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INTRODUCTION -

‘Les glycoprotéines sont des molécules issues de l'association
d'une protéine et d'un groupement prosthétique de nature glucidique.
Les glycoprotéines peuvent 8tre divisées en deux types-y suivant la
manidre dont se lie le groupement glycannique & la protéine . En effet,
1es_auteﬁrs distinguent les glycoprotéines & liaison O-glycosidique et
les glycoprotéines 3 liaison Neglycosidique

Des travaux récentset en particulier ceux de MONTREUIL (I)
sur la structure des glycoproteéines permettent de claéser les gljco-

protéines a liaison N-asparaginyl-glucosamine en deux groupes distincts ..

=les glycoprotéines de type oligomannosidique &

~les glycoprotéines de type N-acétyllactosaminique .

Les structures de ces deux groupes sont schématisées sur la
figure I page 2 .

Il semble d'ailleurs de plus en plus que ces deux groupes de
glycoprotéines possédent un noyau pentasaccharidigue commun .

| (Man) 3 - GlcNAc ~» GlcNAc —»Asn

Lt'étude d'oligosaccharides tissulaires ou urinaires de différentes
maladies lysosomiales 4 caractérisées par des déficits de l'activité
d'hydrolases acides des lysosomes 4, montre une accumulation de composés
incomplétement dégradés provenant le plué souvent du catabolisme des
glycoconjugués . Ces oligosaccharides possédent une N-acétylglucosamine

en position réductrice terminale ( NORDEN et al. (2,3) , STRECKER et .al,

(4))




Figure 1 :

=~ Asn

A - de type N-acélylactosaminique
B - de type oligomannosidique
(D'Aprés MONTREUIL (1 )

SAn' Man\
1(Gal — GlcNAc)“ Man .—= GlcNAc — GlcNAc —{~ Asn
Fucn.. Man
Man _ .
(IWau)n Man —= GlcNAc — GlcNAc —
Man
Schéma généval de structure de glycoprotéines




Nous remarquons d'autre part dans d'autres maladies , notam—
ment 1'aspartylglucosaminurie , une accumulation de Asn~-GlcNAc (JENNER
et al, (5) , PALO et al, (6)) i Ces observationssuggdrent donc 1l'existence
dans les tissus humains d'une endo-p-N;acétylglucosaminidase agissant
au niveau du di-N-acétylchitobiose (GlcNAc-GlcNAc) proche du point
dtattache du glycanne 1lié ‘an peptide ou & la proteine .'

La plupart des enzymes caracterlsées ’ degradant les chaines
polysaccharidiques des glycoprote1nes s sont des exoglycosidases libérant
des monosaccharides & partir de l'extrémité non réductrice de la chaine
‘polqsaccharidique . |

! Cependant , récemment , MURAMATSU (?) puis d'autres auteurs .
ont‘mls en évidence une endohexosamlnldase qui libére la chalne oligo-
saccharidique de la chaine protéinique des glycoprotéines.

Ltétude d'une telie enzyme présente un grand intérét i Tout

d'abord un intérét structural : une enzyme purifiée permettra de préciser

la structﬁ}e glycannique de certaines glycoprotéines (tels les traveaux
de TRIMBLE.gi_gl.(S)); puis un intérét métabolique : en effet 4, 1la loca-
lisation cellulaire de'cette enzyme permettra de ﬁieﬁx comprendre le
catabolisme des glycoprotéines 3 enfin grsde a l'utilisation de cette
enzyme nous pourrbns €liminer les chafnes oligosaccharidiques des glyco-

protéines et ainsi mieux comprendre le r8le biologique de ces chafnes .

Hpus nous sommes plus particulidrement attachésau probléme de la
localisation cellulaire de 1'endo—B—N-écétylglucosaminidase et &4 sa mise
en evidence dans le foie de rat o Pour cela nous avons utilisé comme
NISHIGAKI gi_gl.(9) un substrat oligomannosiaique ¢ Cependant cefte
! étudevdevra éfre complétée en utilisant comme substrats des glycopeptides
N-acétyllactosaminiques avec ou sans acide sialique , Ceci noﬁé permettirait
de jeter les bases du catabolisme des glycoprotéines encore réléti§émént

mal connu
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Q@Depuis quelques années de nombreux auteurs ont mis en évidence
des endoglycosidases agissant sur différents substrats saccharidiques
d'une part , différentes endoglucanases (JONES et al, €IO) YAMAMOTO
et al.(II) WILSON et 2l.(I2) BATHCATE et al.(I3) MANNERS et al{I4) et
et endomannases (KUZNETSON et al. (I5), &ADSTROM ot al. (I6)) agissant
& l'intérieur de chatnes saccharidiques 3 d'autre-part:, une endo-N-p

~acétylglucosaminidase isolée de Staphylococcus aureus (NAKAJIMA et al.

(17)), de Clostridium perfringens (MARTIN et al. (I8)) et d'une préparation

d'«-amylase dlorge (IWATA et al. (I9)) hydrolysant la muréine de la

paroi cellulaire bactérienne en libérant des peptido-glycannes possédant

unequacétylglucosamine en position terminale réductrice . Une endo-P

galactosidase a également été isolée de Escherichia freundii par. FUKUDA

et ale (20) et de Diplococcus pneumonia par TAKASAKI et KOBATA (2I)

hydrolysant des chaines polysaccharidiques au niveau de résidus de
galaqtoses internes,

Enfin trois types d'endoglycosidases , nous intéressant plus
spécialement ont été mis en évidences Ces enzymes sont actives sur le
polysaccharide attaché'par une liaison asparaginyi-N-acétylglucosamine
ou séryl-N-acétylgalactosamine & une protéine;

Le premier type est unevglycoaspartamidase (YAMASHINA et ale.
(22))3 Cette enzyme hydrolyse la liaison amide N-acétylglucosamine —
asﬁaragine si l'asparagine n'est pas conjuguée & d'autres acides aminés.,.
Les sources et le mécanisme d'action de cette 4§ L-aspartyl-N-acétyl-
glucosylamine~amido~hydrolase ont été décrits par TANAKA et al. (23) .

Le second type est une endo-q-N-abétylgalactosaminidasé
hydrolysant ia liaison N-acétylgalactosaminide de la sérine ou de la

thréonine d'une glycoprotéine (ENDO et KOBATA (24)) .




Le troisiéme groupe d'enzyme est conétitué par les endo-B-N-
-acétylglucoaminiéases hydroljsant le résidu di-N-acétylchitobiose du
noyau pentasaccharidique des glycopeptides. Ce sont ces enzymes que nous
étudierons plus spécialemént .

Nous verronssusseccivement le mécanisme d'action , la répartition

et les principales propriétés de ce groupe d'enzymes .

' i
I - DEFINITION

Les endohexoéaminidases étudides sont des enzymes qui hydrolysent
le_résidu di-N-acétylchitobiose du noyau pentas#ccharidique des glyco-
peptides en un oligosaccharide possédant une N-acétylglucosamine en
positién terminale ‘réductrice et en ﬁn composé peptidique sur lequel
sfattaché le deuxiéme résidu N—a§éty1g1ucosamine en position terminale

non réductrice

(Fue)

, ¥
R —» GlcNAc —» GlcNAc — Asn
. I
l endo-p-N-acétylglucosaminidase
R —> GlcNAc +- GlcNAc —> Asn

i I

(Fuc)

La mise en évidence de l'enzyme a été faite dans différentes

souches bactériennes et dans des tissus de certains végétaux et animaux

II — REPARTITION :

A —~ ENDOHEXOSAMINIDASES BACTERIENNES ¢

1-— Diplococcus pneumoniae type I

Ctest en I9TI que MURAMATSU (25) a mis en évidence une enzyme




-

préparée a partir de Diploéoccus pneumoniae type I libérant un oligosaccha-

ride contenant du mannose et de la N-acétylglucosamine a partir des
X;globulines de Myélome de souris . Cette enzyme a été appelée endo-
‘ -ﬁ—N;acétylglucosaminidase D.

2. Streptomyces griseus ¢

Parallélement TARENTINO et 30115(25) ont extrait une enzyme

de ce type & partir d'une préparation de Streptomyces griseus .

Aﬁjourd'hui il a été montré que l'enzyme provenait en réalité d'une

préparation de Streptomyces plicatus ( TARENTINO et MALEY (27)) .

Cette enzyme agit aussi comme une endo-P-N—acétylglucosaminidase
sur?la liaison P-I,4 N acétylglucosaminide du résidu di-N-acétylchitobiose
prééent dans de nombreuses glycoprotéines o

| Par la suite , cette préparation a été fractionnée en une endo-
~f=N-acétylglucosaminidase L et en une endo-B-N—acétylglucosaminidase H
(TARENTINO et coll (28)) .

'3 = Clostridium perfringens

Apré&s que CHIEN et coll., (29) aient mis en évidence une endo-
rﬁ—N-acétylglucosaminidase dans une préparation commerciale de

neuraminidase extraite de Clostridium perfrigens , ITO et al.(30) ont

démontré l'existence de deux enzymes de ce type mais de spécificités
différentes dans cette m8me souche bactérienne ..

4 ~ Saccharomyces cerevisiae ¢

NAKAJIMA et al.(3I) supposent l'existence d'une enzyme de ce

type dans Saccharomyces cerevisiae libérant dans le milieu un résidu

oligosaccharidique contenant I8 mannoses et une N-acétylglucosamine en

pdsition réductrice terminale .




Bfé ENDOHEXOSAMINIDASE PRESENTE DANS DES TISSUS VEGETAUX

ET ANIMAUX . .

