé par celui d'isoenzyme (IUB), il dé-
finit les formes enzymatiques multiples en provenance d'une origine unique. Cette dé-
finition ne peut pas toujours étre appliquée aux différentes enzymes. En 1962,
WIELAND et PFLEIDERER (139) essayent de différencier isoenzymes et hétéroenzymes. Des
hétéroenzymes sont, par exemple, 1l'o-amylase de Baciflus subtfifis et celle du pan-—
créas de Porc. Ce sont des enzymes qui possédent la méme activité@ mais proviennent
d'origine différente. Cependant, on peut aussi caractériser, dans un méme tissu, des
formes enzymatiques qui poss&dent la méme activité primaire (elles peuvent agir tou-
tes, par exemple, sur la liaison B-contractée par la N-ac&tyl-p-D—glucosamine) mais
des affinités différentes vis—a-vis des substrats, analogues de substrat, inhibiteurs
ou cofacteurs. Il faudrait dans ce cas préférer au terme isoenzyme la dénomination

"homoisoenzyme".

Comme nous le constatons ici, il est trés difficile de préciser exacte-—

ment ce que sont les différentes formes moléculaires d'une méme activité@ emzymatique.

Pour notre compte personnel, nous considérerons les isoenzymes comme
des enzymes isodynames issues d'une méme origine mais possédant des modifications de
leur structure primaire (variation dans la s&quence d'acides aminés, dans 1'assembla-—

ge des différentes sous-unités constitutives) et les hétéroenzymes comme des enzymes

isodynames d'origine différente. Les enzymes présentant, d& la fois, une modification
de la structure primaire et des propriétés enzymatiques différentes (enzymes hétéro-
dynames) qu'elles soient issues d'un méme organisme ou d'espéce différente sont appe~

lées : enzymes différentes.
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La complexité de formes enzymatiqués est commune dans la nature.
Nous nous attacherons plus particuli@rement aux N-acétyl-g-D-glucosaminidases
(2 acétamido-2-déoxy-B-D-glucoside acétamido-désoxyglucohydrolase EC. 3.2.1.30).
Ces enzymes sont importantes car leur absence peuvent entrainer des maladies
(Tay-Sach's, Sandhoff). Bien que le nombre de rapports scientifiques traitant des
N-acétyl-B-D-hexosaminidases (EC. 3.2.1.52) soit élevé, il existe encore de nom~

breux problémes i résoudre et parmi ceux—ci ¢
~ Existe-t—-il des enzymes différentes ou des isoenzymes ?
‘— Peut~on passer d'une forme 3 une autre forme ?
~ Les spécificités sont-elles identiques ou différentes ?

Nous avons, dans les pages suivantes, rassemblé les connaissances
les plus récentes sur les N-acétyl-B-D-hexosaminidases (terme général qui englobe
les hexosaminidases capablent d'hydrolyser, & la fois, les N-acétyl-g~D-glucosami-

nides et N-acétyl—B—D—galactosaminides),

A - MISE EN EVIDENCE ET REPARTITION DES DIFFERENTES FORMES DE N-ACETYL-B-D-
HEXOSAMINIDASES.

La mise en évidence des différentes formes de N-acétyl-B-D-hexosamini-
dases (EC. 3.2.1.52) a 8té faite, pour la premiére fois, par CAYGILL et al. (27).
Ces auteurs ont caractérisé deux composés actifs dans la rate humaine : une forme A
poséédant, en 8lectrophordse, un comportement acide, une forme B ayant un comporte-—
ment basique. Ces travaux ont &té confirmés, par la suite, bar ROBINSON et STIRLING
(97 ). C'est devenu depuis 1968 une véritable inflation, voire quelques fois, une
véritable surenchére. STIRLING (113) caractérise une troisiéme forme, intermédiaire
aux formes A et B dans le serum de femme enceinte : c'est la forme P. PRICE et DANCE
(92) caractérisent dans le sérum normal, en plus des formes A et B, deux autres
formes I] et 12. Pour ces auteurs, la forme 12 serait identique a la forme P (1'exis-
tence de forme foetale est donc remise en question). HAYASE et KRITCHEVSKI (57) 4
caractérisent dans les extraits d'aorte humaine 3 formes A, B et P, qui se subdivi-
sent en respectivement 5, 4 et 4 entités qu'ils définissent comme étant les isoenzymes

des différentes formes.

Nous avons rassemblés, dans le tableau I , page 12, différentes
sources de N-acétyl-B-D-hexosaminidases présentant des formes différentes. Cette liste
n'est pas limitative, on peut cependant remarquer 1'absence de N-ac&tyl-f-D-hexosami~

nidases d'origine végétale et de microorganismes (Cependant DEY et PRIDHAM (35 ) ont
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Répartition des différentes formes de N-acétyl-B-D-hexosaminidases

Sources

Nombre de formes

Références

Oviducte de Poule

Cellules nerveuses du cortex
cérébral de Rat

Rein de Porc
Testicules de Bélier
Epididyme de Bélier
Epididyme de Taureau
Rate de Boeuf

Sérum humain

Normal _
Femme enceinte
Mucolipidose IIL

Urine humaine

Homme
- Femme

Fibroblastes humains

Normaux ‘
Mucolipidose II

Leucocytes humains
Placenta humain
Aorte humaine
Rate humaine

Rein humain

Foie humain

“Cerveau humain foetal et adulte

2 formes I et II

2 formes H et L

2 formes A et B

3 formes I, -II, III
4 formes IV, V, VI, VII

Plusieurs formes (17)

2

N W S

N W

W R DWW DN LN

formes

formes
formes
formes

formes
formes

formes
formes

formes
formes
formes
formes
formes
formes

formes

A et B

A, I
, P
I

i

A et B
A et B
A, "P", B
AetB
A et B
A et B
A, BetC

TARENTINO et MALEY (122)

SELLINGER, SANTIAGO, SANDS et FURINSLOAT (102)
WETMORE et VERPOORTE (136)

BULLOCK et WINCHESTER (24 )

HAYASE et al. (58)
VERPOORTE (126)

PRICE ET DANCE ( 92)
STIRLING (113)
LIE et al. (70)

GREBNER et TUCKER (53 )

LIE et al. (70)

FRIEDLAND et al. (48 )
SRIVASTAVA et al. (110)
HAYASE et KRITCHEVSKY ( 57)
ROBINSON et STIRLING ( 97)
DANCE et al. (32)
SANDHOFF et WASSLE (101).
BRAIDMAN et al. (21)

-7l -
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démontré 1'existence de deux formes de galactosidases dans les graines de Vicia
gaba.). Le nombre moyen de formes semble donc se situer a 2 : certainement les
deux formes majeures qui peuvent exister dans chaque tissu. Si le probléme des
N~acétyl-B-D-hexosaminidases ne se situait qu'au niveau de la diversité des for-
mes, 1l serait, en fait, mineur. La caractérisation de maladies liées plus ou
moins directement A 1'activité des N-acé&tyl-f-D-hexosaminidases et, en particu-

lier, aux différentes formes A et B a relancé 1l'intérét porté aux hexosaminidases.

Nous savons que le taux de N-acétyl-B-D-~hexosaminidase augmente dans le sérum de
feﬁme enceinte. STIRLING (113) pense que cette augmentation est due & l'apparition
de la forme P qui serait ainsi le reflet d'un certain métabolisme. HAYASE et
KRITCHEVSKY ( 57 ) pensent que la forme P n'est pas spécifique de la grossesse, ils
remarquent, dans des cas de cancer ou d'hyperlipidémie, que le taux de N—acétyl- |
hexosaminidase augmente par apparition de formes enzymatiques ayant un comportement

analogue 3 celui de la forme P.

L'intérét le plus grand porté aux N-acétyl-pf~D-hexosaminidases 1'est
dans le cadre de certaines maladies héréditaires telle que maladie de Tay-Sachs ou
maladie de Sandhoff. Ces maladies comme de nombreuses maladies enzymatiques lysoso-

males sont caractéris@es par une dét@rioration mentale et motrice progressive.

Dans les cerveaux de malades atteints de la maladie de Tay-Sachs
(variant B), le taux d'hexosaminidase est fortement diminué. Le taux de la forme B
reste inchangé par contre la forme A est complétement absente. Dans le cas de la
maladie de Sandhoff (variant 0), on constate l'absenge des deux formes A et B de N-
acétyl-pg-D-hexosaminidase. On peut noter, toutefois, qu'il n'y a pas d'accumulation
de glycosaminoglycanes renfermant des liaisons N-acétyl-B-D-hexosaminides. Dans les
deux cas de maladies cités ici, il n'y a qu'une accumulation de ganglioside GM2 et
de globoside. Il y aurait seulement une incapacité & couper les liaisons N-acétyl-
B-D-galactosaminidasiques des gangliosides due & 1l'absence 6u & 1l'inactivation ou &
la non activation de la N~acétyl-f-D-hexosaminidase A. Un cas de gangliosidose a &té
caractérisé, accumulation de ganglioside GM2, bien que le taux des N-acétyl-B-D-
hexosaminidases A et B soit &gal ou sup@rieur au taux normal. Les hexosaminidases

auraient perdu la faculté d'hydrolyser les substrats naturels.

B — PROPRIETES DES DIFFERENTES FORMES DE N-ACETYL-~B-D-HEXOSAMINIDASES

Les N-acétyl-f-~D-hexosaminidases forment un groupe relativement homo-
géne d'enzymes. La masse moléculaire moyenne est de l'ordre de 140.000. Il est admis
que ces enzymes sont formés de sous—unités (les masses moléculaires varient de 17.000

i 33.000). Les propriétés enzymatiques sont similaires et dans de nombreux cas, les
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résultats étant trop fragmentaires, on ne peut pas savoir s'il s'agit de formes
enzymatiques différentes ou de véritables isoenzymes. Le probléme majeur qui reste
posé est celui de 1'interconversion des formes A en B. Pour certains auteurs, il
est possible de passer de la forme A 3 la forme B par un simple chauffage a 50°C.
Ces résultats ont &té obtenus par TALLMAN ef af. (121) 100 p. 100 de conversion

avec seulement 10 p. 100 de perte d'activité.

SRIVASTAVA et al. (110) obtiennent un résultat similaire. En main-

tenant pendant 18 heures 3 37°C la forme A, il y a formation de 5 p. 100 de forme B.

Pour d'autres auteurs, la stabilité 3a la température des différentes
formes de N-acétyl-hexosaminidases est identique et il n'y a pas moyen de transfor-—

mer une des formes en une autre forme plus stable.

La nature glycoprotéinique des hexosaminidases, et l'existence d'aci-
de sialique plus précisément, a permis 3 certains auteurs d'imaginer la possibilité
d'interconversion des formes. On sait que les formes A et B différent par leur mi-
gration électrophorétique. WETMORE et VERPOORTE (136) démontrent que la forme A pos-—

séde deux fois plus d'acide sialique que la forme B.

ROBINSON et STIRLING (97) pensent.qu'il serait possible, aprés ac-
tion de la neuraminidase, de passer de la forme A 3 la forme B. SRIVASTAVA et al.

(110) démontrent qu'il est impossible de transformer A en B par cette méthode.

Depuié la mise en é&vidence par CARMODY et RATTAZI (25 ) que c'était
le merthiolate, présent dans les solutions de neuraminidase, qui était le facteur de
1'interconversion de la forme A en B, il faut étre prudent dans les conclusions que
1'on peut émettre. Depuis,LEE et YOSHIDA (66 ) ont démontré que les hexosaminidases

A et B du placenta humain ne possédaient pas d'acides sialiques ...

Comme nous pouvons le voir, les problémes posés par les N-acétyl—-Bg-D-
hexosaminidases sont loin d'@tre résolus. Il suffit seulement de passer en revue
quelques hypothéses émises pour 1'identification desdifférentes formes de N—acétyl-g-

D-hexosaminidases.

] - L'hexosaminidase A est la forme sialylée de 1'hexosaminidase B

(MURPHY et CRAIG (86 ), ROBINSON et STIRLING (97)).

2 - L'hexosaminidase A est identique & 1l'hexosaminidase B (TALLMAN

et al. (121)).

3 - L'hexosaminidase A est différente de 1l'hexosaminidase B (GILBERT

et al. ( 51)).
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4 - Les hexosaminidases A et B possédent des sous—unités identiques

(ROBINSON et CARROLL ( 98 ), SRIVASTAVA et af. (111), BEUTLER et af. (18)).

5 - Les hexosaminidases A et B sont des hexaméres (SRIVASTAVA et af.
(110)).

6 - Les hexosaminidases A et B sont des t&traméres (BEUTLER et al.
(18)).

Les résultats qui sont obtenus par hybridation interspécifique sont
toujours confus et il n'est pas possible de choisir définitivement 1'une des diffé-

rentes hypothéses.

C - CONCLUSIONS.

Comme nous pouvons nous en rendre compte, il est malaisé de choisir
1'une ou l'autre des hypoth&ses émises quant aux N-ac&tyl-p-D-hexosaminidases. Ce
fut, en particulier, 1'une des raisons qui nous poussa & &tudier plus particuliére-

ment les hexosaminidases.

-

Nous nous sommes attaché 3 étudier leur spécificité et nous avons
essayé, au travers des N-acétyl-B-D-hexosaminidasesdes graines de fenugrec, d'appor-

ter notre contribution & 1'étude des N-ac@tyl-f-D-hexosaminidases.
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MATERIEL ET METHODES

Le fenugrec (Trnigonefla foenum graecum L.) est une plante couramment
cultivée dans le bassin méditerranéen, au Moyen Orient et en Inde. Dans ces régions,
le fenugrec est consommé de différentes fagons. En Egypte, les graines sont broyées
avec le blé et entrent aussi dans la composition du pain, elles sont infusées et
constituent un breuvage qui se consomme chaud dans certains pays de 1l'Arabie. La
partie végétative est consommée comme l&gume en Inde. Mais, finalement, le mode prin-—
ciéal d'utilisation reste 1'introduction des graines moulues dans des mélanges d'épi-
ces, en particulier, le Curry. A cBté de ces utilisations naturelles, les graines de
fenugrec sont encore utilisées, dans la pharmacopée occidentale, dans le traitement
de 1'amaigrissement. Un certain nombre d'&tudes sont entreprises maintenant pour &tu-
dier la valeur nutritive de ce fenugrec qui renferme une teneur moyenne de 27 p. 100

de prot@ines riches en lysine et en tryptophane.

I - LES SUBSTRATS

A - SUBSTRATS SYNTHETIQUES.

Les : p-nitrophényl-a et 8-D-galactopyranoside, p-nitrophényl-a et B-D
mannopyranoside, p-nitrophényl-N-acétyl—-a et B-D-glucosaminide, p-nitrophényl-N-acétyl-
B-D-galactosaminide, Naphtol-AS-BI-N-acétyl-f8-D-glucosaminide et galactosaminide, 4-
méthylombelliferyl-N-acétyl-g-D-glucosaminide et galactosaminide sont des produits
KOCH-Light.

B - SUBSTRATS NATURELS

1 - Oligosaccharides"

Les oligosaccharides utilisés pour déterminer les spécificit&s enzyma-
tiques proviennent de glycopeptides et, en particulier, d'oligosaccharides isolés
d'acétolysat d'ovomucoide selon le procédé de BAYARD et al. (13) ou d'urines de pa-
tients présentant des déficits en diverses glycosidases lysosomiales.

1) GlcNAc %:lLé GlcNAc (acétolysat de chitine)

2) GlcNAc %:llﬁ GlcNAc E:l Methylombelliferyl (synth&se chimique)

3) GlcNAc g:lii GlcNAc %:liﬁ GlcNAc (acétolysat de chitine)

4) GlcNAc'gzlLﬁ Man (acétolysat d'ovomucoide)
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o-1.3

5) Man ___'J Man (acétolysat d'ovomucoide)
I g-1.4
GlcNAc
6) Man ?:lLE.Man (acétolysat d'ovomucoide)

f B-1.4 t B-1.4
GlcNAc GlcNAc

7) GlcNAc E:lli Man (acétolysat d'ovomucoide)

8) GlcNAc E:llz Man _:lLE.Man (acétolysat d'ovomucoide)

9) GlcNAc §:1L3.Gal %:lLi.Glc (oligosaccharide du lait de Femme)

10) GlcNAc E:lLi Man (synthése chimique)

11) Man %:lli.clcNAc (synthése chimique)

12) Man E:i;f GlcNAc (synthése chimique)

13) Man E:l;i GlcNAc (synthése chimique)

2 - Les glycopeptides

Les glycoprotéines natives n'ont jamais été utilisées comme substrat
pour 1'action des glycosidases. Nous avons toujours utilisé des glycopeptides obte-

nus par hydrolyse pronasique des glycoprotéines.

Ces glycopeptides proviennent : de la sérotransferrine humaine : gly-

-

coprotéine qui se trouve dans le sang 3 la concentration de 2 g p. litre environ.
Cette transferrine constitue le véhicule du fer & travers tout l'organisme ; de la

lactotransferrine humaine : glycoprotéine isolée du lait de Femme & raison de 1 &

1,5 g p. litre. Elle apporte au nourrisson le fer dont celui-ci a besoin ; de 1'ovo-

mucoide : glycoprotéine trouvée dans le blanc d'oeuf de Poule.

Toutes ces glycoprotéines sont préparées au Laboratoire.

IT - MESURE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

L'activité enzymatique est mise en évidence de deux facons différen-
tes : soit par dosage du monosaccharide libé&ré, soit par le dosage de 1'aglycone dans

le cas d'un hétéroside de synthése.
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A - MESURE DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE A L'AIDE D'HETEROSIDE DE SYNTHESE.

Pour mettre en évidence une activité enzymatique, les méthyl-osides,
les phényl-osides, les p-nitrophényl-osides ou les méthylombelliferyl-osides peuvent

8tre utilisés.

Cependant, les méthodes qui utilisent les méthyl-osides manquent de
sensibilité. Par contre, les méthodes qui utilisent les p—nitrophényl-osides et les
méthylombelliferyl-osides sont tr&s sensibles (0,1 ug pour les p-nitrophényl-osides

et de 1l'ordre du nanogramme pour les méthylombelliferyl-osides).

1 = Principe du dosage

Les p—nitrophényl-osides ou méthylombelliféryl-osides, aprés action
des glycosidases correspondantes, sont hydrolysé@s en monosaccharide d'une part, en
p-nitrophényl ou 4-méthylombelliférone d'autre part. En milieu alcalin, le p-nitro-

phényl 1ibéré devient jaune et la 4-méthylombelliférone devient fluorescente.

La quantité de ces composés peut donc étre déterminée soit par spec-

trométrie, soit par spectrofluorimétrie.
2 ~ Réactifs

a -~ Solution aqueuse d'hé&téroside de synthése : la concentration est de 1l'ordre de

5 mM pour tous les p-nitrophényl-glycosides excepté le p—nitrophényl-N-acétyl-g-D-

galactosaminide qui est 2 mM. La concentration varie entre 0,1 et 0,5 mM pour les 4-

méthylombelliféryl-glycosides

b - Solution tampon de Mc ILVAINE (79)

¢ - Solution de carbonate de sodium molaire

3 - Mode opératoire

Dans un tube 3 hémolyse on introduit de 25 yl 3 100 pl de la solution
enzymatique 3 &tudier puis de 200 a 250 ul de la solution tampon de Mc ILVAINE dont
le pH est équivalent au pH optimal de 1'enzyme. Aprés agitation, on ajoute 100 ul de
la solution d'hétéroside de synthése. Le mélange est porté a 37°C pendant des temps

variant de 5 3 60 minutes.

La réaction est arrétée par addition de 500 ul de carbonate de sodium
molaire. Le p—nitroph&nol 1ibéré développe une coloration jaune qui est mesurée a
400 nm aprés 15 minutes de stabilisation & température ambiante et 3 1'obscurité dans
un spectrophotométre Zeiss PMQII, cuves MI4. La fluorescence de la 4-méthylombellifé-

rone est déterminée dans un spectrofluorimétre Farrand MK1, longueur d'onde d'excita-
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tion 360 nm, longueur d'onde d'émission 450 nm. Dans les deux cas, la concentration
du p-nitrophénol ou de la 4-méthylombelliférone est déterminée par rapport a une

gamme &talon.

B ~ MESURE DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE PAR LE DOSAGE DES MONOSACCHARIDES LIBERES.

1 — Dosage du pouvoir réducteur

Nous avons, dans un premier temps, utilisé la méthode de PARK et
JOHNSON (90 ). A cette méthode, nous préférons la méthode au ferricyanure décrite

par MONTREUIL ( 82) et MONTREUIL et SCHEPPLER (83).

2 - Dosage des oligosaccharides libérés par chromatographie de phase

gazeuse

Les oligosaccharides 1ibérés aprés hydrolyse enzymatique sont chroma-
tographiés sur résines &changeuses de cations : Dowex 50 x 8 (forme H+) et d'anions
Duolite A 102 D (forme acétate). Les &luats sont ensuite lyophilisés en présence de
mésoinositol (témoin de chromatographie). La quantité d'oligosaccharide utilisée lors
de 1'hydrolyse enzymatique est de 1l'ordre de 0,5 pmole. Le lyophilisat est soumis &

une triméthylsilylation.

a - Triméthylsilylation des oligosaccharides

Les hydrolysats d'oligosaccharides sont séchés en excicateur sous
P205 pendant une nuit puis repris par 100 ul de pyridine redistillée auxquels on ajou—
te 200 yl de réactif de silylation (ce réactif est composé par ! ml de pyridine,
0,8 ml d'hexaméthyldisilazane et 0,4 ml de triméthylchlorosilane). Le mélange est
agité pendant 15 minutes, séché@ sous courant d'azote. Le ré&sidu est repris par 500 ul
d'heptane. La suspension est centrifugée pendaht 1 minute. Le surnageant est prélevé

puis évaporé sous courant d'azote.

b - Analyse en chromatographie de phase gazeuse

Le résidu sec est repris par 50 pl d'heptdne. L'injection de 0,5 a 2 ul
est effectuée sur une colonne de verre (0,3 x 180 cm) de silicone QF; a 3 p. 100 sur
chromosorb WHMDS 100-120 mesh. La température est programmée de 120 & 240° C 3 raison
de 2°C min. Le débit du gaz vecteur (Nj) est de 20 ml/min. La température de 1'injec-—

teur est de 250°C.

3 ~ Dosage spécifique des monosaccharides

Les acides N-acétylneuraminiques 1ibérés par l'action de la neuramini-

dase sont dos&s par la méthode d'AMINOFF ( 3 ).
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Le galactose 1ibéré par les galactosidases est dosé par la méthode
i la galactose-deshydrogénase de FINCH ef al. (44 ) (cf. appendice technique, page
T3 ).

Les N-~acétylhexosamines libé&rées aprés action des hexosaminidases
sont doses par la méthode de GOOD et BESSMAN (52 ) (cf. appendice technique, page
T3 a.T6).

111 - DETERMINATION DES PARAMETRES D'ACTIVITE ENZYMATIQUE

A - HYDROLYSE ENZYMATIQUE.

100 3 200 ug d'oligosaccharide (0,25 3 0,5 umole) sont dissous dans
200 pl de la solution tampon dont le pH correspond au pH optimal de 1'enzyme. La so-
lution enzymatique est emsuite ajoutée : 100 & 200 pl (5 3 10 mU). Le mélange est
porté i 37°C pendant des temps variables : 1 heure 3 24 heures. Dans le cas de ciné-
tique enzymatique, les hydrolysats sont arrétés par un chauffage de 3 minutes 3 70°C

avant d'étre congelds a -20°C.

B - DETERMINATION DU pH OPTIMUM.

-

La détermination du pH optimum s'effectue 3 1'aide des hétérosides de
synthé&se. Le mode opératoire est le suivant : les solutions enzymatiques sont préin-
cub&es dans des solutions tampons (généralement tampon de Mc ILVAINE) de pH différent
pendant 15 3 30 minutes 3 37°C. On ajoute ensuite 1'hétéroside de synthése et le mé-
lange est replacé d 37°C pendant 10 minutes. La réaction est arrétée par addition de
carbonate de sodium. I1 n'y a pratiquement pas de variation du pH optimum quand on
opére avec des oligosaccharides 3 la place de 1'hétéroside de synthése (variation de

0,1 3 0,2 unité de pH).

C - STABILITE AU pH.

Les solutions enzymatiques sont soumises 3 l'action de tampon de pH
différent. Ces solutions sont maintenues pendant desrtemps variables & 37°C. On mesu-
re 1'activité enzymatique résiduelle aprés avoir rameﬁé‘la solutioﬁ enzymatique 3 son
pH optimal et effectué une hydrolyse dans les conditions standards. Le 100 p. 100
d'activité est donné par une solution enzymatique préincubée pendant 30 minutes au

pH optimum d'activité de 1'enzyme.

On trace généralement le logarithme décimal du pourcentage d'activité

résiduelle en fonction du temps d'incubation.
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D ~ DETERMINATION DE LA TEMPERATURE OPTIMALE

Quand on détermine la température optimale d'une enzyme, tous les
réactifs sont stabilisés séparément 3 la température choisie. L'activité enzyma-
tique est ensuite mesur@e en fonction de la température et les courbes : de la vi-

tesse initiale en fonction du degré de température sont ensuite déterminées.

Lorsqu'on opére en présence d'hétéroside de synthése du type p-ni-
trophénylé on aura soin de veiller & ce que 1'hétéroside ne s'hydrolyse pas sous

la simple action de la température et du pH du milieu.

L'énergie d'activation peut etre déterminée lors de la méme expérience
(les expériences sont effectuées entre 20°C et 55°C). L'énergie d'activation peut
etre déterminée graphiquement ou par le calcul. Dans ce dernier cas, on applique
la formule

E - 4,56 x T1T2 (log v2 - log vy)
a

Ty = T1

od v, et v, représentent respectivement les vitesses de réaction aux températures
absolues T2 et T]. Ea représente 1'énergie d'activation en calorie par mole.

E - STABILITE A LA TEMPERATURE.

Les solutions enzymatiques sont maintenues pendant des temps variables
dans une solution tampon de pH optimal & des températures variables (35°C a 50°C).
On arréte l'action du chauffage en plongeant les solution enzymatiques dans un bain
de glace. Une fois que la solution est refroidie, 1'hydrolyse enzymatique est effec-

tuée selon les conditions standards.

On trace le log du pourcentage d'activité ré&siduelle en fonction du

temps de chauffage.

F - DETERMINATION DE LA CONSTANTE DE MICHAELIS (Km) ET DE LA VITESSE MAXIMALE.

Lorsque les déterminations sont effectudes d l'aide d'hétérosides de
synthése, le temps d'hydrolyse ne sera jamais supérieur & 10 minutes. Le Km et la
vitesse maximale sont déterminées graphiquement par la méthode des doubles inverses
de LINEWEAVER et BURK (72 ). Dans le cas de cindtique 3 deux substrats, comme c'est
le cas pour les N-acétyl-Bf-D-hexosaminidases pour caractériser l'existence d'un seul
site de catalyse nous avons employé& upe solution renfermant du N-acétyl-f-D-glucosa—
minide et du N~acétyl-p-D-galactosaminide dans un rapport égal & 1,03. Lorsque les
deux activités sont portées par des protéines différentes, les vitesses maximales

doivent 8tre égales 3 la somme des vitesses maximales de chaque activité prise sépa-

rément.
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Dans le cas ol un seul site est responsable des deux activités :
les deux substrats se comporteront comme des inhibiteurs 1'un vis-3-vis de 1'autre.
La vitesse maximale que 1l'on mesurera, sera inférieure 3 la somme des vitesses de
chacune des activités prise séparément.

On pourra appliquer dans le premier cas :

Vmax = Vmax, + Vma

A+ B A *B

dans le deuxiéme cas (DIXON) (38)

'KQA ) VmaxA - VmaxA + B
aKmB VmaxA + B VmaxB

ol VmaxA + B VmaxA, VmaxB représentent respectivement la vitesse maximale en présen—
ce des deux substrats et en présence de N-acétyl-p-D-glucosaminide et N-acétyl-g-D-
galactosaminide. KmA, Kmg représentent le Km en présence de N~acétyl-B8-D-glucosamini-
de et de N-acétyl-B-D-galactosaminide. a est le rapport N-—acétyl-B-D-glucosaminide
sur N-acétyl-B-D-galactosaminide. On peut, 3 1'aide de cette formule, prévoir la vi-

tesse maximale que l'on doit expérimentalement obtenir.

G — DETERMINATION DES CONSTANTES D'INHIBITION.

L'inhibiteur est préincubé 15 minutes 3 37°C en présence de la solu-
tion enzymatique, 1'h&téroside de synthdse est ajouté par la suite. La réaction est

effectuée selon les conditions standards.

Le type de 1l'inhibition et la constante d'inhibition sont déterminés

par la méthode graphique de DIXON (37 ).

H - ACTION D'EFFECTEURS DIVERS.

L'effecteur est préincubé i 37°C pendant 30 minutes puis 1l'hydrolyse
enzymatique est effectude dans les conditions standards. L'activité est toujours ex-
primée en pourcentage d'activité résiduelle par rapport 3 l'activité d'une solution

enzymatique non traitée.

Lorsqu'on utilise des cations bivalents, la réaction est arrétée par
du carbonate de sodium molaire renfermant de 1'EDTA sel disodique & une concentration
finale de 20 mM. Cette solution remplace la solution tampon glycocolle-soude généra-
lement utilisée par les auteurs. Le carbonate seul ne peut étre employé car il y a

formation de carbonates insolubles.

