
'No d'ordre : 699 
4 05 

THESE 
présentée à 

L'UIIVERSITE, DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE L l L i i  
puur but~rrii it: L I  i i a  Le 

DOCTEUR DE TROlSlEME CYCLE 
EN BIOCHIMIE APPLIQUEE 

par 

Jean -P ie r re  DUCATILLON 

R'ECHERCHES SUR L A  LOCALISATION CELLULAIRE 
DE L *  ACTlVlTE E N D O - p - N -  ACETY LGLUCOSAMINIDASIQUE 

DU FOIE DE RAT 

Soutenue le 24 juin 1978, devant la Commission d'Examen 

M .  J. MONTREUIL Président 

Melle G.  SPI K Rapporteur 

M. G. STRECKER Examinateur 





TAJ3LE DES MATIERES 

Pages 

INTRODUCTION 

1 - D E F I N I T I O N  

, A - E?JDOHEXOSAiY INIDASES BACTERIEXNES 

1 - Diplococcus pneumoniae type 1 

2 - Streptomyces griseus 

3 - Clostridium perf r ingens  

4 - Saccharomyces ce rev i s i ae  

B - ENDOHEXOS .G.!INID!SE PESZ?JTE D9VS D 3 S  T I S S U S  

VEGET AUX E T  A'1Iil;AUX 

III- PROPRIETZS DZS DTDO- b -IJ-4C3TYLGLUCOSA:~:I7_;ILDPSES 

, 1 - Masse moléculaire 

2 - Composition en ac ides  aminés 

B - P R O P R I Z T 3 S  ENZYi'ATIQUZS 
- -- 

1 - pH optimum e t  s t a b i l i t é  en fonct ion du pH 

2 - Influence de l a  t eapé ra tu re  

3 - Action des e f f e c t e u r s  

4 - S p é c i f i c i t é  d 'ac t ion  



TRAVAUX PERSONNELS 

M A T E R I E L S  E T  METHODES 

ISOLE24ENT E T  ETUDE DU 

SUBSTRAT GLYCOPEPTIDIQUE 

I - PREPARATIONS D Z S  GLYCOPEPTIDES 

A - HYDROLYSE PRONASIQUE 

B - MARQUAGE DU GLYCOPEPTIDE DE L'OVALBUBIINE PAR - 
N- ACETYL ATION 

1 - N-acétylation du glycopeptide 
2.-  Purification du glycopeptide-N-acétylé 

II - PREPARATION DU TEBIOIN N- P -ASPARTYL-GLUCOSMINYLAl4INE- 

N- ACETY L E  

PREPARATION DE DIFFEFtENTES F R A C T I O N S  

A P A R T I R  DU FOIE D E  RAT 

Pages 
. . 