Dans le régne végétal, OGATA-ARAKAWA et al.(32) ont caractérisé
une éndo-p-N-acétylglucosaminidase dans un extrait de figue . Par la
suite,CHIEN et al.(33) ont montré 1'existence de deux enzymes de ce
type de spécificités différentes dans la séve de figuier . -

Dans le régne aﬁimal une méme activité endohexosaminidasique
a été mis en évidence par TARENTINO et MALEY (34) dans l'oviducte de
poule et par NISHIGAKT et al.(35) dans différents tissus de mammifires
tels que le foie 4, la rate 4 et le rein de rat ainsi que dans le foie
et‘}a rate de porc « Enfin la présence d'une endo—p—Néacétylglucosamini-

f

dase a été démontrée dans le foie humain par BOERSMA et al.(36) .

III -~ PROPRIETES DES ENDO—ﬁ—N—AGETYLGLUCOSAMINIDASESs

A~— PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES:

Parmi ces différentes sources,seules les propriétés physico-

~chimigues de l'endoheiosaminidase H.isolée de Streptomyces plicatus

ont été plus spécialement étudiées par TARENTINO gt coll.(37) « Pour
les autres sources nous ne possédons pratiquement que des renseignements
concernant les propriétés enzymatiques que nous essaierons de rassembler
dans le chapitre suiyant . |

41 = Masse moléculaire 3

La masse moléculaire de 1'endo-P-N-acétylglucosaminidase H
4 été déterminée par centrifugation analytique et électrophorése en gel
de polyacrylamide avec du dodécyl sulfate de sodium , Cette masse
moléculaire est de 28 000,

Récemment la masse ﬁoléculaire de l'endoengzyme isolée de
1l'oviducte de poule a été déterminée par TARENTINO &% MALEY (38) et est

de 56 000 .




2 - Composition en acides aminés

La protéine enzymatique H_coniient approximativement 40%
d‘acides aminés neufres tels que le glycocolle , 1l'alanine , la
valine , la leucine et 1l'isoleucine ;

Cette protéine contient en outre 3 résidus de méthionine

et un résidu d'acide cystéique .

B-—~ PROPRIETES ENZYMATIQUES s

" Les propriétés enzymatiques des endo-ﬁ-N—acétylhexosamini—

O F e

dases d'originesdifférentes ont été partiellement étudiées . Les
renseignements que nous possédons concernant ces propriétés sont les
suivants:

41- PH optimum et stabilité en fonction du pH :

Comme nous le montre le tableau I (pIO) les endo-P-N-acétyl-
glucosaminidases 4, suivant leur origine , présentent un pH optimum
différent , variant de pH 7,0 & 5,0

- 2 = Influence de la température

Aucune étude de la variation de l'activité Aenzymati@ue en
fonction de la température n'a été faite jusqu'é‘présent o« Seul
TARENTINO et coll. (39) indiquent que 1'endo—ﬁ-N—acétylglucosaminidase
H ne perd pas son activité aprés lyophilisation ou apris des congéla-
tions‘et décongélationsVsuccessives .

3 -~ Action des effecteurs :

Selon KOIDE et coll. (40) et comme nous le montre le tadbleau
I1 (pII)l1'endo—p—N-acétylglucosaminidase D est inhibée par le mannose.
Par contre , le g;ucose y le galactose et la N-acétylglucosamine ne
semblent pas avoir d'effet sur celle-ci .

Le méthyla-mannoside et le p-nitrophényl«-mannopyranoside




TABLEAU I

pH optimum et p. 100 d'activité résiduelle A pH 5,3 et 8,2

des endo-f-N-acétylglucosaminidases isolées de différentes souches.

Référence

Enzyme pH optimum P. 100 d'activité
résiduelle
5,3 8,2
Diplococcus pneumoniae D 6,5 50 56 KOIDE et Coll.{4I)
Streptomyces griseus H 5,0 4 6,0 100 24 TARENTINO et Coll.
(42)
type C 6,5 a 7,0 85 60
I
Clostridium.perfringens ITO et al. (43)
type CII 7,0 50 40
Foie de porc 7,0 10 - NISHIGAKI et Coll.
(44)
Oviducte de poule 3,5 - 40 TARENTINO et Coll.
| | (45)

o1




Pl

TABLEAU: 11

Effet de diffévenls composés sur l'aclivilé des

endo-/3 -N-acélylglucosaminidases D et H
(KOIDE ct al.(46))

».100 d'activité

Composés Concentration vésiduelle
= D H

lP’,’émoin 100 100
|Mannose 0,5 6,1 80,1

Glucose 0,5 82,8

Galactose 0,5 76,9

N-acétylglucosamine 0,5 108 79,3

Méthyl® -mannoside 0,05 46,5 89,7 "

p-Nztrophenyl 0,01 30,0 105

~ mannopyranoside '

p-Nitrvophényl 0,01 97.1 105

« glucopyranoside :

Mannane de levure 15 mg/ml 106 38,0

HgCly 0,01 40, 0

Chlorvomercuvrobenzoale 0,01 70,0

EDTA 0,035 100

¥ La concentration en méthy-«-mannoside est de 0,5 M.,

’/,"*

oy

g
e’




I2

sont aussi des inhibiteurs . Le.p—nitrophénylq-mannOpyranoside se
révele 8tre un inhibiteur compétitif.se‘fixant au voisinage du site
catalytique de l'enz&me .

Ces différents composés ne semblent pas influencer l'action
de 1'endo—p-N-acétylglucosaminidase H . Par contre,celle-ci est
gsensible aux mannanes de levure .

Ces résultats nous montrent donc que nous noué trouvons en
présence d'au moins deux types d'enzymeé différents , & spécificité-
dtaction diférente

4 - Spécificité d'action :

Nous avons vu que des endo-P-N-acétylglucosaminidases ont

été'isoléesde différentes sources . I1 semble que ces endoenzymes

possédent des spécificités dtaction différentes . Nous allons tenter
ici de définir leur spécificité . Les résultats sont rassemblés dans
les tableaux IIT et IV (p13et pl4) .

a = Spécificité d'action de l'endo-P-N-acétylglucosaminidase

H isolée de Streptomyces griseus :

Cette endoenzyme H isolée de Streptomyces griseus définie

aujourd'hui comme étant Streptomyces plicatus (47) a été séparée d'une

autre endo—P—N—acétylglucosaminidase appelée L ou “"Light" , encore trés

peu étudiée actuellement , active sur Asn(G}cNAc)z(Man% « Cette enzyme

semble 8tre spécifique des chaines légéres et nfagit sur aucun glyco-

peptide de masse moléculaire plﬁs importante .
L'endo-P—N-acétylglucosaminidase H ou "heavy" n'agit que sur

des glycoprotéines , glycopeptides et dérivés glycosylasparaginiques

du type oligomannosidique possédant au moins 3 mannoses (Tableau III

pI3) . Par contre , elle est inactive sur des glycopeptides de type

N-acétyl-lactosaminique , intacts ou partiellement hydrolysés .
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Ltasparagine n'est pas nécessaife a 1'hydrolyse « Selon TARENTINO et
MALEY (57) le fucoselattaché au niveau dﬁ di-N-acétylchitobiose ne
permet pas l'action de celle-ci sur le glycopeptide suivant
(AA)xAsn(GlcNAc)z(ﬁan)3(FucL 3 par contre,cette enzyme est active sur
ce composé défucosylé , ceci contrairement aux résultats donnés par
ARAKAWA gj_gl.(sé) ol 1'enzyme ne semble avoir aucune action sur les
deux composés . |

b - Spécificité d'action de 1l'endo-P-N-acétylglucosaminidase’

D isolée de Diplococcus pneumoniae

Le tableau III (p13) nous montre que 1'endo-p-N-acétylgluco-
saminidasé D agit*Seulementvéur des glycopeptides de type N-acétyl-—
lactosaminique préalablement hydrolysés par la neuraminidase s la

B galactosidase et la P—N;acétylglucosaminidase « La présence ou 1!
absence de fucose sur le résidu di;N-acétylchitobiose ne semblent
pas intervenir dans la spécificité d'action de cette enzyme .

Récemment ITO gj_g;.(sg)lont démontré que l'endo-P—N—acétyl-
glucgﬁaminidase D est également active sur un glycopepiide'd'immuno-‘
globuline de type G (IgG) posséddant une‘chaine intacte et une chesne -
hydrolysée jusqu'au mannose du noyau pentasaccharidique . Aprés action
de 1l'a-mannosidase , ce glycopeptide devient résistant & 1l'action de
1'endo-P-~N-acétylglucosaminidase D . Le résiduﬂmannose semblé doﬁc
pécessaire a l'action de cette enzyme . |

bD'aufre pért—, cette énzyme est active sur un dérivé glyco-
rpeptidiqué de l'ovaibumine dont 1la étructure est indiquée sur la
figure 2 pagelf6 .

Par contre 4 l'enzyme n'est pas active sur.l'homologue sﬁpé-
rieur de ce glycopeptide de composition (Man)s(GlcNAc)éAsn possédant

un résidu mannosyl en plus , 1ié enx1-2 sur le mannose marqué d'une
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astérisque « Il semble donc que la spécificité envers le substrat
soit basée sur la présence d'un résidu mannosyl libre 1ié sur le
résidu mannosyl , lui-m8me 1ié enfd sur le di-N-acétylchitobiose .