Dans le cas précis de 1'étude de la réversibilité de l'inhibiteur de
1'activité enzymatique par la cystéine aprés action des ions Hg?+, le protocole est

le suivant :
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La solution enzymatique est traitée par le chlorure mercurique de
maniére 3 obtehir une activité résiduelle de 1l'ordre de 10 & 20 p. 100 par rapport
i une solution enzymatique non traitée. Les solutions sont ensuite préincub&es a
37°C pendant 30 minutes avec des solutions de cystéine de concentration croissante.

L'activité enzymatique est exprimée en p. 100 d'activité résiduelle récupérée.

IV - PROCEDES DE FRACTIONNEMENT DES ENZYMES

A - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE DEAE-CELLULOSE.

La DEAE-cellulose type DE 22 est activée selon le protocole préconisé
par la firme WHATMAN. Elle est ensuite stabilisée pendant 24 h dans un tampon phos—
phate de sodium 10 mM pH 6,7 avant d'@tre introduite dans des colonnes (2,5 x 50 cm).

Les colonnes sont équilibrées pendant deux jours avec le méme tampon.

Aprés injection de la solution enzymatique, la colonne est lavée par
1,5 3 2 1 du tampon d'équilibration; Les différentes activités enzymatiques sont en-—
suite &ludes grice 3 un gradient discontinu de force ionique (la concentration en
phosphate de sodium varie de 10 mM 3 160 mM pH 6,7) puis par un tampon phosphate de
sodium 200 mM pH 5,6 renfermant du NaCl 0,2 M en concentration finale. La vitesse
d'élution est généralement de l'ordre de 30 a 40 ml/h, les fractions recueillies
sont de 10 ml. L'élution est suivie par absorption des protéines & 280 nm. Les acti-
vités enzymatiques sont mesurées en sortie de colonne toutes les deux fractions. Les

diagrammes d'élution seront pratiquement toujours exprimés en activité spécifique.

B - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE CM-cellulose.

Les chromatographies sont effectuées sur des colonmnes (2 x 16,5 cm)
de CM-cellulose (CM 32 Whatman). Apr&s activation, l'échangeur de cations est &quili-
bré dans une solution tamponnée de phosphate disodique 0,015 M et d'acide citrique
0,007 M de pH 4,2. Les &lutions sont réalisées a l'aide d'un-gradient discontinu de

force ionique et de pH.
La vitesse d'&lution est de 17 ml/h, les fractions sont de 5,6 ml.

C - CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE.

Trois types de colonne de chromatographie d'affinité ont &t& réalisé@s

‘1 - Colonne de Sépharose 4B-Concanavaline A.

La concanavaline A est une lectine isolée de Canavalia eusifoamis,

elle est capable de reconnaitre des enchalnements renfermant du glucose ou du mannose.
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Cette propriété peut €tre mise 3 profit pour isoler des enzymes de nature glyco-

protéinique présentes parmi un mélange de protéines.

2 - Colonne de Sépharose 4B-I-aminocaproyl-N-acétyl-g8-D-glucosami-

nylamine.

La N-acétyl-B-D-glucosaminylamine est un analogue de substrat pour
les hexosaminidases, la liaison contractée par la N-ac&tylglucosamine et 1'aglycone
est, ici, de type N-glycosidique. L'enzyme‘reconnait le substrat sans pouvoir tou-
tefois 1'hydrolyser, il y a formation d'un complexe E-S improductif. Selon 1'affini-
té de 1'enzyme, cette derniére sera retenue ou simplement retardde sur ume colonne
renfermant de la N-acét&lglucosaminylamine. La chromatographie d'affinité n'est,
dans notre cas, efficace que dans la mesure od 1'on intercale un bras entre la ma-

trice et le ligand.

3 - Colonne de Sépharose 4B-I-aminocaproyl-N-acétyl—-B-D-galactosyla-

mine.

Le principe est identique 3 celui exposé précédemment. L'utilisation
de cette colonne permet d'éliminer 1'activité galactosidasique contaminante des so-

lutions de B-D-mannosidase.

1) Préparation de colonnes de chromatographie d'affinité

a - Réactifs

- Solution de bromure de cyanogéne 3 1 g par ml dans 1'acétonitrile.

- -

Cette solution est i conserver a -20°C & 1'abri de 1'humidité.

~ Solution de carbonate de potassium 2 M.

Solution de bicarbonate de sodium 0,5 M.

Solution de bicarbonate de sodium 0,1 M.

Solution de glycocolle M.

b - Mode opératoire

a ~ Activation du Sépharose

100 m1 de sépharose sont lavés par 1 4 2 litres d'eau préalablement
refroidie 3 4°C. Le sépharose est ensuite transféré dans un récipient contenant
100 ml de carbonate de potassium 2 M. Le mélange est agité et maintenu dans un bain
de glace pilée. Quand la température est suffisamment basse : 4-6°C, on ajoute la

solution de bromure de cyanogéne 3 raison de 250 mg de bromure de cyanogéne par ml
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de sépharose 3 activer. L'agitation est maintenue pendant exactement 2 minutes

(la température du mélange doit toujours &tre inférieure 3 10°C). La suspension
est versée sur verre fritté puis lavée par 1 litre d'eau glacée, le lavage, pour
éliminer toutes traces de bromure de cyanogéne, peut €tre poursuivi par passage

de plusieurs litres d'eau froide (4°C).

B8 - Couplage du ligand micromoléculaire.

Une quantité donnée de ligands* 1'r-aminocaproyl-N—acétyl-8~D~
glucosaminylamine et 1'I-aminocaproyl-B-D-galactosylamine est dissoute dans la
solution de bicarbonate de sodium 0,5 M pour obtenir une concentration fimale du
ligand de 2 uM par ml de sépharose 3 coupler. Le ligand et le sépharose sont mélan-
gés et 1'agitation est poursuivie pendant 24 h & 4°C. La éuspension est ensuite fil-
trée sur verre fritté puis lavée par 1 1 d'une solution froide de bicarbonate de so-
dium 0,1 M. Le sépharose est ensuite repris par 400 ml d'une solution de glycocolle
M et agité pendant 2 & 3 heures 3 température ambiante (cette opération a pour but

de bloquer les groupements fonctionnels résiduels du sépharose).

Aprés une nouvelle filtration et un lavage & 1l'eau, le sépharose est
P g

alors €quilibré dans le tampon de chromatographie.

Yy — Couplage de ligand macromoléculaire.

La concanavaline A (2 g) est solubilisée dans 20 ml d'une solution
de tampon Tris-HCl 0,05 M pH 7,6 renfermant du MgClp, du MnCl2 et du CaCl2 & une
concentration finale de 10~3 M et de 1'a-D-méthylglucopyranoside 3 une concentration
finale de 0,1 M. Ces conditions permettent de respeéter la forme tétramére de la con-
canavaline et de bloquer par le substrat (o-D-méthylglucopyranoside) les sites actifs
de la concanavaline. La concanavaline ainsi obtenue esé fixée sur le sépharose 4B
activé en ajoutant 3 la solution précédente 20 ml de bicarbonate de sodium 0,2 M. Le

couplage est réalisé dans les mémes conditions que celui des ligands micromoléculai-

res.

Le lavage du sépharose, aprés couplage, est effectué par une solution
de NaCl 2 M (1 & 2 1) puis par une solution d'acide acétique 0,05 N (1 1) et enfin
par un lavage i 1'eau. Le sépharose couplé est ensuite équilibré dans le tampon de

chromatographie.

% S '
Les ligands nous ont &té fournis par N. SHARON, WEIZMANN INSTITUTE, REHOVOT,

ISRAEL, que nous remercions vivement.
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2) Chromatographie sur colonne de Sepharose 4B—Concanavaline A

Les colonnes de sépharose 4B-concanavaline (2,5 x 30 cm) sont équi-
1ibrées dans une solution tampon Tris-HC1l 0,05 M pH 7,6 renfermant du chlorure de
calcium, du chlorure de manganése et du.chlorure de magndsium, chacun de ces cationms
est 3 une concentration finale de 1073 M et du NaCl molaire. Lorsque la solution en-
zymatique est injectée sur la colonne, cette derniére est lavée par le tampon d'équi-
libration, jusqu'id ce qu'il n'y ait plus de protéines &luées (ou de glycoprotéines

ne renfermant ni mannose, ni glucose).

Les glycoprotéines retenues sur la colonne de concanavaline A sont
désorbées par passage d'une solution tampon Tris-HCl, 0,05 M pH 7,6 ; NaCl M, CaC12,
MgCl, et MnCl

2 2
side 0,1 M. Les fractions enzymatiques sont concentrées puis dialysées contre de

10~3 M renfermant en concentration finale de 1'o-D-méthylglucopyrano-

1'eau distillée pendant 3 jours.

» La éolonne est régénérde par passage du tampon d'équilibration (3 a
4 jours). L'absence d'o-D-méthylglucopyranoside est analysé&e par la méthode au phénol-
sulfurique de DUBOIS e¢f al. (41 ). La chromatographie est réalisée a température am—
biante 15-20°C (les solutions tampon renferment de l'azide & une concentration de 2

p. 10.000).

La colonne est éluée 3 la vitesse de 18 ml/heure, des fractions de
9 ml sont collectdes. Les activité&s enzymatiques sont effectuées tous les deux tubes.

L'élution est suivie par 1l'absorption des protéines & 280 nm.

3) Chromatographie sur colonne de sépharose 4B-Z-aminocaproyl-N-acétyl—g-D-

glucosaminylamine

La chromatographie est réalisée 3 la température ambiante. La colonne
(2,5 x 35 cm) est équilibrée dans une solution tampon de phosphate de sodium 10 mM
pH 6,15. La solution enzymatique, dialysée contre de l'eau distillée, est amenée 3
pH 6,15 puis injectde sur la colonne. La colonne est lavée par le tampon d'équilibra-
tion puis la fraction enzymatique est &éluée par passage’&'une soiution tampon phos-

phate de sodium 200 mM pH 6,8.

La colonne est &lude 3 la vitesse de 24 ml/h, les fractions collec—
tées sont de 8 ml. Les fractions enzymatiques obtenues sont dialysées et concentrées

sur membrane filtrante UH 100 (Schleicher et Schull).

4) Chromatographie sur colonne de sépharose 4B-galactosylamine

Nous utilisons cette colomne pour éliminer les activités a—D-galacto~

sidasiques contaminantes. La colonne de sépharose 4B-galactosylamine (2,5 x 20 cm)
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est 8quilibrée dans un tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6,15, aprés injection
de la solution enzymatique, la colonne est lavée par le tampon d'équilibration.
La chromatographie est ensuite poursuivie par un lavage d'une solution tampon de
phosphate de sodium 200 mM pH 6,15. La colonne est régénérée par un lavage a

1'aide de la solution tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6,15.

La colonne est &luée 3 la vitesse de 15 ml/h, les fractions de 3 ml
sont recueillies. Les fractions enzymatiques sont concentrées, dialysées et parfois

lyophilisées.
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RESULTATS

1. - PREPARATIONS ET SPECIFICITE D'EXOGLYCOSIDASES

Nous limiterons 1'exposé de nos résultats aux glycosidases suivantes :

~ B~D-mannosidase d'Aépe&giﬁKuA nigen
~ N~acétyl-g-D-hexosaminidase d'Aspergillus niger

‘~ B~D-galactosidase de la rate de Porc

Bien qu'elles ne représentent qu'une partie de la "collection'd'enzy-
mes nécessaires pour aborder 1'étude de la structure des glycannes (voir Fig. I,
P. 2) 3 savoir : neuraminidases, B-D-galactosidase, N—ac@&tyl-f-D-glucosaminidase,
a-D- et B-D-mannosidases. En effet, plusieurs d'entre elles ne posent aucun probléme
particulier car elles sont commercialisées ou faciles 3 préparer et elles sont acti-
ves vis—a-vis des liaisons glycosidiques concernées : il s'agit des neuraminidases de
Vibiio Cholerae et de ClLostrnidium pergringens ; des a—D-mannosidases qui se préparent
aisément par les procédés de LI (67), COURTOIS et PERCHERON modifié& par BEAUGIRAUD
et al. (15) ; des N~acétyl-B-D-hexosaminidases prépares selon le protocole expéri-
mental de LT et LI (68 ), BAHL et AGRAWAL ( 10 ) et WERRIES et af. (135). Ces diffé-

rents procédés sont décrits dans 1'appendice technique (voir p. T3).

I - METHODES DE PREPARATION

A -~ B-D-MANNOSIDASE D'ASPERGILLUS NIGER

-

Nous avons adapté la méthode de MATTA et BAHL (76 ) & nos besoins.
La souche d'Aspengillus nigern est différente de celle utiiisée par les auteurs. La
purification de la B-D-mannosidase est effectuée par précipitation au sulfate d'ammo-—
nium, chromatographie sur DEAE-cellulose et sur colonne d'affinité. Les résultats ob-

tenus sont illustrés par le tableau II, page 30.

] ~ Précipitation par le sulfate d'ammonium.

100 ml de molit de fermentation d'un mutant d'Aspergillus niger sont
soumis 3 une précipitation par le sulfate d'ammonium, 3 80 p. 100 de saturation. Le
précipité est repris par de 1l'eau distillée, dialysé contre de 1l'eau pendant 3 jours
3 4°C et enfin concentrd sur membrane Amicon XM50. La solution enzymatique concentrée

est chromatographiée sur colonne de DEAE cellulose.
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2 - Chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose.

La DEAE cellulose est &quilibrée dans un tampon phosphate de sodium
10 mM pH 6,7. La colonne (2,5 x 50 cm) est &luée & la vitesse de 45 ml/heure, on
recueille des fractions de 15 ml. Aprés injection de la solution enzymatique concen-
trée et lavage de la colonne par le tampon d'équilibration, la B-D-mannosidase est
€luée par un tampon phosphate de sodium 2! mM pH 6,7 (Fig. 3 p. 32). Elle renferme

environ 5 p. 100 d'activité a-D-galactosidasique. -

3 - Chromatographie sur colonne d'affinité.

La solution enzymatique recueillie apré&s DEAE-cellulose est dialysée
contre de 1l'eau puis lyophilisée. La poudre obtenue est dissoute dans le tampon
phosphate de sodium 10 mM pH 6,15 puis injectée sur une colonne de sépharose 4B-I-
aminocaproyl-g~D-galactosylamine (2,5 x 20 cm). Nous arrivons, de cette fagon, a
reteﬁir sur la colonne d'affinité 1'a-D-galactosidase contaminante. La B-D—mannosida-—
se est 8lude i 1'aide du tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6,15 (Fig. 4 p. 33).
L'a-D-galactosidase est &lude par le témpon phosphate de sodium 200 mM pH 6,15.

4 - Conclusions.

La B-D~mannosidase isolée d'une souche d'Aspergillus niger a été pu-
rifiée 21.000 fois par rapport au moilit de fermentation initial. C'est une enzyme
qu'il était nécessaire de préparer au laboratoire car toutes les préparations décri-
tes jusqu'a présent n'agissaient que tré&s lentement sur les substrats qu’'ils soient
synthétiques ou naturels. La préparation enzymétique,que nous avons, agit beaucoup
plus rapidement que les autres. Le rapport est de 1 i 10. te facteur de purification
élevé nous a permis, en outre, d'étudier les propriétés de cette enzyme. Les résul-

tats obtenus font 1'objet d'un mémoire & paraitre.

B — N-ACETYL-B-D-HEXOSAMINIDASE D'ASPERGILLUS NIGER.

Le molt de fermentation est identique 3 celui utilisé pour préparer
la B-D-mannosidase. La méthode de fractionnement est identique 3 celle précédemment

décrite et ce, jusqu'a 1'étape de chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose.

1 = Chromatographie sur DEAE-cellulose.

Un tampon phosphate de sodium 21 mM de pH 6,5 permettait 1'€lution de
la B-D-mannosidase, quand on augmente la concentration en phosphate de sodium 200 mM
pH 6,6, on obtient 1'élution de 1'activité N-acétyl-g-D-hexosaminidasique. L'enzyme
est élude en un pic non homogéne (Fig. 3 p. 32). Les &luats aprés dialyse contre'de

1'eau distillée sont lyophilisés.
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Figure 3

Chromatographie sur DEAE-cellulose (DE22) d'un extrait de moilit de fermentation
d'Aspergillus niger aprés précipitation au sulfate d'ammonium

Les fléches indiquent un changement de tampon

L'absorbance est mesurée 3 400 nm e
¢-¢-¢ Activité B-D-mannosidique ' itilff
O-0-0 Activité a-D-galactosidasique /

O=-0=0 Activité N-acétyl-g-D-hexosaminidasique.
Cette activité est &luée par une solution tampon phosphate de
sodium 200 mM pH 5,6 renfermant du NaCl 0,1 M
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Figure &

Chromatographie de la B-D-mannosidase d'Aspergilfus niger sur colomme de Sephadex 4B- —aminocaproyl-
galactosylamine.
L'absorbance des solutions enzymatiques est mesurée a 400 om.
a fléche indique le changement de systéme tampon (tampon phosphate de sodium 200 mM pH 6,15)
O Qe O Activité B-D-mannosidasique

A——A__A Activité a-D-galactosidasique
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2 - Chromatographie sur colonne d'affinité.

Elle permet d°' e11m1ner 1'activité B-D—galactosidasique contamlnante.
Les eluats lyophilisés sont dissous dans un tampon phosphate de sodium 10 mM de pH
4,9 avant d'@tre injectés sur une colonne (2,5 x 50 cm) de sépharose 4B-I-aminoca~
proyl-N-acétyl-pg-D~-glucosaminylamine équilibrée dans le méme systéme tampon. On re-
marque 1'élution d'une forme de N-acétyl-f-D-hexosaminidase qui n'est pas retenue
sur la colonne d'affinité. Une deuxiéme fofme de N-acétyl-p-D-hexosaminidase est
€luée quand on lave la colonne par un tampon phosphate de sodium 200 mM de pH 6,7
(Fig. 5 p. 35).

3 - Conclusions.

Des deux formes de N-acétyl—-g-D-hexosaminidases &luées, le premier pic
d'activité représente 70 p. 100 de 1'activité totale pour'une purification de 1'ordre
de 3.520 fois, le deuxiéme pic représente 30 p. 100 de 1'activité totale pour un de-

gré de purification de 14.250 fois.

L'intérét de cette enzyme réside dans le fait qu'elle est thermosta-
ble : on peut la faire travailler i des températures de l'ordre de 55-60°C. Un autre
avantage, mais qui semble &tre dl, celui-13, 3 1'enzyme, est la stabilité de 1l'acti-

vité enzymatique en lyophilisation.

C - B-D-GALACTOSIDASE DE LA RATE DE PORC.

La B-D-galactosidase de la Rate de Porc a &té préparée en suivant le
protocole de WERRIES ef afl. (135) utilisé pour préparer la N-acétyl-B-D-hexosaminida-
se de la Rate de Boeuf.

1 — Fractionnement sur sulfate. d'ammonium.

La précipitation des protéines au sulfate d'ammonium est effectuée 2
45 p. 100 de saturation. Le précipité est obtenu par ume centrifugation de 45 minu-

tes 3 16.000 tours par minute. Il est dissous dans le minimum d'eau et dialysé pen-

dant 3 jours i 4°C contre de 1'eau distillée.
L'adialysable est ensuite concentré sur membrane Amicon PM30.

2 - Chromatographie sur colonne.

a - Chromatographie sur colonne de Séphadex G 200

Les conditions expérimentales sont idemtiques & celles décrites page

. Les fractions renfermant une activité B-D-galactosidasique sont rassemblées,
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Figure 5

Chromatographie sur colonne de Sepharose 4B—E—aminocaproy1—N—acetylglucosaminylamine

Les absorbances sont mesurées a 400 nm.

La fléche indique le changement de systéme tampon (phosphate de sodium 200 mM pH 6,7)

@
-

¢ —¢ __‘ Activité N-acétyl-B-D-hexosaminidasique
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concentrées sur membrane Amicon PM30 puis dialysées contre le tampon d'équilibra-
tion de la DEAE-cellulose. Il faut noter que la B-D-galactosidase est éluée avant

la N-acétyl-Bg-D~hexosaminidase (Fig. 6 p. 37)

b - Chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose

La colonne de DEAF-cellulose (2 x 30 cm) est équilibrée dans un
tampon phosphate de sodium 0,05 M pH 7,1. La B-D-galactosidase n'est pas retenue
sur cette résine, la N-acétyl-f-D-hexosaminidase contaminante est &luée par un tam—
pon acide citrique 0,05 M phosphate disodique 0,1 M pH 6,0 renfermant du NaCl 0,1 M
(Fig. 7 p. 38).

La B-D~galactosidase est purifiée 540 fois ce qui est peu par rap—

port aux autres préparations enzymatiques.

D - CONCLUSIONS.

. Nous avons préparé d'autres exoglycosidases nécessaires & la détermi-
nation de 1'anomérie des liaisons des monosaccharides. Les méthodes de préparation
déja publiées sont rassemblées dans 1'appendice technique. Comme nous pourrons le
remarquer, il s'agit de méthodes de préparation traditionnelles, le degré de pureté
est beaucoup moins élevé que ceux que 1'on obtient maintenant gr3ce a la chromatogra-
phie d'affinité. Les activit&s glycosidasiques contaminantes peuvent entrainer des
artefacts d'hydrolyse donc des erreurs d'interprétation surtout si on effectue des

‘ hydrolyses récurrentes.

La plus grande pureté des préparations enzymatiques actuelles permet
une plus grande sureté des résultats mais il est quelques fois génant d'avoir des
- enzymes trop purifiées car, An vifno, elles peuvent perdre une grande partie de leur
activité enzymatique, soit par une labilité accrue du,fait de leur pureté&, soit par

perte d'un activateur ou d'un cofacteur.

Les enzymes isolées de 1'Asperngiflus niger sont, & ce sujet, trés
intéressantes. En effet, ce sont les seules exoglycosidases connues jusqu'ad présent
(& 1'exception de 1'o-amylase bactérienne) qui peuvent subir des traitements thermi-
ques poussés (température de 1l'ordre de 65°C). Ces enzymes méme trés purifiles peu-

"vent &tre lyophilisées sans qu'il soit besoin de les protéger par de la serum albu-

mine.




50 Fractions

Figure 6

Chromatographie de la B-D-galactosidase de rate de Porc sur colonne de
Sephadex G-200 (5 x 80 cm).

Les absorbances sont mesurées & 400 nm.
Aedh—A Activité B-D-galactosidasique
O O—0O Activité N-acétyl-g-D-hexosaminidasique

] Fractions rassemblées, concentrées et dialysées.
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Figure 7

Chromatographie sur colonne DEAE-cellulose de la B-D-galactosidase de
Rate de Porc.

Les absorbances sont mesurées & 400 nm.

La fléche indique le changement de systéme tampon.

A—A—A Activité B-D-galactosidasique

O—0O0—0 Activité N-acétyl-B-D-hexosaminidasique
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I1 - SPECIFICITE DES EXOGLYCOSIDASES

A — SPECIFICITE DES N-ACETYL-B-D-HEXOSAMINIDASES.

1 = Action sur les substrats synthétiques.

a - Anomérie de liaison

Toutes les N-acétyl-8-D-hexosaminidases décrites jusqu'd présent.
sont spécifiques de la liaison B-osidique. Il faﬁt noter, cependant, que BANNISTER
et PHIZACKERLEY (11 ) ont démontré qu'il existait une a, B-N-acétyl-hexosaminidase
dans des extraits de patelle (Patella vulgata).

Dans notre cas personnel, nous n'avons jamais trouvé une activité
N-acétyl-a-D-glucosaminidase indissociable de 1'activité& N~acé&tyl-f-D-glucosamini-

dasique.

b - Spécificité vis-d-~vis de la N-acétyl-hexosamine

Jusqu'a présent, il n'a &t& signalé que deux préparations enzymati-
ques ne possédant qu'une seule activité N-acétyl-g-D-glucosaminidasique, il s'agit
de 1'hexosaminidase C du cerveau (le rapport de l'activité N-acétyl-g-D-glucosamini-
dasique et N-acétyl-B-D—galactosaminidasique est plus grand que dans le cas des he-
xosaminidases A et B. L'enzyme est cependant encore capable d'hydrolyser la liaison
contractée par la N-acétyl-B-D-galactosamine) et de 1'exo-N-acétyl-g-D-glucosamini-

dase de Bacillus subtilis.

-~

Nous ajouterons 3 cette liste les N-acétyl-B-D-hexosaminidases de
Diplococcus pneumoniae ol les activités N-acétyl-g-D-glucosaminidasiques et galacto-—

saminidasiques sont trés nettement différenciées (résultats personnels).

Dans tous les autres cas décrits dans la littérature, les activités
N-acétyl-8-D-glucosaminidasique et N-acétyl-f~D-galactosaminidasique sont indissocia-
bles, le rapport de ces deux activités reste constant pendant toute la durée du frac-
tionnement, la dégradation qui peut se produire au stockage est identique pour les
deux activités.quand on étudie les cinétiques 3 deux substrats, on remarque que la
vitesse maximale théorique mesurée est inférieure 3@ la somme des vitesses maximales
prises séparément. Les N-ac&tyl-p-D-hexosaminidases sont donc des enzymes dont les
2 activités sont portées par la méme protéine et catalysées par le méme site actif.
On remarquera, cependant, que 1'activité N-acétyl-B-D-glucosaminidasique est tou-
jours supérieure 3 l‘activité N-acétyl—B~D-galactosaminidasique. Quand il y a pré-
sence de formes enzymatiqués différentes, les rapports d'activité peuvent &tre dif-

férents d'une forme 3 une autre.
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2 - Action sur les substrats naturels.

Les oligosaccharides utilisés se différencient, d'une part, par la

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

a — Influence de la nature de la liaison

Les vitesses maximales d'hydrolyse ont été déterminées lors de 1'hy-
drolyse de disaccharides renfermant de la N-—acétyl-glucosamine liée par des liaisoms

B-1,2, B-1,4 et B~1,6 3 un résidu de mannose.

Les pourcentages de libération de la N-acétyl;glucosamine aprés 24
heures d'incubation ont €té mesurés dans le cas de 1'hydrolyse des disaccharides
ﬁrécédents et dans le cas d'un disaccharide renfermant de la N-acétyl-glucosamine
liée par une liaison B-1,4 & un résidu de galactose, — dans le cas d'un trisacchari-
de renfermant de la N-acétyl-glucosamine liée par une liaison B~1,3 3 un résidu de

lactose.

Les résultats obtenus sont rassemblé&s dans les tableaux III et IV

pages 41 et 42.

Les remarques que nous pouvons faire 3 propos de ces résultats sont

les suivantes :

- Toutes les préparations enzymatiques utilisées possédent une affini-
té plus grande pour 1'hétéroside de synthése que pour les oligosaccharides analysés,
on observe, cependant, que la N-acétyl-f-D-glucosaminidase isolée de la Fé&ve Jack
posséde une affinité plus grande pour le disaccharide A, soit le O-B-D-N-acétyl-

glucosaminyl-(1 - 2)-mannose que pour 1'hétéroside de synthése.

- Les vitesses maximales d'hydrolyse et les pourcentages d'hydrolyse
varient, d'une part, avec l'origine de 1'enzyme et, d'autre part, avec la nature de

la liaison & hydrolyser.

% Liaison 0-B-D-N-acétyl-glucosaminyl-(] > 2)-mannose

Les hexosaminidases isolées de la rate de Boeuf et de la Féve Jack
possédent une trés grande affinité pour le disaccharide 0-B-D-N-acétyl-glucosaminyl-

(1 » 2)—-mannose.

Au bout de 24 heures d'hydrolyse, la libération de la N-acétyl-gluco—

samine est quantitative comme 1'indique le tableau

L'affinité des N-acétyl-p-D-hexosaminidases isolées du foie de Boeuf,




TABLEAU III

Pourcentages de libération de la N-acétyl-glucosamine
3 partir d'oligosaccharides renfermant différents types de liaison

aprés 24 heures d'hydrélyse par des N-acétyl-p-D-hexosaminidases d'origines diverses

Graines germées

-Substrats Rate de Boeuf Foie de Boeuf Féve Jack de Fenugrec Aspengilllus nigen
p—nitrophényl-N-acétyl-
D glucosaminide (6) 100 100 100 100 100
GleNAc 122 Man 100 26 100 25 62
cleNac 22 Man 12,1 2,3 . 35 32 56,5
GleNac 128 Man 77 23,5 23 - 13,1 100
GleNac % Gal 3,4 29 22,9 30 28,4
1,3 1,4 - ,
GleNAc -’2 Gal 22 Gle 50,4 91 68 0 40,8

(*)L'hétéroside de synthése est hydrolysé totalement en 10 minutes.

e

..[f]..



TABLEAU IV

‘Vitesses maximales d'hydrolyse de cinq N-acétyl—B-D-glucosaminidases d'origines diverses.

Les valeurs sont exprimées en n.mole s. mg de protéine.