1 - PREPABATION D'UNE FRACTION RZNFEXZIv~ANT L t A C T I V I T E  END0 - f i  - 25 

N - A C E T Y L G L U C O S A I ~ l I N I D A S I ~  A P A R T I R  DU F O I E  DE RAT TOTAL 

II - PREPARATION DE D I V E R S E S  F R A C T I O N S  CELLULAI-SES BRUTES 25 

IIr - PREPARATION D E - F R A C T I O N S  E N R I C H I E S  EN CERTAINS ORGAIJITES 2 7 

A - PREPARATION D'UNE FRACTION E N R I C H I E  EN l*GldBRANES 

B - PREPARATION D' UNE FRACTION E N R I C H I E  E N  NOYAUX 



C - PREPARATION D'UNE FRACTION E N R I C H I E  EN LYSOSOMES, - 
PEROXYSOITES E T  MITOCHONDRIES 

""D - PREPARATIOIJ D' UNE FRACTION CYTOSOLIQUE 

MISE EN EVIDENCE DE L '  A C T I V I T E  

ENDO- EJ- N- ACETYLGLUCOS~~TINIDASE DANS LES 

D I m R E N T E S  F R A C T I O N S  DU F O I E  D E  RAT 

1 - ACTION D E S  D I F F E R E i J T E S  PREPARATIONS ENZYIIATIQUES DU F O I E  

D E  RAT S U R  L E  GLYCOPEPTIDE-N-ACETYLE DE L'OVALBmINE 

II - I D E N T I F I C A T I O N  D E S  P R O D U I T S  DE L A  RBACTION EfJZYMATIQUE 

A - SEPARATION CHROIIIATOGRAPHIQUE 

B - REPERAGE D E S  FRACTIONS RADIO-ACTIVES 

C - ETUDE D E S  COI4POSES N-ACETYLES S E P A F G S  PAR 

,. 
CHRO3lATOGRAPHIE SUR P A P I E R  

E T U D E  DU S U B S T W  U T I L I S E  

1 - ETUDE DU SUBSTRAT GLYCOPROTEINIQUE 

II - ETUDE DU SUBSTRAT GLYCOPEPTIDIQUE 

A - COMPOSITION EN A C I B E S  AT4l3l"lIS 

B - COMPOSITION EN MONOSACCHARIDES 

C - CONCLUSION 

III - ETUDE DU SUBSTRAT G L Y C O P E P T I D I  QUE ( 1 4 ~ ) - ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  

Pages 

32 .- 



ETUDE DES CONDITIONS OPTIMALES 

DE CA REACTION ENZYMATIQUE 

I - CINETIQUE D'HYDROLYSE 

II - DETERII~INATION DU PH OPTIMUM D' ACTION 

III - TEMPERATURE OPTIMALE 

I V  - CONCLUSION 

RECHERCHE DE LA FRACTION CELLULAIRE CONTENANT 

L' A C T I V I T E  ENDO- B -N-ACETYLGLUC0SAlTI:NIDASTQUE 

1 - A P A R T I R  DE FRACTIONS CELLULAIRES BRUTES- 

II - A PARTIR DE FRACTIONS E N R I C H I E S  EN CERTAINS ORGAVITES 

A - A PARTIR D'UNE FRACTION E N R I C H I E  EN KEMBRANES 

P L  ASMI QUES 

B - A PARTIR D'UN3 FRACTION E N R I C H I E  EN NOYAUX 

C - A PARTIR D'TJl?E FRACTION E N R I C H I E  EN LYSOSOIIIES. 

PEROXYSObZS E T  MITOCHONDRES 

D - A PARTIR D'UNE FRACTION CYTOSOLIQUE 

CONCLUSIONS GENERALES 

Pages 

46 

BIBLIOGRAPHIE 



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

Les glycoprot~ines sont des molécules issues de l'associatios 

d'une protéine et d'un groupement prosthétique de nature glucidique. 

Les glycoprotéines peuvent Btre divis6es en deux iqqms- suivant la 

manière dont se lie le groupement glycannique 8 la protéine . Eh effet, 
les auteurs âistinguent les glycoprotéines à liaison O-glycosidique et 

les glycoprotéines à liaison N-glycosidique . 
Des travaux récents et en particulier aeux de MONTREUIL (1) 

sur la structure des glycoprotéines permettent de classer les glyco- 

protéines à liaison N-asparaginyl-glucosamine en deux groupes distincts .. 
-les glycoprotéines de type oligomannosidique i 

-les glycoprotéines de type N-ac6tyllactosminique . 
Les structures de ces deux groupes sont schdmatisées sur la 

figure 1  page 2 . 
11 semble d'ailleurs de plus en plus que ces deux groupes de 

glycoprotéines possèdent un noyau pent asaccharidique oommun . 
(lan) 3 -, GlcNAc + GlcNAc + Asn 

L'étude d'oligosaccharides tissulaires ou urinaires de différentes 

maladies lysosomiales , caractérisées par des déficits de l'activité 
d'hydrolases acides des lysosomes , montre une accumulation de composés 
incomplètement dégradés provenant le plus souvent du catabolisme des 

glycoconjugués . Ces oligosaccharides possèdent une N-acétylglucosamine 
en position réductrice terminale ( NORDEN et al. (2,3) , STRECKER et .al. 

(4)) 
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Nous remarquons d'autre part dans d'autres maladies , notam- 
ment l~aspartylglucosaminurie , une accumulation de Asn-GlcRAc (JENNER 

et al.. (5) , P U 0  et al. (6)) i Ces observationssugg&rent donc l'existence 
7 - 
&ans les tissus humains d'une endo-p-N-acétylglucosaminidase agissant 

au niveau du di-M-acétylchitobiose ( GlcN~o-G~CNAO) proche du point 

d'attache du glycanne lié 'au peptide ou à la protéine . 
La plupart des enzymes caractérisées , dégradant les chaînes 

p~lysa~charidi~ues des glycoprot &ines , sont des exoglycosidases libérant 
des monosaccharides B partir de ltextr6mité non réductrice de la chaîne 

I 
Cependant , récemment , MüiUMATSU (7) puis d'autres auteurs , 

ont mis en évidence une endohexosaminiriase qui libbre la chaîne oligo- 

saccharidique de la chaîne protéinique des glycoprotéines. 