¢ -~ Spécificité dtaction des endo-B-N-acétylglucosaminidases

isolées dé Clostridium perfringens :

Récemment ITO et al. (61) ont démontré l'existence chez

* Clostridium perfringens de deux types d'endo-ﬁ—N—acétylglucosaminidases

appelées CI et CII . CI n'hydrolyse que-des glycopeptides de structure

N-acétyllactosaminique de m8me nature que'ceux hydrolysés par l'endo-

enzyme isolée de Diplococcus pneumoniae , tandis que C.. ne semblelxydrolyser i

Iz
que. des glycopeptides de structure oligomannosidique mais posséde
cependant une spécificité plus étroite que 1l'endoenzyme H isolé de

Streptomyces plicatus . Fn effet selon TAI et al;(62,63) 1'endoenzyme

cII doit posséder un résidu mannosyl (branché en o I-3 sur le mannose

branché enfd ~voir fig. 4-) non substitué en C-4 .

eF it

d - Spécificité d'action des endo-P-N-acétylglucosaminidases

isolées de la sdve de figuier s

Derniérement CHIEN et al. (64) ont mis en évidence dans la

séve de figuier également deux types d'endo-ﬁ—N-aéétylglucosaminidases

vnomméesF} et FiI « L'endoenzyme F& agit de la méme mani&re que l'endo-

enzyme' D isolée de Diplococcus pneumoniae tandis que F&I semble avoir

les mEmes caractéristiques de spécificité que 1l'endoenzyme H .

e - Bpécifiocité d'action de l'endo~f~N-acétylglucosaminidase

isolée de l'oviducte de poule 3

Cette enzyme étudiée par TARENTING et al, (65) semble n'hydro-
lyser que des glycopeptides de type oligomannosidique . Cependant cette
enzyme est capable d'agir sur le glycopeptide (AA)xAsn (QlcNAc)z(Man)3—

(Fuc% se rapprochant des glycopeptides de type N-acétyllactosaminigue .
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f -~ Spécificité d'acfion de l'endo-p-N-acétylglucosaminidase

de foie de porc :

La spécificité.d'action envers le substrat de l'enzyme de
foie de porc a peu été étudiée jusqu'd présent . Cependant,il semble
que cette enzyme n'agisse que sur des glycopeptides de type oligo-
mannosidique .

g - Conclusions concernant les spécificités d'action @

Il :semble qu'il existe dans la nature au moins deux types
d'endo-P=N-acétylglucosaminidases 3 un premier groupe n'hydrolysant
que-des glycopeptides de type oligomannosidique , se rapprochant de
1'éndo—p-N—acétylglucosaminidase H et un deuxi®me groupe n'agissant
que sur des glycebeptides de type N-acétyllactosaminique ayant déjé
subi liaction d'exoglycosidases ( tel que ceux décrit dans le tableau
III page i3 ) s se rapprochant ainsi de 1'endo-fi-N-acétylglucosaminidase
D « Nous avons éssayé de clagser les différentes endo-p-N-acétylglucos- )
aminidases décrites plus haut dans le tableau V page f9 o

Cependant iI devrait exister‘dans la nature d'autres endo-
-p-N*acétylglucOSaminidases & spécificité d'action différentes car
certains auteurs (STRECKER et al. (66)) ont mis en évidence dans les
urines de certains maladeé des composés polysaccharidiques de nature

N-acétyllactosaminique possédant une N—acétylglucosamine'en position

réductrice.terminale « Ces stuctures ne peuvent provenir 'que de 1'hy-

R

drolyse de glycoprotéines par ﬁne eﬁdo-P—N-acétylglucosaminidase .




TABLEAU V

Essai de classification des endo-f-N-acétylglucosaminidases

isolées de diverses sources.

Enzyme . _

- de : N—acétyl
- type oligomannosidique
lactosaminique
Source

= >

Diplococcus

pneumoniae

Streptomyces

plicatus

Clostridium ¢ ' +

perfringens

Seve de figuier

IT +

Oviducte de poule +

Foie de porc 4
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ISOLEMENT ET ETUDE DU SUBSTRAT GLYCOPEPTIDIQUE

Les analyses enzymatiques ont été effectuées essentielle-
ment sur le glycopeptide provenant de 1thydrolyse pronasique de
1tovalbumine Sigma V N° A 5 503. |

. Le choix de ce substrat provient du fait qu'il s'agit
d'une glyéoprotéine de type oligomannosidique dont la structure
donnée p;IG est hydrolysée par l'endoenzyme de foie de rat
(NISHIGAKI et al. (67) ). .

i
i
i
i
t
1

)

I ' PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES

A ~ HYDROLYSE PRONASIQUE

Le glycopeptide a été obtenu par hydrolyse pronasique
de l'ovalbumine selon le protocole décrit par YAMASHINA et MAKINO
(68) modifié selon MONSIGNY, ADAM-CHOSSON et MONTREUIL (69).

Aprés passage sur Eolonnes d'échangeurs d'ions, les
glycopeptides sont purifiés par gel filtration sur des colonnes
de Biogel P 30 (2 x 25 cm). L*&lution de la colonne est réalisée
par de lteau distillée et le repérage des>constituants présents
dans l'effluent.est obtenu en dosant les glucides par la méthode

celorimétrique au phénol-sulfurique (DUBOIS et coll. (70) ).

B -~ MARQUAGE DU GLYCOPEPTIDE DE L*OVALBUMINE PAR

N -~ ACETYLATION

Le glycopeptide natif a été N - acétylé par l'anhydride

acétique (140) selon la méthode modifiée de KOIDE et MURAMATSU (7I).

22
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1~ N-acétylation du glycopeptide :

A 2 vM de glycopeptide de l'ovalbuminedissoutesdans 200 p1
d'une solution de 'Ncho3 4 0,5 , on ajoute & =20° C 70 pl d'une solu-
tion d;anhydride acétique (53 mCi par m mole ) dans de l'acétone ( 18,4 yl
d'anhydride acétique contenue dans 200 M1 d'acétone).

I1 est impdrtani de respecter les quantités ci-dessus car
un déficit en anhydride acétique provoque une N-acétylation partiell?
tandismqu'un excés>provoque'une dé-N-acétylation du glycopeptide .

La réaction s'effectue 2 ia température du laboratoire

peh@ant une heure. Le glycopeptide-N-acétylé est alors séché sous

courant d'air et repris par une quantité minimale d'eau distillée.

2- Purification du glycopeptide-~N-acétylé:

La solution de glycopeptide~N-acétylé est ensuite purifﬁée
par gel filtration sﬁr une colonne de Biogel P2 (1 x 50 om). L'élution
de la colonne est réaliéée par de l'eau distillée & un débit de
8 m1/h ; des fractions de I ml sont recueillies, Le repérage du
glycopeptide-N-acétylé dans l'effluent est pbtenu.en dosant les
glucides par la méthode colorimétrique au phénol-sulfurique (DUBOIS
et coll. (72) ) et en mesurant la radioactivité des différentes

fractions de l'effluent.

II-~ PREPARATION DU TEMOIN N—B-ASPARTYL;GLUCOSAMINYLAMINE—N-ACETYLE

La N-P-aspartyl-glucosaminylamine témoin a été préparée,
dans un premier temps,selon le protocole décrit par MONSIGNY ,ADAM-
CHQSSON et MOﬁTREUIL (73L 4 partir du glyco-amino-acide pde
l'ovomucolde ,puis dans un deuxiéme temps,nous avons utilisé une

préparation commerciale Sigma.
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Dans les deux cas, la purefé du composé é été vérifiée
par analyse & 1'auto-analyseur BECKﬁANN aprés hydrolyse (HCL 5,6 N,
I00° C, 24 heures) et pr chromatographie en phase gazeuse aprés
néthanolyse (méthanol-HC1 0,5 et I,5 N, 80° C pendant 48 heures).

La N-B-aspartyl-glucosaminylamine est ensuite N-acétylée
par de 1'anhydfide acétique (I4C) dans les conditions décrites
précédemment, puis étant donné sa faible masse moléculaire, purifiée
par une électrophorése préparative sur papier Whatmann 3 MM sous une
tension de 400 volts (7 volts/cm) pendant I6 heures dans le tampon
pyridine-acide acétique—eau (3 : I : 387) de pH 5,4 décrit par

GRIMMONPREZ et al. (74 ).
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PREPARATIONS DE DIFFERENTES FRACTIONS >

A PARTIR DU FOIE DE RAT

I PREPARATION D'UNE FRACTION RENFERMANT L*ACTIVITE ENDO- P -1

ACETYLGLUCOSAMINIDASTOUE A PARTIR DU FOIE DE RAT TOTAL

Lt'endo- P ~N~acétylglucosaminidase du foie de rat a été
préparée selon la méthode préconisée par NISHIGAKI, MURAMATSU et
KOBATA (75) en vue de mettre au point une méthode permettant de
méttre en évidence l'action de cette énzyme.

Des ra%s m3les de souche Wistar, en général au nombre de
trois, sont décapités ;3 les foies sont rapidement prélevés et placés
dans un bain de glace. Ils sont ensuife homogénéisés & + 4° C dans
un broyeur Brand en présence d'une solﬁtion tampon phosphate de
sodium 0,05 M de pH 7,0 (3 ml par g. de foie humide) pendant is mi-
nutes. L'homogénaf est ensuite centrifugé & 68 000 g pendant 2 heures..
Le éurnageant est utilisé comme préparation d'endo- 3 -N-acétyl-

glucosaminidase.

II PREPARATION DE DIVERSES FRACTIONS CELLULAIRES BRUTES,

Les différentes fractions cellulaires ont été préparées

selon la méthode modifiée de HOGEBOOM et al.(75 bis).
Des rats miles de souche Wistar (généralement au nombre

de trois) sont décapités. Les foies sont prélevés rapidement et
placés daﬁs'le milieu d'homogénéisation (saccharose 0,33 M et
acétate de Ca 3,3 mM), maintenus & basse température grﬁée 2 un
bain de glace. Toutes les opérations.ultérieures se font 2 + 4° C.
Le détail des opérations est résumé dans la figure 3 page 26. Les
foies sont débarrassés du tissu conjonctif par>passagedans 1'appa-
reil de Fischer. L'homogénéisation se fait par 5 allerset retours

du piston de l'appareil de Potter-Elvejehm.