Graines germées

Substrats Rate de Boeuf Foie de Boeuf Féve Jack de Fenugrec Asperglllus nigenr
p-nitrophényl-N—acétyl-
B s Luzosauinida 99 13,1 100,8 45 | 68,3
GlcNAc llg Man o 6,5 : 1,66 17,1 7,5 7,8
GleNAc 122 Man 27,3 0 23,3 12 14,16
GleNAc 128 Man 102 110 103 138 89,5
14
6
&

_217_.
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des graines germées de Fenugrec et d'Aspeng{ffus niger pour le disaccharide 0-g-
D~N-acétyl-glucosaminyl—-(1 -+ 2)-mannose, est relativement faible. Les pourcenta-
ges de libération de la N-acétyl-glucosamine sont, d'autre part, de 26, 25 et 62
p. 100. La libération de la N-acétyl-glucosamine liée en f-1,2 3 du mannose sera
réalisée de préférence i 1'aide des N—-acétyl-g-D-hexosaminidases isolées de la

rate de Boeuf et de la féve Jack.

% Liaison 0—B—D—N—acétyl—glﬁcosamigyl—(1 ~ 3)-mannose

L'influence de l'action des différentes préparations enzymatiques
sur une liaison de type B-1,3 n'a pu €tre étudiée que sur un trisaccharide : le O-

f~D-N-acétyl-glucosaminyl-(1 + 3)-0-B-D—-galactosyl—-(1 - 4)-glucose.

Seuls les pourcentages d'hydrolyse ont &té calculés. Les valeurs
données dans le tableau III indiquent que seule 1'hexosaminidase isolée du foie de
Boeuf libé&re quantitativement le résidu de N-acétyl-glucosamine, au contraire,
1'hexosaminidase isolée des graines germées de Fenugrec ne possé&de aucune action
sur le substrat. L'activité des N-—acétyl-f~D-hexosaminidases de la rate de Boeuf,
de la féve Jack et d'Aspergillus niger n'est pas totale, elle atteint respectivement
50,4, 68 et 40,8 p. 100. ‘

% Liaison 0-B-D-N-acétyl-glucosaminyl-(1 -+ 4)-mannose

L'affinité des préparations enzymatiques isolées de la rate, de foie
de Boeuf pour le disaccharide : 0-8-N-acétyl-glucosaminyl—(1 » 4)-mannose est fai-
ble voire nulle. Au bout de 24 heures d'hydrolyse les pourcentages de N-acétyl-

glucosamine 1libérée sont négligeables.

Les vitesses maximales des préparations enzymatiques isolées de la
féve Jack, des graines germées de Fénugrec et d'Aspergillus niger pour le disaccha-
ride 0-B-D-N-acétyl-glucosaminyl-(1 - 4)-mannose ne sont pas négligeables, elles
sont comprises entre 12 et 23 n.mole par seconde et milligramme de protéine. On re-
marque cependant que les pourcentages de libération de la N-acétyl-D-glucosamine
dans les conditions décrites sont faibles, le maximum de libé&ration (56,5 p. 100)
est obtenu lors de l'action de la N-acétyl-B-D-hexosaminidase isolée de 1'Aspergil-
Lus nigen. ‘

% Liaison 0-B-D-N-acétyl-glucosaminyl-(1 - 4)-galactose

La faible quantité dont nous disposions de ce disaccharide, ne nous
‘a pas permis de déterminer les constantes d'affinité des différentes préparations

enzymatiques vis-d-vis de ce substrat. Seuls les pourcentages de libération de la
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N-acétyl-glucosamine au bout de 24 heures d'hydrolyse ont &té mesurés. Les valeurs
données dans le tableau III montrent qu'aucune des préparations enzymatiques
utilisées n'est trés active sur ce disaccharide. Un maximum de libé&ration de 30

p. 100 est obtenu pour la préparation enzymatique des graines germées de Fenugrec.

% Liaison 0-g-D-N~acétylglucosaminyl-(1 - 6)-mannose

Nous avons étudié 1'affinité des 5 préparétions de N-acétyl-8-D-.
hexosaminidases pour le disaccharide 0-f~D-2-déoxy-2-acétamido-glucopyranosyl-
(1 > 6)-D-mannose, ainsi que les pourcentages de lib&ration de la N-acétylglucosami-

ne au bout de 24 heures d'hydrolyse.

L'affinité des préparations enzymatiques isolées de la rate de Boeuf
et de 1'Aspergillus niger est tréds grande, elle est respectivement de 0,038 et
0,018 mM, soit une affinité supérieure i celle trouvée pour 1'hétéroside de synthése.
Pour les préparations isolées de la Féve Jack, des graines germées de Fenugrec et du
foie de Boeuf, les affinités sont nettement plus faibles, elles sont respectivement
de 0,32, 0,58 et 0,38 mM. Les vitesses maximales de réactions sont &levées par compa-
raison i celles obtenues précédemment, elles varient de 1,66 3 138 n.moles/s/mg de
protéine, valeurs légérement supérieures 3 celles obtenues pour 1l'hydrolyse de 1'hé-
téroside de synthése (Tableaﬁ IV p.42) . Les pourcentages d'hydrolyse obtenus aprés
24 heures d'incubation sont rassemblés dans le tableau III p.41.0n remarquera que la
préparation d'Asperngiflus niger coupe a 100 p. 100 la liaison N-acé&tylglucosaminyl
Bl - 6 mannose. La préparation enzymatique isolé&e de la rate de Boeuf libére 77 p.
100 de la N-acétylglucosamine alors que les autres préparations donment des pourcen-—

tages d'hydrolyse variant de 13 & 23 p. 100. La libération de la N~acétylglucosamine

liée par une liaison B-1,6 3 du mannose sera donc réalisée de préférence a 1l'aide des

hexosaminidases isolées de la rate de Boeuf et de 1'Aspergiflus nigex.
% Discussion

Des résultats que nous venons d'exposer ci-dessus nous ne pouvons en
aucun cas conclure i la spécificitéd stricte de telle ou telle enzyme vis-a-vis de
tel ou tel type de liaison 3 hydrolyser. Nous pouvons, cependant, remarquer les faits
suivants : toutes les enzymes étudides ici sauf celle isolée des graines germées de

Fenugrec présente une affinité tr&s grande pour les liaisons B-1,6.

MATTA et BAHL ( 77) ont obtenu une libé&ration totale de la N-acétyl-
glucosamine lors de 1l'hydrolyse du 0-8-D-N-acétyl-glucosaminyl-(1 -+ 6)-mannose par
1'enzyme isoléde d'Aspergillus niger. VIKHA et al. (129) ont observé que la N-acétyl-

B~D-glucosaminidase isolée de 1l'épididyme de Porc présente une affinité décroissante
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pour les liaisons B-1,6, B-1,3 et B-1,4 lorsque la N~acétylglucosamine est liée a

du glucose. Si on se référe uniquement aux valeurs de Km, on remarque que les 5
préparations de N-ac&tyl-f-D~hexosaminidases &tudiées peuvent €tre classées en deux
groupes. Le premier groupe constitu@ par les enzymes isolées de la rate, du foie de
Boeuf et de la Féve Jack, ces enzymes présentent une activité décroissante pour les
liaisons N-acétylglucosaminyl 8-1,6, B-1,2 et B-1,4 mannose. Le deuxiéme groupe cons-—
titué par les enzymes isolées de 1'Asperngillus niger et des graines germées de Fenu-
grec. Ces enzymes présentent une affinité décroissante pour les liaisons N—acétyl-
glucosaminyl 8-1,6, B-1,4 et B-1,2 mannose. Les variations observées sont d'ailleurs
confirmées par 1'étude des vitesses maximales thé@oriques d'hydrolyse. Si on examine,
d'autre part, les résultats obtenus lors de la cinétique d'hydrolyse enzymatique,

on remarque quelques anomalies. La N-acétyl-Bf-D-hexosaminidase isolée des graines
germées de Fenugrec est incapable d'hydrolyser la liaison N-acétyl-glucosaminyl
B8-1,3 galactose. Par 1'étude systématique que nous venons de réaliser sur la spéci-
ficité des hexosaminidases, nous montrons que seule 1l'hexosaminidase isolée du foie
de Boeuf est capable de libérer quantitativement la N-acétyl-glucosamine li&e en

B~1,3 au galactose.

Dans la littérature, d'autres exemples de 1'incapacité des hexosami-
nidases & hydrolyser certains types de liaisons sont donnés, c'est ainsi que la N-

acétyl-glucosamine présente dans l'oligosaccharide suivant : GlcNAc E:lli GlclA

6:112. GlcNAc est libérée par 1l'hexosaminidase isolée du foie de Boeuf (WEISSMAN

et dﬂ.) (133), de 1'aorte bovine (BUDDECKE et WERRIES) (23 ) et enfin par 1'hexosa-
minidase isolée de la féve Jack (LI et LI) (68 ). Par contre, aucune libé&ration de
N-acétyl-glucosamine n'est obtenue par les hexosaminidases isolées de 1'émulsine
d'amande et de_l'AApeﬂgiﬁZuA nigen (WEISSMAN ef al.) (133) et par des extraits de
pneumocoques (LINKER ef af.) (73 ) (WEISSMAN et al.) (133). Dans le cas de la mala-
die de Tay-sachs, 1'hexosaminidase B encore présente est incapable d'agir sur des
structures analogues aux gangliosides GM2. Cette forme enzymatique posséde pourtant
la faculté d'hydrolyser les N—acétylgalactosamines. La spécificité enzymatique sem~

-

ble en fait &tre beaucoup plus liée 3 1'environnement spatial et 3 la nature du mo-

1~

nosaccharide penultiéme plutdt qu'd l'origine de 1'hexosaminidase.

Nous avons d'ailleurs montré, dans le tableau III p.4lque le monosac—
charide sur lequel est branchée la N-acétylglucosamine est important pour la spéci-
ficité enzymatique. Le seul fait de passer d'un 0-B-D-2-désoxy-2-acétamidoglucopyra-
nosyl-(1 > 4)-D~mannose i un 0—B—D—2—désoxy—2—acétaﬁidoglucopyranosylf(1 > 4)-D-

galactose entraine une diminution notable du pourcentage d'hydrolyse des liaisons sauf
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dans le cas de 1'hydrolyse par la N-acétyl-B-D-hexosaminidase du foie de Boeuf.

Ces observations sont en accord avec les résultats trouvés par VIKHA ef af. (129).

Ces auteurs remarquent que l'affinité diminue lorsqu'on remplace
un glucose par un galactose ou par une N-acétyl-glucosamine. Il n'est donc pas
possible dans 1'état actuel de nos connaissances de conclure 3 1'existence d'une
spécificité plus ou moins stricte des enzymes vis-3-vis du type de la liaison a

hydrolyser.

b -~ Influence de la taille du substrat

Des tri- et tétrasaccharides renfermant des liaisons N-acétyl-gluco-
samine B-1,2 et B~1,4 ont &té hydrolysées par deux préparations enzymatiques isolées
de la féve Jack et d'Aspergillus niger afin d'étudier les variations de libération
de la N-acétyl-glucosamine en fonction de la structure du substrat. Les hexosamini-
dases isolées de la féve Jack et d'Aspergillus niger ont été choisies car ces deux
préparations se sont révélées étre parmi les plus actives sur les liaisons B-1,2

et B-1,4.

¥ Liaison 0~B-D-N-acétyl-glucosaminyl-(1 > 2)-mannose

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau V p. 47 . Nous
pouvons remarquer tout d'abord que 1l'activité des préparations enzymatiques de la
féve Jack et de 1'Aspergillus niger au bout de 24 heures d'hydrolyse est nettement
inférieure quand on compare les pourcentages oBtenus pour le 0-B-D-2-désoxy—2—acéta-
mido—glucopyranosyl-(1 + 2)-D-mannose et le 0-B-D-2-désoxy-2-acétamido-glucopyrano-—
syl=(1 > 2)-0-p-D-mannopyranosyl-(1 + 3)-D-mannose. La poursuite de 1'hydrolyse pen-
dant 5 jours ne modifie pas le pourcentage de libération. Ces travaux ont &té véri-

fiés au laboratoire par R. VANDERSYPPE (125).

# Liaison 0-B-D-N-acédtyl-glucosaminyl-{1 - 4)-mannose

L'hexosaminidase isolée de la féve Jack est l'enzyme la plus active,
on obtient, respectivement, 81 et 71 p. 100 d'hydrolyse pour le tri- et le tétrasac-
charide alors que le disaccharide n'est hydrolysé qu'a 35 p. 100 pour le méme type
de liaison. La N-acé&tyl-B-D-hexosaminidase de 1'Aspergillus niger capable d'hydroly-
ser la liaison B-1,4 du disaccharide est incapable de couper la méme liaison dans

un tri- ou tétrasaccharide (tableau V, page 47).

% Liaison 0~B-D-N-acétyl-glucosaminyl-(1 > 4)-0-g—D-N-acétyl-

glucosaminyl-(1 > 4)-D-N-acétyl-glucosamine

L'action des cinq préparations enzymatiques a &té &étudiée sur le N-

acétyl-chitotriose. Les constantes d'affinité, les vitesses maximales théoriques
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TABLEAU V

Pourcentages de N—acétyl-glucosamine libérée au bout de 24 heures d'hydrolyse
3 partir d'oligosaccharides de taille variable

par des préparations enzymatiques isolées de la Féve Jack et d'Aspernglllus nigen

N-acétyl-p-D-glucosaminidase isolé&e de :

Substrats
Féve Jack Aspergillus nigen
1,2
GlcNAc 2, Man 100 62
Man 112 Man
1 1,2 ' 47 53
GlcNAc
1,4
GlcNAc 2. Man 35 56,5
Man 112 Man
R 81 0
GlcNAc '
Man 113 Man
T 1,4 1 1,4 71 0

GlcNAc GlceNAc
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ainsi que les pourcentages de lib&ration de la N-acétyl-glucosamine ont é&té
déterminés et rassemblés dans le tableau VI p.49. Les hexosaminidases isolées
de la rate et du foie de Boeuf sont sans action sur le N-acétyl-chitotriose.
Les trois autres préparations poss&dent une action négligeable, dans les condi-
tions utilisées, sur la libération de la N-acétyl-glucosamine. L'affinité des
hexosaminidases, principalement celle d'Aspergillus niger est importante, les
enzymes isolées de la rate et du foie de Boeuf sont incapables d'agir sur le N-—

acétyl-chitotriose.
‘% Discussion

La modification de la structure du substrat entraine une modifica-
tion dans les modalités d'hydrolyse de ces oligosaccharides. Cependant, les diffé-
rences ne vont pas toutes dans le méme sens. En présence d'une liaison B-~1,2 a hy-
drolyser, les enzymes isolées de la féve Jack et de 1'Aspergiflus niger coupent

plus facilement la liaison du disaccharide par rapport 3 celle du trisaccharide.

Dans le cas des liaisons O—B—D—N—acétyl—glucosaminyl-(1 + 4)-mannose,
1'enzyme de la féve Jack agit de préférence sur le tri- et le tétrasaccharide,
1'hexosaminidase de 1'Aspengillus niger est capable d'hydrolyser le chitotriose.
BAHL et AGRAWAL ( 10) ont montré que cette enzyme &tait capable d'agir sur le N-
acétyl-chitotétraose et le N~ac&tyl-chitohexaose avec des vitesses d'hydrolyse d'au-

tant plus faible que la masse moléculaire est plus E&levée.

De notre &tude, il apparait que si la masse moléculaire intervient,
elle joue un rdle assez faible, le facteur influengant le plus 1l'hydrolyse est, sans

nul doute, la conformation spatiale du substrat.

Ainsi, il semble que 1'enzyme de 1'Aspergillus niger soit capable
d'hydrolyser les n—glycannes, par contre, l'hexosaminidase de la féve Jack est ca-

pable d'hydrolyser plus facilement les isoglycannmes.

¢ - Action sur un glycopeptide isolé de 1'ovomucoide

Le comportement des cinq préparations enzymatiques a &té &tudié sur
un glycopeptide dont la masse mol&culaire est de 3.220, isolé de 1'ovomucoide du
blanc d'oeuf de Poule selon le procédé décrit par YAMASHINA et MAKINO (140), modifié
par MONSIGNY, ADAM-CHOSSON et MONTREUIL (81 ). Le glycopeptide renferme 40 p. 100

d'hexosamines soit 10 résidus de N-acétyl-glucosamine.

Les résultats obtenus par méthylation par FOURNET (47 ) sont en faveur

de 1l'existence de 6 résidus de N-acétyl-glucosamine en position externe non réductri-




TABLEAU VI

Hydrolyse du tri-N-acétyl-chitotriose par

cing N-acétyl-B-D-glucosaminidases d'origines diverses
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Origine de

VMax (n.mole/mn/

p. 100 de libération

1'hexosaminidase Km (mi) mg de protéine) au bou§ de 24 heures
Rate de Boeuf 0 0

Foie de Boeuf 0 0

Feve Jack 1,66 + 0,17 1,33 1,2

Graines de Fenugrec 1,66 + 0,11 9,83 23,6
Aspengillus niger 0,58 + 0,02 5,16 14

(/ ?‘l,‘:\
i

-
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ce, soit 60 p. 100 des hexosamines totales.

Dans les conditions d'hydrolyse utilisées, le nombre de résidus de
N-acétyl-glucosamine 1ibéré par 1'hydrolyse du glycopeptide de 1'ovomucoide par
les cinq préparations enzymatiques &tudiées est tr&s faible. Le tableau VII p. 5i
rassemble les résultats obtenus. Les enzymes isolées de la féve Jack et de la rate
de Boeuf lib&rent un seul résidu de N-acétyl-glucosamine. L'action des autres pré-

parations enzymatiques est négligeable : 0,1 a& 0,3 résidu de N-acétyl-glucosamine.

On pourrait expliquer 1'activité restreinte des différentes N-acétyl-

B-D-hexosaminidases sur le glycopeptide 8 de 1'ovomucoide de différentes maniéres.

- Existence possible de liaisons N-acétyl-o-D-glucosaminidasiques.
Cette hypothése est @ rejeter car la détermination de la structure des oligosaccha;
rides obtenus par acétolyse du glycopeptide natif de 1'ovomucoide par BAYARD ef al.
(14 ) a montré que la N-acétyl-glucosamine était toujours lie par une liaison

B-glycosidique.

On remarquera, en outre, que les hexosaminidases sont capables d'hy-

drolyser les oligosaccharides sans agir sur le glycopeptide natif.

- Présence de nombreuses liaisons N-ac&tyl-g-D-glucosaminidasique

1,4 difficiles & hydrolyser.

-~ Existence d'une conformation spatiale telle qu'il existe de nom—

breux encombrements stériques empéchant les hexosaminidases d'intervenir.

~ Le faible pourcentage d'hydrolyse péut encore s'expliquer par
1'existence de conditions d'hydrolyse impropres au maximum d'efficacité des enzymes.
L'hydrolyse du glycopeptide pourrait, peut-étre, commencer par l‘'action de 1'endo-

N-acétyl-B-D-glucosaminidase : enzyme qui effectue la coupure du chalnon chitobiose.

-~ Les enzymes sont inefficaces car elles ne sont pas adaptées 3 cette
structure. Les essais d'hydrolyse réalisés par MURAMATSU et EGAMI (85 ) i 1l'aide de
1'hexosaminidase de Tutbo cosnutus sur un glycopeptide de 1'ovomucoide donnent 19 p.

>100 de libération de N-acétyl-glucosamine par rapport aux hexosamines totales. De
méme, CLAMP et HOUGH ( 29) ont obtenu, par action de 1'hexosaminidase isolée de
1'épididyme de B&lier sur un glycopeptide de 1'ovomucoidé, une libération de 0,95

résidu de N-acétylglucosamine.

Comme on peut le remarquer, ces résultats viennent confirmer ceux que
nous avons obtenus et ils démontrent que la libération de la N-acétyl-glucosamine &

partir des glycopeptides n'est jamais totale.




' TABLEAU VII

Libération de N-acétyl-glucosamine 3 partir

d'un glycopeptide obtenu par hydrolyse pronasique de 1'ovomucoide

Hexosaminidase isolée 3 partir de

Rate de Boeuf  Foie de Boeuf Féve Jack Graines germées AAPQ@Q
de Fenugrec nigen
Pourcentage de libération 16 0 14,8 1,4 5
de N-acétyl-glucosamine
Nombre de résidus de N- 1 0 1 0,1 0,3

acétyl-glucosamine libérée

_[g-
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B - SPECIFICITE DE LA B-D-MANNOSIDASE

1 - Action sur les hétérosides de synthése.

La B~-D-mannosidase n'hydrolyse que les liaisons B-D-glycosidiques
contractées par le mannose. L'enzyme est incapable de réagir avec les liaisons

a-D-mannosidiques.

2 - Action sur les substrats naturels.

Nous avons déjd montré (107) que la B-D-mannosidase isolée de 1'
Aspengillus nigen était capable d'hydrolyser la liaison R-D-mannosidique présente
dans les glycoprotéines. Ces résultats sont d'ailleurs confirmés par WAN et al.
(131). Nous avons, d'autre part, voulu savoir si 1l'enzyme pouvait hydrolyser tous
les types de liaison pouvant €tre contractés par le mannose et la N-acé&tylglucosa—
mine. Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblé&s dans le tableau VIII
page 53. Comme nous pouvons le remarquer, la B-D~mannosidase d'Aspergillus nigen
est capable de réagir sur tous les types de liaison mais avec des vitesses d'hydro-
lyse trés nettement différentes. Le substrat le plus adapté se trouve, sans contes-—
tations possibles, €tre celui qu'on trouve dans la nature, le mannose f-1,4 N-acétyl-

D-glucosamine.

Nous remarquons aussi que la B-D-mannosidase hydrolyse plus vite le

mannose B-1,4 N-acétyl-D-glucosamine que 1'hétéroside de synthése.

On note généralement le phé&noméne inverse avec les hydrolases sauf

dans le cas de certaines galactosidases ou fucosidases.

}III — CONCLUSIONS

A - CONCLUSIONS CONCERNANT LA SPECIFICITE DES N—ACETYL-B-D-HEXOSAMINIDASES.

Lorsque nous avons commencé cette &tude, nous pensions qu'il existait
une spécificité de liaison trés étroite. I1 a fallu trds vite abandonner cette idée

au fur et 3 mesure que nous avancions dans notre travail. A la vue des ré&sultats ob-

tenus, nous pouvons conclure que :

1 - La sp8cificité enzymatique varie selon 1l'origine de 1'enzyme.
C'est une constatation valable pour toutes les glycosidases, par exemple, la neurami-
nidase de V{bnio choferae hydrolyse quantitativement 1'acide N-acétyl-neuraminique
du 3-sialyllactose et du 6-sialyllactose, la neuraminidase du virus de 1'influenza
est incapable de couper la liaison 6-sialyllactose alors que le 3-sialyllactose est
hydrolysé (DRZENIEK- (39 )).




TABLEAU VIII

Spécificité d'action de la g-D-mannosidase’

Substrat Pourcentage Vitesse d'hydrolyse
a de du substrat

hydrolyser mannose 1ib&ré % n.mole/min/mg
B-1,4

Man — 1. GlcNAc 100 6,56

Man 87123 Gienac 22 0,17

Man 87128 Grenac 4 0,96
g-1,

Man —__-2 pNP 52 . 3,41

% Hydrolyse de une heure a 37°C

_53_
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La B-D-galactosidase de la féve Jack hydrolyse les liaisons B-1,4
contractées par le galactose beaucoup plus vite que les liaisons B~1,3. On trouve

1'inverse pour la B-D-galactosidase de 1'émulsine (ARAKAWA et al. ( 5)).

2 - La spécificité enzymatique dépend du type de la liaison a hy-
drolyser. Dans notre cas particulier, la N-acétyl-B-D-hexosaminidase du foie de
Boeuf &tait incapable d'hydrolyser les liaisons B-1,4. D'autres exemples viennent
renforcer nos conclusions : nous ne citerons que le cas des o-1,2 fucosidases de
CLostridium penfringens (AMINOFF et FURUKAWA ( 4 )) et d'Aspengillus niger (BAHL
(9 )). Ces enzymes ne sont capables que d'hydrolyser les liaisons a-1,2 contrac-

tées par le fucose et ceci quel que soit l'environnement spatial.

3 - La spécificité peut dépendre de la nature du monosaccharide sur
lequel est branchée la N-acétyl-glucosamine. Dans le cas des N-acétyl-B-D-hexosami-
nidases, lorsque les N-acétyl-hexosamines sont branchées sur un galactose ou une
autre N-acétyl-hexosamine, le taux d'hydrolyse est beaucoup plus faible. Des résul-
tats analogues sont obtenus, par exemple, avec les o-1,2 fucosidases. Cette enzyme
hydrolyse le disaccharide Fuc a-1,2 Gal, mais elle est sans action sur le di-

saccharide Fuc a-1,2 Fuc (BAHL ( 9 )).

4 - La spécificité dépendra de 1'environnement spatial de la liaison
i hydrolyser. La N-acétyl-g-D~hexosaminidase isolée d'Aspergillus niger est prati-
quement incapable d'agir sur des oligosaccharides ramifiés. La constatation est
identique lors de l1'hydrolyse de certains oligosaccharides par les R-D-galactosida-
ses. HARRAP et WATKINS (56 ) démontrent que la B-D-galactosidase de Trichomonas
goefus n'hydrolyse pas le galactose quand sur la N-acétylglucosamine jouxtant le

galactose se trouve greffé un fucose.

En conclusion, lorsqu'il s'agira de déterminer uniquement la nature
de 1'anomérie de la liaison N-acétylglucosaminyle présente dans un polysaccharide,
le choix de 1l'origine de 1'enzyme sera donc plus vaste car, sans avoir une libéra-
tion totale de la N-acétylglucosamine, cette libé&ration pourra &tre significative
quant 3 la nature de 1'anomérie. Loquue la libération doit &tre quantitative, le

choix des enzymes est plus limité. Nous conseillons d'hydrolyser de préférence :

- Les oligosaccharides linéaires ou ramifiés & liaison B-1,2 par les

enzymes isolées de la rate de Boeuf ou de la fdve Jack.

- Les oligosaccharides linéaires 3 liaison B-1,3 par les enzymes iso-

lées du foile ou de la rate de Boeuf.
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- Les oligosaccharides linéaires 3 liaison B-1,4 par les enzymes

isolées de 1'Aspengillus niger ou les graines germées de Fenugrec.
- Les oligosaccharides ramifiés 3 liaison B-1,4 par l'enzyme iso-
1ée de la féve Jack.

~Enfin les oligosaccharides linéaires 3 liaison B-1,6 par les en-

zymes isolées de 1'Aspengillus niger et de la Rate de Boeuf.

Cette &tude, plus particuliére, ajoutée aux &tudes déja effectuées
sur les spécificités des glycosidases nous ont permis de participer d la détermi-

nation de la structure de nombreux oligosaccharides.

B — APPLICATIONS DES EXOGLYCOSIDASES A LA DETERMINATION DE LA STRUCTURE DES
OLIGOSACCHARIDES NATURELS.

Les différentes glycosidases que nous avons préparées : f-D-galac-
tosidase, N-acétyl-B-D-~glucosaminidase, a-D- et B-D-mannosidases nous ont permis
de participer 3 1'Eélaboration de la structure de 34 oligosaccharides natifs ou

produit d'acétolyse de glycoprotéines.

Les oligosaccharides sont décrits ci-dessous et ils ont fait 1'ob-

jet de 7 publications.

1 - Hexasaccharide libre du lait

ANAN 2,3 Gal 8—1’3 GlcNAc g:l:é Gal E:llﬁ Gle
. 6 :
2
2
ANAN

GRIMMONPREZ L., BOUQUELET S., BAYARD B., SPIK G., MONSIGNY M. et MONTREUIL J. (54 )

2 - Oligosaccharides d'acétolysat de glycoprotéine

Treize oligosaccharides ont &té isolés d partir de la fraction neu-
tre des acétolysats de 1'asialoglycopeptide B obtenu par hydrolyse pronasique de
1'ovomucoide de poule. Ces composd&s possédent les formules suivantes : O-2-acétamido-
2-désoxy-B-D-glycopyranosyl~(1 » 4)-D-mannopyranose ; O-B-D-galactopyramosyl-(1 - 4)-
2—acétamido—2—désoxy—D—glucopyranose ; 0-2-acétamido-2~désoxy-B-D-glucopyranosyl-

(1 > 2)-D-mannopyranose ; O-a-D-mannopyranosyl(l - 3)—D—mannopyranose 3 0—2—acéta-_
mido-2-désoxy-Bg-D-glycopyranosyl-(1 »> 3)-0-{2-acétamido-2-désoxy~B-D-glucopyranosyl-
(1 > 2)}D-mannopyranose ; 0-2-acétamido~2-désoxy-8-D-glucopyranosyl-(1 » 4)-0-
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{2~acétamido-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl—-(1 + 2)}-D-mannopyranose ; 0-2-ac&tamido-
2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1 + 4)-0-g-D-mannopyranosyl-(1 + 3)-D-mannopyranose ;
0-2-acétamido-2-désoxy-B-D-glycopyranosyl-(1 + 2)=-0-g-D-mannopyranosyl-(1 - 3)-D-
mannopyranose ; O-o-D-mannopyranosyl=-(1 - 3)-0-{2-acétamido-2-désoxy-g-D-glucopy-
ranosyl-(1 » 4)}-D-mannopyranose ; 0-2-acétamido-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl- B
(1 » 2)-0-q-D-mannopyranosyl-0-{2-acétamido-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-(1 - 4)}-D-
mannopyranose j; 0-2-acétamido-2-désoxy-8-D-glucopyranosyl—-(1 -+ 4)-0-{2-acétamido-
2-désoxy-g-D-glucopyranosyl=(1 + 2)}-0-a=-D-mannopyranosyl=(l - 3)-D-mannopyranose ;
0-2-acétamido-2-désoxy~B-D-glucopyranosyl-(1 + 4)-0-a-D-mannopyranosyl-(1 -+ 3)-0-
{2-acétamido-2-désoxy-8-D-glucopyranosyl=(1 -+ 4)}-D-mannopyranose ; 0-2-acé&tamido-
2-désoxy-B~D-glucopyranosyl—(1 + 4)-0~{2~acétamido-2-désoxy-B~D~glucopyranosyl-

(1 + 2)}-0~a-D-mannopyranosyl-=(1 + 3)-0 -{2-acétamido-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl-

(1 > 4)}-D-mannopyranose.