L'étude d'une telle enzyme présente un grand intérêt i Tout 

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

1s structure glycannique de certaines glycoprotéines (tels les traveaux 

de TRIMBLE et al.(&)); puis an intér8t métabolique : en effet , la loca- 
lisation cellulaire de cette enzyme permettra de mieux comprendre le 

catabolisme des glycoprotéines ; enfin grgce à l'utilisation de cette 

enzyme nous pourrons éliminer les chaSnes oligosaccharidiques des glyco- 

protéines et ainsi mieux comprendre le r81e biologique de ces chalnes , 

Bous nous sommes plus particulièrement attachésau problème de 1s 

localisation cellulaire de ltendo-P-~-acétyl~lucosaminidase et à sa mise 

en evidence dans le foie de rat . Pour cela nous avons utilisé comme 
NISH1C;AKI - 6% al. (9) un substrat oligomannosi&q~a . Cependana cette 

,' étude devra être complètée en utilisant comme substrats des glycopeptides 

N-acétyllactosaminiquesavec ou sans acide sialique . Ceci nous permettrait 
de jetsr les bases du catabolisme des glycoprot6ines encore relativement 

mal conna 





ýÿ depuis quelques années de nombreux auteurs ont mis en évidence 

des endoglycosiàases agissant sur différents substrats saccharidiques : 

d'une part , différentes endoglucanases (JONES - et al. (IO) YAMANOTO 

et al,(11) WILSON et al,(12) BATHCATE et al.(13) MANNERS et al(14) et - 
et endomannases (KUZNETSON et al. ( 15) , WADSTROM - et al, (16) ) agissant 

à l'intérieur de chaPnes saccharidiques ; d'autre- pa& , une endo-&@ 
-act5tylglucosaminidase isolée de Sta~hylococcus aureus (NAKAJIMA et al, 

(17)) ,- de Clostridium perfringens (MARTIN et al. (18)) et d'une préparation 

d'#-amylase d'orge (IWATA et al, (19)) hydrolysant la muréine de la 

paroi cellulaire bacterienne en libérant des peptido-glycannes possédant , 
I 

une N~acétylglucosamine en position terminale réductrice . üne endo-p 
galactosidase a également été isolée de Escherichia freundii par.FüKUDA 

et al. (20) et de Diplococcus pneumonia par TAKASAKI et KOBATA (21) - 
hydrolysant des chaînes polysaccharidiques au niveau de résidus de 

galactoses internes. 

Enfin trois types d'endoglycosidases , nous intéressant plus 
spécialement ont été mis en évidence. Ces enzymes sont actives sur le 

polysaccharide attaché par une liaison asparaginYi-N-acétylglucosamine 

ou s6ryl-N-acétylgalactosamine 3 une protéine. 

Le premier type est une glycoaspartamidase (YAMASHINA et al. 

(22)). Cette enzyme hydrolyse la liaison amide N-acétylglucosamine - 
asparagine si l'asparagine n'est pas conjuguée à d'autres acides amin6s.. 

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-o(-N-acé~ylgalactosaminidase 

hydrolysant la liaison N-acétylgalactosaminide de la sérine ou de la 

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



Le troisième groupe d'enzyme est constitué par les endo+-~- 

-acétylglucoaminidases hydrolysant le résidu di-N-acétylchitobiose du 

noyau pentasaccharidique des glycopeptides. Ce sont ces enzymes que nous 

6tudierons plus spécialement . 
Nous verronssusseccivement le mécanisme d'action , la répartitiori 

et les principales propriétés de ce groupe d'enzymes . 
1 

1 - DEFINITION 
Les endohexosaminidases étudiées sont des enzymes qui hydrolysent 

le résidu di-N-acétylchitobiose du noyau pentasaccharidique des glyco- 

peptides en un oligosaccharide possédant une N-acétylglucosamine en . 
position terminale réductrice , et'en un composé peptidique sur lequel 
s'attache le deuxième résidu N-acétylglucosamine en position terminale 

non réductrice . 
l * I 

R + GlcNAc -j GlcITAc -+ Asn 

B j GlcNAc .+- GlcNAc j Asn 

I I 

La mise en Qvidence de l'enzyme a ét6 faite dans différentes 

souches bactériennes et dans des tissus de cerhins végétaux et animaux 1 
II -- REPARTITION : * 