Nous adressons nos plus vifs remerciements 4 Messieurs R. CACAN et

Ce. DISSOUS qui nous ont formé aux techniques de fractionnement cellulaire
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L'homogénat est amené & I00 ml avec le tampon (un ml est conservé
pour 1'étude de 1'endoenzyme). L'homogénat est réparti dans des

pots de centrifugation du rotor JA 20 et centrifugé & 2 000 g pen-
dant IO minutes. Les culots sont repris par le tampon et réhomogé-
néisés par 3 allerset retoursdu piston..On obtient ainsi 73 ml de
culot CI contenant principalement des noyaux, des membranes plasmigues,
et des cellules intactes ou plus ou moins brisées. Les surnageants Si
(70 ml) sont rassemblés et centrifugés & 6 000 g pendant IO minutes.
On obtient ainsi de la méme manidre que précédemment 24 ml de culot
Cafcontenant principalement des mitochondries et du réticulum endo-
pl%smique. Le surnageant 82 (69 ml) est alors centrifugé & I6 000 g
pehdant I0 minutes. On obtient 3I ml de culot 03 contenant des mito~
chondries, des peroxysomes et des lysosomes. Aux 63 ml de surnageant
S, on ajoute du Mg012 de fagon & obtenir une conceniration finale en

3

MgCl, de I0 mM. Cette solution est alors centrifugée & II3 000 g

2
pendant 90 minutes. On obtient alors 22 ml de culot 04 contenant
principalemenﬁ du réticulum endoplasmigue et 62 ml de surnageant S4

correspondant au cytosol.

III PREPARATION DE FRACTIONS ENRICHIES EN CERTAINé ORGANITES

A — PREPARATION D'UNE FRACTION ENRICHIE EN MEMBRANES

PLASHMIQUES :
La méthode d'isclement des membranes plasmiques utilisée
est celle décrite par RAY ( 76 ). La préparation coﬁprend deux parties :
d'abord la préparation de la fraction nuciéaire grossiére, puié le
passage de ;ette fraction sur un gradient discontinu de saccharose.

Le détail des opérations est résumé dans la figure 4 p.28 et 5 pe 29 &
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gmi_ | 37p100 | MEMBRANES
" | PLASMATIQUES
20 ml 41p 100
O R (RS T
16 ml 45p100 MITOCHONDRIES
NUCLEAIRE NGl NOYAUX
GROSSIERE
AVANT APRES
CENTRIFUGATION CENTRIFUGATION

2 HEURES A 90 00Og

~

f]’ ,, 7 -

Q«'{
-

Figure 5

Schéma du fractionnement, par flottation, des membranes plasmiques
sur gradient discontinu de saccharose. Les couches de saccharose

sont exprimées en p. 100 (poids-poids).
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La préparation et l'homogénéisation des foies de rat
sont réalisées de la méme fagon que précédemment mais dans 70 ml

I mM

de tampon d'homogénéTsation composé d'une solution de NaHCO3,

et de CaCl, 0,5 mi ajustée & pH 7,5. L'homogénat est amené & I,2 1
avec le tampon puis centrifugé & 22 000 g pendant 30 minutes.

Les culots (PI) sont réhomogénéisés par 4 & 5 allerset
retours du piston et amenés & 600 ml avec le tampon. Ce volume est
centfiﬂugé 3 2 000 g pendant 20 minutes. lLes culots (PII) (hoﬁogénéisés
de la m8me fagon gue précédemment) sont amenés & un volume de 300 ml
e? centrifugés a 2 000 g pendant 20 minutes pour donner le culot
P;II : ce culot représente la fraction nucléaire brute.

‘ Le culot Pr . est suspendu dans I ml de tampon et m&langé
4 8 ml de saccharose 70 p I00 (p/p). La suspension est ensuite
répartie dans des tubes du rotor SW 25. On place sur la suspension
8 ml de saccharose 45 p 100 puis IO ml de saccharose 4I p I00 et
enfin 4 ml de saccharose 31 p 100. Les tubes sont ensuite centrifugés
2 heures & 90 000 g dans la centrifugeuse L2 65 B (BECKMANN). On
préléve la fraction membranaire entre les couchés de saccharose
41 p I00 et 37 p I00. La fraction membranaire est alors reprise par le

tampon et centrifugée I5 minutes a 3 000 g. Ce culot est alors repris

par I,8 ml du tampon d'homogénéisation.

- B ~ PREPARATION D'UNE FRACTION ENRICHIE EN NOYAUX

La fmction nucléaire purifiée a été préparée selon la
méthode (légérement modifiée) décrite par CHAUVEAU et coll. (78 ).

Le détail des opérations est résumé dans la figure 6 p. 31
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homogénat

2 000 g. 10 minutes

culot (PI) surnageant (S)

v

2 000 g 10 minutes

. culot repris par saccharose 2,2 M

y
7

o

2 000 g 10 mn

fig.6: Schéma des différentes opérations pour 1l'obtention

acétate de Ca 3,3 mM

40 000 g 60 minutes

crépe supérieure

surnageant

culot pII

repris par saccharose 0,33 M
acétate de Ca 3,3 mM

culot PII

d'une fraction enrichie en noyaux.
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.Les premidres étapes de ;a préparation sont identiques
&4 celles de la premidre préparatioﬁ. Le premier culot PI obtenu
(apré; centrifugation 4 2 000 g pendant I0 mn) est remis en sus-
pension puis centrifugg a 2 000 g pendant I( minutes. Le culot est
élors repris par un tampon composé de saccharose 2,2 M, acétate de
Ca 3,3 mM et ajusté & 75 ml.

L'homogénat est centrifugé 60 minutes & 40 000 g. On ob-~
tient alors un culot PII contenant la fraction nucléaire purifiée.
Celui~ci est repris par un tampon saccharose 0,33 M, acétatede Ca
3,3 mM et centrifugé I0 minutes a 2 000 g. Le culot final repris par

18 ml de tampon représente la fraction.nucléaire purifiée.

 C_— PREPARATION D'UNE FRACTION ENRICHIE EN LYSOSOMES,

PEROXYSOMES ET MITOCHONDRIES

Cette fraction a été préparée sélon la méthode de MURRAY el
al(78 bis).Trois rats m3les de souche Wistar sonf décapités. Les
‘ foies sont rapidement prélevés dans les mémes conditions que
précédemment et placés dans le milieu dthomogénéisation (saccharose
0,25 M et Tris 5 mM ajusté 4 pH 7,5). Le détailxdes différentes
opérations effectuées est résumé dans la figure Af‘p..33 .

Les foies sont débarrassés du tissu conjonctif et homo-
généisés de la méme manidre que pour la préparation des fractions
cellulaires brutes (pe 25). Cet homogénat est alors centrifugé a
I7 600 g pendant IO minutes dans le rotor 'JA éO. On obtient alors
deux.¢ulots $ un premier culot rouge formé d'hématies qui est éliminé
et un deuxiéme culot CI qui est récupéré. Ce deuxiéme culot CI est
.remis. en suspension et centrifugémé I 000 g pendant IO minutes. Le
surnageanf obtenu est centrifugé une deuxiéme fois & I 000 g pendant

-

I0 minutes, puis centrifugé & I7 600 g pendant IO minutes. Le culot
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Civ obtenu est repris puis centrifugé de la m€me maniére pendant
IO‘minutes. On obtient alors un culot CIv principalement constitué

de lysosomes, peroxysomes et mitochondries.

D — PREPARATION D'UNE FRACTION CYTOSOLIQUE

Pour préparer cette fraction, on utilise le dernier

surnageant S, obtenu lors de la préparation précédente. Ce surna-—

4
geant est centrifugé & 8I 000 g pendant 45 minutes. Le surnageant

S. obtenu est considéré comme la fraction cytosoligue.

5
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MISE EN EVIDENCE IE L'ACTIVITE
ENDO-P-N—- ACETYLGLUCOS AMINIDASIQUE
DANS LES DIFFERENTES FRACTIONS DU FOIE DE RAT

Les différentes fractions cellulaires contenant ou non
1'endo~-B-N-acétylglucosaminidase sont utilisées en présence du

glycopeptide-N-acétylé de llovalbumine.

I ACTION DES DIFFERENTES PREPARATIONS ENZYMATIQUES DU FOIE DE RAT

SUR LE GLYCOPEPTIDE~N—ACETYLE DE L'OVALBUMINE

0,I ml de chague fraction cellulaire.préparée précédem—
ment et O,I ml dé tampon phosphate 50 mM ajusté au pH optimum,
définit comme étant pH 7,0 sont piacés 2 37° C pendant I heure
en présence d'une solution renfermant 0,I mg de glycopeptide (140)—
N—-acétylé de 1'ovalbumine. La réaction est arrétée par ltaddition
de 0,2 ml d'éthanol, le mélange est centrifugé & basse vitesse et

le surnageant éthanolicue est évaporé 2 sec.

IT IDENTIFICATION DES PRODUITS DE LA REACTION ENZYMATIQUE

L'action de l'endo-p-N-acétylglucosaminidase sur le
glycopeptide~N-acétylé doit s'accompagner de la libération du
fragment GlcNAc-Asn-N-—-acétylé que nous avons cherché & mettre en

évidence par chromatographie sur papier.