BAYARD B., FOURNET B., BOUQUELET S., STRECKER G., SPIK G. et MONTREUIL J. ( 14).

3 - Glycoprotéine

NANA %7250 a1 B4 oy nac B2 Man

ca-1,3
4 \ B-1,4 B~1,4 g-1

" Man 2o GlcNAc s GlcNAc —_» Asn

- - - a—1,6 2 I
NANA 27258 a1 B71o8 Grenac B71o2 yan ’

3

Fuc 37158 (GlcNAc) 1,2,3 ou 4

Schéma proposé pour la s&quence oligosaccharidique des glycannes I et II de la

lactotransferrine.

SPIK G., VANDERSYPPE R., FOURNET B., BAYARD B., CHARET P., BOUQUELET S., STRECKER G.
et MONTREUIL J. (107).

4 - Glycoprotéine isolée du serum

a-2,6 g-1,4 g-1,2

NANA Z_ 2, Gal —— 2 GlcNAc Man 13 Y (COO0H)
V: ’
Man B=10% Gienae B7102 Gienae B2 A.i:n
- - - a—-1,6
NaNa 27255 Ga1 BTDod Grenac 27122 Man ’ X (NHy)

Structure de la copule polysaccharidique des glycopeptides GP-2 et GP-3 isolés de la

sérotransferrine humaine.

SPIK G., BAYARD B., FOURNET B., STRECKER G., BOUQUELET S. et MONTREUIL J. (108).




-~ 57 -

5 ~ Heptasaccharide libre du lait

"A new heptasaccharide, lacto-N-fucoheptaose has been isolated from
human milk. It contains D(+)-galactose, D(+)-glucose, L(-)-fucose and N-acetyl=D-
(+)-glucosamine in a 3 : 1 : 1 : 2 ratio. The glucose residue is at the reducing
end of the oligosaccharide. Data obtained by partial acid hydrolysis, permethyla-
tion and enzymic hydrolysis establish the structure of lacto-N-fucoheptaose as

follows :
D-Galp8l -+ 4 D-GlcNAcpBl
gD—GalpBI -+ 4 D-Glcp

-
D-Galpgl + 3 D-GlcNAcpBi -

4
4
L-Fucpal

GRIMMONPREZ L., DELAUTRE M., BOUQUELET S. et MONTREUIL J. (55).

6 - Oligosaccharides urinaires

II

Fuc—-g-(1 » 2)-Gal

H
111 : GalNAc-g-(1 -+ 3)
A . ~
Gal
Ve
Fuc—a-(1 » 2)
IIIB : Gal-g~(1 » 3)
Gal
. /
Fuc—q-(1 » 2)
IV, : Fuc-a—(1 » 2)-Gal-g-(1 > 4)\\ |
Glc
Ve
Fuc—g-(1 » 3)
VA : GalNAc—q-(1 »> 3)
. ~ .
' p Gal-g-(1 » 4)\\ .
Fuc—g~(1 » 2) Glc
/7

Fuc=~a-(1 » 3)
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\' : Gal-a-(1 » 3)
Gal-g-(1 > 4
al-g-( ) N
Fuc—-a~(1 » 2) Gle
v
Fuc—g-(1 » 3)

VI : Fuc—-a~(1 » 2)-Gal-B-(1 » 3)
GlcNAc-B—~(1 -+ 4)
7 AN
Fuc—-a-(1 > 4) P Gal
Fuc—-a-(1 > 6)

VIL : GalNAc-o-(1 » 3)\
_ Gal-g-(1 = 3) N
Fuc—a-(1 > 2) GlcNAc-B=(1 - 4)
Ve N
Fuc~o—(1 > &) Gal
Ve
Fuc-a—(1 > 6)

VII

Aa GalNAc-a-(1 + 3)

Gal-8-(1 » 3)
/ ~
Fuc—-a~(1 =+ 2) GleNAc-B-(1 » 3)-Gal-B-(1 + 4)-Glc
Fuc-o—-(1 -+ 4)/

VII : Gal-a-(1 = 3)\\
.Gal-g-(1 » 3)
e ~N
Fuc=-o~(1 > 2) GlcNAc-B8-(1 ~ 4)
Fuc—a-(1 =+ &) - Gal
7/
Fuc-a-(1 = 6)

STRECKER G., RIAZI-FARZAD T., FOURNET B., BOUQUELET S. et MONTREUIL J. (114)

7 - Oligosaccharides urinaires

Mi Man

-1,3
N

Man :.l_’.ﬁ GlcNAc

M2 , Man'g.:l_lz Man
Y]ﬂ
3-19

Man _——i GlcNAc
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M3 Man “;‘;3 Man 9_:_1_’_3 Man
\\\2:1,3
Man 8124 GleNac
M5 Man a-1,3
Man 2122 Glenac
a-1,2 o-1,2 a-1,6

Man — > Man __2, Man

M6 Man a-1,2

Man a-1,3

Man _B___l_’i GlcNAc

a-1,2 //4;:,6
0 e

Man SZl_’E Ma Man
M7 Man
. Y\IJ
8—134
Man(a—-1,2) — Man ~_ 2, GlcNAc
/u-'l,6
4. Man
M8 Man
’ » : \\\\::],3
. B_la4
Man(a-1,2) —r Man —__2» GlcNAc
5 a-1,6 ‘
Man

Structure des mannosides urinaires -

STRECKER G., FOURNET B., BOUQUELET S., MONTREUIL J., DHONDT J-L. et FARRIAUX J-P.
(115). ' -
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2. - LES N-ACETYL-B-D-HEXOSAMINIDASES DES GRAINES

GERMEES DE FENUGREC (TRIGONELLA FOENUM GRAECUM L.)

De nombreuses N—acétyl-B-D-hexosaminidases d'origine végétale ont
été décrites dans la littérature, leur nombre est cependant plus limité que celles

d'origine animale. Ces dernidres se présentent toujours sous différentes formes mo-

léculaires et on essaie de savoir : s'il s'agit de différentes formes enzymatiques

ou s'il s'agit tout simplement d'isoenzymes.

Chez les végétaux, seuls DEY et PRIDHAM ( 35) ont caractérisé deux
formes d'@-D-galactosidase dans les graines de V{cia §aba. Parmi les N-acé&tyl-g-D-

hexosaminidases d'origine végétale décrites jusqu'a présent, seuls RAFESTIN et al.

(94), MEYER et BOURRILLON (80 ) ont caractérisé 1'existence de plusieurs pics d'ac-
tivita. |

Nous avons caractérisé, dans les graimes de Fenugrec, un substrat
utilisé par COURTOIS et PERCHERON (30 ) d'une part, et par BEAUGIRAUD et af. (15)
d'autre part, pour 1l'isolement des galactosidases et des mannosidases, une N-acétyl-
B-D-hexosaminidase ( 20). Nous avons voulu vérifier si cette enzyme existait sous
différentes formes et si elle présentait des points de comparaison avec les N-acétyl-
hexosaminidases d'origine animale. Nous avons purifié 1'enzyme et Eétudié ses pro-

priétés enzymatiques et physicochimiques.

I - PURIFICATION DES DIFFERENTES FORMES DE N“ACETYL‘ﬁ—D-HEXOSAMINIDASES

A - GERMINATION DES GRAINES.

Les graines sont lavées par une solution d'acide sulfurique & 10 p.
100 pendant 15 3 20 minutes. Elles sont ensuite rincées abondamment i 1'eau courante
puis 3 1'eau permutée. Les graines sont ensuite traitées par de 1'é&thanol absolu
pendant 10 minutes. Elles sont enfin mises & gongler dans de 1'eau distillée ren- .
fermant de 1'azide de sodium 3 0,2 p. 1.000 pendant 12 heures. Aprés essorage, les
graines gonglées sont dispos&es dans des plateaux sur des feuilles de papier filtre

humidifiées 3 1'aide de la solution d'azide de sodium précé@dente. Elles sont re-

couvertes de papier filtre humidifié et d'une feuille de plastique pour &viter les
évaporations. La germination est mende i .20°C, 3 1'obscurité pendant des temps va-

riables : 0 3 144 heures.
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B — EXTRACTION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE.

Les graines entiéres, aprés germination, sont broyées dans une
solution de chlorure de sodium 3 9 p. 1.000. Le broyage s'effectue 3 4°C. La
suspension laiteuse obtenue est agitée pendant 10 & 12 heures & 4°C. Aprés ce
temps, la suspension est filtrée sur gaze (la solution est extrémement visqueuse
a4 0 heure de germination, la filtration est trés lente). Le filtrat est centri-
fugé dans une centrifugeuse réfrigérée pendant | heure 3 raison de 4.000 tours
par minute. Le surnageant obtenu est amené 3 pH 4,6 avec de 1'acide citrique
molaire. Si un précipité se forme, il est &liminé par une nouvelle centrifugation.
Le surnageant obtenu est amené& a 80 p. 100 de saturation en sulfate d'ammonium.

Le précipité, aprés une nuit de repos i 4°C, est collecté par centrifugation de

1 heure & 15.000 tours par minute. Le précipité est dissous dans une solution tam~
pon phosphate de sodium 10 mM pH 6,7 et dialysé contre ce méme tampon pendant 3
jours d 4°C. Le précipité qui peut se former en cours de dialyse est &liminé par
une centrifugation. Le surnageant est alors soumis 3 une concentration sur membrane

Amicon XM50 ou cartouche Amicon HIDX50. L'ultrafiltrat est €liminé, la solution

concentrée obtenue est soumise 3 différentes chromatographies.

C - CHROMATOGRAPHIE SUR .-DEAE-CELLULOSE.

La solution enzymatique, aprés avoir &t&€ concentrée, est chromatogra-
phide sur colonne de DEAE-cellulose (cf p. 24). La colonne est, dans un premier
temps, lavée 3 1'aide de 1.400 ml d'une solution tampon phosphate de sodium 10 mM
pH 6,7. Une activité N—acétyl-f-D-hexosaminidasique est &luée. La colonne est en-
suite &luée par un tampon phosphate de sodium pH 6,7 de molarité croissante, 66 mM,
160 mM et enfin par une solution tampon phosphate de sodium 200 mM pH 5,6 renfermant
du NaCl 0,2 M. - '

A chaque variation de molarité et de pH, il y a élution d'une activi-
té N-acétyl-p-D-hexosaminidasique. La chromatographie sur DEAE-cellulose nous per-
met d'obtenir 4 formes d'hexosaminidases. Les résultats sont illustrés par la figure
8 (p. 62). La chromatographie sur DEAE cellulose pouvant amener, soit des arte-~
facts dans 1'€lution ou des modifications des composés chromatographiés, nous avons
étudié le comportement de la solution enzymatique brute sur une colonne de CM-
cellulose (le protocole expérimental est décrit page 24). Les résultats sont il-
lustrés par la figure 9 (p. 63). Il apparait 3 pics d'activité N~acétyl-g-D-
hexosaminidasique dont 1'un est dédoubléd. Le premier pic &lué de la CM-cellulose,

lorsqu'il est chromatographié sur colonne de DEAE-cellulose, posséde uniquement le




- 62 -

‘WU ()87 B OOUBQIOSQY = wwew
onbiseprutwWESOX9Y~-(-g-T1£I120B-N 21ITATIOV O nu
W Z0 10BN - 9°¢ Hd Wu 00Z - €

L9 Hd Wu 091 - 2
L9 HA Wu 99 - |

9ST113n uodwe] Swe3ls£s Np UOTIBIIUSOUOD B] 9p UOTIBTIABA 2un snbiput 242313 onbeyp
‘wu OOy B S99aInsaw JUOS SIDOUBQIOSqER SO

*0218nusag op sosmxad soureal op saursjoad op 3ITBIIXD un,p (7zIdQ) °SOINTI20-AVAQ 9P duuolod ans arydealojzemoiyd

g 2an3tg
suonoesy - OSt oot 0S
07 0=0-0~0~0=g=0 U 070~0-00-0~0, ¥ 3
AWN’ o -llcllo \\.:.IO/O .\\ X 'oo—- Iy
LI -y K \
L I ,.
o [¢] ./ N
. i .\
3
o \




20 - 40 60 Fractions

Figure 9

Chromatographie sur colonne de CM-cellulose (CM32) d'un extrait de proté@ines de graines germées de Fenugrec.
Les absorbances sont effectuées i 400 nm _
1 = La colonne est lavée par un tampon phosphate de sodium disodique 0,015 M - acide citrique 0,007 M pH 4,2

2 - La colonne est &luée par un tampon phosphate disodique 0,03 M - acide citrique 0,015 M pH 4,95

"M

3 - La colonne est enfin &luée par un tampon phosphate disodique 0,3 M - acide citrique 0,15 M pH 5,6

- €9 -

Les fléches indiquent le changement de systémes tampon.

A——A Activités N-acétyl—-p-D-hexosaminidasiques.
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comportement chromatographique de la forme IV. Le deuxiéme pic CM-cellulose non
homogéne, lorsqu'il est chromatographié sur DEAE cellulose, est constitué par 83
p. 100 de forme III, les 17 p. 100 d'activités restantes sont représentés par

les formes I et II. Le troisi@me pic CM-cellulose rechromatographié sur DEAE-cel-

lulose ne donne que les formes I et II.

Nous pouvons donc conclure que les différentes formes de N-acétyl-
B-D-hexosaminidases obtenues par chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose ne

sont pas des artefacts de préparation mais de véritables entités enzymatiques.

D - CHROMATOGRAPHIE SUR CONCANAVALINE A.

Le protocole expérimental est identique & celui exposé page 27
Aprés injection de la solution enzymatique, la colonne est lavée par 1.900 ml du
tampon d'équilibration. Aucune activité enzymatique n'est caractérisée dans
1'éluat. L'activité N~acéty1—B—D-hexosaminidasique‘est €luée quand on lave 1la co-
lonne par le tampon d'équilibration renfermant du méthyl-g-D-glucopyranoside

(Fig. 10, p. 65).

E - RECHROMATOGRAPHIE DES DIFFERENTES FORMES SUR DEAE-CELLULOSE.

Aprés dialyse et concentration des fractions enzymatiques recueil-
lies 3 1'étape précédente, chaque pic d'activité est rechromatographié dans des
conditions identiques d la premiére chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose.
Cette rechromatographie de chacun des pics permet, d'une part, d'augmenter la pure-
té des préparations et, d'autre part, de vérifier si la chromatographie des N-
acétyl-p-D~hexosaminidases sur DEAE-cellulose ne donnait pas lieu & des phénoménes
de copolymérisation ou d'adsorption non spécifique sur le support chromatographique.
Les résultats qué nous avons obtenus sont rassemblés dans le tableau IX (page 66).
Les fractions enzymatiques récupérées aprés chromatographie renferment entre 89 et
99 p. 100 d'une seule et méme activité&. Les formes les plus contaminées sont les
formes IIT et IV. Nous avons noté aussi la présence d'un pic d'activité (6 p. 100)
8lué par la solution tampon phosphate 10 mM pH 6,7 et qui ne correspond pas a la
forme I. Ce pic nous semble-t-il serait une forme de dégradation des différentes

N-acétyl—-B-D-hexosaminidases,

F - CHROMATOGRAPHIE SUR SEPHAROSE 4B-I-AMINOCAPROYL-N-ACETYL-B-D-GLUCOSA-
MINYLAMINE.

Les conditions expérimentales sont celles citées page 27. On distin-

gue une différence d'affinité entre les différentes formes de N-acé&tyl-B~D-hexosami-
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Chromatographie sur colonne de Sepharose 4B-Councanavaline A

Les absorbances sont effectuées 3

280 om :
400 nm : A----- Ao A Activité N-acétyl-B-D-hexosaminidasique

La fléche indique le passage du méthyl-a-D-glucopyranoside
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TABLEAU IX

- Rechromatographie des différentes formes de

N-acétyl-B-D-hexosaminidases sur DEAE-cellulose (%)

. 2 .
Forme enzymatique Formes enzymatiques

rechromatographiée I II I1I v

Forme 1 e ongeractirise e scrivite s
Forme II 0,1-0,2 99 0,3 0,5

Forme III 0 0 89,8 10

Forme IV 0 6,8 2,2 90

(%) Les résultats sont exprimés en p. 100 d'activité par rapport &
. P P

1'activité totale injectée.
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nidases. La forme enzymatique I n'est que retardée sur la colonne, les autres
formes sont retenues, l'élution n'a lieu qu'en présence de solution tampon
phosphate de sodium 200 mM pH 6,8 (Fig. 11 , p. 68).

Les fractions enzymatiques sont rassemblées, concentrées sur mem-
brane XM50, dialysées contre de 1'eau distillée puis reconcentrée sur membrane

Schleicher et Schull UHIOO (limite d'exclusion 10.000).

Quand les solutions enzymatiques doivent servir & 1'étude des pro-
priétés des N-acétyl-B-D-hexosaminidases, on gjoute,dans ces solutions, du tampon
phosphate de sodium 200 mM pH 5,0. Elles sont conservées 3 4°C ou congelées. Quand
on veut étudier les compositions en acides aminés ou en monosaccharides, les solu-
tions enzymatiques sont lyophilisées (& ce stade, 1'activité N-acétyl-g-D-hexosa-

minidasique est détruite).

Les résultats que nous avons obtenus sont illustrés par le tableau X

(p. 69) et par la figure 12 (p. 70).

Les électrophoréses en gels de polyacrylamide montrent que 1'on ob-
tient une préparation enzymatique homogéne. Le degré de purification varie d'une
forme 3 une autre : (2.000 3 20.000 fois). Les différentes formes de N-acétyl—-g-D-
hexosaminidases sont exemptes de toutes autres activit@s glycosidasiques ou protéa-

siques.
G - CONCLUSIONS.

Nous avons caractérisé, dans les graines germées de Fenugrec, quatre
formes de N-acétyl-B-D-hexosaminidases. C'est la premiére fois qu'on caractérise
autant de formes enzymatiques chez les végétaux avec des degré&s de purification
aussi 8levés (20.000 fois). Nous retrouvons ici un caractdre qui semble 8tre général
chez les enzymes : la multiplicité des formes. Jusqu'ad présent, les nombreuses for-
mes de N-acétyl-B-D-hexosaminidases décrites chez les animaux sont données comme
&tant des isoenzymes. Il nous a paru intéressant, avec les méthodes que nous dispo-
sions, d'étudier la variation de 1'activité N-acétyl-B-D-hexosaminidasique au cours
de la germination et de la répartition des différentes formes, en fonction des dif-

férentes parties de la graine.

I1 - CINETIQUE DE GERMINATION

I1 est connu depuis longtemps que la germination augmente les acti-

vités enzymatiques, par rapport d celles qui existent dans la graine dormante.
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Figure 11

Chromatographie sur colonne de Sepharose 4B~$~aminocaproyl-N-acetylglucosaminylamine

Les absorbances sont mesurées & :

280 nm
400 nm Q—Q=—0

La fléche indique le changement de syst@me tampon (tampon phosphate de sodium 200 mM

pH 6,8)
La N-acétyl-B-D-hexosaminidase I est &luée en fin de lavage (D

Les N-acétyl-p-D-hexosaminidases II, III et IV sont &luées par le deuxiéme systéme

Activitd N-acétyl-B-D-hexosaminidasique

tampon

- 89 -
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TABLEAU X

Purification des différentes formes de N-acétyl-f-D-hexosaminidases

Etapes de fractionnement Formgs Protéines _Activiqé }otale Activité spécifique Fa?t?ur ?e
enzymatiques en mg Unités U/mg purification
Extraction par NaCl : . 174.468 3.663,8 0,021 1
Sulfate d'amnonium 171,472 3.772,4 0,022 1,04
Dialyse _ 162.501 3.493,7 0,022 1
Céncenttacion sur membrane 27.735 *3.439 0,124 5,9
I 641,9 462,1 0,72 34,2
. I1 322,2 145,00 0,45 21,42
Chromatographie sur DEAE-cellulose
111 254,5 595,5 2,34 11,92
v 437,5 476,8 1,09 52
I 62,50 266,87 4,27 203,3
II 33,70 125,21 3,71 176
Chromatographie sur concanavaline A
111 33,70 376,76 11,18 532
v 39,10 . 150,53 3,85 183
U I 8,9 131,8 14,8 705
11 10,2 120,36 11,8 533
Réchromatographie sur DEAE-cellulose .
111 10,5 195,9 18,6 888
v 8,3 104 12,5 597
1 - 2,2 104 47 2.262
Chromatographie sur u 0,8 ,35 44,0 2.102
N-acétyl-R~D-glucosaminylamine ’
111 0,3 128 428 20.380

v 0,9 96 106 5.062

oo
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Figure 12

Electrophorése en gel de polyacrylamide des différentes fractions obtenues au

cours de la purification des N-acétyl-f-D-hexosaminidases (Nous n'avons repré-

senté ici que le cas de la N-acétyl-B-D-hexosaminidase II).

- Fraction

A

B - Fraction
C - Fraction
D

- Fraction

Les révélations sont effectudes au Bleu de Coomassie

E - Révélation spécifique de 1'activité N-acétyl-f-D-glucosaminidasique

brute
apreés
aprés

apreés

aprés précipitation au sulfate d'ammonium
DEAE-cellulose
Concanavaline A

chromatographie d'affinité.

F - Révélation spécifique de 1'activité N-acétyl—-pR-D-galactosaminidasique
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Nous ne citerons que quelques cas : glycosidases de Phaseofus vulgarnis,
AGRAWAL et BAHL ( 2 ), de Dolichos bifforus, MEYER et BOURRILLON (80), de
Canavalia eusiformis, BOERSMA et DEGAND ( 19), de légumineuses, McCLEARY et
MATHESON (78).

La variation de 1'activité enzymatique a &té mesurée en fonction

du temps de germination. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau XI
page 72. Les remarques qui peuvent €tre faites sont les suivantes. Le taux des
enzymes augmente pour atteindre un maximum entre 48 et 96 heures. L'optimum d'ac-
tivité est extr@mement variable. Il est de 6 jours dans le cas de Phaseofus vulgaris,
5 jours dans le cas de Canavalia eusiformis, 8 jours dans le cas de la B-mannanase
de graine de Caroube. Dans certains cas, le taux des activités enzymatiques est ma-
ximum 3 O heure de germination et décroit avec la germination, c'est le cas de la

g-D-mannosidase de la luzerne.

Pour notre travail, nous avons fixé le temps de germination 3 48
heures. De cette fagon, nous obtenons 74 p. 100 de graines germées dont 1'axe em-—

bryonnaire possé&de une valeur moyenne égale 3 1,7 cm (1,5 & 1,9 cm).

L'activité variant en fonction du temps de germination, nous avons
voulu voir si toutes les activités enzymatiques &taient concernées. Les résultats
obtenus sont illustrés par la figure 13 (p. 73). Comme nous pouvons le constater,
dans la graine aprés gonflement, il n'y a que trois activités enzymatiques, les
"formes" II, III et IV. Au bout de 24 heures, le taux des formes II et IV diminue,
celui de la forme III augmente (cette augmentation, 3 elle.seule, compense la perte
en activités des deux autres, nous verrons plus loin que la forme IIT est la forme
possédant la vitesse maximale de réaction la plus grande). Au bout de 48 heures, il
y a augmentation du taux des formes II et III, la forme IV continue 3 baisser mais

on note 1l'apparition de la forme I.

De 48 3 96 heures, les formes I, II et III ont atteint leur maximum,
le taux de la forme IV commence 3 augmenter. Apré&s 144 heures, le taux des formes
I et II tend vers zéro, le taux de la forme III tend vers la valeur initiale (grai?
ne non germée), le taux de la forme IV augmente toujours, sans pour cela &tre reve-
nu au taux initial. Nous nous sommes arrété i ce stade de germination car, au—-dela
de ce temps, il commence & apparaitre des feuilles et beaucoup trop de facteurs

peuvent intervenir sur l'activité enzymatique.

Les conclusions que nous pouvons tirer de cette étude sont les sui-

vantes :




TABLEAU XI

Variation de l'activité enzymatique totale

en fonction du temps de germination

- 72 -

T Activité N-acétyl-g-D- Activité@ N—acétyl-g-D-
emps de .. . . . .
. . glucosaminidasique galactosaminidasique
germination U/m U/m
en heures & &

0 0,0015 ~0,0006

24 0,0040 0,0015

48 0,033 _ 0,013

96 0,023 0,009

144 0,006 ' 0,0024




Figure 13

Variation de 1'activité enzymatique en fonction du temps de germination

- En ordonnd : A représente l'activité spécifique des différentes
P q

N-acétyl-f~D-hexosaminidases

- En abscisse : H représente le temps de germination en heures.

. @——@ N-acétyl-g-D-hexosaminidase

Q= N-acétyl-B-D-hexosaminidase

I
II

A—— A. N-acétyl=-f-D-hexosaminidase III

@ — @ N-acétyl-p-D-hexosaminidase

Iv
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I -~ L'activité enzymatique augmente en fonction du temps de germi-
nation
2 ~ Cette activité est maximale au bout de 48 heures et elle dimi-

nue par la suite

3 ~ I1 existe une "forme" qui n'apparalt qu'aprés 48 heures de ger-—
mination et qui disparait au bout de 96 heures. Nous pensons qu'il s'agit 13 d'une

forme enzymatique tré&s nettement différente des autres formes.

4 -~ On pourrait supposer qu'entre 0 et 24 heures de germination,

1'activité enzymatique des formes II et IV serait due 3 1l'existence d'enzyme du

type "foetal" comme chez les enzymes d'origine animale. Le taux de ces enzymes est
minimum au bout de 24 heures et il augmente par la suite. Nous n'avons pas noter de
variation importante du taux de protéine qui pourrait expliquer ce phénoméne. Nous
ne pouvons pas savoir s'il s'agit, 3 partir de 24 heures de germination, d'une syn-—
thése de nouvelles enzymes ou d'une réactivation d'enzymes présentes dans le milieu
ou s'il s'agit d'une augmentation de la biosynthése des enzymes préexistantes dans

la graine dormante.

5 - L'activité des différentes formes enzymatiques variant dans le
temps, nous avons pensé qu'elle pouvait aussi varier en fonction des différentes par-

ties de la graine.

II1 - LOCALISATION DES'N—ACETYL'ﬁ'D-HEXOSAMINIDASES DANS LA GRAINE

Jusqu'd présent, les différentes formes de'N—acétyl-B-D—hexosaminida—

ses ont &té obtenues par un broyage de la graine damns sa totalité. Pour caractériser

des localisations différentes, les graines sont disséquées en : endosperme, cotyledon
et axe embryonnaire. Chacune des trois parties de la graine est traitée séparément.
Les activités enzymatiques sont ramenées 3 un méme taux de protéine pour pouvoir
8tre comparées. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableauXII (p. 75),

les remarques sont les suivantes :

1 - La N-acétyl-g-D-hexosaminidase I est localisée uniquement dans le

cotyledon oii elle représente 19 p. 100 des enzymes.

2 - La N-acétyl-B-D-hexosaminidase II est localisée dans 1'endosperme

et le cotyledon ol elle représente, respectivement, 95 et 79 p. 100 des enzymes.

3 - La N~acétyl-B-D-hexosaminidase III se retrouve dans 1l'endosperme,
les cotyledons et 1'axe embroynnaire ol elle représente respectivement 0,2, 0,7 et

8 p. 100 des enzfmes;




TABLEAU XII

Localisation des activités N-acétyl-f-D-hexosaminidasiques

dans les graines aprés une germination de 48 heures

Endosperme Cotylédon embr;::;aire enzgzzgique
0 100 0 I
13 86 0 =
2.1 73,5 24 11
12 24 63 w

L'activité dans chaque partie de la graine pour chaque forme

enzymatique est calculée par rapport 3 l"'activité totale de

chaque forme (Activité obtenue pour des graines broyées
entidres). '

- 75 -
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4 - La N-acétyl-B8-D-hexosaminidase IV se retrouve dans l'endosperme,
les cotyledons et 1'axe embryonnaire oli elle représente, respectivement 4,5, 1 et

92 p. 100 des enzymes.

Des résultats similaires ont &té& obtenus par McCLEARY et MATHESON
( 78) avec la B-D-mannosidase de la luzerne. Ces auteurs caractérisent deux formes
A et B, 1'une (A) est présente dans le cotyledon et l'embryon, 1'autre (B) ne se
retrouve que dans l'endosperme. Chez les animaux, la répartition des enzymes esf,
elle aussi, variable, on distingue les enzymes lysosomales et les enzymes cytosolu-
bles. Parmi les différentes formes de N-acétyi—B~D—hexosaminidase, si on rencontre
dans tous les tissus les formes A et B, la forme C (22 ) n'est caractérisée que

-

dans le cerveau.

Nous observons donc un phénoméne qui est général chez les hydrolases
et nous pensons que, dans notre cas, les différentes activités N-acétyl-g-D—hexosa~
. s . . . . '
minidasiques sont, en fait, des enzymes différentes et non des isoenzymes. C'est par
1'étude séparée des propriétés physico-chimiques et enzymatiques que nous pensons

pouvolr vérifier cette hypothése.