\ * 

I- Diplococcus pneumoniae type 1 
C'est en 1971 que lllUIIUMTSU (25) a mis en évidence une enzyme 



prépar6e à partir de Diplococcus pneumoniae type 1 libérant un oligosamha- 

ride contenant du mannose et de la N-acétylglucosamine à partir des 

$-globulines de niyélome de souris . Cette enzyme a été appelée endo- 
9-N-acétylglucosaminidase D . 
2 - Streptomyces griseus : 

Parallèlement TARXNTINO et coll ,, (26) ont extrait une enzyme 

de ce type à partir d'une préparation de Streptomyces priseus . 
Aujourdlhui il a été montré que l'enzyme provenait en réalité d'une 

préparation de Streptomyces plicatus ( TARENTINO et PIALEY (27)) . 
Cette enzyme agit aussi comme une endo-P-N-a~étyl~lucosaminidase 

l sur la liaison P-1,4 I? acétylglucosaminide du résidu di-N-acétylchitobiose 

présent dans de nombreuses glycoprotéines . 
Par la suite , cette pr6paration a été fractionnée en une endo- 

L~N-acétylglucosaminidase L et en une endo-P-N-acétylglucosaminidase H 

(TARENTINO et coll (28)) 

3. - Clostridium perfringens : 
Après que CHIEN et coll. ( 2 9 )  aient mis en évidence une endo- 

-~N-acétylglucosaminidase dans une préparation commerciale de 

neuraminidase extraite de Clostridium perfrigens , ITO et a1.(30) ont 

démontré l'existence de deux enzymes de ce type mais de spécificités 

différentes dans cette même souche bactérienne . 
4 - Saccharomyces cerevisiae r 

NAKAJIEIA - et al. (31) supposenti l'existence d'une enzyme de ce 

type àans Saccharomyces cerevisiae libérant dans le milieu un résidu 

oligosaccharidique contenant 18 mannoses et une N-acétylglucosamine en 

pdsition réductrice terminale . 



BI - ENDOHEXOSAMINIDASE PRESENTE DANS DES TISSUS VEGETAUX 

ET ANIMAUX . 
Dans le règne végétal, OGATA-ARAUWA et al. (32) ont caraot éris é - 

l 
une endo-l)-N-a~étyl~lucosaminidase dans un extrait de figue , Par la 

l ~ suite,CHïEN et al.())) ont montré l*existence de deus enzymes de ce 

type de spécificit6s différentes dans la sève de figuier . 
D ~ S  le ragne animal une m&me activité endohexosaminidasique 

a ét6 mis en évidence par TARENTINO et MALEY (34) dans 1 'oviducte de 

poule et par N I S H I G A K I  et al. (35) dans différents tissus de mammifères - 
tels que le foie , la rate , et le rein de rat ainsi que dans le foie 
e t  la rate de poro . a f i n  la présence dtune endo+-~-acétyl~lucosamini- 

1 

dase a été démontrée dans le foie humain par BOERSMA et a1.(36) . - 

Parmi ces différentes sources,seules les propriétés physico- 

-chimiques de l*endohexosaminidase H isolée de Streptomyces plicatus 

ont été plus spécialement étudiées par TARENTINO et 0011. (37) . Pour 
les autres sources nous ne possédons pratiquement que des renseignemente 

concernant les propriétés enzymatiques que nous essaierons de rassembler 

dans le chapitre suivant . 
1 - Masse moléculaire z 

La masse moléculaire de l'endo-P-N-acétylglucosaminidase ïT 

- s été déterminée par centrif'ugation analytique et électrophorèse en gel 

de polyacrylamide avec du dodécyl sulfate de sodium . Cette masse 
moléculaire est de 28 000. 

Récemment la masse moléculaire de l'endoeneyme isolée de 

ltoviducte de poule a été déterminée par TmBïTINO 6% MALEX (38) et est ,. 
de 56 000 . 



2 - Composition en acides aminés t 

La protéine enzymatique H çont ient approximativement 4 6  

d'acides aminés neutres tels que le glycocolle , l'alanine , la 
valine , la leuoine et llisoleucine . 