A -~ SEPARATION CHROMATOGRAPHIOUR

La recherche du fragment GlcNAc—-Asn-N-acétylé présent
dans le surnageant éthanolique a été réalisé par chromatographie
descendante sur papier (Whatmann3) dans le systéme solvant :

pyridine ~ acétate d'éthyle — eau (I ¢ 2 : 2) décrit par JERNYN et
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ISHERWOOD (79) pendant 40 & 48 heures. La vitesse de migration
est contrblé par uﬁ témoin coloré posé sur la méme feuille de

papier.

B -~ REPERAGE DES FRACTIONS RADIO-ACTIVES

Le chromatogramme est séché et découpé en bandes de I cm.
Celles-ci sont déposdes dans des fioles de comptage contenant IO ml
de liquide scintillant de composition suivante :

- 2 g de PPO (2,5 - diphényloxazol)

'~ 0,2 g de POPOP (I,4-bis — 2 (5 phényloxazolyl) benzéne)

“—e

- toludne gé¢s.p. I litre.

Les fioles sont alors comptées dans un compteur 2 scintil-

lation ligquide Unilux (Nuclear—Chicago).

C - ETUDE DES COMPOSES~N-ACETYLES SEPARES PAR CEROMATOGRAPHIE

SUR PAPIER
Les composés N-acétylés qui ont été éluésaprés chromato-
graphie sur papier ont été hydrolysés par HCl,.5,6 N & IO0° C pen—~
dant 24 heures. L'asparagine~N-acétylé a été dansylg et identifié
par thbmafographie en couche mince (HARTLEY (80) ). D'autre part,
ces composés ont éfé méthanolysés (méthanol~-HCl I,5 N & 80° C
pendant 48 heures) et les O-méthylglucosides trifluoracéthylés des

monosaccharides ont été identifiés par chromatographie en phase

' gazeuse selon le procédé de ZANETTA et al. (8I).
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ETUDE DU SUBSTRAT UTILISE

1) ETUDE DU SUBSTRAT GLYCOPROTEINIQUE

L'o&albumine du blanc d'oeuf de poule, qui est une prépa—
ration commerciale, s'est révélée hétérogéne en électrophorése
sur bande d'acétate de celiulose. En effet; par électrophorése,
on sépare un constituant majeur précédé d'une bande plus fine non

identifide.

Les compositions centésimales et molaires des différents
monosaccharides présents dans cette glycoprotéine sont rassem-

blés dans le tableau VI p 39.

Les valeurs obtenues en ce qui dbncerne la compésition
molaire en mannose et en N-acétylglucosamine (3,5 : 3) difféient
de celles données dans la littérature (5 : 3) par MARSHALL et
NEUBERGER (Séf)a Cette différence peut s'expliquer par 1'héiéro-

généité de l'ovalbumine mise en évidence par électrophorése.

II) ETUDE DU SUBSTRAT GLYCOPEPTIDIQUE.

Lthydrolyse pronasique de la glycoprotéine de l'ovalbumine
nous conduit & un mélange de glycopeptides pronasiques qui, fractionné
sur colonne de Biogel P2 nous permet de récupérer & partir de 5 g

dtovalbumine deux fractions glycopeptidiques : A : II5 mg et
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TABLEAU : V1
COMPOSITION CENTESIMALE ETHOLAIRE EN GLUCIDES

DE L'OVALBUMINE

Ovalbumine de poule

Composition centésimale

Monosaccharides neutres 2,1

t
i

N-acétylhexosamines - I,3

Composition molaire

Mannose 3,5

N-acétylglucosamine ) _ 3




B : 28 mg. Ces deux fractions ont été étudiées de fagon & connal-

tre leur composition en acides aminés et en monosaccharides.

A) COMPOSITION EN ACIDES AMINES

750 e de chaque échantillon sont hydrolysés par 750 F’l

d'HCl 5,6 N sous vide pendant 24 heures & I05° C. L'hydrolysat,

~ aprés- avoir été séché et lavé au méthanol, est chromatographié sur

40

papier dans le systéme solvant de FISHER et NEBEL (83 ) : pyridine -

acétate d'éthyle - acide acétique — eau (5 ¢ 5 ¢ I ¢ 3). L'échan—

I
! .

tillon A nous révéle que de l'acide aspartique et de la glucosaming -

tandis que 1'échantillon B contient des résidus d'acide aspartigue

de thréonine, de leucine, de sérine et de glucosamine.

L'étude de ces deux hydrolysats en couche mince bidimen-
tionnelle sur gel de.silice G dans . les systémes solvants méthanol
chloroforme j ammoniaque I7 % (2 ¢ 2 s+ I) pour la premiére dimen-
sion et phénol ; eaun (75 : 25) pour la deuxiéme nous montre exac-—

tement les mé&mes résultatse.

Les m@mes hydrolysats, analysés & 1l'auto-analyseur BECKMAN,

" nous donnent pour 1l'échantillon A un résidu d'acide aspartiqgue

pour 3,6 résidus de glucosamine et pour 1l'échantillon B différents
acides aminés (acide aspartigue ; thréonine ; sérine ; leucine ) et
des traces de glycocolle et alanine 3 le rapport acide aspartiéue,

glucosamine'étant de I ¢ 4,7

B
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B) COMPOSITION EN MONOSACCHARIDES

La composition centésimale en oses neutres et en osamines
des 2 fractions A et ﬁ, a été déterminée 2 l'aide des techniques
décrites dans la revue générale de MONTREUIL et SPIK. (84 ), tan-
dis que la composition molaire en glucides a été déterminée aprés
methanolyse par chromatographie en phase gazeuse selon la methode

de ZANETTA et 21 (85) adaptée au laboratoire par FOURN“T ( 85)

Les résultats de ces analyses sont rassemblés dans le

tableau VII p 42,
Ces deux fractions A et B ne coﬁtienneﬁt‘que des résidus de
mannose et N-acétylglucosamine dans les rapports 3 :I,89 pour

1téchantillon A et 3 : I,7I pour 1l'échantillon B.

C) CONCLUSION

L'étude de la composition en acides aminés et en glucides
de la_fréction A nous montre que celle-ci ne contient uniquement
que des résidus d'aspargine, de N-acétylglucosamine et de mannose :
le fapport aspargine, N-acétylglucosamine étant de I pour 3,6 et le =
rapport N-acétylglucosamine et mannose de I,89 pour 3. Ceci nous
permet de donner la composition molaire moyénnerde la fraction A‘:
pour un résidu asparagine 3,6 résidus de N-acétylglucosamine et
5971 résidus de mannose‘;ééife’fractidn eét vraissemblablement consti-
tuéedtun mélange de glycopeptides III de lfovalbumine isolé et étudié

par TAI et al. (86 bis) .




TABLEAU : VII

COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE EN GLUCIDES PRESENTS

DANS LES GLYCOPEPTIDES PRONASIQUES DE L'OVALBUMINE

Composition centésimale

lionogaccharides neutres

N~acétylhexosamines
Composition molaire

Mannose

N~acétylglucosamine

fraction A

46,2
23,7

1,89

fraction B

27,1

23,5

1,71

42
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L'étude de la compqsfjion de la fraction B nous montre gue
celle-ci contient outre des résidﬁs asparégine, mannose et
N-acétylglucosamine de nombreux autres acides aminés. La compo-
sition molaire moygnqg de cette fraction est donc d'un résidu
d'asparagine pour 4,77 résidus de N-acétylglucosamine, 8,36 rési-
dus de mannose et d'autres acides aminés attachés & 1l'asparagine,
soit une composition molaire moyenne de : x résidus acides aminés,
un résidu d'asparaginé, 5 résidus de N-acétylglucosamine, 9 résidus
de mannose.

Cette étude nous améne donc & choisir comme substrat glyco=
peptidique la fraction A ddnt la compbsition molaire moyénne se
rapproche le plus des glycopeptides utilisés par NISHIGAKT et al
(87) pour 1'étude de l'endo-P -N-acétylglucosaminidase présente

dans le foie de rat et de porc (voir p. I4 ).

III) ETUDE DU SUBSTRAT GLYCOPEPTIDIQUE(IA’C)-—N—ACE’I‘YLE

Aprés avoir marqué,é 1'aide de l'anhydride acétique margué
au carbone I4, le gljcopep'bide de l'ovalbumine comme nous l'avons
décrit p}us haut, le composé est pu;ifié sur colonne de Biogel P2.
On mesure aiors 1a radioéctivité sur 5 ,/1 de chacune des fractions
recueillies. La courbe obtenue en tragant les variations de la
radioactivité au cours du fractionﬁement présente deux pics
(figure 8 p.44 ). Le premier pic correspond au glycopeptide de
1'ovalbumine marqué. Ce pic se confond d'ailleurs avec la courbe de

repérage des sucres au phénol-sulfurique. Le deuxidme pic, trés

radicactif et négatif au phénol-sulfurique, correspond & de l'acide

i
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des fractions .,
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acétique marqué en excés. Nous avons recueilli la totalité du

premier pic totalisant 39 633 800 coups par minute pour 5 mg de
glycopeptide soit IS5 853 coups par minute et par nanomole de glycopep-
tide. Aprés une éhromatographie sur papier de 5 yl de cette frac-

tion (préalablement séchée et repise dans 250 vl d'eau distillée),
nous ne retrouvons que 699 592 coups par minute soit pour 5 mg de
glycopeptide de l'ovalbumine 34 979 600 coups par minute ou encore

I3 99I coups par minute et par manomole de glycopeptide. Ceci
représeﬁte une perte d'énviron II % de radioactivité. Cette radio-
activité se retrouve au front du chromatogramme et représente de
l'acide acétique. Le glycopeptide marqué recueilli aprés passage

sur Biogel n'est donc pasltout a fait libre d'acide acétique I4C.