IV - PROPRIETES ENZYMATIQUES

A - DETERMINATION DU pH OPTIMUM D'ACTIVITE.

. Le pH optimum d'activité a &té mesuré 3 1'aide des solutions de
McILVAINE (79). Les résultats sont rassemblés dans 1e tableau XIII (p. 77).la pre-
midre remarque qui peut &tre faite est la différence qui existe entre le pH optimum
de 1'activité N-acd@tyl-B-D-glucosaminidasique et N-acétyl-B-D-galactosaminidasique
de la forme I et de la forme III (variation de 0,5 unité de pH). L'activité N-acétyl-
B-D-galactosaminidasique nécessite toujours un pH plus acide. On peut, en outre, no-
ter un démarquage tré@s net existant entre le pH optimum des formes II, III et IV

d'une part, et de la forme I d'autre part (variation de une unité de pH).

B - STABILITE AU pH.

La stabilité des différentes N-acétyl-g-D-hexosaminidases a &été me-
surée dans une zone de pH comprise entre pH 3,5 et pH 7,5. Pendant des temps courts
(2 3 5 heures) 3 37°C, les enzymes sont stables, exception faite pour les enzymes
stabilisées dans un tampon pH 3,5. A cette valeur de pH, la perte d'activitéd est
fonction du temps. Les résulfats sont rassemblés dans le tableau XIV (p.78) . La
perte d'activité maximale de 70 p. 100 pour 1'activité N-acétyl-B-D-glucosaminida-

sique et 60 p. 100 pour 1l'activité N-acétyl-8-D-galactosaminidasique. Cette derniere
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TABLEAU X1II

Détermination du pH optimum d'activité

des N-acétyl-B-D-hexosaminidases

ACTIVITES
Formes enzymatiques :
N-acétyl—-8-D- N-acétyl-g-D-
glucosaminidasique galactosaminidasique
I 6,0 5,5
11 5,0 . 5,0
III 5,0 4,4
v 4,8 : 4,6

oy

FaslEroed
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e
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activité est toujours plus résistante que la premiére. Pour des valeurs de pH
plus élevées mais inférieures 3 pH 6,5 et pour des périodes d'incubation plus
longues (supérieures 3 96 heures) la stabilité des formes enzymatiques est ma-
ximale au niveau de leur pH optimum. Pour des valeurs de pH comprises entre pH
6,5 et pH 7,5, la perte d'activité est de l'ordre de 10 3 20 p. 100 aprés une

période d'incubation de 3 jours.

Quand les solutions enzymatiques sont conservées 3 4°C (3 leur pH
optimum d'activité), on remarque dans tous les cas l'apparition d'une nouvelle
forme de N-acétyl-g-D-hexosaminidase. Cette forme a été décrite par LINEATTE
(71). Nous pensons qu'il s'agit d'une forme ultime de dégradation des N-acétyl-
B-D-~hexosaminidases (masse moléculaire faible, 60.000 : constantes cinétiques trés

faibles).

C - DETERMINATION DE LA TEMPERATURE OPTIMALE.

La température optimale a &té déterminée pour chaque N-acétyl-g-D-
hexosaminidase, elle est de 40°C pour la forme I, 42°C pour la forme II et 45°C
pour les formes III et IV. Les différentes formes de N-acétyl—B—D—hexosaminidase
sont stables jusqu'd une température de 40°C. L'instabilité commence 3 apparaitre

3 partir de 45°C. L'activité enzymatique est complétement détruite a 60°C.

Les énergies d'activation ont &té déterminées graphiquement et par
application de la formule mathématique donnée page 22 . Les résultats sont rassem—
blés dans le tableau XV (p. 80). L'énergie d'activation la plus basse est celle de
la N-acétyl-f-D-glucosaminidase III, la plus élevée celle de la forme II. Les
énergies d'activation, pour 1l'activité N-acétyl-R-D-galactosaminidasique, sont tou-

- jours supérieures a celles de 1'activité N-acétyl-B-D-glucosaminidasique correspon-

dante.

Des résultats analogues sont obtenus par AGRAWAL et BAHL ( 2 ) pour
la N-acétyl-g-D-glucosaminidase isolée du haricot Ea = 9.800 cal mole~! Q]O 1,7~
1,9. Les QlO que nous mesurons entre 25 et 35°C varient en fonction des.formes et
de 1'activité enzymatique. Nous remarquons, cependant, que le QIO’ pour la forme I,

est identique pour les deux activités N-acétyl-p-D-hexosaminidasiques.

D - STABILITE A LA TEMPERATURE.

Les N-acétyl-B-D-hexosaminidases des graines germées de Fenugrec

ont été soumises i des températures comprises entre 45°C et 55°C. A 45°C, commence
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TABLEAU XV

Détermination des énergies d'activation (Ea)

des différentes N-acétyl-p-D-hexosaminidases

. . . . . . -1
(1'énergie d'activation est exprimée en cal.mole - )

Activité N-acétyl-g-D- Activité N-acétyl-g-D-

glucosaminidasique galactosaminidasique
Formes enzymatiques —
Ea Qo Ea Q0
I 5.263 1,4 9.014 1,4
11 6.913 1,3 12.485 1,7
111 4.490 1,25 ~8.599 1,5
IV 4,815 1,38 10.328 1,6

AT

/’_:;;zc}
LU

", }‘
Mo 9




la dénaturation thermique, 3 55°C 1'activité N-acétyl-g-D-hexosaminidasique est
pratiquement détruite. Nous avons choisi une température de 50°C * 2°C pour &tu~
dier la stabilité des N-acétyl-B-D-hexosaminidases vis-&-vis de la chaleur. Cette
température est, en outre; celle qui a été utilisée par ROBINSON et STIRLING (97)
pour caractériser les N-ac&tyl-B-D-hexosaminidases A et B dans les tissus animaux.
Ces conditions sont devenues pratiquement une méthode standard permettant de met-
tre en évidence les différentes formes de N-acétyl-B-D~hexosaminidases quand elles
existent. Les résultats que nous avons obtenus pour des enzymes stabilisées dans
une solution tampon dont le pH correspond au pH optimum des différentes formes de

N-acétyl-pB-D-hexosaminidases & 50°C, sont rassemblés dans la figure 14 (p. 82 ).
Les remarques que nous pouvons faire sont les suivantes :

1 - La N-acétyl-R~-D-hexosaminidase I est la forme la plus thermola-
bile. Aprés 15 minutes de chauffage d 50°C, la perte d'activité est de 1l'ordre de
83 p. 100. L'activité N-acétyl-g~D-galactosaminidasique est un peu plus résistante

aux conditions de chauffage.

2 - Les N-acétyl-R~D~hexosaminidases II, IIT et IV sont, toute pro-
portion gardée, thermostables, par rapport a la forme I. Les pertes d'activités
sont de 1'ordre de 60 p. 100 pour la forme II et de 30 p. 100 pour les formes III

et IV, apré&s une incubation de 15 min.

Nous retrouvons, ici, la propriété qui permet de différencier, chez
les animaux, les N-acétyl-Bf-D-hexosaminidases A et B, exception faite des N—acétyl-
B-D-glucosaminidases du rein de Porc décrites par WETMORE et VERPOORIE (136). Dans
ce cas précis, on ne distingue pas de différence de stabilité & la chaleur. Quand
1'une des formes est instable, ROBINSON et STIRLING (97 ) ont démontré que la forme
A possédait une demie-vie de 10 minutes & 50°C'et la forme B une demie-vie de 27

minutes dans les mémes conditions.

Certains auteurs ont méme caractérisé, au cours des expérimentations
a 50°C, la possibilité de passer de 1l'une des formes instables 3 la forme stable,
sans disparition notable de 1'activité, nous ne citerons, par exemple, que les tra-
vaux de TALLMAN ¢f af. (121), Cette constatation est d'ailleurs maintenant large-

ment controversée.

3 - Les différentes formes de N-acé&tyl-B-D-hexosaminidases des grai-
nes de Fenugrec semblent 8tre formées de deux composants. En effet, les courbes de
stabilité en fonction de la température sont d'allure biphasique. L'un des compo-

sants serait trés sensible i la chaleur, le deuxiéme composant étant beaucoup plus
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stable. Les mémes constatations sont faites quand on étudie les N-acétyl-f-D-
hexosaminidases d'origine animale. Ces résultats laissent supposer que les N-
acétyl-B-D-hexosaminidases (quelle que soit leur origine) sont des é&difices po-

lymériques.

E - DETERMINATION DES PARAMETRES CINETIQUES.

La vitesse initiale de réaction varie de fagon linéaire avec la
concentration en substrat. La concentration limite est de 7 mM pour les N-acé&tyl-
B-D-hexosaminidases III et IV, elle est de 2mM dans le cas de la N-acétyl-Bf-D-
hexosaminidase I et de 5 mM dans le cas de la N-acétyl-B-D-hexosaminidase II. Dans
les deux derniers cas, on obtient des inhibitions par excé&s de substrats quand celui-
ci est en concentration trop élevée. La constante de Michaelis (Km) et la vitesse
maximale de réaction (Vmax) sont calculées & partir de la représentation graphique
de LINEWEAVER et BURK ( 72). Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau
XVI (p. 84).

La N—acétyl-B-D-hexosamihidase TIII poss&de la vitesse maximale de
réaction la plus &levée : 323 n.moles par seconde et par milligramme de protéine
enzymatique. Dans un ordre décroissant, nous avons ensuite les vitesses de la
forme IV, de la forme I et de la forme II. Si on examine l'activité N-acétyl-g-D-
galactosaminidasique, on remarque que c'est toujours la forme III qui posséde la
vitesse maximale la plus grande, suivie de la forme I, de la forme IV et de la forme

II.:

Nous pouvons, d'autre part, remarquer que les Km et les Vmax sont

différents d'une forme de N-ac&tyl-B-D-hexosaminidase 3 une autre forme (et ceci

quelle que soit l'activité envisagée) vis-a-vis des hétérosides de synth&se. Les

N-acétyl-hexosaminidases des graines de Fenugrec ne sont pas, a priori, des enzymes
isodynames. Ce qui les différencié des N-acétyl-g-D-hexosaminidases d'origine ani-
male. On peut donc penser qu'il s'agit d'hétéro—enzymes. Avant de démontrer qu'il
en est ainsi, nous avons vérifié si les enzymes du Fenugrec supportaient les deux
act1v1tes N-acétyl-B-D-glucosaminidasique et N-acétyl-p-D-galactosaminidasique sur
la méme protéine, avec un site unique de catalyse. On peut démontrer de différentes

fagons qu'une prot@ine est porteuse de deux activités enzymatiques.

1 -~ On mesure le rapport des deux activités N-acétyl-B-D-glucosami-
nidasique et N-acétyl-p-D-galactosaminidasique tout au long des différentes &tapes

de fractionnement (de la solution brute 3 la solution enzymatique purifiée). Si les

- deux activités sont portées par la méme protéine, le rapport sera constant. Les
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résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le tableau XVII (p. 86).
Quelle que soit 1'étape de purification ou de germination, le rapport des deux
activités reste constant. Cependant, si nous regardons d'un peu plus prés le
rapport de ces deux activités, nous remarquons qu'il est variable d'une forme

3 une autre. Les résultats sont rassemblés dans le tableau XVIII (p.87).Nous re-
marquons que la N-acétyl-g-D-hexosaminidase I hydrolyse pratiquemment de la méme

fagon les N-acétyl-glucosaminides et les N-acétyl-galactosaminides.

La N-acétyl-B-D-hexosaminidase IV est 17 fois plus active sur les
"N—acétyl—-glucosaminides par rapport aux N—acétyl-galactosaminides. Nous retrouvons
ici une des propriétés décrite par PENTON ef af. (91 ) concernant la N-acétyl-g-D-
hexosaminidase C du placenta humain. Dans le cas de la maladie de Tay-Sachs, la
présence de N-acétyl-hexosaminidase B ne permet pas 1l'hydrolyse des gangliosides
4 N-acétyl=-galactosamine, il se peﬁt donc, dans ce cas, que la N-acé&tyl-hexosamini-
dase B soit la forme enzymatique qui présente le rapport le plus élevé des deux
activités N-acétyl-hexosaminidasique, l'enzyme ne serait capable que d'hydrolyser
les N—aéétyl—glucosaminides. L'impossibilité de dissocier les deux activités enzy-
matiques fait que nous pensons pouvoir affirmer que les activités N-acétyl-g-D-
glucosaminidasique et N-acétyl-g-D-galactosaminidasique des graines de Fenugrec
sont portées par la méme protéine. Cette propriété semble eétre générale chez les
N-acétyl-hexosaminidases, sauf chez les microorganismes tels que Bacillus Subitilis
(BERKELEY ef af. (17)) et Diplococcus pneuMonéae (résultats persomnnels).

2 - Le fait d'avoir démontrer 1'existence de deux activités portées
par la mdme protéine nous améne i rechercher s'il existait deux sites ou un seul
site de catalyse. Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le ta-~
‘bleau XVI(p. 84). Ils sont conformes & ce que nous attendions. Le site de cataly-
se est unique pour les deux activités enzymatiques envisagées. D'autres propriétés,

que nous verrons par la suite, viendront renforcer l'exactitude de cette conclusion.

F - ACTION DE LA SERUMALBUMINE SUR L'ACTIVITE ENZYMATIQUE.

I1 est connu que la serumalbumine peut jouer un rdle sur les paramé-
tres cinétiques d'une enzyme. Dans le cas général, des N—acétyl-g-D-hexosaminidases,
on remarque que la serumalbumine augmente la vitesse de la réaction sans modifier
la constante de Michaelis. A la vue de ces résultats, on pense généralement que la
serumalbumine joue un rdle de protection au niveau de 1'enzyme (on stabilise d'ail-
leurs des activités enzymatiques labiles par de la serumalbumine). Nous avons remar—

qué que la serumalbumine possédait une action sur les N-acétyl-g-D-hexosaminidases "
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TABLEAU XVII

N-acétyl-B-D-glucosaminidase
N-acétyl-f-D-galactosaminidase

Rapport des activités

N-acétyl~g-D- . N-acétyl-g-D-
hexosaminidase galactosaminidase  Rapport
U.mg U.mg
Temps de germination
" en heures
0 0,0015 0,0006 2,48
24 0,0040 0,0015 2,66
- 48 0,033 _ 0,013 2,54
96 0,023 0,009V 2,55
144 0,006 0,0024 2,50
Etape de :fractionnement
DEAE~cellulose 2,36 0,94 2,5
ConA ‘ 2,70 ) .1,06 2,55

Affinité 92,2 37,0 _ 2,49
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TABLEAU XVIII

N-acétyl—-f-D-glucosaminidase
N-acétyl-p-D-galactosaminidase

Rapport des activités

enZ;;:iique DEAE-cellulose | Cdn A Affinité
I 1,3 | 1,27 1,25
o 2,2 2,3 2,35
III 6,0 6,2 : 6.5
v 17 . 17 B T:!

Ces activités sont déterminées pour des graines ayant germées

pendant 48 heures
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des graines de Fenugrec. Il y a augmentation de‘la vitesse de réaction sans que
le Km soit modifié. Les activités N—acétyl-f-D-glucosaminidasiques I et II sont
augmentées respectivement de 50 p. 100 pour la premiére et de 100 p. 100 pour 1la
seconde. Les N-acétyl-glucosaminidase III et IV ne sont pas dépendantes de la

serumalbumine (Fig. 154, p. 89).

Quand on étudie la variation de 1'activité& N-acétyl-g-D-galactosa-
minidasique vis-i-vis de la serumalbumine, nous remarquons que seule la forme I
est activée. Cette augmentation est de 1'ordre de 50 p. 100 (Fig.15B , p. 89).

Les autres formes ne sont que trés peu influencées (variation de 10 & 20 p. 100).

L'activation par la serumalbumine est surtout appréciable dans le
cas des N-acétyl-p-D-hexosaminidases I et II. Il est & noter que ces formes enzy-
matiques possédent des vitesses maximales de réaction faibles par rapport aux N-
acétyl-B-D-hexosaminidases III et IV. D'autre part, nous le verrons par la suite,
les N-acétyl-B-D-hexosaminidases I et II poss&dent les masses moléculaires les
plus faibles. L'action de la serumalbumine serait inversement proportionnelle 3 la
masse moléculaire. Il semblerait que les formes enzymatiques I et II auraient be-

soin d'un certain environnement protéique pour pouvoir fonctionner correctement.

G - ACTION DE DIFFERENTS CATIONS SUR L'ACTIVITE N~ACETYL—B-D-HEXOSAMINIDA-
SIQUE.

Nous avons déja montré (BOUQUELET et SPIK ( 20)) que 1'activité N-
acétyl-p-D~hexosaminidasique des graines germées de Fenugrec était modifiée par la
présence ou non de différents cations. Nous avons étendu ces travaux aux quatre

formes d'enzymes purifiées. Les ré&sultats obtenus sont rassembl@s dans le tableau

CXI1X (p. 90).

L'EDTA est sans action sur 1l'activité enzymatique (LINEATTE ( 71)).
Nous pensons pouvoir affirmer que les différentes N-acétyl-g-D-hexosaminidases ne

sont pas des metallo-protéides ni des enzymes 3 metal-dependant.

L'étude de 1'action des cations nous a apporté cependant des résul-
tats intéressants. Il s'agit de ceux obtenus aprés action des ions ferreux, ferri-

ques et mercuriques.

1 — Action des ions ferreux

On sait que les sels de fer ferreux sont des inhibiteurs de 1l'acti-
vité enzymatique, des résultats identiques ont &té obtenus pour les N-acétyl-g-D-

hexosaminidases II, III et IV. La perte d'activité est de l'ordre de 40 a 60 p. 100
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Figure 15

Action de la serumalbumine bovine sur 1'activité N—acétyl-f-D-hexosaminidasique

A - Activité N-acétyl-f-D-glucosaminidasique

B - Activité N-acétyl-B-D—galactosaminidasique

@ —® N-acétyl-p-D-hexosaminidase I

oO—<O N?acétyl—B—D—hexosaminidase II
A-——A  N-acétyl-B-D-hexosaminidase III
—¢& N-acétyl-pg-D-hexosaminidase IV
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TABLEAU XIX

Action de différents cations sur 1'activité enzymatique

- 90 -

N-acétyl-g-D-

N-acétyl-g-D-

glucosaminidase galactosaminidase
Cations forme moléculaire forme moléculaire
10 mM

I 11 IIT - IV I 11 111 v
ca2* 96.9 98.9 98.7 102 96 99 97 94
Zn2* 102 101 97.5 96 100 102 97 97
Mg2t 102.7 100 101 9., 101 102 108 101
M2+ 101 93.2 9.3 97 97 96 98 94
cdz+ 100 95 90 97 100 99 94 98
co2* 94 100 94.7 95 96 101 97 96
Cu2+ 109 100 98 97 - 98 102 99 97
Hg2+ 4 0 0 0 5 0 0 0
Fc2t 167 43 61 58 177 42 12 34
Fe3+ 102 66 60 80 160 106 83 94
Na* 97 97 96 99 98 96 94 97
Lit 114 109 102 101 102 103 101 99
Agt 49 44 37 36 52 49 43 44
E.D.T.A. 100 101 99 108 101 100 99 102
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dans les deux cas. On peut constater que le maximum d'activité est obtenu pour
une concentration de 4 mM. Les résultats obtenus sont rassemblés dans la figure
16 (p. 92).

2 - Action des ions ferriques

Les sels ferriques n'ont pratiquement pas d'action sur les acti-
cités des N-acétyl-8-D-hexosaminidases II, III et IV (la perte d'activité est de
1'ordre de 20 & 30 p. 100). La N—acétyl—B—D-hexosaﬁinidase I présente des diffé-
rences si on la compare aux autres formes. L'activité N-acétyl-g-D-glucosamini-
dique est idenﬁique a celles précédemment citées, par contre, l'activité N-acétyl-
B-D-galactosaminidasique est augment@e de 60 p. 100 comme dans le cas des iomns
ferreux, la concentration en ions ferriques nécessaires pour obtenir cette activa-
tion est de 1 mM au lieu de 4 mM dans le cas des ions ferreux. Les résultats sont
rassemblés dans la figure 17 (p. 93). Les mémes constatations ont &té faites par

VERPOORTE (127 ) pour des enzymes isolées de la rate de Boeuf.

3 - Action du mercure

Toute activité enzymatique est, en général, inhibé&e par les sels de
mercure. Cette méthode d'inhibition était surtout utilisée pour caractériser au
niveau ou d proximité des sites actifs la présence de groupements thiols. Il est
admis maintenant que les ions mercuriques peuvent réagir avec d'autres composés
que les -SH, nous ne citerons que le cas du glycocolle, des acides aspartique et
glutamique, de 1'arginine et de la lysine. Dans ce dernier cas, les affinités du
mercure pour ces différents acides aminés sont nettement’plﬁs faibles que pour la
cystéine par exemple. Les expérimentations ont &té réalisées 3 l'aide de 1'ion mer-~
curique (Hg012) et d'un organomercurique, le p.chloromercuribenzoate de sodium
(pCMB). La différenciation des résultats pourra provenir,.d'une part, de la taille
du dériQé mercuriel : 1'ion mercurique pourra accéder beaucoup plus facilement aux
~SH que le pCMB, les conformations spatiales des enzymes vont donc jouer un rdle
prépondérant, D;autre part, la différenciation des résultats pourra provenir de
la modification de réactivité des inhibiteurs:HgC12 est bifonctionnel dans ce sens
qu'il peut réagir avec 2 ligands, les organomercuriques comme le pCMB ne sont que

monofonctionnels.

Nous envisagerons successivement les résultats obtenus avec la N-
acétyl-p-D-hexosaminidase I, d'une part, et ceux obtenus par les N-acétyl-g-D-

hexosaminidase II, III et IV, d'autre part.
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Figure 16

Action des ions ferreux sur l'activité N-acétyl-f-D-hexosaminidasique
A - Activité N-acétyl-B-D-glucosaminidasique '

B - Activité N—acétyl—f-D~galactosaminidasique

N-acétyl-B-D-hexosaminidase 1

Pt
{2nny
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| |
O

N-acétyl-f-D-hexosaminidase II
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Ae—A N-acétyl-g-D-hexosaminidase III
¢ —¢@ N-acétyl-g-D-hexosaminidase IV




1 5 10 Mm

Figure 17

Action des ions ferriques sur l'activité N-acétyl-g-D-hexosaminidasique
A - Activité N-acétyl-B-D-galactosaminidasique
B - Activité N-acétyl-B-D-glucosaminidasique

LiE
-

‘@——@ N-acétyl-g-D-hexosaminidase T @US'
O~ N-acétyl-p-D-hexosaminidase IT
A~/ N-acétyl-g-D-hexosaminidase III
¢—¢& N-acétyl-p-D-hexosaminidase IV
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a - Cas de la N-acétyl-g-D-hexosaminidase I

1) Inhibition par les sels mercuriques

Les résultats sont rassembl&s dans la figure 18 (p. 95).

Pour une concentration de 1'ordre de 14 pM en HgClz, on obtient
une inhibition de 1'ordre de 85 p. 100 pour l'activité N-acétyl-g-D-glucosami~
nidasique et de 65 p. 100 pour l'activité N~acétyl-p-D-galactosaminidasique.
Quand on détermine le type de 1'inhibition par la méthode de DIXON ( 37), on
remarque qu'elle est de type non compétitive. La fixation du mercure ne se fait
pas au niveau du site actif. Les constantes d'inhibition sont de 1,2 uM pour 1l'ac-
tivité N~acétyl-B-D~glucosaminidasique et 1,6 uM pour 1'activité N—acétyl-B-D-
galactosaminidasique. Ces deux résultats sont en faveur de l'existence d'un seul
site de catalyse pour les deux activités enzymatiques. L'addition de cystéine,
aprés action des ions mercuriques, permet de lever 1l'inhibition mais on remarque
que les concentrations de cystéine 3 ajouter sont toujours trds supérieures 3 ce
qu'on pouvait attendre, 100 pyM pour 1'activité N-acétyl-g-D-glucosaminidasique et
galactosaminidasique, soit environ une concentration 5 fois plus &levée que prévue
(Fig. 19, p. 96). C'est un fait qui est généralement admis sans qu'on puisse,

pour le moment, donner une explication (TARENTINO et MALEY (122) ; VERPOORTE (j27)).

2 - Inhibition par le p.CMB

En aucun cas, nous n'avons réussi 3 obtenir une inhibition & 1'aide
du pCMB. Les deux activités sont méme légérement activées pour des concentrations

en pCMB comprises entre 0 et 5 mM.

b - Cas des N~acétyl-g-D-hexosaminidases II, III et IV~

1) Inhibition par les sels mercuriques

Les résultats sont rassemblés dans la figure 20 (p. 97). Lorsqu'on
trace le log de l'activité résiduelle en fonction de la concentration en inhibiteur,
on obtient des courbes 3 réponse biphasique comme cela a &été obtenu pour de faibles
concentrations en HgCl2 par TARENTINO et MALEY (122). Les deux activités N-acétyl-
B-D-glucosaminidasique et galactosaminidasique sont inhibées de la méme maniére.

Le pourcentage d'inhibition est de 90 & 95 p. 100 pour une concentration de 14 uM
en HgClz' La premidre partie de la courbe pourrait &tre le reflet de la fixation
du mercure au hasard sur la molécule, la deuxidme partie pourrait €tre la fixation
du mercure au niveau ou 3 proximité du site actif de 1'enzyme. TARENTINO et MALEY

(122) pensaient que cette réponse biphasique &tait due & la présence d'isoenzymes
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Figure 18

Action des sels mercuriques sur 1'activité de la N-acétyl-B-D-hexosaminidase I

@—@ Activité N-acétyl-B-D-glucosaminidasique

O~——Q Activité N-acétyl—-pB-D-galactosaminidasique
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les expériences réalisées aprés isolement des différentes isoenzymes donnaient
exactement les mémes résultats. Il s'agit donc de réponse propre @ la molécule

enzymatique.

Les choses se compliquent encore quand on essaie de déterminer le
type de 1'inhibition par la méthode graphique de DIXON. Les courbes obtenues pour
des concentrations en HgCl2 comprises entre O et 5 yM laissent supposer que 1'in-
hibition est du type incompétitif (la pente des droites est identique pour diffé-
rentes valeurs de concentration en substrat)..Cependant, les résultats, pour des
concentrations en sels mercuriques comprises entre 5 et 10 yM, sont anormaux, on
obtient des portions de droite hyperbolique, ce qui laisse supposer une inhibition
incompétitive hyperbolique (Fig. 21 , p. 99). Dans ce caé, le complexe secondaire
formé par action de 1'inhibiteur sur le complexe primaire ES peut se décomposer

en redonnant le produit, l'inhibiteur et 1'enzyme.

Pour se rendre compte de cette propriété, on trace.le pourcentage -
d'inhibition en fonction de log I, le tracé est sigmoide comme dans le cas de
1'inhibition par exc&s de substrat (Fig. 21, p. 99). Ce phénoméne se produit donc
lorsque la concentration en ion Hg?* est élevée. Nous avons voulu voir quelle &tait
1'action de faible concentration en ion mercurique (0 & 2 yM) sur l'activité des
N-acétyl-g-D-hexosaminidases II, III et IV. Les résultats que nous avons obtenus
montrent 1) qu'il n'y a pas d'inhibition entre 0 et 0,3 uM ; 2) que pour des con-
centrations en Hg?*, comprises entre 0,3 et 1,4 uM, 1'inhibition produite &tait
du type compétitif, les constantes d'inhibition qui ont &té déterminées sont, res-
pectivement, de 1,3, 0,7 et 0,44 uM pour les deux activités N-acétyl-pg-D-hexosamini-~

dasiques des formes II, III et IV.(Fig. 22 p. 100).

Nous pensons donc que, dans le cas des formes II, III et IV, les ions
mercuriques agissent, dans un premier temps, au niveau du site actif de 1'enzyme et,
quand la concentration en Hg2+ augmente, cette action se porte sur la totalité de

la molécule.

Comme dans le cas de la N-acétyl-g—-D-hexosaminidase I, 1'inhibition
est levée lorsqu'on ajoute de la cystéine dans le milieu. L'activité est compléte-
ment restaurée pour une concentration de 200 yM dans le cas de la N-acétyl-g-D-
hexosaminidase IV, 400 uM dans le cas de la N—acétyl-g-D-hexosaminidase III et 800
uM dans le cas de la N-acétyl-B-D-hexosaminidase II. Les quantités de cysté&ine né-
cessaires 3 restaurer 1'activité enzymatique sént inversement proportionnelles au

Ki. Comme dans le cas précédent, les quantités de cystéine nécessaires sont trés
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Figure 21
Détermination du type de 1'inhibition pfovoquée par les sels de mercure sur les N-acétyl-g-D-hexosaminidases II, III et IV
A - Représentation selon la méthode de DIXON

1/v 103 vitesse initiale de réaction
I concentration en inhibiteur

- En ordonnée
- En abscisse

B - Représentation de KUHN

- En ordonnée : Inh : pourcentage d'inhibition i

- En abscisse : logarithme décimal de la concentration en inhibiteur. O

O

Nous n'avons représenté que le cas de la N-acétyl-B-D-hexosaminidase III. Les résultats sont identiques pour les autres formes.
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nettement supérieures aux quantités théoriques. Dans la mesure ol les sels mer-
curiques agissent au niveau du site actif on peut encore admettre ces résultats
qui seraient dus aux différences d'affinité entre —SH protéique et —-SH de la

cystéine. (Fig. 19 p. 96).