Pour éliminer les derniéres traces d'acide acétique marqué, nous

avons réalisé une chromatographie préparative sur papier.




ETUDE DES CONDITIONS OPTIMALES

DE LA REACTION ENZYMATIQUE

Pour 1'étude de l'endo-p -N-acétylglucosaminidase contenue
dans le foie de rat, nous avons utilisé dans un premier temps le
protocole décrit par NISHIGAKI et 21 (88 ). La solution "enzymatique

brute" a été préparée selon c¢e protocole.

.50 y1 de cette solution "enzymétique brute” (2,9 mg de
?rotéine) préparée d;ns une solution tampon phosphate de Na 50 mM
pH 7,0, sont incubés avec IO yl de la solution substrat contenant
0,3 nif de glycopeptide (140)—N—acéty1é de l'ovalbumine & 37° C
pendant I heure. La réaction est arrétée par l'addition de 0,I ml
d'éthanol puis centrifugé 2 basse vitesse. Le surnageant est analysé
Par électrophorése sur papier & haut voltage, sous une tension de
73 volts/cm dans le systéme solvant : pyridine - acide acétique ~

eau (3 ¢+ I : 387) pH 5,4 pendant I heure.

| Aprés mesure de la radiocactivité, nous‘obtenons un pourcen—~
tage-de libération du fragment P-aspartylglucosaminylamine-N-acétylé
dtenviron I0 % alors que NISHIGAKI et _al (89), pour une expérience
de 3 heures d'incubation, nous donne un pourcentage de libération
d'hydrolyse de 63 %. Mais ce résultat de IO % est fortement sujet 2
discussion.En effet, d'une part la séparation des différents pro-—
duits obtenus aprés incubation se fait assez mal (de m8me les té-

moins utilisés se séparent faiblement : TI6 cmde distance maximale
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de migration pour le fragment GlcNAC .3 Asn (140)—N—acéty1é et

I3 cm pour le glycopeptide (146)—N-acétylé de 1l'ovalbumine), d'autre
part le maximum dg radioactivité des pics obtenus est assez faible
(500 & I 000 cpm) ce qui ne permet pas une étude de détail. Ceci
nous a donc amené & .changer de méthode de détection des produits de

la réaction et pour celd & réétudier la réaction enzymatique.

I) CINETIQUE D'HYDROLYSE

Pour effectuer une étude cinétique de 1'hydrolyse par
1l'endo~ B -N-acétylglucosaminidase, nous avons utilisé la solution
"engzymatique brute" préparde selon 1aiméthode préconisée par

NISHIGAKI et 2l ( 90).

A I00 p1l de la solution enzymatique préparée dans un tampon
phosphate de Na 50 mM, pH 7,0 on ajoute 5 yl de la solution éubs—
trat contenant 50 nM de glycopeptide—(I4C)—N—acéty1é de l'ovalbumine
(soit 0,I mg de glycopeptide). Nous nous plagons ainsi & saturation
de substrat. Le mélange est incubé pendant des temps variables &
37° C puis précipité par 200 P’l d'éthanol et centrifugé. Le surna-
geént estvchromatographié sur papier dans le solvant pyridine -

acétate d'éthyle — eau (I - 2 - 2) pendant 40 & 48 heures (voir p. 35 ).

Aprés mesure de la radioactivité, nous voyons que 2 substances
radioactives sont séparées par chromatographie sur papier. Le premier
pic correspond au glycopeptide marqué nonvhydrolysé, le deuxiémne
pic correspond au P—aspartyl glucosaminylamine~N-acétylé (figur93

p. 48).
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Mesure de radioactivité aprés chromatographie sur papier de 40 h.
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TABLEAU VIII

Variation du pourcentage d'hydrolyse du glycopeptide

(14

C) =N-acétylé de 1'ovalbumine en fonction du temps d'incubation.

Temps de réaction Pourcentage de libération Pourcentage de
en heure du fragment ' formation d'un
GlcNAc+Asn-N-acétylé composé migrant

au niveau de

lt'acide aspartique-

N-acétylé.

0,5 | 6,21 0

) 1 13,30 )
2 25,68 trace
4 26,50 4,92

16 | 31,38 | 6,67




51

La valeur de la rédioactivité du pic correspondant au
fragment GloNAc — Asn(T4C) acétylé divisé par la valeur de la
radioactivifé totale ﬁous donne le pourcentage d'hydrolyse enzy-
matigue. Les résuliats obtenus sont rassemblés dans les figures 9

P 4§'ef io Pe 49 -ainsi que dans le tabieau\ﬂllp. 50 .

Nous pouvons observer que la vitesse d'hydrolys? est linéaire
Jjusqu'a 2 heures-d'incubaxions puis que la courbe s'infléchit pour
atteindre un maximum d'hydrolyse de 40 % (figure #f p.52). A partir
de‘2 ﬁeures d'incubation (figure 10 p. 43 ), on observe un étalement
d@’pic correspondant au glycopeptide radioactif nonAdégradé par
léeﬁdoenzyme. Cette modification est probablement due & ltaction

d'exoenzymes également présentes dans la solution enzymatique (bien

que ces exoenzymes présentent généralement un pH optimum aux environs

de 5,0).

Nous pouvons également observer & partir-de 2 heures déﬁg;-
cuﬁatioh.é 1'état de fraces, puis plus franchement au bout de
4 et de 16 heures l'apparition d'un deuxi®me pic migrant au niveau
de 1l'acide asparfique-N-acétylé marqué au I4C probablement due &
1thydrolyse du résidu GlcNAc—Asn—(I4C) acétylé, par la N-acétylgluco-
~samine aspartaﬁidase également contenue dans la solution enzyma-

tique (bien que cette enzyme posséde un pH optimun d'action & 5,5).

Ces différentes constatations nous ont amené & choisir un

temps d'incubation d'une heure pour la suite de nos expérimentations.
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Variation du pourcentage d'hydrolyse du glycopeptide (140)-N-acéty1é

de l'ovalbumine en fonction du temps d'incubation.

% de libération du fragment GlcNAc—Asn—(I4C)-N—aoétylé.
% de libération d'un composé migrant au niveau de l'agcide
aspartique (140)—N-acétylé.
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II) DETERMINATION DU PH OPTIMUM D' ACTION

Pour effectuer cette étude, nous avons utilisé des solutions
"engymatiques brutes" préparées selon la méme méthode que précé-

demment.

A T00 rrl de chaque solution préparée dans un tampon acétate
de Na 50 mM pour les pH de 4,0 & 5,5 et phosphate de Na 50 mM pour
les 2utres pH & partir de pH 5,0, on ajoute 5 p1 de la solution
substrat contenant 50 nM de glycopeptide (I4C)—N-acétylé de 1lt'oval—
bumine (soit 0,I mg de glycopeptide). Le mélange est incubé pendant
I héure a 37° C puis'précipité par 0,2 ml d'éthanol, le surnageént est

ensuite chromatographié comme précédemment.

Les résultats de cette étude sont résumés dans le tableaulX
p. 54 et la figure 12 p.5§ ., Nous observons que poﬁr une valeur
de pH 7,0 1'activité de 1l'endoenzyme est maximale et que l'endo-
enzyme ne présente plus d'activité & un pH en dessous de 5,0 et
au~-dessus de 9,0, La courbe résumant les pourcentages d'hydrolyse
présente un aspect en cloche classique (voir figure 12 pe 5§ ). Le
changement de tampon, d'acétate de Na en phosphate de Na ne semble
pas avoir une grande influence, car les réactions réalisées & pH 5,0
et 5,5 en tampon acétate de Na puis en tampon phosphate de Na donnent

un résultat identique.

Pour les courbes réalisées de pH 4;0 & 5,5, nous constatons
une dégradation du pic due au glycopeptide (I4C)—N—acétylé de ltoval-

bumine provoguant une trainée. Cette trainéde est certainement provoguée
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TABLEAU IX.

Variation du pourcentage d'hydrolyse du glycopeptide

(14c)-N-acétylé de l'ovalbumine en fonction du pH.

Pourcentage de libération du

Pr fragment GlcNAc- Asn-N-acétylé
4,0 0
5,0 0
5,5 4,07
6,0 7,56
6,5 12,08
7,0 13,91
7,5 11,91
8,0 9,51
8,5 5,94
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Figure ¢ 12

Variation du pourcentage d'hydrolyse du glycopeptide (140)-N-acétylé
de l'ovalbumine par 1'endo~P~N—acéty1glucosaminidase du foie de rat

en fonction du pH .
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par lt'action des exoenzymes présentes dans la solution enzymatique

qui dégradent la partie glycannique du glycopeptide.

Cette étude a également été faite sur un homogénat total de
foie de rat et sur des fractions celluléires plus purifiées. Lorsque
oes fractions présentent -une réaction positive, on obtient des ré-
sultats analogues & ceux obtenus ci-dessus, cl'est-ad~dire un pH
optimum deT7,0. C'est ce pH que nous avons choisi pour la suite de
1t étude.

|

III) TEMPERATURE OPTIMALE

Aprés une étude analogue, nous avons été amené 2 choisir

comme température optimale d'incubation une température de 37° C.

IV) CONCLUSION

Aprés une étudé sommaire de 1l'activité enzymatique de
l'endoenzyme contenue daﬂs notre solutionA"enzymatique brute”, nous
avons ainsi défini les conditions d'action de la réaction enzyma-—
tigue |

- solution substrat & saturation contenant 50 nM de glycopep-

.tide marqué.
~ pH optimum de 7,0.

-~ I heure d'incubation & 37° C.