2) Inhibition par le p. CMB

Contrairement & la N-acétyl-p-D-hexosaminidase I, le p. CMB posséde
une action inhibitrice sur 1'activité des N-acé&tyl-g-D-hexosaminidases II, III et
IV. L'inhibition est du type compétitif mais il est 3 signaler une anomalie,
jusqu'3 présent, les constantes d'inhibition é&taient toujours pratiquement identi-
ques pour une forme donnée, quelle que soit l'activité envisagée, dans le cas du
p. CMB, les valeurs de Ki sont différentes quand on envisage les deux activités de
la méme forme. Les résultats sont rassemblés dans le tableau XX (p.102 ). Ces va-

riations pourraient &tre dues 3 des modifications de conformation spatiale.

H - ACTION DU SDS SUR L'ACTIVITE N-ACETYL-B-D-HEXOSAMINIDASIQUE.

-

L'utilisation du SDS dans de nombreuses techniques nous a amené &
étudier 1'action de ce composé sur l'activité enzymatique. Les résultats sont illus-
trés par la figure 23(p. 103). On constate, encore une fois, un comportement trés
nettement différent entre la N-acétyl-g-D-hexosaminidase I d'une part, et les au-
tres formes de N~acdtyl-g-D-hexosaminidase. Pour une concentration équivalente &

4 mM, 1'activité résiduelle N-acétyl-p-D-glucosaminidasique I est de l'ordre de 40
p. 100, 1'activité N—acétyl—B—D-galactosaminidésique est complétement détruite &
cette concentration. C'est la premiére fois que nous cafacférisons une activité N-
acétyl-g-D-galactosaminidasique plus labile que l'activité N-acé&tyl-g-D-glucosami-
‘nidasique. L'inhibition de 1l'activité N-acétyl-g-D-glucosaminidasique donne une
réponse linéaire, 1l'activité N—acétyl—B—D-galactosamiuidésique donne une réponse bi-
phasique. Les N-acétyl-p-D-hexosaminidases II, III et IV donnent des réponses bi-
phasiques quelle que soit 1'activité envisagée. Les activit@s N-acétyl-g-D—galacto-
saminidasiques sont, comme dans le cas de la forme I, plus sensibles & 1'action du
SDS que les activités N—acétyl—8—D~g1ucosaminidasiqueé. On pourrait penser que la
premiére partie de la courbe, zone dans laquelle 1'inhibition est faible, corres—
pondrait & 1'action du SDS sur la périphérie de la molécule sans entrainer de modi-—
fication notable de la conformation des sites actifs. La deuxiéme partie de la cour-
be, par contre, rendrait compte du changement de conformation des sites actifs sans

pour cela que le SDS agisse obligatoirement au niveau de ces sites.




TABLEAU XX

Action du p. chloromercuribenzoate de sodium
sur 1'activité N-acétyl-B-D-hexosaminidasique

La constante d'inhibition est donnée en mM

N-acétyl-p-D- N-acétyl~g-D-

glucosaminidase galactosaminidase
Forme enzymatique

Ki nombre Ki nombre
d'expériences- d'expériences
N-acétyl-8-D~
hexosaminidase II 1,28 £ 0,04 3 4,2 + 0,3 3
N-acétyl-g-D-
hexosaminidase IT1 0,59 + 0,09 8 1,22 £ 0,18 6
- N-acétyl-g-D-

hexosaminidase IV 0,71 + 0,05 3 1,25 + 0,17 6

-
Jone
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| Figure 23
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Action du S.D.S. sur les activités N—acétyl-B-D-hexosami'nidasiques
A - Activité N-acétyl-8-D-glucosaminidasique

B - Activité N-acétyl-B-D~galactosaminidasique

@ ——@® N-acétyl-B-D-hexosaminidase I

~ ‘ O——C N-acétyl-p-D-hexosaminidase II '
joe 3]

GS:, A e\ N-acétyl-p~D-hexosaminidase III =

(V)

]

@ ——@ N-acétyl-pg-D-hexosaminidase IV .




I - ACTION DES ANALOGUES STRUCTURAUX

Les analogues structuraux que nous avons choisis sont les suivants :
N-acétyl-D-mannosamine, N-ac&tyl-D~glucosamino~(1,5)~lactone et N-acétyl-D-galacto-

samino~(1l,5)~lactone.

1 = Action de la N—acétyl-D-mannosamine

En aucun cas nous n'avons obtenu d'inhibition d'activité N-acétyl-

B-D-hexosaminidasique et cela méme pour des concentrations allant jusqu'a 85 mM.

2 - Action des aldonolactones correspondantes

_ Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le tableau
XXI (p.105 ). Les constantes d'inhibitions sont trés faibles, les lactones sont de
puissants inhibiteurs de 1'activité enzymatique en général (LEABACK (64 )). On re-
marquera que l'activité inhibitrice de la N-acétyl-galactosamino-(1,5)-lactone est
plus importante que celle de la N-acétyl-glucosamino-(1,5)-lactone. Les constantes
d'inhibition sont identiques quelle que soit la forme enzymatique envisagée (valeur
moyemnne 0,011 mM). Dans le cas de la N-acétyl-D-glucosamino-(1,5)-lactone, les va-—
leurs des constantes d'inhibition sont différentes pour chacune des formes de N-

. acétyl-p-D-hexosaminidase.

D'une fagon générale, 1'inhibition par les lactones est une inhibi-
tion compétitive. Pour une forme de N-acétyl-p-D-hexosaminidase choisie, les cons-—
tantes d'inhibition sont identiques quelle que soit 1'activité enzymatique choisie.
Cette derniére constatation vient en plus renforcer 1'hypothése de 1l'existence d'un

seul site de catalyse pour deux activités enzymatiques différentes.

J - RETRO-ACTION PAR LES PRODUITS LIBERES.

L'hydrolyse enzymatique libére de la N-acétyl-D-glucosamine et de la
N-acétyl-D-galactosamine. Ces produits peuvent inhiber la réaction enzymatique par
retro-inhibition. Nous avons cherché dans quelles conditions ces produits pouvaient
agir sur la réaction. Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le
tableau XXII (p.106).L'inhibition obtenue est du type inhibition compétitive. Com~
me dans le cas des lactones précédemment citées, la N—acétyl-D-galactosamine est
plus inhibitrice que la N-acétyl-D-glucosamine. Cette propriété est surtout trés
nette pour les N-acétyl-f-D-hexosaminidases I et II (rapport 1 a& 15). L'action est
beaucoup plus nuancée pour les N-acétyl-B-D-hexosaminidases III et IV (rapport 1 &
6 et 1 5'2, respectivement). Il semble y avoir une relation entre ces valeurs de

Ki et le rapport des activités N-acétyl-B-D-glucosaminidasique et N-acétyl—g-D-




Constante d'inhibition (Ki mM) vis-3-vis des aldono-lactones correspondantes

TABLEAU XXI

Forme enzymatique

N-acétyl-D-glucosamino (1,5) lactone

N-acétyl-D-galactosamino (1,5) lactone

N-acétyl—g-D-

N-acétyl-g-D-

N-acétyl-g-D-

N-acétyl-g-D-

glucosaminidase galactosaminidase glucosaminidase galactosaminidase
1 0,068 + 0,004 0,071 + 0,006 0,01 * 0,002 0,012 + 0,001
11 0,119 + 0,01 0,134 + 0,015 0,011 + 0,003 0,011 * 0,002
I1I 0,080 + 0,007 . 0,087 + 0,005 0,01 = 0,001 0,011 = 0,001
v 0,121 * 0,06 0,148 + 0,05 0,011 * 0,001 0,012 + 0,003

- Valeurs moyennes

mn
SNe

de 4 expérimentations

- S0l -




TABLEAU XXII

Action de la N-acétyl-D-glucosamine, de la N-acétyl-D-galactosamine et des ions acétate sur les N-acétyl-B-D-hexosaminidases

Détermination des constantes d'inhibition (Ki mM). Valeurs moyennes de trois expérimentations.

N-acétyl-D-glucosamine N—acétyl—D—galactosamine ‘ Ions acétate
Formes '
enzymatiques N-acétyl-g-D- N-acétyl-g-D- N-acétyl=-p-D- N-acétyl-p-~D- N-acétyl-g-D- N-acétyl-f~D-
glucosaminidase galactosaminidase glucosaminidase galactosaminidase glucosaminidase galactosaminidase
1 44 £ 2,2 42+ 1,4 4,9 + 0,6 4,5 + 0,7 38 + 2,1 39 £ 2,5
II 37,5 + 2,3 39,5 £ 1,2 1,4 + 0,22 - 1,35 % 0,44 17 £ 0,8 19 £ 1,5
111 20,5 = 1,2 18,5 + 0,9 3,8 £ 0,46 3,5 +* 0,1 29 + 0,9 28 * 1,2
1V » 15 1,5 17,5 £ 2,1 6,6 £ 1,0 7,25 + 0,8 _ 29 + 2,5 31+ 2

)

etk
NG
.,

- 901 -
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galactosaminidasique "(cf. p. 85). D'une fagon générale, s'il y a variation des
constantes d'inhibition d'une forme 3 une autre, pour une méme forme, ces cons-
tantes sont identiques quelle que soit l'activité@ envisagée. Ce qui renforce

toujours 1'hypothése d'un seul site de catalyse pour deux activités enzymatiques.

K - ACTION DES IONS ACETATES.

On sait que les solutions tampons renfermant les ions acétates di-
minuent 1'activité des N-acé@tyl-B-D-hexosaminidases (97). Nous avons essayé de
savoir quelle é&tait en fait l'action de ces ions acétates. Les résultats que nous
avons obtenus sont rassemblé&s dans le tableau XXIKp. 106). L'inhibition produite
est du type inhibiteur compétitive, ceci dans tous les cas envisagés. Les valeurs
des constantes d'inhibition sont pratiquement identiques exception faite de la N-
acétyl-f-D-hexosaminidase II. On peut supposer, a4 la vue de ces résultats, qu'il
existerait sur la molécule enzymatique un site de reconnaissance du radical acétyl,

il serait identique quelle que soit la forme de N-acétyl-f-D-hexosaminidase.

En effet, lorsqu'on étudie 1'action de composé tel que D-glucose,
D-galactose, D-mannose nous n'enregistrons pas d'action inhibitrice, ce qui semble
donc affirmer que la fonction N-acétylée est obligatoire pour que 1l'enzyme puisse

agir.

L - SPECIFICITE DES N-ACETYL-B-D-HEXOSAMINTDASES.

L'activité des différentes formes de N-ac&tyl-g-D-hexosaminidases
a été étudiée vis-a-vis de différents substrats synthétiques et naturels. Les ré-
"sultats que nous avons obtenus sont rassembl&s dans le tableau XXIII (p.108).Les
différentes formes de N-acétyl—-f-D-hexosaminidases ne possé&dent pas toutes la mé-

me réactivité vis~d-vis des substrats utilisés.

L'activité va dépendre, dans le cas de substrats synth&tiques, de la
nature de 1'aglycone. Nous remarquons que le pohrcentage d'hydrolyse obtenu 3 1'ai-
de des formes II, III et IV diminue, il augmente, par contre, dans le cas de la
N-acéty1-B—D—hekosaminidase I. Des travaux analogues ont &té réalisés par
ARTYUROV et al. ( 7) 3 1'aide de N-acétyl-hexosaminidases d'Ophiura sarsi. Les
résultats de ces auteurs montrent que 1l'activité est tributaire de la nature de
1'aglycone. Lorsqu'on étudie 1'action des N—acétyl-g-D-hexosaminidases sur les
substrats naturels, nous constatons Que les réactivités vis—d-vis des différents

types de liaisons 3 hydrolyser sont trés variables.
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Spécificité des N-acétyl-B-D-hexosaminidases vis-d-vis de substrats divers.

Les :ésultats sont exprimés en p. 100 de N-acétyl-glucosamine lib&rée en 24 heures

N-acétyl-R-D-hexosaminidase

Substrats
1 11 111 IV
Glcac B pre 4,2 33 100 73
GalNAc P12 pnp 3,1 18 17 7,5
cieNac B Mus 8,5 26,8 28,1 41,5
clevac B2 Glewac 76 2,6 1,7 3,2
clevac P14 ciewac Bls vum 98 0 0 0
GlcNAc Qllf Man 51,3 0 0 0
clcNAc B13% Man 0 0 53 36,8
cleNAc 812 Man 0 13 0 0
cienac B33 a1 BL2 cic 0 0 0 0
* Hydrolyse de 10 minutes seulement
/5N
LU
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La N-acétyl-B-D-hexosaminidase I ne semble reconnaltre que des
résidus de N-acétyl-glucosamine liés par des liaisons B-1,4 glycosidiques.
Cette forme enzymatique hydrolyse le chitobiose & une vitesse supérieure a celle
obtenue par le disaccharide GlcNAcf-(1,4)Man. VIKHA et af. (129) ont pourtant
démontré que les N-acétyl-B-D-hexosaminidases possédaient des vitesses d'hydro-
lyse plus faibles quand on substituait un ré&sidu de glucose ou de galactose par
une N-acétyl-glucosamine. Nous avons d'ailleurs revérifié cette constatation
avec les diverses N-acétyl-g~D~hexosaminidases d'origines diverses (cf. spécifi-

cité des N-acétyl-p-D-hexosaminidases p. 45)

Dans notre cas précis, nous observons le phénoméne inverse avec.
la N-acétyl-p-D-hexosaminidase I. L'enzyme est plus active vis-a-vis des struc—
tures du type chitine plutdt que des structures du type glycoproté&idique. Om peut
penser que cette enzyme est une chitobiosidase analogue i celle décrite dans le
serum humain {DELMOTTE ( 34)}. Nous observons, d'autre part, que l'activité de la
N-acétyl-g-D-hexosaminidase I est maximale quand il s'agit d'hydrolyser le compo-
sé suivant : GlcNAcB-(1,4)GlcNAcg-(1,)MUB. Cette forme moléculaire pourrait donc
agir spécifiquement sur les N-acétyl-glucosamines du chainon chitobiose au niveau
du point d'attache dans les glycoconjugués 3 liaison N-glycosidique. Ceci explique-
rait, d'autre part, le fait que cette N-—acétyl-g-D-hexosaminidase I n'apparaisse
qu'au bout de 48 heures de germination. L'enzyme n'apparaitrait que pour obtenir
une dégradation totale des glycoconjugués. Ceci laisse supposer que 1'endo-N-
acétyl—B-D—hexosaminidase responsable de la coupure du chainon chitobiose n'existe

pas chez les végétaux.

L'action des autres N-acétyl-B-D-hexosaminidases II, III et IV est
négative sur tout substrat 3 liaison B-1,4 glycosidique sauf dans le cas du chito-
biose ol les pourcentages d'hydrolyse restent cependant trés faibles (1,7 3 3,2
p. 100). On peut penser qu'il s'agit d'une activité résiduelle de chitobiosidase

apré&s "&volution" des différentes formes de N-acétyl-g-D-hexosaminidases.

La N-acétyl-g-D~hexosaminidase II hydrolyse les liaisons B-1,6
contractées par la N-acétyl-glucosamine. Cette forme enzymatique est, par contre,

sans action sur les liaisons B-1,2 glycosidiques de la N-acétyl-glucosamine.

Les N-acétyl-p-D-hexosaminidases III et IV hydrolysent les liaisons

8~1,2 contractées par la N—acétyl-glucosamine.

Les différentes N-acétyl-B~D-hexosaminidases des graines de Fenugrec

sont incapables d'hydrolyser les liaisons de type 8-1,3 glycosidiques (nous avons
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observé, d'autre part, que la B~D-galactosidase des graines germées de Fenugrec
était incapable d'hydrolyser le galactose enchainé par une liaison 8-1,3 glyco~-
sidique. Il faut aussi remarquer que les enzymes de la féve Jack hydrolysent de

moins bonne fagon les liaisons R-1,3. Il se pourrait que ce soit une propriété

générale des enzymes d'origine végétale).

La différence observée entre les N-—acé&tyl-g-D-hexosaminidases
des graines de Fenugrec et celles décrites dans la littérature est la suivante :
les différentes formes moléculaires possé&dent des spécificités différentes. De
tous les cas de N-acétyl-g-D-glucosaminidases étudiées, seuls, TARENTINO et MALEY
(12?) d'une part, ont montré qu'il pouvait exister des différences de spécificité
entre les deux formes de N~acétyl-B-D-hexosaminidases. La variation de spécifici-
té est trés faible eﬁ elle ne joue que sur l'hydrolyse d'un tri-N-—acétyl-chito~

triose.

WENGER et al. (134) ont montré, d'autre part, que les N-acétyl-
hexosaminidases A et B du foie normal possédaient des affinités différentes vis-
d~vis du globoside (nomenclature de SVENNERHOLM (120)), la N-acétyl-f-D-
hexosaminidase A possé&de une vitesse d'hydrolyse 3 fois supérieure d celle de la
N-acétyl-g-D-hexosaminidase B. Par contre, ces deux formes enzymatiques possédent
la méme vitesse d'hydrolyse vis—-3-vis du GAZ'

Les conclusions que nous pouvons tirer de cette &tude sont que,
contrairement aux N-acétyl-hexosaminidases décrites jusqu'a présent, les diffé-
rentes formes moléculaires isolées des graines germées de Fenugrec sont fondamen—
talement différentes les unes des autres. Nous sommes en présence de N-acétyl-g-D-
hexosaminidases différentes. Dans le cas des formes enzymatiques III et IV, on

peut penser eétre en présence d'isoenzymes (bien qu'elles ne soient pas isodynames).
M - CONCLUSIONS.

L'étude des propriétés enzymatiques des différentes formes de N-

acétylhexosaminidases du Fenugrec nous a permis de mettre en &vidence une différence

fondamentale entre la N-acétyl-p-D-hexosaminidase I, d'une part, et les N-acétyl-

B-D-hexosaminidases I1I, III et IV, d'autre part.

La N-acétyl-g-D-hexosaminidase I ressemble i la forme A des hexosa~-
minidases animales. Elle est beaucoup plus instable que les autres formes vis—&-
vis du pH ou de la température. Elle est cependant,chez les végétaux, la forme la

plus basique, alors que chez l'animal, cette forme A est la N-acétyl-hexosaminidase
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la plus acide. Cette N-acétyl-B-D-hexosaminidase I posséde, d'autre part, des

caractéristiques différentes vis—3-vis des effecteurs.

Mais, d'une fagon générale, les quatre formes moléculaires de
N-acétyl-g-D-hexosaminidases possé&dent toutes la double activité N-acétyl—-g-D-
-glucosaminidasique et N-acétyl-g-D-galactosaminidasique. Ces deux activités sont
portées par la méme protéine, le rapport de ces deux activités est constant pen-
dant toute la durée du fractionnement. Il est 3 noter que le rapport est diffé-
rent selon la N-acétyl-hexosaminidase considérée, le rapport est croissant de-
puis la forme I qui hydrolyse de fagon presque identique N-acétyl-D-glucosamine
et N-acétyl-D-galactosamine jusqu'3d la forme IV qui hydrolyse préférentiellement
la N-acétyl-D-glucosamine. Il y aurait donc une "spécialisation" de la molécule

vis-d-vis de la N-acétyl-glucosamine.

L'étude des paramétres cinétiques (Km, Vmax, Ki) démontre que si
les deux activit&s enzymatiques sont portées par la méme protéine, il n'y a qu'un

seul et unique site de catalyse.

Ces propriétés semblent €tre générales chez les N-acé&tyl-g-D—
hexosaminidases quelle que soit leur origine sauf.toutefois celle de Baciflus
subtilis (BERKELEY et al. (17)) et de Diplococcus pneumoniae (résultats person-
nels) ol la N-acé&tyl-g-D-hexosaminidase est une N-acétyl—-p-D-glucosaminidase stric-

te.

L'étude de la spécificité vis-a-vis de substrats de synthése ou na-
turel nous a montré que la N-acétyl-p-D-hexosaminidase I ne pouvait hydrolyser que
les liaisons B—1,4 et préférentiellement les enchainements de_chitobiose. La N-
acétyl~p-D-hexosaminidase II n'hydrolyse que les liaisons B-1,6. Les N-acé&tyl-8-D-
hexosaminidases III et IV n'hydrolysent, par contre, que les liaisons B-1,2 con-—.

tractées par la N-acétyl-glucosamine.

Nous pensons pouvoir conclure que ces différentes formes molécu-
laires poss&dant des constantes cinétiques différentes vis—3-vis des substrats de
synthése et des affinitds différentes vis—-d-vis des substrats naturels sont, en
fait, des enzymes différentes dont la répartition est différente 3 1l'intérieur de

la plante.

V - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

A - DETERMINATION DES MASSES MOLECULAIRES.

Les masses moléculaires sont détermines par gel filtration sur co-
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lonne de Sepharose 6B. Les ré&sultats que nous avons obtenus sont rassemblé&s dans
la figure 24 (p. 113). Les masses moléculaires sont les suivantes : N-acétyl-g-D-
hexosaminidase I : 84.000 + 10.000 daltons ; N-acé&tyl-f-D-hexosaminidase II :
72.000 +°10.000 ; N-acétyl—-f-D-hexosaminidase III : 180.000 * 10.000 et N-acétyl-
B-D-hexosaminidase IV : 150.000 + 10.000. La masse moléculaire des formes III et
IV est en accord avec celles généralement cit€es dans la littérature pour des en—
zymes d'origine animale. Le mélange de ces quatre formes enzymatiques donne une

masse moyenne de l'ordre de 140.000 + 10.000 daltons.

Toutes les N-acétyl-p-D-hexosaminidases A et B caractérisées jus-
qu'a présent, pour un tissu donné, possé&dent la méme masse moléculaire sauf dans

le cas des N—acétyl-hexosaminidases du rein de Cheval (SEfAMA et YAMAKAWA (103))

ol 1'une des trois formes (masse moléculaire250.000) gerait une association des
deux autres formes (masse mol8culaire 125.000). On peut &videmment faire un rappro-
chement analogue dans le cas des N-acétyl-g-D-hexosaminidases des graines de Fenu-

grec. On pourrait facilement émettre plusieurs hypothéses :

- 1'association de 2 formes I donne 1 forme III
- 1'association de 3 formes II donne 1 forme IIT
- 1'association de 2 formes II donne 1 forme IV

- 1'association des formes I et II donne 1 forme IV
- les différentes formes ne peuvent pas étre considérées comme des

associations ou des dissociations de formes préexistentes.

Pour vérifier ces hypothéses, il suffit de démontrer que les diffé-
rentes formes peuvent posséder des sous—unités communes, des compositions chimiques

analogues, des propriétés immunologiques communes.

B - MISE EN EVIDENCE DE STRUCTURES SOUS-UNITAIRES.

Les masses moléculaires relativeﬁent élevées des différentes N-
acétyl-p-D-hexosaminidases laissent prévoir une structure sous-unitaire. La carac-—
térisation de ces sous—unités est réalisée en électrophorése en gel de polyacryla-
mide selon la méthode de NEVILLE ( 88). Quand les solutions enzymatiques sont main-
tenues pendant 30 minutes 3 37°C dans le mélange SDS 5 p. 100, B-mercapto—é&thanol

0,1 M, les résultats sont les suivants :

1 = La N-~acétyl-B-D-hexosaminidase I donne des bandes dont les mas—
ses moléculaires approximati?es sont de 82.000 '+ 2.000, 58.000 + 2.000 et 34.000
+ 2.000 daltons. Les bandes les plus importantes sont celles de 58.000 et 34.000




04 05 06 07 Kav

Figure 24

Détermination de 1la masse moléculaire des différentes formes
de N-acétyl-pf-D-hexosaminidases

I  N-acétyl—-B-D-hexosaminidase I

ITI N-acétyl-pg-D-hexosaminidase II
IITI N-acé&tyl-p-D-hexosaminidase III
IV  N~acétyl-B-D-hexosaminidase IV

Les protéines de référence utilisées sont les suivantes :
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1. IgG bovine ; 2. Sérotransferrine humaine ; 3. Serumalbumine

bovine ; 4. B~lactoglobuline bovine ; 5. Pepsine.
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2 - La N-acétyl-B-D-hexosaminidase II donne des bandes de masse
moléculaire égales a 62.000 + 2.000,54.000 + 2.000 et 28.000 + 2.000. La bande
la plus importante est celle 3 28.000 daltonms.

120.000, 52.000 + 2.000, 38.000 + 2.000 et 30.500 + 2.000 daltons. Les intensi-

|
|
3 - La N-acétyl-B-D-hexosaminidase III donne des bandes a i
|
tés les plus importantes se situent 3 52.000 et 38.000. |

4 - La N~acétyl-B-D-hexosaminidases IV donne des bandes 3
55.000 + 2,000 et 35.000 + 2.000 daltons.

Lorsque les conditions de dissociation des sous-unités sont chan-
gées (SDS 5 p. 100 et B-mercapto-éthanol 0,1 M, mais incubation 2 heures & 37°C)
les résultats suivants sont obtenus (Fig. 25 p. 115) : une bande majeure apparalt
dans tous les cas de N-acétyl-g-D-hexosaminidases. La masse moléculaire peut &tre
évaluée 3 30.000 + 2.000 daltons. Ce résultat laisse supposer que les différen-
tes formes de N-acétyl-f-D-hexosaminidases des graines germées de Fenugrec sont
formées de structures sous—unitaires dont les masses moléculaires moyennes sont
identiques sans pour cela que 1'on puisse affirmer que les sous—unités soient iden-

tiques.

Toutes les N-acétyl-g-D-hexosaminidases caractérisées jusqu'd pré-
sent sont des enzymes constitudes de différentes sous-unités (VERPOORTE (126)).
Selon les auteurs, les sous—unité&s sont identiques quelle que soit la forme enzy-
matique en?isagée (A ou B). C'est le cas de TALLMAN ef af. (121) pour les N—acétyl-
hexosaminidases A et B du placenta humain (sous-unité identique de 33.000 daltons
de masse moléculaire). SRIVASTAVA et afl. (110), par contre, montrent que la struc—
ture sous—unitaire des N-acétyl-g-D-hexosaminidases A et B du placenta sont diffé-
rentes, La forﬁe A donne des bandes de masse moléculaire égale & 18.000, 36.000 et
65.000 daltons. La forme B ne donne qu'une seule bande de 18.000 daltons, ceci

dans les mémes conditions de dissociation et pour une masse moléculaire identique.

La présence de sous—unité&s dans les Nfacétyl—B—D—hexosaminidases a
permis 3 ROBINSON et af. (99 ) de proposer, pour ces enzymes, l'existence d'un site
actif commun aux différentes formes moléculaires pbrté par une sous-unité et d'un
site responsable de la spécificité enzymatique (différent selon les formes) porté

par une autre sous-unité. Cette hypothése permettrait d'expliquer les variations

et les modifications d'activités dans le cas des maladies de Tay sach's et de
Sandhoff. SRIVASTAVA et BEUTLER (109) émettent 1'hypoth&se que les N-ac@tyl-hexosa-

minidases A et B sont un assemblage de sous-unités différentes. La N-ac&tyl-g-D-
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hexosaminidase A serait l'association de sous-unités o et de sous-unités B .
La forme B serait l'association de sous-unités 8. On peut méme &tablir leur

formule brute :

N-acétyl-g-D~hexosaminidase A

(aB)n
(BB)n

N-acétyl-g-D-hexosaminidase B

n étant égale i 3 ou 2.

La forme tétramérique est reconnue par TALLMAN et af. (121) qui
pensent qﬁe les différentes formes de N—acétyl;s-D—hexosaminidases sont formées
de sous—unités identiques, la différence existente entre les deux formes ne se-
rait que le reflet de variations de conformation spatiale dues 3 la stabilité ou
3 1'instabilité des formes tétramériques. La forme tétramérique est admise par
BEUTLER ef af. (18 ) avec cependant des compositions sous-unitaires différentes

selon les formes de N-acétyl-hexosaminidases.

La forme hexamérique est proposée par SRIVASTAVA et af. (110), la
forme A est un hétéropolymére, la forme B un homopolymére. La forme hexamérique
est en partie confirmée par l'existence dans le rein et le foie de 5 formes molé-
culaires de N-acétyl-g-D-hexosaminidases (SRIVASTAVA ef af. (110)). La figure 26
(p.117) résume cette hypoth@se qui ne sera vérifiée que dans la mesure ol on ca-
ractérisera 1'homopolymére (a)6 qui parait-il existe mais est tré&s instable (si
on applique les lois de l'hybridation, on obtient des résultats différents, la

forme homopolymérique Bg ne devrait représenter que 3 p. 100 de l'activité totale

et la forme hétéropolymérique 27 p. 100. Expérimentalement, il s'agit de 40 p. 100
dans chaqﬁe cas. On pourrait expliquer cette différence dans la mesure ol la forme
homopolymérique possé&de une activité 10 fois supérieure 3 la forme hétéropolyméri-

que. Or, les constantes cinétiques sont identiques).Il semble d'ailleurs que cette

hypothése d'hexamérisation soit petit 3 petit abandonnée au profit de la tétramé-

risation.

C - DETERMINATION DES POINTS ISOELECTRIQUES.