La séparation des différents produits de la réaction de l'endo-
enzyme sur le glycopeptide (I4C) acétylé de l'ovalbumine a été réalisée

par chromatographie descendante sur papier dans le systéme solvant :

pyridine - acétate d'éthyle ~eau (I : 2 : 2) pendant 40 & 48 heures.




RECHERCHE DE LA FRACTION CELLULAIRE
CONTENANT L'ACTIVITE
ENDO-B-N- ACETYLGLUCOS AMIN IDASIQUE

I) A PARTIR DES FRACTIONS CELLULAIRES BRUTES

Aprés avoir préparé les différentes fractions & étudier,
comme nous l'avons décrit précédemment dans le chapitre matériel
et méthodes, nous avons incubé, pendant I heure & 37° C, ICO M
de chacune de ces fractions avec 5 Vl de solution substrat conte-
nant le glycopepiide -(140)—N—acétylé de 1l'ovalbumine (56 n Holes
de glycopeptides) et I00 y1 de tampon phosphate 50 nM pH 7,0.
Aprés arrét de la réaction par 200 Vl d'éthanol et centrifugation,
le surnageant'est chromatogréphié. Aprés mesure de radioactivité,
on détermine le pourcéntage d'hydrolyse pour chacune de ces frac-
tions. De fagon & pouvoir comparer les activiiés de chacune de ces
fractions, nous avons ramené le pourcentage d'hydrolyse (étudié
ici pour I00 rl) au volume\total de la fraction. Ceci nous donne
un nombre comparable d'une fraction & l'autre :‘ce nombre a été

appelé "activité enzymatique".

Dtautre prt, l'"activité" obtenue pour 1l'homogénat total
est ramené & IO00 %, ce qui nous permet de donner un pourcentage

dtactivité pour chacune des fractions.

Les résultats de cette é&tude sont résumés dans le tableau X
p. 58.. L'étude par dichotomie de 1'"activité" de l'endoenzyme dans
chacune des fractions et dans son surnageant correspondant nous

permet de comparer leur activité. La somme de 1l'activité de ces

L]
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TABLEAU: X

Pourcentage de libération du fragment GlcNAc~Asn-N-acétylé, a
rartir d'un glycopeptide (I4C);N-acétylé de l'ovalbumine 3
"activité enzymatique" et pourcentage "dtactivité enzymatique®
deb1'endo-[3-N—acétylglucosaminidase dans les différentes frac-

tions cellulaires de foie de rat.

Fractidn cellulaire % de libération du WActivité enzymatique™ Pourcentage
fragment . "dvactivité
GlcNAc—Asn-N-acétylé o _ enzymatique"
Homogénat total 26,29 26 031 100
Fraction nucléaire
brute 13,11 14 447 55,50
Surnageant post- ‘
nucléaire 14,68 I0 276 39,50
Fraction |
mitochondriale 2,13 . 511 1,96
Surnageant post- .
mitochondrial 13,85 9 557 36,71
Fraction
lysosomiale 1,26 390 I,42
Surnageant post- ‘ ‘ )
lysosomiale ' 13,44 8 469 32,53
Fraction _
microsomiale 2,85 629 2,38
Fraction

cytosolique 12,42 7 7¢6 29,60
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deux fractions étént ééale a la fradtion de départ avant frac-—

tignﬁement (dont on a retiré l'activité contenue dans la frac-

tion utilisée pour les mesures d'hydrolyse précédentes). Cepen-—
dant, nous constatons une perte d'environ 9 % d'activité durant
le fractionnement (dont 5 % d'ailleurs lors de la premiére

centrifugation).

Tel que le montre le tableau p. 53 les activités les plus
impof%antes sont'rencontréés dans la premiére séparation : 55,5 %
dans la fraction nucléaire et 39,5 % dans le surnageant nucléaire.
Lo;sque nous poursuivons le fractionnement de ce surnageant, nous
oﬂtenons une forte activité uniquement dans la fraction contenant
15 cytosol : 75 % de 1lfactivité du sufnageant post-nucléaire. Toutes
les autres fractions (contenant chacune différents organites cellu-

laires) ne présentent qu'une faible activité allant de I & 3 %,

pfobablement due & des contaminations.

Ceci nous améne 2 conclure que l'endoenzyme se trouve soit
dans la fraction nucléaire brute contenant notamment des noyaux,
des membranes plasmiques, des cellules intactes ou plus ou moins
brisées et une partie du réticulum endoplasmique rattaché soit aux
membranes plasmiques, soit aux noyaux. De fagon a localiser plus
précisément l'endoenzyme, nous avons été amené & réaliser d'autres
fractionnements nous permettant de disposer de fractions celluléires

plus purifiées.
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II) A PARTIR DE FRACTIONS ENRICHIES EN CERTAINS ORGANITES

A) A PARTIR D'UNE FRACTION ENRICHIE EN MEMBRANES PLASMIQUES

A‘IOO yl de fraction enrichie en membranes plasmiques
préparées selon la méthode de RAY (9T ) ( voir chapitre Matériel
et Méthodes), on ajoute IO0O0 yl de tampon phosphate de Na, pH 7,0,
50 mM et 5 yl1 de glycopeptide (I4C)-N—acétylé de l'ovalbumine
(soit 56 nM de glycopeptide). Ce mélanée est incubé une heure
a 375 C, la réaction est ensuite arrétée par précipitation a
1'aide de 200 V; d'éthanol. Aprés centrifugation et chromato~
graphie sur papier du surnageant dans le systéme solvant de
JERMYN et ISHERWOOD ( 92 ) : pyridine - acétate d'éthyle — eau
(1: 2 :\2), on mesure la radioactivité de chaque fraction séparée

par chromatographie sur papier.

Aucune activité autre que celle due au glycopeptide
(140)—N—acéty1é de 1'ovalbumine n'a été déterminée sur le chroma~
togramme. On ne retrouve pas non plus d'hydrolyse lorqu'on aug-
mente dans l'incubat la quantité de fraction enrichie en

membranes plasmiques, ni lorsqu'on utilise un tampon de pH différent.

L'endo—p-JLecétylglucosaminidase recherché ne se trouve

donc pas dans cetfe fraction.

Ltactivité retrouvée dans la fraction nucléaire brute ne
provient donc pas des membranes plasmiques : c'est pourquoi nous

avons préparé une fraction nucléaire purifiée.
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B) A PARTIR D'UNE FRACTION ENRICHIE EN NOYAUX

La fagon dont a été préparée cette fraction a été décrite

plus haut dans le chapitre Matériel et Méthodes.

Chaque fraction préparée a été essayée avec le glycopeptide

marqué, de la méme fagon que précédemment.

Les résultats obtenﬁs sont rassémblés dans le tableau XI pe. 32.
Nous obtenons pour lthomogénat total 26,61'% d'hydrolyse, ce qui
sé rapproché du résultat trouvé lors du fractionnement des diffé-
réntes fractions brutes p. 58 . |

Si 1'on donne la valeur IO0 pour la valeur de 1l'hydrolyse
réalisée pour l'homogénat total ¢ 53,5 d'hydrolyse sont obienus
lors de l'hydrolyse par le culot et 37 lors de l'hydrolyse par le
surnageant post-nucléaire. Ceci est d'éilleurs comparable aux

résultats trouvés lors des fractionnements précédentis.

A prtir du culot nucléaire nous trouvons 3 fractions : une
fraction nucléaire. purifiée, une fraction surnageante intermédiaire
et une "crépe'surnageante" contenant des cellulés intactes ou plus
ou moins brisées, des membranes plasmiques ainsi que différenté organi-

tes cellulaires présents sous forme d'impuretés.

Le culot nucléaire nous donne un pourcentage "dtactivité
enzymatique" de 4,59 % alors que la "crépe" surnageante en donne

17,5 %-e
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‘TABLEAU: XI

Pourcentage de libération du fragment GlcNAc—~Asn-N-acétylé, &
partir d'un glycopeptide (4C)-N-acétylé de 1l'ovalbumine ;

"activi’bé enzymatiqﬁe" et pourcentage "d'activité enzymatique"
de l'endo-~ P -N-acétylglucosaminidase contenue dans les diffé-
rentes fractions cellulaires préparées & partir d'une fraction

nucléaire brute de foie de rat.

Fraction cellulaire % de libération du WActivité enzymatique™ Pourcentage
| fragment "dlactivité
~ GlcNAc-Asn-N-acétylé - enzymatique"
Homogénat total 26,61 18 627 _ 100

Fraction nucléaire . .
brute I3,II 9 832 ' 53,55

‘ Surnageant post-
nucléaire ’ 13,03 6 177 39,91

Fraction de noyaux

purifiés 4,69 844 4,59

"Crépe" surnageante . 12,6 3 780 I7,1I5
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Si nous donnons la valeur IOO0 pour lthydrolyse réalisée
par le culot nucléaire bruty nous retrouvons 8,7 % "d'activité
enzymatique" pour la fraction nucléaire purifiée et 38,44 % pour

la crépe supérieure.

Dans le culot de noyaux purifiés nous ne retrouvons que
8,7 % de 1tactivité du culot primitif donc l1'endoenzyme ne semble

pas se trouver dans cette fraction.

~ Par contre, nous retrouvons 38,44 % d'activité dans la
"orépe! sufnageante ¢ l'endoengyme semble donc se trouver plus
spécialement dans cette fraction. Or,icette fraction contient
surtout des membranes plasmiques que nous avons étudié précédem—
ment et qui nous ont donné un résultat négatif. L'endoenzyme,
présente dans ceite fraction, semble provenir des autres organites
cellulaires prééents.sous forme d'impuretés ou de cellules infac—
tes ou plus ou moins brisées. Ce fait peut d'ailleurs &tre con-
firmé en augmentant l'homogénéisation du foie de rat : ce qui a
pour conséquence d'augmenter le pourcentage d'hydrolyse dans le

surnageant post-nucléaire et le diminuer dans le culot des noyaux

non purifiéss

Dtautre part, nous pouvons remarguer gue lors dé la prépa—
ration des noyaux puriﬁés nous ne retrouvéns gutun total de 47,2 %
de ltactivité dé départ. Cette perte d'activité peut &tre due soit :
& la présence d'une activité‘dans le surnageant intermédiaire
(cette activité a été impossible & mesurer & cause de la trop

forte concentration en saccharose), soit : & une perte d'activité
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due aux différents lavages notamment de la "cré&pe" supérieure.
Pour connalire plus précisément la localisation cellulaire
de cette enzyme, nous avons été amené a séparer les constituants

se trouvant dans le surnageant post-nucléaire.

C) A PARTIR D'UNE FRACTION ENRICHIE EN LYSOSOMES,

PEROXYSOMES’ET MITOCHONDRIES

‘Cette fraction a été préparée comme décrit dans le chapitre

Matériel et Méthodes p. 33 .

Les essais d'activité enzymatique ont été réalisés de la

méme maniére que pécédemment.

Pogr cette frgction enrichie en mitochondries, peroxyéomes
et lysosomes, nous obtenons (quel que soit le pH & laquelle a été
réalisé 1l'essai) cque des résultats négatifs. L'endo»@«—}—acétyl—
glucosmaminidése recherchée ne se trouve donc pas dans cette

fraction.

D) A PARTIR D'UNE FRACTION CYTOSOLIQUE

La fraction cytosolioue a été préparée comme décrit plus

haut.,

Parallélement, nous avons préparé une fraction enrichie en
microsomes. Les essais enzymatiques ont été réalisés de la méme

fagon que précédemment.
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Nous obtenons 9,23 % d'hydrolyse pour la fraction micro-

somale et 8,9 % d'hydrolyse pour la fraction cytosolique.

Or, la fraction microsomale a été obtenus sous forme de
culof repris par I0 ml de tampon, alors que la prise d'essai pour

la fraction cytosolique a été prélevée de I20 ml de surnageant.

Ceci nous améne donc 4 calculer une "activité enzymatique™
(définit plus haut). Celle-ci est pour la fraction microsomale
de 923.alor§ qu'elle est de IO 680 pour la fraction cytosolique.
Si nous coﬁsidérons 1tactivité contenue dans le mélange de départ
égale a 100 %, nous trouvons 7,95 % d'activité dans la fraction
microsomale et 92,64 % dans la fraction cytosolique. Ceci est
d'ailleurs comparable au résultat trouvé dans le premier fraction-
nement V(7,44 % pour 92,56 %). Il semble donc que l'endo-{3 -N~
acétylglucosamiﬁidase ne se trouve pas dans la fraction micrésomale

mais dans la fraction cytosolique.
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CONCLUSIONS GENERALES

L'endo-p-N-acétylglucosaminidase localisée pour la premiéré
fois dans le foie de rat par NISHIGAKI Eﬁ_glf,présente un grand intérét
du point de vue du catabolisme des glycoprotéines. En effet, cette
endoenzyme doit agir eﬁ premier lieu lors de la dégradation des glyco-
protéines et doit, en libérant la partie glycannique-de la partie
protéique, faciliter l'action ultérieure des exoglycosidases présentes
dans 1es lysosomes de cellules hépatiques,

Les recherches que nous avoné entreprises sur 1l'endo-[3~N-acétyl-
glucosaminidase du foie de rat;.concernent, dans un premier temps, la
1ocaiisatioﬁ cellulaire de cette enzyme. Ces recherches nous donc amené,
*& préparer un substrat glycopeptidique margué, & préciser les meilleures
conditions de l'hydro;yse enzymatique par 1'endo-ﬁ-N—acétylgluéosamini—
- dase ainsi que meilleures conditions de séparation chromatographique
des produits de l'hydrolyse enzymatique du glycopeptide.

Dans une deuxiéme partie du travail, nous avons, gr8ce a la
mise au point du procédé de détermination de l'activité enzymatiqué,
recherché 1l'activité endo—ﬁ-N—acétylglucosaminidasique dans différentes
fractions cellulaires plus ou moins pﬁrifiées du foie de rat.

Les résultats obtenus ‘peuvent I~ase-résuﬁer de la maniére
guivante ] |

1~ Le substrat utilisé est un glycoamino-acide, isolé & par-
tir de 1l'ovalbumine ayant pour composition molaire moyenne ¢ Asp ¢ I 3
Man : 5,7I 3 GlcNAc ¢ 3;6. Ce glycoamino-acide a été marqué par N-acé-
tylation dé 1'asparaginé a l'aide d'anhydride acéiique marqué au I4C et

posséde une activité spécifique de 147000 cpm par nanomole.
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2 - Leé meilleures conditions d'hydrolyse du glycopeptide
marqué par 1'endo-p-H—acétylgluqosaminidase du foie de rat sont les
suivantes 3 I heure d'ihcubation & 37°C 2 un pH optimum de 7,0 et les
meilleures conditions de séparation chromatographique du glycopeptide
non hydrolysé de l'ovalbumine et de la B-aspartylglucosaminylamine
N—acétylée,provenant de 1'hydrolyse par 1'endo-ﬁ-N—acétylglucosamini-
dase,sont réalisées par chromatographie.descendante sur papier dans
le systéae—solvant t pyridine-acétate d'éthyle-eau (I : 2 : 2).

3 - Un premier type de fractionnement cellulaire}réalisé
selon le principe_deﬁOGEBOOM,nous a amené & localiser l'activité endo-—
P-ﬁ;acétylglucosaminidésique du foie de rat soit dans la fractioﬁ nu-
cléaire brute (55% dtactivité enzymatique™), soit dans la fraction
cytosolique (45% d'"activité enzymatique").

- 4 =~ Des fractionnements cellulaires particuliers & chaque
type d'organites cellulaires nous ont amené & préciser, par la suite,
la localisation cellulaire de cette endoenzyme.

a —~ Aucune activité enzymatique,quelles que soient les conditions
d*hydrolyse, n'a été décelée dans les préparations de fractions enrichies
en mitochondries, lysosomes et en microsomes,

b - Une faible activité enzymatique (environ 8%) a été trouvée dans

une fraction de'noyaux purifiés préparée selon la méthode de CHAUVEAU,
Mais une activité de 38% a été décelée dans la fraction “crépe surna-
geante " provenant également de la fraction nucléaire brute et contenant
des membranes plasmiques, des cellules plus ou moins brisées et des

impuretées des autres fractions celliilaires.
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Comme aucune activité n'a été retrouvée dans une fraction
enrichie en membranes plasmiques préparée selon la méthode de RAY,
ltactivité enzymatique de la fraction "crépe surnageante® serait donc
due fort probablement aux cellules plus ou moins brisées.

6 - Par contre, une activité enzymatique de 30% de 1l'homogénat total
et de 75% du surnageant post-nucléaire a été trouvée dans la fraction
cytosolique. ’

Ces 5 types différents de fractionnements cellulaires qui
nous ont permis de préparer des fractions enrichies en mitochondries
lysosqmes, microsomes, noyaux et menbranes plasmiques, nous aménent
donc a conclure & la présence de 1'endd-p—N-acétylglucosaminidase dans
la fractionacytosoliéue. Cependant,cette étude ne permet pas de conclure
ad la présence de cette endoenzyme uniquement dans le cytosol car, d'une
part, les mesures d'activité ont été réalisées sur des fractions cellu-~
laires dont nous n'avons pas vérifié le degré de pureté par deé enzymes
marqﬁeurs et par microscopie électronique et, d'autre part, seul un
type de substrat glycopeptidique a été utilisé pour déterminer 1l'acti-
vité enzymatigue.

La localisation cellulaire de 1'endo-p—N—acétylglucosamini-
dase dans le'cytosol pbse un probléeme. En effet, si cette endoenzyme
est une enzyme de dégradation et agit; en premier lieu, lors du catabo-
lisme d'une glycoprotéine de type oligomannosidique, cette glycoproteine
devrait d'abord &tre présente dans le cytosol de la cellule pour y
subir l'action de 1'endo—PeN-acétylglucosaminidase puis ce sont les
produits de dégradation qui devraient pénétrer dans les lysosomes pour
¥ subir une dégradation plus compléte. Cette hypothése suppose un théma
de cataboliéme des glycoprotéines beaucoup plus cémplexe que celui

envisagé jusqu'ad présent.
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En conclusion, les résultéts que nous avons obtenus,- qui
sont en faveur della présence dans le cytosol d'une activité endo-P-
N-acétylglucosaminidasique agissant sur des glycoamino-acides de type
oligomannosidique, n'excluent pas la possibilité de la présence, dans
les lysosomes, d'une activité:gpdo—p—N—acétylglucosaminidasique agissant
sur-des glycopeptides oun de§ giycoprgtéinessdettype.N-acétyllactosami-
nique, L'utilisation de’différents-substrats de tyﬁe N-acétyllacto-
saminique plus ou moins dégradés par l'action d'exoglycosidaseset
Y'utilisation au cours du fractionnement cellulaire d'inhibiteurs de
protégses qui pourraient éventuellement empécher la dégradation de
1'endoenzyme lysosomiale, si celle-ci existe, devraient apporter rapi-
dement une réponse 5 ce probléme important de localisation subcellulaire

des»endo-p—N—acétylglucosaminidases dans le foie de rat.
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