La détermination des points isoélectriques a &té réalisée par

électrofocalisation classique. Les résultats obtenus sont rassemblés dans la figu-

re 27 (p.118). Les valeurs des points isoélectriques sont en accord avec les &lu-
tions obtenues par chromatographie d'échange d'ions sur DEAE-cellulose. La N-

acétyl-p-D-hexosaminidase I §osséde un pI = 6,78 ; la forme II un pI = 6,30 ; la
forme IIT un pl = 4,92 et la forme IV un pI = 4,65. A la vue de ces résultats, il
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Composition sous-unitaire des isoenzymes des hexosaminidases humaines.

Diagramme d'élution des hexosaminidases du rein et de foie humain sur
colonne de DEAE-cellulose (DE 52) selon SRIVASTAVA et af. (111).

L'activité enzymatique est exprimée en p. 100 d'activité enzymatique totale.
A = hexosaminidase A ; B = hexosaminidase B ; I] et 12 : hexosaminidases 1 3}

S] et-82 : hexosaminidases S.
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semble que 1'on a deux groupes d'hexosaminidases, les formes I et II, d'unme
part, et les formes III et IV, d'autre part. On obtient des résultats identiques
quand on examine les valeurs des masses moléculaires : 72.000 et 84.000, d'une
part pour les hexosaminidases II et I, 180000 et 150.000 pour les formes III et
IV, Ces faits laissent supposer que l'on pourrait avoir une filiation entre

les formes I et III, d'une part, et les formes II et IV, d'autre part.

D - ETUDE DE LA COPULE POLYSACCHARIDIQUE.

Deux séries d'expérimentations ont &té réalisées :

1 - Détermination de la composition centésimale

La composition centésimale en monosaccharide neutre des différentes
formes de N-acétyl-B-D-hexosaminidases a &té détermine & 1'aide de la méthode &

1'orcinol sulfurique de TILLMANS et PHILIPPI (123) modifiée par RIMINGION ( 96 ).

La composition centésimale en osamine a &été réalisée aprés hydroly-
se chlorhydrique par la méthode d'ELSON et MORGAN ( 42 ) modifiée par BELCHER
et al. (16). Les résultats sont rassemblés dans le tableau XXIV (p. 118),

2 - Détermination de la composition et des rapports molaires des

différents monosaccharides

Nous avons employ& la chromatographie en phase gazeuse aprés métha-
nolyse des différentes formes de N-acétyl-pg-D-hexosaminidases selon la méthode de
ZANETTA et af. (141) mise au point au Laboratoire par FOURNET (47 ). Les résultats
sont rassemblés dans le tableau XXIV (p. 120).

Les conclusions que nous pouvons tirer de cette &tude sont les sui-
vantes : les différentes formes de N-acétyl-g-D-hexosaminidases des graines de Fe-~
nugrec ne possédent pas d'acide N—acétylneuraﬁinique. Elles renferment, par contre,
du fucose, du galactose, du mannose et de la N-acétyl-glucosamine. Les quantités
de galactose sont toujours tré&s faibles de l'ordre de 0,4 p. 100. Le monosacchari-
de le plus important est le mannose, nous n'avons jamais caractérisé de glucose
dans nos préparations. Cependant, VERPOORTE (127), RUDICK et ELBEIN (i00) ont ca-
ractérisé du glucose dans différentes formes de N-acétyl-f~D-hexosaminidases. A

notre avis, il s'agit d'artefact de préparation di & la chromatographie sur colonne

de Sephadex G-200 (le glucose provient du support chromatographique). Jusqu'a pré-

sent, quelques compositions centésimales ont été déterminées sur les différentes

formes de N-acétyl-g~D-hexosaminidases. Le tableau XXV(p. 121) nous montre la

-

grande diversité des résultats quant & la composition centésimale en oligosaccha-




TABLEAU XX1V

Composition centésimale

des différentes formes de N-acétyl-B-D-hexosaminidases

- 120 -

ComPQS}tlon Composition molaire
centésimale
Formes
enzymatiques v
Oses .
Osamines Fuc Gal Man GlcNAc
neutres o :

I 3,25 1,78 0,81 0,1 4,5 2
II 4,74 1,90 1,1 0,54 6,2 2
111 6,28 1,80 1,06 0 9,1 2
v 5,5 1,80 0,8 0,86 8,07 2




‘TABLEAU XXV

Composition centé&simale en oligosaccharides de quelques hexosaminidases d'origine animale
q q

: Hexosaminidase (1) . Hexosaminidase (3) Hexosaminidase (4)
Oligosaccharides Hexosaminidase (2)
A B A B A B
Acides sialiques 0,38 0,20 0,3 - - 0 0
Oses neutres 3,2 1,4 4,6 - - 2,5 5,0
N-acé&tylglucosamine 0,3 . 0,8 0,6 2,6 1,5 2,45 3,40

(1) d'aprés VERPOORTE J.A.
(2) d'aprés VERPOORTE J.A.

(126) {Rate de Boeuf, masse moléculaire 140.000}

(127) {Plasma humain, masse moléculaire 105.000}

(3) d'aprés SRIVASTAVA et af. (110) {Placenta humain, masse molé&culaire 140.000}
(4) d'aprés LEE et YOSHIDA (66 ) {Placenta humain, masse moléculaire 110.000}

- izt -




rides. Certains auteurs tels que LEE et YOSHIDA ( 66) refutent méme la présence

d'acides sialiques sur les molé&cules de N—acé&tyl-hexosaminidases. Dans notre cas

personnel, nous pensons pouvoir affirmer que les N-acé&tyl-f-D-hexosaminidases de
graines de Fenugrec sont des glycoprotéines dont la copule poijéaccharidique est
du type oligomannosidique. Le ou les glycannes des différentes formes s'articu-
leraient sur la partie protéique par l'intermédiaire du chainon chitobiose ( 65,
105), Sur ce chainon serait fixé le tri-mannose et un certain nombre de mannoses
variables selon les différentes formes enzymatiques. De notre &tude, il ressort
que le nombre de mannoses varie de 5 & 9. FORSEE et ELBEIN (45) et FORSEE et al.
( 46 ) ont démontré que de nombreuses glycoprotéines végétales &taient du type %
oligomannosidique (le nombre des molécules de mannose varie de 3 a 10). Des :
structures identiques ont ét& caractérisé@es par LAMPORT (63 ) toujours chez les
végétaux oli la copule protéique et riche en hydroxy-proline. Ces structures ont
été confirmées ensuite par RUDICK et ELBEIN (100) dans certaines glycosidases

d'Aspergillus fumigatus.,

Les seules différences fondamentales que nous observons avec d'au-

tres N-acétyl-p-D-hexosaminidases sont :

- absence d'acide sialique

— présence de fucose et de galactose.

Nous proposons comme modé&le structural 1'enchainement suivant
(Fuc)1—(Gal)o_]—(Man)s_g-(GlcNAc)z—

Ce qui nous donne :

N-acétyl-g-D~hexosaminidase I s+ Fuc—-(Man)_.—(GlcNAc) -
5 2

N-acétyl-g-D~hexosaminidase II : Fuc—(Man)6-(G1cNAc)2-
N-acétyl—-g-D~hexosaminidase III : Fuc—(Man)g-(GlcNAc)z—
N-acétyl-g-D~hexosaminidase IV : Fuc—(Gal)O_l—(Man)8—(G1cNAc)2—

E - COMPOSITION EN ACIDES AMINES.

Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le tableau

XXVI (p. 123). Nous remarquons que les différentes formes de N-acétyl-R-D-hexosamini-

dases forment un groupe relativement homogéne d'enzymes. Il ne se trouve pas
d'acides aminés dont le taux soit exceptionnel, on peut, toutefois, noter une assez
forte teneur en proline (6 p. 100), chez les végétaux les glycoprotéines 3 mannose
décrites.jusqu'ﬁ présent n'ont que des teneurs de l'ordre de 3 p. 100 (PUSZTAI et

WATT (93 )). Cependant, toutes les N-acétyl-B-D-hexosaminidases &tudiées jusqu'd




des différentes formes de N~acétyl-g-D-hexosaminidase

Composition en amino—acides

TABLEAU XXVI

~ 123 -

moles p. 100 Résidus
Hexosaminidases I I1 I1T v 1 Ii 111 v
Amino-acides
Acide aspartique 9,2 12 13 13,5 67 76,5 203 176
Acide glutamique 9,5 9,5 10,1 10,4 60 53 140,8 120,8
Threonine 7 6,5 6,3 6,3 56 46 112 93,5
Serine 10 12 8,1 8,2 98 98 167 141
Proline 6 5,5 5,4 5,8 52 41 100 89,5
Glycocolle 9 1 g8 8,1 121 137 248 209
Alanine 7,7 7,0 7,2 7,3 94,5 72 182,5 154
Cystéine 1,1 0,6 0,5 1,0 3,5 2,0 4,4 7,3
Valine 3,6 3,5 4,3 4,7 32 26 78 72
Methionine 1,26 1,0 1,9 1,5 8,5 6 26 17,5
Isoleucine 3,0 3,0 3,7 4,4 21,5 20 58,8 58,5
Leucine 7,5 6,5 10,2 8,2 53 42 162 109
Tyrosine 4,0 2,5 3,2 3’5. 21 16 35 33
Phenylalanine 6 4,0 5,1 4,8 35 20 62 48,5
Lysine 9 5,3 7 5,8 58 30 98 67,5
Histidine 1,5 1,8 1,8 1,75 10 9,5 23,5 19,0
Argining 3. 2,9 2,4 3,0 17 13 27,5 29,0
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présent, possédent ce taux assez &levé de proline. On note, d'autre part, que le

taux des acides aminés soufrés est faible.

Les compositions en acides aminés semblent €tre conformes aux ré-
sultats obtenus lors de la détermination des points isoélectriques. Le taux d'a-

cide aspartique diminue quand le taux de lysine augmente.

Nous remarquons, d'autre part, en comparant les compositions des
différentes formes que nous ne pouvons pas avoir de filiation  entre les diffé-
rentes formes, les pourcentages des différents constituants étant par trop dif-~
férents. Les résultats obtenus sont donc en faveur de 1l'existence d'enzyme dif-

férente.

F - PROPRIETES TMMUNOCHIMIQUES.

Les N-acétyl-g-D-hexosaminidases réagissent toutes contre un anti-
serum anti-Fenugrec total. On remarque un raccordement d'arc pour les formes I et
II, d'une part, et pour les formes III et IV, d'autre part. Les formes II et III,
d'une part, et I et IV, d'autre part, donnent des arcs de précipitations qui se
coupent ce qui laisse supposer que l'on n'a pas d'identité méme partielle entre
ces différentes formes (Fig. .28, p. 125). Lorsqu'on effectue 1'immuno—-diffusion
contre un antiserum anti-forme I, on obtient uniquement des arcs de précipitation
dans le cas des formes I et II et dans ce cas précis, il y a un raccordement total
des deux arcs. Les formes IIT et IV ne donnent pas d'arcs de précipitations et ce-
ci quelle que soit la concentration utilisée. Les résultats sont inversés quand

on utilise un antiserum anti-forme III (Fig. 28, p.125).

Les résultats obtenus laissent supposer qu'il existe des détermi-
nants antigéniques communs entre les formes I et IT, d'une part et les formes III

et IV, d'autre part.

On peut penser a priori qu'il y a deux groupes différents de N-
acétyl-g-D~hexosaminidases. La variation des propriétés immunologiques serait alors
due 3 une modification des conformations spatiales plus qu'd des variations de
composition en acides aminés ou en oligosaccharides. Si nous comparons nos résultats
i ceux obtenus par d'autres auteurs pour des N-acétyl-f-D-hexosaminidases d'origine
animale, nous remarquons que nos enzymes d'origine végétale sont trés différentes.

En 1973, CARROLL et ROBINSON ( 26 ) montraient que les N-acétyl-g-D-~hexosaminidases

A et B du foie humain donnaient des réactions croisées sans présence de "spur”. Il
y a une réaction de compléte identité immunologique entre les différentes formes

de N-acétyl-B8-D-hexosaminidases. Des observations identiques ont été faites par
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GEIGER et al. (50), ces auteurs concluent, d'une part, que des enzymes en prove-
nance de différents organes d'une méme espéce sont immunologiquement identiques.
Des résultats identiques ont &té obtenus avec les Cathepsines D par DINGLE et al.
(36 ), les asparaginases du Cobaye par SULD et HERBUT (116) et la citrate synthé-
tase du Rat par MORIYAMA et SRERE ( 84 ). D'autre part, il peut y avoir des réac-—
tions croisées entre enzyme identique d'origine différente (humain et bovin, par
exemple). Cette derniére propriété avait déjia &té remarquée par SHERWIN et al.
(106) dans le cas de la créatine phosphokinase (C.P.K.) du Lapin, ol 1l'enzyme
isolée du muscle donne une réaction croisée avec une C.P.K. isolée du muscle humain.
Par contre, il n'y a pas de réaction croisée quand on fait réagir une C.P.K. de
cerveau de Lapin avec une C.P.K. de muscle de Lapin. Pour ces auteurs, et dans ce
cas précis, les antiserums formés sont spécifiques de l'origine organique de 1'en-

zyme plutdot que de l'espéce considérée.

Des résultats analogues ont &té démontrés par SUSSMAN ef al. (118)
dans le cas de la phosphatase alcaline isolée soit du foie, du placenta ou de 1'os,
des neutrophiles, du rein et de 1'intestin. Ces auteurs caractérisent 3 types anti-
géniques différents, 1'un dérivant du foie, 1'autre du placenta et le dernmier dé-
rivant des autres sources. Il n'y a pas de réactién croisée entre les différentes

formes moléculaires des phosphatases.

Une observation similaire est faite par REUSER et GALJAARD ( 95) au
sujet de la N-acétyl-f-D-~hexosaminidase C des fibroblastes humains, qui n'est pas
précipitable par un antiserum anti—~forme A. Les déterminants antigéniques entre ces
deux formes enzymatiques doivent &tre différents bien que les enzymes soient de mé-

me origine.

Nous pensons, & la vue de nos résultats, que nous sommes ramenés &
un cas semblable. En effet, les formes I et II qui donnent une réaction croisée avec
un antiserum anti-forme I ont pour origine 1'endosperme et le cotyledon de la
graine de Fenugrec. Par contre, les formes III et IV qui donnent, elles aussi, des
réactions croisées vis—-d-vis d'un antiserum anti-forme III trouvent essentiellement
leur origine dans 1'axe embryonnaire de la graine germée. Nous aurions dans la grai-
ne deux types antigéniques différents, 1'un dans la zone de catabolisme de la grai-

ne, l'autre dans la zone ol les biosynthé&ses sont les plus importantes.
G — CONCLUSIONS.

Les conclusions qui peuvent étre tirées de 1'@tude fragmentaire des

propriétés physico-chimiques sont les suivantes :
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1 - Les N-acétyl—-B-D~hexosaminidases des graines de Fenugrec
possédent des masses moléculaires différentes, elles varient de 72.000 a
180.000 daltons (il ne s'agit ni d'association ou de dissociation des différentes

formes entre—elles).

2 - Les différentes formes de N-acétyl-f-D-hexosaminidases sont
des enzymes polymériques. Les sous—unités possé&dent une masse molé&culaire moyenne
de 1'ordre de 28.000 daltons. Mais on ne peut pas affirmer que ces sous—unités
sont identiques. BANNISTER et PHIZACKERLEY (12 ) sont les seuls i avoir démontré
que la compoéition en acide aminé &tait identique dans les sous-unités de N—acétyl-

glucosaminidase de Patella vulgata.

3 - Les N~acétyl-g-D-hexosaminidases possédent des compositions en
acides aminds et en oligosaccharides voisines les unes des autres. On peut conclure
4 la nature polymannosidique des glycannes de ces différentes formes enzymatiques.
Le point d'attache devant s'effectuer par une liaison N-glycosidique or, ce n'est
pas toujours le cas, BANNISTER et PHIZACKERLEY (12 ) décrivent une N-acétyl—-8-D-
hexosaminidase ol il n'y a pas de N-acétyl-glucosamine, l'articulation devant se

faire dans ce cas par une liaison O-glycosidique.

4 - Les propriétés immunologiques sont différentes selon les formes
envisagées. Il est certain que les formes I et II, d'une part, et III et IV, d'au-
tre part, possédent des déterminantes antigéniques communs. Ces déterminants anti-

géniques seraient spécifiques de l'origine de 1'enzyme.




CONCLUSIONS GENERALES

Les &tudes que nous avons réalisées ont porté, d'ume part, sur
1'isolement de 11 exoglycosidases destinées 3 la détermination des anoméries
de liaison des oligosaccharides et glycopeptides isolés dans le Laboratoire et,
d'autre part, sur l'analyse plus détaill&e des propriétés enzymatiques de 4
N-acétyl-g-D-hexosaminidases présentes dans les graines germdes de Fenugrec. Les

conclusions de ces deux &tudes peuvent étre résumées de la maniére suivante :

1. - Les préparations enzymatiques d'a- et B—D—galactosidaées,
de N-acétyl-B-D-hexosaminidase, d'a—- et de B-D-mannosidases nécessaires d la
détermination des structures ont été réalisées 3 partir de substrats divers,
soit par l'application des procé&dés de chromatographie classique, soit par modi-
fication de ces procédés. En particulier, l'introduction au cours des étapes de
purification, de la chromatographie d'affinité sur colonnes de Sepharose 4B ZI-
aminocaproyl-g-D-galactosylamine et I—aminocaproyl-N-acétyl-g-D-glucosaminylami-
ne a permis d'obtenir, 3 partir d'un moiit de fermentation d'Aspenglllus niger, une
N-acétyl-B-D-hexosaminidase et une B-D-ménnosidase qui répondent aux critéres ac-

tuels de pureté physico-chimiques et enzymatiques.

2. - L'utilisation de 4 N-acétyl-B-D-hexosaminidases d'origines
diverses purifiées et trds actives a permis une dégradation séquentielle d'oli-
gosaccharides et a permis de préciser d'une maniére certaine la spécificité d'ac-
tion de ces exoglycosidases. En particulier, le disaécharide GlcNAc g:llz Man
présent dans de nombreuses glycoprotéines n'est hydrolysé quantitativement que
par la N-acétyl-g-D-hexosaminidase isolée de la rate de Boeuf et de la Féve Jack,
le disaccharide GlcNAc.E:lLE.Man est hydrolysé, par contre, par la N-acétyl—-f-D-
hexosaminidase isolde d'Aspergillus niger. L'emploi d'oligosaccharides de masse
moléculaire plus importante et de glycopeptides démontre et confirme que la con-
formation spatiale du substrat joue un rdle prépondérant au cours de 1l'hydrolyse

enzymatique.

La B-D-mannosidase d'Aspengiflus nigen agit essentiellement sur
le disaccharide et les glycopeptides renfermant une liaison mannosyl B-1,4. Cette
'spécificité d'action fait de la B-D-mannosidase isolée un outil extrémement pré-

cieux lors de la détermination des structures glycopeptidiques.
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3. - Les 11 glycosidases que nous avons isolées nous ont servi &
la détermination de la structure de 34 oligosaccharides isol&s au Laboratoire
et nous ont permis de participer 4 la détermination de la structure de 2 glyco-
peptides de la sérotransferrine. La structure de ces glycopeptides a été récem-—
ment confirmée par 1'utilisation d'une méthode physique : la résonance nucléaire

paramagnétique (RMN).

4. - Nous avons mis au point un protocole original de préparation
qui nous permet d'obtenir, a4 partir des graines germées totales, 4 N-acétyl-g-D-
hexosaminidases extrémement pures. Il s'agit, i notre connaissance, de la pre-
miére mise en évidence des formes molé&culaires différentes de la N~acétyl-g-D-

hexosaminidase d'origine végétale.

Ces différentes formes possédent des localisations spécifiques
dans la graine et ont des activit@s enzymatiques qui varient au cours de la ger-
mination, ainsi la forme I qui n'est présente que dans les cotylédons et la forme
IV qui est présente essentiellement dans l1'axe embryonnaire ont une activité qui

est maximale entre 48 et 96 h de germination.

5. = Les 4 formes de N-acétyl-g-D-hexosaminidases possédent une
double activité N-acétyl-g-D-glucosaminidasique et N-acétyl-g-D-galactosaminida-
sique. Ces 2 activités sont portées par la méme protéine, le rapport de ces 2 ac-—
tivités reste constant au cours du fractionnement. Ce rapport dépend de la forme
enzymatique : il est croissant depuis la forme I qui hydrolyse de fagon identique
les:N-acétyl-glucosaminide et galactosaminide jusqu'd la forme IV qui hydrolyse
préférentiellement les N-acétylglucosaminides.

L'étude des paramétres cinétiques (Vmax, Km, Ki) démontre 1'exis-

-

tence d'un seul site enzymatique possé&dant une double activité.

L'étude de la stabilité 3 la température a permis de montrer que,
d'une fagon générale, les activités N-acétyl-g-D-galactosaminidasiques sont plus

résistantes et que des 4 formes, c'est la forme I qui est la plus thermolabile.

Cette forme ressemble 3 la forme A des hexosaminidases d'origine
animale. '

-

L'allure biphasique des courbes de stabilité & la température des
4 formes est en faveur de l'existence dans la molécule de chaque enzyme de 2 cons-~

tituants réagissant de maniére différente & la dénaturation thermique.
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L'utilisation de différents effecteurs permet de montrer que
1'activité N-acétyl-p-D-glucosaminidasique et R-D-galactosaminidasique de la
forme 1 se différencient nettement des activités des formes II, III et IV. En
particulier, la forme I est la seule forme ol les 2 activités sont activées

. ++ +++
par les ions Fe et Fe .

Les sels mercuriques inhibent de mani&re non compétitive les
2 activités de la forme I, tandis que pour des faibles concentrations en sels
mercuriques l'inhibition des formes II, III et IV semble @tre de type incompé-

titif.

Les ions acétates inhibent de fagon compétitive toutes les acti-

L'activité N-acétyl-B-galactosaminidasique des 4 formes est tou-
jours plus résistante vis-a-vis des différents inhibiteurs &tudiés que l1tactivi-

té N-acétyl-g-glucosaminidasique.

L'étude de la spécificité enzymatique vis~&a-vis des substrats na-
turels renfermant de la N-acétyl-D-glucosamine en position terminale non ré&duc-

trice a montré que la N-acétyl-g-D-hexosaminidase I n'hydrolysait que les liai-

sons B-1,4. Elle est, en outre, trés active sur le chitobiose. La N-acétyl-g-
D-hexosaminidase II n'hydrolyse que les liaisons B-1,6 et les N-acétyl-8-D-
hexosaminidases III et IV n'hydrolysent que les liaisons g-1,2. Toutes les formes

. enzymatiques sont incapables d'agir sur les liaisons g-1,3.

6. - Les 4 formes possé&dent des pH différents compris entre 4,6 et
6,7. Les masses moléculaires sont comprises entre 72.000 et 180.000. Chacune des
formes possédelune structure sous—unitaire, la masse moléculaire de 1'unité de
basg serait de 30.000 daltons. La composition en acides aminés révéle l'existen-
ce de quelques différences entre les 4 formes enzymatiques. L'analyse des mono-
saccharides en chromatographie en phase gazeuse démontre que les 4 formes enzyma-
tiques renferment de la N-acétylglucosamine et une proportion importante de man-

nose ce qui laisse prédvoir une structure glycannique de type oligomannosidique.

7. = L'étude des propriétés immunochimiques montre que les N-—acétyl-
B-D-hexosaminidases I et II poss&dent des déterminants antigéniques communs. Il
en est de méme pour les N-acétyl-g-D-hexosaminidases III et IV. Aucune réaction
croisée n'a pu étre mise en évidence entre les groupes I et II, d'une part, et

ITI et IV, d'autre part.
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En résumé, 1'ensemble des propriétés enzymatiques, physico-chimiques
et immunologiques des quatres N-acétyl-f-D-hexosaminidases montre que les hexosa-
minidases d'origine végdtale possédent de nombreuses analogies avec les hexosamini-
dases d'origine animale. Cependant, de notre étude, il faut remarquer que les dif-
férentes formes moléculaires ne sont pas des formes isoenzymatiques mais des enzy-

mes différentes.
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Nous avons rassemblé, dans cet appendice technique, un certain
nombre de méthodes d’analyses ou de préparations enzymatiques. Ces méthodes
sont déji décrites dans la littérature mais leur int&rét nous a incité i les

décrire, & nouveau, ainsi que les modifications que nous avons apportées.




I - DOSAGE DES MONOSACCHARIDES LIBERES APRES HYDROLYSE ENZYMATIQUE

A - DOSAGE DU GALACTOSE PAR LA METHODE A LA GALACTOSE-DESHYDROGENASE
FINCH et al., (44)

I = Principe

Le galactose libre est dosé& par oxydation en présence de galactose-
- + - - . .
deshydrogénase et de NAD selon le schéma réactionnel suivant :

+ _ -
Galactose + NAD galactose deShydrOgenas§>ga1actono.1actone + NADH + H+

2 - Réactifs

Solution de NAD & 3,315 mg par ml, soit 0,5 umole/100 ul

Solution de Tris 1,25 M, pH 8,6, Tris 15,14 ng

H20 qsp 100 ml

Solution de galactose-deshydrogénase 3 5 U/mg. Solution 3 1 mg par ml dans 1'eau

- Solution de galactose a 100 pg/ml

3 - Mode opératoire et discussion

Dans une cuve én quartz MT4, on introduit 0,5 pymole de la solution
de NAD (100 yl), 500 ymoles de Tris pH 8,6 (400 pl), 0 & 0,2 ymoles de galactose
(0 a 400 ul). On compléte & 900 pl par de 1'eau distillée et on ajoute 50 pl de la
solution de galactose-deshydrogénase. Le mélange est agité et la lecture est effec-
tuée a 340 nm. La variation de densité& optique est mésurée entre O et 30 minutes
de réaction, les mesures sont faites toutes les 30 secondes au début de la réaction

puis toutes les deux minutes lorsqu'on atteint le paliert.

On introduit deux témoins, 1'un sans galactose-deshydrogénase, 1'au-
tre sans galactose. Les solutions de références renferment 2,5 et 10 ug de galac-

tose.

B - METHODE. SPECIFIQUE DE DOSAGE DES N-ACETYLHEXOSAMINES.

Nous avons employéd la méthode de GOOD et BESSMAN (52 ) pour doser

les N-acétylhexosamines libérées aprés hydrolyse enzymatique.
1 - Principe

Par chauffage en milieu alcalin, les N-acétyl-osamines libérées,

aprés hydrolyse enzymatique, et les N-acétyl-osamines conjuguées en position termi-




nale dont 1'hydroxyl en C4 est libre, donnent trois chromogénes identifiés par
STANLEY (112), KUHN et KRUGER (62 ). Le chromogéne III se condense ensuite avec
le p~diméthyl—-aminobenzaldéhyde.

2 - Réactifs

a — Solution de tétraborate de potassium pH 9,2

Acide borique 1,12 moles
Potasse 0,56 mole

Eau distillée qsp 1.000 ml

b - Solution de p-diméthylamino-benzaldéhyde

La solution est obtenue en dissolvant 10 g de p—DMAB dans 100 ml
d'acide acétique glacial renfermant 12,5 ml d'acide chlorhydrique concentré. La
solution est dilude au dixiéme avec de l'acide acétique glacial au moment de 1'em-

ploi.

3 - Mode opératoire et discussion

Dans des tubes a hémolyse tré&s propres, on introduit 100 yl de la
solution 3 doser et 100 yl de la solution de tétraborate de potassium. Les tubes
bouchés sont placés exactement 3 minutes au bain-marie bouillant. Les tubes sont
ensuite portés dans un bain d'eau et de glace pendant 5 minutes. 800 yul de la so-
lution dilude de p-DMAB sont alors ajoutés. On place les tubes aprés agitation pen—
dant 20 minutes & 37°C. Ils sont ensuite ramen&s 3 température ambiante et les me-
sures sont effectuées a 585 nm. L'absorbance est proportionnelle 3 la concentration
en osamines pour des quantit&s comprises entre 2 et 10 ug p. 100 1. Ces résultats
ont &té acquis sur des solutions aqueuses. Nous nous sommes heurtés a de nombreux
problémes lorsque nous avons voulu doser directement les N-acétyl-osamines dans
un milieu tamponné. En effet, 1'intensité& de coloration &tait trés faible, voire
nulle. Nous avons voulu vérifier si le tampon intervenait sur 1'intensité de colo-
ration. Le tableau XXIIIrassemble les résultats obtenus. L'ensemble des résultats déno-
te un effet inhibiteur joué par les tampons phosphates sur l'apparition de la co-
loration. Cette inhibition s'explique fort probablement par la formation d'esters
phosphoriques de la N-acétyl-osamine au cours d'hydrolyse enzymatique prolongée.
Pour 8liminer cette inhibition, nous avons réalisé des hydrolyses uniquement en

présence de tampon citrate.

Les solutions tampon phosphate de sodium peuvent, cependant, &étre

utilisées pour des périodes d'incubation ne dépassant pas 24 heures. Pour éviter




TABLEAU XXIII

Influence de différents tampons sur le dosage de la N-acétylglucosamine

par la méthode de GOOD et BESSMAN (52 )

7

m
30

Nature du tampon

Pourcentage de récupération au bout de

Oh 12 h 24 h 38 h 120 h
Témoin N-acétylglucosamine dans 1'eau 100 100 100 100 100
N-acétylglucosamine dans un tampon :
phosphate monosodique 0,01 M et 100 121 121 100 10
phosphiate disodique 0,02 M de pH 4,5
N-acétylglucosamine dans un tampon :
acide citrique 0,01 M et 100 99 99 71 0
phosphate disodique 0,02 M de pH 4,5
N~acétylglucosamine dans un tampon :
acide citrique 0,01 M et 100 88 90 90 82

citrate trisodique 0,02 M de pH 4,5




d'éliminer les ions des solutions tampon par chromatographie d'é@changes d'ionms,
oh peut faire varier les quantités de réactif : & 100 ul de la solution & ana-
lyser (5 pg de N-acétylglucosamine), on ajoute 200 ﬁl de solution tampon borate
pH 9,2. La solution est portée & 100°C pendant 3 minutes puis refroidie 15 min

en bain de glace.

Le développement de la coloration est obtenu en 20 minutes & 37°C

aprés addition de 1.200 ul de la solution de p.DMAB.

11 - DETERMINATION DES ACTIVITES POTEOLYTIQUES

Les activités protéasiques sont déterminées & l'aide d'azocoll
{Calbiochem). Le principe est le suivant :
1 - Principe

L'azocoll est de la cas@ine bovine insoluble sur laquelle est fixée
un colorant rouge. Quand une enzyme protéolytique coupe 1'une des liaisons pepti-
diques, le colorant est 1ib&ré dans le milieu réactionnel, la vitesse 3 laquelle

est 1ibéré le colorant peut servir A mesurer l'activité protéolytique d'un milieu.

2 -~ Mode opératoire

Une certaine quantité d'azocoll (500 pg) est mise en suspension
dans une solution renfermant des prot&ases (500 pl), on introduit 500 ul de solu-
tion tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 7,0. L'ensemble est placé a 37°C pendant
15 3 20 minutes. Le colorant, s'il y a eu coupure de liaisons peptides, se solubi-
lise dans le milieu r8&actionnel, l'azocoll qui n'a pas &té hydrolysé est &liminé
soit par centrifugation ou filtration. Le surnageant ou le filtrat sont ensuite

passés au spectrophotométre i 520 nm.

Dans la mesure ol il s'agit de déterminer des activités protéolyti-
g %

ques bien détermindes, il faut opérer au pH optimal de 1l'enzyme.

111 - DOSAGE DES PROTEINES

Les protéines sont dosées, soit par la méthode de LOWRY et al.
( 74), soit par la méthode de UDENFRIED ef af. (124). Nous ne décrirons que cette

dernidre technique qui permet de doser des quantités de protéines de l'ordre du

nanogramme.




1 - Réactifs

a = Solution de fluorescamine

De 15 3 30 mg de fluoram (Roche) sont solubilisés dans 100 ml
d'acétone (1l'acétone doit etre redistillée ou de qualité@ pour microscopie élec-

tronique).

b - Solution tampon borate de sodium pH 9, 0,2 M

-~

Une solution 0,2 Molaire d'acide borique est amenée 3 pH 9,0 par

1'intermédiaire de soude.

2 - Mode opératoire

0,1 & 100 n.moles/ml de fonction amine peuvent étre dosées.

0,5 3 1 ml de la solution de protéine & doser sont mélangés avec
du tampon borate de sodium de fagon 3 avoir un volume final de 1,5 ml. On ajoute
ensuite 0,5 ml de la solution de fluorescamine. Cette solution doit &tre ajoutée
trés rapidement, la fluorescamine poss&de une solubilité minimale dans 1'eau,

elle se décompose dans l'eau en 1 minute en donnant un composé non fluorescent.

La fluorescence &mise stable pendant 4 heures est mesurée dans un
spectrofluorimétre:longueur d'onde d'excitation 390 nm, longueur d'onde d'émis-
sion 475~490 nm. Les mesures sont faites par rapport 3 une gamme &talon de serum—

albumine bovine.

1V - DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE

La masse moléculaire a &té déterminée par deux proc&dés : la chro-

matographie de gel filtration et 1'électrophorése en gel de polyacrylamide.

A - CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION.

.

La colonne de sépharose 6B (2 x 125 cm) est équilibrée dans une so-—
lution tampon phosphate disodique 0,1 M - acide citrique 0,05 M de pH 5,6. La vi-
tesse d'élution est de 1'ordre de 15 ml/h, les fractions recueillies sont de 1 ml.
La colonne est calibrée a 1'aide des compos&s suivants : bleu dextran 2.000, immu-
no-globulines bovines, sérotransferrine humaine, sérumalbumine bovine, B-lacto-
globuline bovine, pepsine, cytochrome C et vitamine B12. La masse moléculaire est

calculée en fonction du Kd.




B - ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE.

1 - Principe

La méthode de NEVILLE ( 88) possé&de un tré&s haut pouvoir de réso-
lution dans une gamme de masses moléculaires de 23.000 & 320.000 daltons. Cette
méthode est caractérisée par un systéme de tampons discontinus (borate et sulfa-
te) et la formation de complexe protéine~SDS. Les complexes protéines-SDS ont
une mobilité &lectrophorétique qui ne dépend que de la masse moldculaire, ils

possédent tous un comportement amionique di i la fonction sulfate du détergent.

2 - Mode opératoire

10 3 50 pg de protéine sont traités pendant 30 min & 37°C par une
solution de carbonate de sodium 0,05 M renfermant du SDS a4 5 p. 100 et du B—mer-
captoéthanol 0,1 M. Ce traitement permet d'obtenir des sous—unités quand les édi-
fices sont formés d'oligoméres. Les &chantillons sont transferrés sur le gel de
polyacrylamide. La migration est effectuée & 2 mwA par tube, elle est arrétée
quand le marqueur arrive au bas des tubes. L'électrophorése est réfrigérée par

un circuit d'eau froide. Aprés démoulage, les gels sont colorés.

La méthode de NEVILLE ( 88 ) permet de déterminer les masses molécu-
laires des sous—unités obtenues., On effectue une migration de prot&ine et de glyco-
protéine de masse moléculaire connue. La courbe d'&talonnage est obtenue en re-

portant, pour chaque valeur du R_, le logarithme du poids moléculaire (SHAPIRO

F’ .
et al. (105)). La méthode est valable pour des composés dont le RF est compris

entre 0,3 et 0,7

V - DETERMINATION DES POINTS ISOELECTRIQUES PAR ELECTROFOCALISATION

Les expériences sont réalisées dans une colonne d'électrofocalisa-
tion LKB. Les conditions expérimentales utilisées sont celles de VESTERBERG et
SVENSSON (128).

1 - Réactifs

a — Solution dense

Saccharose 28 g
Ampholine 1,8 ml
Eau distillée: 42 ml




b - Solution légére

Saccharose 2,7 g
Ampholine 0,7 ml
Eau distillée gsp 50 ml

¢ - Solution cathodique (cathode en bas)

Saccharose 12 g
Ethylenediamine 0,4 ml
Eau distillée 14 ml

d - Solution anodique (anode en haut)

Acide phosphorique 0,1 ml
Fau distillée 10 ml

2 - Mode opératoire

Le gradient de saccharose est formé 3 1'aide de 1l'appareil 2 gradient
LKB, il est monté i la vitesse de 1,2 ml par minute. Les 2,5 ml d'ampholine 3 40
p. 100 donnent une concentration finale de 1 p. 100 en ampholine tout au long de
la colonne. La zone de pH utilisée est de pH 3,5 & pH 10. La solution enzymatique,

aprés dialyse contre une solution d'ampholine, est diluée dans la solution 1lé&gére.

~

La solution & &tudier est soumise, 3 4°C, 3 un courant comnstant de 400 volts (7,5 mA)

-

pendant 24 heures. Puis on applique une tension de 700 volts pendant 12 & 24 heures
supplémentaires (0,5 - 0,8 mA). L'&lution de la colonne est effectuée 3a la vitesse
de 120 ml/h. Des fractions de ! ml sont recueillies, le pH est mesuré & l'aide d'un
pHmétre Radiometer pHM4D, précision * 0,01 unité de pH. L'absorbance des différen-

tes fractions est effectuée 3 280 nm et 254 nm.

VI - METHODES DE SEPARATION ELECTROPHORETIQUE

A - ELECTROPHORESE SUR BANDE D'ACETATE DE CELLULOSE.

Les bandes d'acétate de cellulose sont placées pendant 15 3 20 minu-
tes dans une solution tampon citrate de sodium 0,035 M de pH 5,5, elles sont ensui-
te essorées et placdes dans la cuve 3 &lectrophorése. Les dépdts sont effectués
sous tension. La migration &lectrophorétique dure 1 heure sous une tension de 120
 vo1ts dans le systéme tampon citrate de sodium 0,035 M de pH 5,5. Les bandes d'acé-
tate de cellulose sont traitées, soit par les réactifs classiques, soit par les

méthylombelliferryl-glycosides.




10

B -~ ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE.

Les &lectrophoréses en gel de polyacrylamide sont ré&alisées a

1'aide d'un gel & 7 p. 100 dans un tampon de pH 9,5 selon la méthode de DAVIS (33).

Le bleu de bromophénol sert d'indicateur de migration. Les condi-
tions expérimentales sont les suivantes : la quantité de protéine déposée est de
1'ordre de 10 3 30 ug. Quand le volume de 1'échantillon ne dépasse pas 20 pl, cha-
que gel est soumis 3 un courant dont l'intensité est constante et égale a 2,5 mA.
Quand le volume de 1'échantillon est trés &levé, de 1'ordre de 100 pl, 1'intensité
du courant est diminuée dans un premier temps (0,5 3 | mA) et dans un deuxiéme
temps, on attend que la totalité du bleu de bromophénol soit entré & l'intérieur
du gel de concentration. A ce moment 1'intensité du courant est ramenée a 2,5 mA
par tube. La migration s'effectue dans une enceinte refrigérée (10-15°C) et elle
est arrétée quand le front de bleu de bromophénol arrive 3 quelques millimétres du
bas de chaque gel. Les gels sont ensuite démoulés dans de l'eau distillée puis co-

lorés.

VIT - REVELATION DES ELECTROPHORESES

Les électrophorégrammes peuvent étre révélés de deux fagons diffé-
rentes :
- soit par les réactifs de caractérisation des protéines,

- soit par révélation de l'activité enzymatique.

A - METHODES NON SPECIFIQUES DE REVELATION.

Nous avons utilisé la méthode de CHRAMBACH et dﬂ. (28) au bleu de

Coomassie. Les protéides apparaissent sous forme de bande de couleur bleue.

Nous avons utilisé une autre méthode qui consiste 3 traiter les
€chantillons & analyser par la fluorescamine. 100 ul de tampon phosphate de sodium
pH 8,5 0,065 M & 5 p. 100 de SDS renfermant de 50 & 100 pyg de protéine sont portés
i 80°C pendant 5 minutes. Apré&s refroidissement, on ajoute 5 yl d'une solution de
fluorescamine 3 | mg par ml dans 1'acétone. On préléve 10 pl du mélange que 1l'on
dépose sur le gel. Une fois démoulés, les gels sont &clairés en lumiére de WOOD.
Les protéines apparaissent sous forme de bandes fluorescentes. C'est la méthode de

ENG et PARKES ( 43).
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B - REVELATION DE L'ACTIVITE GLYCOSIDASIQUE.

1 - Méthode de GABRIEL et WANG (49)

Les gels de polyacrylamide sont maintenus 3 37°C dans une solution
tampon de citrate de sodium 0,1 M pH 5,0 (ou pH optimal de l'énzyme) pendant 10
minutes. Aprds cette incubation les gels sont mis en présence de p—nitrophenyl-
glycosides (5 mM) dissous dans le tampon citrate de sodium 0,05 M pH 5,0 (ou pH
optimal de 1'enzyme). Aprés apparition de bande jaune, les gels sont immédiatement

traités a l'aide de chlorure de 2, 3, 5 triphenyltetrazolium.

2 - Méthode de HAYASHI (59)

Nous avons transposé la méthode d'HAYASHI utilisée pour les colora-

tions histologiques.

Les gels, aprés démoulage, sont placés & 37°C pendant 20 minutes
dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 5,0 (ou de pH équivalent au pH optimal

de 1'enzyme). Apré&s cette incubation, les gels sont plongés dans une solution ren-

fermant :

- solution tampon phosphate de sodium : 100 ml

- Naphtol-AS;BI-glycoside : 20 mg

Une fois que le naphtol-glycoside est complétement dissous, on
ajoute :

- sel de diazonium Fast Garnett G.B.C. (Sigma) : 130 mg
Aprés agitation, le mélange est filtré sur papier Whatman 3.

Les gels sont incub&s 3 température ambiante et & 1l'obscurité pen-
dant 12 heures. Il se développe une coloration rouge violacée au niveau des enzymes

(condensation entre le sel de diazonium et le naphtol).

Cette méthode est plus sensible que la 'méthode de GABRIEL et WANG
(49).

On peut employer la méme méthode quand on effectue les &lectropho-

réses sur bande d'acétate de cellulose.

3 - Méthode au methylombelliferyl-glycoside

Les bandes d'acétate de cellulose, aprés migration des fractions en-—
zymatiques, sont recouvertes par une autre bande d'acé@tate de cellulose imprégnée

du réactif suivant .




_le—

tampon phosphate de sodium 0,05 M pH 5,0 (ou de pH €quivalent au
pH optimal de 1'enzyme) renfermant le methylombelliferyl-glycosi-

de & une concentration de 0,025 mM.

Les bandes sont placées sur papier filtre imprégnés de tampon
phosphate 0,05 M pH 5,0 (ou de pH optimal) dans une enceinte hermétique 3 37°C
pendant 1 heure (la réaction se fait & 1'obscurité). Aprés hydrolyse du substrat,
la bande imprégnée du réactif est enlevée, la bande qui a servi & la migration |
est soumise 3 1'action de vapeurs d'ammoniaque qui permettent de visualiser les

zones d'activité enzymatique fluorescentes en lumidre de WOOD.

VIIT - IMMUNO-DIFFUSION

Nous avons employé la technique d'OUCHTERLONY (89 ) dans cette mé-
thode la diffusion de 1'échantillon et de 1'immunserum a lieu sans électrophoré-
se préalable. Les immunserums ont &été obtenus aprés injection de solution enzyma-
tique brute et de solutions enzymatiques purifiées 3 des lapins. Aprés saignée,
le serum obtenu est précipité & 35 p. 100 de saturation par le sulfate d'ammo-
nium. Le précipité obtenu est dissous dans l'eau, dialysé contre de 1l'eau et con-

centré sur ultra-gaine Schleicher et Schull.

Les immuno~diffusions sont lavées pendant 3 jours dans une solution

de NaCl 4 9 p. 1.000 puis séchées & température ambiante sous papier Whatman 3.

La révélation est effectude a 1'aide du réactif & 1'amido-schwartz
ou selon la méthode d'HAYASHI ( 59). Dans certains cas, la plaque d'immuno-diffu-
sion est coupée en 2 parties pour permettre 2 révélatiops‘différentes (i1 s'agit,
d'une fagon générale, du méme type de révélation mais pour deux activités différen-

tes).

IX - METHODES DE PREPARATION DE CERTAINES EXOGLYCOSIDASES

A - N-ACETYL-B8-D-HEXOSAMINIDASE ISOLEE A PARTIR DE MICROORGANISME :
ASPERGILLUS NIGER.

Nous avons repris le protocole de BAHL et AGRAWAL ( 10). La méthode
implique un fractionnement des enzymes par le sulfate d'ammonium suivi d'une puri-

fication par chromatographie.sur colonne de Bio-gel P-300.
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1 - Précipitation par le sulfate d'ammonium

30 g de Rhozyme HP 150 source commerciale d'Aspergillus nigen
sont mis en suspension dans 100 ml d'eau. La solution est agitée pendant 1 heure
et centrifugée pour éliminer 1'insoluble. Au surnageant est ajouté une quantité
suffisante de sulfate d'ammonium cristallisé pour obtenir une saturation &quiva-
lente 4 80 p. 100. Le précipité obtenue aprés centrifugation est alors dissous
dans un tampon citrate de sodium 0,05 M pH 4,6. Une deuxiéme précipitation par
le sulfate d'ammonium 3 saturation permet d'obtenir un précipité qui est dissous

dans 250 ml du tampon citrate de sodium.

2 - Ultrafiltration de la solution enzymatique

Pour &viter l'action des cellulases présentes dans le Rhozyme HP
150, sur les membranes de cellophane, nous soumettons la solution enzymatique i
une ultrafiltration sur cartouche "Amicon" HIDX50. Cette méthode permet, d'une
part, de désioniser le milieu et, d'autre part, de concentrer la solution enzyma-

tique.

3 - Chromatographie sur Bio-gel P-300

La chromatographie de la solution enzymatique a &t& réalisée sur
une colonne de Bio-gel P-300 (5 x 100 cm). L'élution a &té effectuée & 1l'aide
d'un tampon citrate de sodium 0,05 M de pH 5,0. Une deuxiéme chromatographie a
été réaliséde sur colonne de Bio-gel P-300 (2,5 x 120 cm), l'élution est effectuée
par un tampon citrate de sodium 0,01 M de pH 5,0 renfermant du chlorure de so-~

dium 0,1 M.

Les résultats obtenus aprés précipitation du Rhozyme HP 150 par
le sulfate d'ammonium 3 80 p. 100, ultrafiltration et chromatographie sur colonne

de Bio—-gel P-300 sont illustrés dans les figures 29 et 30 (p.Tl4 ,T. . ). On arri-

15
ve, par rechromatographie sur colonne de Bio-gel P-300, & séparer N-acétyl-—B-D-

hexosaminidase et B-D-galactosidase. L'enzyme est purifiée 96 fois, seulement.
ym p

B - PREPARATION DE LA B-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE A PARTIR DE LA FEVE JACK.

Nous avons appliqué le protocole expérimental préconisé par LI et
LI ( 68), protocole fondé sur la précipitation de la N-acétyl-f-D-hexosaminidase

de la féve Jack & son pH isoélectrique (pI 4,9).
1 -~ Extraction

A 200 g de farine de féve Jack (%), on ajoute 1.200 ml d'eau

(%) La farine de féve Jack est fournie par SIGMA Chemical Company, St Louis

Missouri, U.S.A.
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200 250 Fractions

Figure 29 : Diagramme de fractionnement des osidases de 1'Aspergillus niger
aprés chromatographie sur Bio-gel P-300 (5 x 100)
O—0 Absorbance a3 280 nm
H—B R-N-acétyl-glucosaminidase

(J—[1 B-D-galactosidase . : '
i & - BUS
_— Fractions concentreées | Q“,
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50 80 Fractions

Figure 30 : Diagramme de fractionnement des osidases de 1'Aspergillus nigenr
aprés une deuxidme chromatographie sur Bio-gel P-300 (2,5 x 120 cm)
O—Q Absorbance d 280 nm
B—E R-N-acétyl-glucosaminidase
[J=—[] B-D-galactosidase

mmm Fractions concentrées

Aus
4] ui.
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distillée. La suspension est agitée pendant une heure 3 température ambiante puis
filtrée sur Bichner muni de gaze. Le filtrat est ajusté & pH 5,5 3 1'aide de ci-
trate de sodium 1,5 M pH 2,7 et centrifugé. Le surnageant ainsi obtenu (760 ml)

renferme la majorité@ des glycosidases.

2 - Fractionnement au sulfate d'ammonium

Du sulfate d'ammonium cristallis& est ajouté au surnageant pour ob-
tenir 30 p. 100 de saturation. Aprés un repos d'une nuit, le précipité Pl est &li-
-miné par centrifugation et le surnageant est amené & 50 p. 100 de saturation par
addition de sulfate d'ammonium cristallisé. Le précipité P2 est recueilli aprés une

nuit de repos et dissous dans 50 ml de tampon phosphate 0,05 M de pH 7,0.

3 - Fractionnement &thanolique

Dans la figure 31 (p. T17) nous avons résumé les différentes étapes
du fractionnement par 1'éthanol du précipité obtenu aprés fractionnement par le
sulfate d'ammonium. Notons que les précipitations sont réalisées 3a -10°C, la der-

niére précipitation est effectuée au point isoélectrique de l'enzyme.

4 - Chromatographie sur colonne de Sephadex

a - Chromatographie sur Sephadex G-200

La solution enzymatique est chromatographie sur colonne de Sepha-
dex G-200 (5 x 100 cm) équilibrée en tampon phosphate de sodium 0,1 M de pH 7,0.
Les fractions renfermant 1l'activité N-acétyl-g-D-hexosaminidasique sont rassemblées

).

et concentrées par ultrafiltration (Fig. 32, p. T]8

b - Chromatographie sur DEAE Sephadex A-50

.La solution est chromatographiée sur colonne de DEAE-Sephadex A-50
(2‘x 50 cm) 8quilibrée en tampon phosphate de sodium 0,05 M de pH 7,0. La N-acétyl-
B-D-hexosaminidase est &luée par un tampon citrate de sodium 0,05 M de pH 6,0 ren-
fermant du chlorure de sodium 0,05 M. Les fractions recueillies sont concentrées

par ultrafiltration et ajustées & pH 4,4 (Fig. 33, p. Tlg).

¢ - Chromatographie sur CM Sephadex C-50

La solution enzymatique ajustée & pH 4,4 est chromatographiée sur
colonne de CM-Sephadex C-50 (2 x 50 cm) &quilibrée en tampon citrate de sodium
0,05 M de pH 4,4. La B-N-acétylglucosaminidase est 8luée par un gradient linéaire
de pH (500 ml de tampon pH 4,4 ; 500 ml de tampon pH 5,5). Les fractions enzymati-.

ques sont recueillies puis concentrées par ultrafiltration. La solution enzymatique
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Précipité P2 dissous

dans un tampon phosphate 0,05 M; pH 7,0

Ethanol & 95 p. 100
Précipité P3 &liminé concentration flnale : 25 p. 100 (v/v)
Température ambiante,
centrifugation a 25°C

Surnageant S1 refroidi 3 -10°C

Précipité P4 €liminé g Centrifugation & -10°C

'

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

‘Surnageant S3 éliminé

» Précipité P5 de N-acétyl-B-D-hexosaminidase
repris dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M, pH 7,0

Figure 31 : Précipitation des N-acétyl-B-D-hexosaminidases de la farine de

Féve Jack par 1'éthanol selon LI et LI (68).
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20 50 Fractions

Figure 32 : Diagramme de fractionnement
de la N-acétyl-g-D-glucosaminidase de la Féve Jack.
Chromatographie sur Sephadex G200 (5 x 100 cm).
0O—0 Absorbance 3 280 nm
B—MB N-acétyl-g-D-glucosaminidase
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Figure 33 : Purification de la B-N-acétylglucosaminidase de la Féve Jack

I : Chromatographie sur DEAE~Sephadex

.I1: Chromatographie sur CM-Sephadex .(%S 5“)
: Wik
O—Q Absorbance i 280 nm AN

M —B N-acétyl-g-D-glucosaminidase

19
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est ajustée a pH 7,0 (Fig. 33, p. T19)'

-

Des résultats analogues & ceux de LI et LI (68 ) ont &té obtenus.
Cependant, une seule précipitation par 1'é&thanol au point isoélectrique s'est ré-
vélée eétre insuffisante pour purifier la N-acétyl-B-D-hexosaminidase. Nous avons

réalisé un deuxidme cycle de précipitation. L'enzyme est purifiée 477 fois.

C -~ B-D-GALACTOSIDASE DE LA FEVE JACK

La procédure que nous employons dérive de celle décrite par LI et
LI (69).

La farine de féve Jack est soumise 3 une extraction par l'eau 2
température ambiante (1 heure). La suspension laiteuse obtenue est filtrée sur
gaze, le filtrat est ajusté 3 pH 5,5 3 1'aide de tampon citrate de sodium 1,5 M
pH 2,7. Le précipité obtenu est &éliminé par centrifugation i 4°C (8.000 t.p.m.,

30 min). Le surnageant est précipité par le sulfate d'ammonium a& 30 p. 100 de sa-
turation. Le précipité formé est &liminé, le surnageant est soumis 3 une nouvelle
précipitation par le sulfate d'ammonium 3 60 p. 100 de saturation. Le précipité
obtenu est collecté par centrifugation et dissous dans un tampon Tris-HC1l 0,01 M
pH 7,5 renfermant du chlorure de sodium 0,1 M. La solution est soumise 3 une dia-
lyse contre ce tampon pendant 3 jours a 4°C. Apré&s concentration sur membrane
Amicon XM50. La solution enzymatique est chromatographiée sur une colonne de Se-
phadex G-200 (5 x 90 cm) équilibrée dans le tampon Tris-HC1 0,01 M pH 7,5 ; NaCl
0,1 M. Les fractions renfermant une activité B-D-galactosidasique sont rassemblées,
concentrées sur membrane XM50 puis dialysées contre de 1'eau distillée. La solu-
tion enzymatique obtenue est alors soumise i un chauffage de 60°C peﬁdant 30 minu-
tes. Le précipité formé est &liminé par une centrifugation de 60 minutes a

12.000 t.p.m..'Le surnageant est chromatographié sur une colonne de DEAE cellulose

(DE 22) (2 x 25 em) équilibrée dans un tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6,7.

La solution de B-D-galactosidase aprés chromatographie sur G-200
(Fig. 34, p. TZI) est contaminée par une activité o-D-galactosidasique. On ne re-
marque pas d'activit@ N-acétyl-f-D-hexosaminidasique et B-D-mannosidasique. Le
chauffage détruit 1l'activité a-D-galactosidasique.résiduelle : la perte d'activi-
té de la p-D-galactosidase est de 28 p. 100. Cette solution enzymatique, aprés con—
centration sur membrane XM50, est utilisée pour dégrader la copule polysaccharidi-

que des glycoprotéines.
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Figure 34 : Préparation de la B-D-galactosidase de féve Jack.
I : Chromatographie sur Sephadex G-200
II : Chromatographie sur DEAE-cellulose aprés chauffage
i 60°C
A Absorbance & 400 nm
A A Absorbance 3 280 nm AT

B—HB Activité B-D-galactosidasique CiLlE
, P
N o

» ’_._’ Activité a-D-galactosidasique

AN
i
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D - ISOLEMENT DE LA N-ACETYL-B-D-HEXOSAMINIDASE DE LA RATE DE BOEUF.

La méthode de fractionnement décrite par WERRIES ef af. (135) a été

reprise et modifiée.
1 - Extraction

Une rate de boeuf ( 750 g) congelée est débarassée du tissu conjonc-
tif, découpée en petits morceaux qui sont broyés et homogén@isés dans un tampon ci-
trate de sodium 0,1 M pH 6,0. Un égal volume de tampon citrate renfermant du NaCl
0,15 M est ajoutd, le mélange est agité ume nuit 3 4°C. La suspension est filtrée
sur gaze, le filtrat est centrifugé pendant 1 heure & 3.000 tours par minute dans
une centrifugeuse réfrigérée. Le surnageant obtenu est ajusté a& pH 4,0 3 1'aide
d'acide citrique 0,1 M. Le précipité obtenu est &limin€ par une nouvelle centrifuga-

tion.

2 - Fractionnement au sulfate d'ammonium

Au surnageant obtenu, nous ajoutons du sulfate d'ammonium cristallisé
jusqu'd obtenir 80 p. 100 de saturation. Aprés un repos d'une nuit 3 40°C, le préci-
pité est recueilli par centrifugation. Il est dissous dans le minimum d'eau et dia-
lysé pendant 3 jours contre de 1'eau distillée. L'adialysable est centrifugé, le

surnageant est lyophilisé,

Les protéines sont précipitées ensuite 3 33, 50 et 66 p. 100 de satu-
ration en sulfate d'ammonium. Chacun des précipités obtenus est repris par le mini-

mum d'eau distillée, dialysé contre de 1'eau distillée et centrifugé.

3 - Chromatographie sur colonnes

a - Chromatographie sur Sephadex G-200

La fraction 66 p. 100 de saturation en sulfate d'ammonium est la
fraction la plus riche en activité N-acétyl-B-D-hexosaminidasique, elle renferme; en
outre, une B-D-mannosidase. La chromatographie sur colonne (5 x 100 cm) de Sephadex
G-200 équilibrée en tampon acide citrique 0,05 M, phosphate discdique 0,1 M de pH
4,6 permet d'obtenir une enzyme purifiée 84 fois (Fig. 35, p. T23)- Les fractions
renfermant une activité N-acétyl-g-D-hexosaminidasique sont rassemblées, concentrées

puis dialysées contre un tampon phosphate de sodium 0,01 M pH 6,4.

b - Chromatographie sur colonne d'hydroxylapatite

La colonne d'hydroxylapatite (2 x 20 cm) est équiliﬁrée dans un tam~

pon phosphate de sodium 0,01 M de pH 6,4. La solution enzymatique oBtenue a 1'étape
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Figure 35 : Diagramme de fractionnement
de la N-acétyl-B—-D-hexosaminidase de la Rate de Boeuf.
Chromatographie sur Sephadex G200
O-—Q Protéines
JlB—B N-acétyl-B~-D-hexosaminidase
(3

Lk

.
g
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précédente est chromatographiée sur cette colonne, les activités enzymatiques sont
éluées 3 1'aide d'un gradient discontinu de concentration 0,05 M, 0,1 M et 0,2 M
en phosphate de sodium. On caractérise 3 pics d'activités de N-acétyl-g-D-hexosami-
nidase (Fig. 36, p. TZS)' A 1'époque ol nous avons obtenu ces résultats, nous ne
savions pas s'il s'agissait de formes différentes, d'isoenzymes ou d'artefacts de
préparations. Nous savons maintenant qu'il s'agit de différentes formes moléculai-

res.
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