Cette protéine contient en outre 3 résidus de méthionine 

et un résidu d'acide cystéique . 
Bo- PROPRIETES ENZYMATIQUB t 

Les propriétés enzymatiques des endo+-N-acétylhexosamini- 
- = -+ 2 .. , - 
dases dloriginerdifférentes ont été partiellement étudiées . Les 
renseignements que nous possédons concernant ces propriétés sont les 

suivants r 

1- PH optimum et stabilité en fonction du pH r 

Gonune nous le montre le tableau 1 les endoq-N-acétyl- 

glucosaminidases , suivant leur origine , présentent un pH optimum 
- différent , variant de pH 790 à 590 . 

2 - Influence de la tem~érature : 
Aucune étude de la variation de l'activité enzymatiQue en 

fonction de la température n'a été faite jusqulà présent . Seul 
TARENTIN0 et coll . (39) indiquent que 1 ' endo-P-N-acétylglucosaminidase 
H ne perd pas son activité aprbs lyophilisation ou apres des congéla- 

tions et décongélations successives . 
3 - Action des effecteurs : 

Selon KOIDE et coll. (40) et comme nous le montre le tableau 

TI ( p ~ ~ ) ,  1 * endo-r)-N-acétylglucosaminidase D est inhibée par le manrase . 
Par contre , le glucose , le galactose et la N-acétylglucosamine ne 
semblent pas avoir d'effet sur celle-cf . 

Le méthyla-mannoside et le p-nitrophénylq-mannopyranoside 



TABLEAU 1 

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

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

Diplococcus pneumoniae D 

Enzyme 

1 Streptomyces qriseus H 

pH optimum 

Foie de porc, 

Oviducte de poule 

p. 100 dtactivitd 
résiduelle 

5 9 3  8 9 2  

l 

Référence 

KOIDE et ~011.(41) 

ITO et al. ( 4 3 )  

NISHIGAKI et Coll. 

(443 

TARENTINO et Coll. 

(45 1 



Effet de dyféreîzts C O I ~ ~ O S ~ S  SUY Z 'activité des 

endo-1  -N-acéty lglz~cosnnzi~zidases D et II 

(KOIDL' ct al.  ( 4 6 )  ) -- 

concent?-a tion el2 nzétlzy - H -nzan~zos ide est de 0,5 M .  

Conzpos és 

Ed~~zoifz 
Maîznos e 

Glucose 

Ga la ctos e 

N-a céty lglzl cosiaî~ziïze 

Métlzy 1 H  -nzn~z:zoside 

fi -Nitrophéîlyl 

y nzannopyrn~zoside 

p-Nityoplzény 1 

dglucopyra~zos ide 

IlIa~znczne de leuzlre 

Hgc12 
Clzloî-ozzzevc~~~obenzoute 

ED TA 

Concert tra tiotz 

h 

0, 5 

O.; 5 

O, 5 

0, 5 

O, 05 

O, O1 

O, O1 

15 jîzg/mZ 

O ;O1 

0, (31 

O, 035 

I 

p.lOO d'activité 
résiduelle 

D 

1 O0 

6,1 

82,8 

76,9 

108 

46,5 

30, O 

97,l 

106 

1 O0 

H 

1 O0 

80B1 
l 

79,: 

89,7* 

1 05 

1 05 

38, O 

40, O 

70, O 



sont aussi des inhibiteurs . Le p-nitrophénylq-mannopyranoside se 
révble 8tre un inhibiteur compétitif se fixant au voisinage du site 

oatalytique de l'enzyme . 
Ces différents composés ne semblent pas influencer l'action 

de l'endo-P-N-aoétylglucosaminidase H . Par contre,celle-ci est 

sensible aux mannanes de levure . 
Ces résultats nous montrent donc que nous nous trouvons en 

présence d'au moins deux types d'enzymes différents , à spé~ificit8~- 

d'action 'diférente . 
4 - Spécificité d'action : 

Nous avons vu que des endo-p-N-a~étyl~lucosaminidases ont 

été'isoléesde . -- différentes sources . 11 semble que ces endoenzymes 

possèdent des spécifioités d'action différentes . Nous allons tenter 
ioi de définir leur spécificité . Les résultats sont rassemblés dans 
les tableaux III et -IV (p~3e3 p ~ 4 )  . 

a - Spécificité d'action de llendo-~-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-j)-N-acétylglucosaminidase appelée L ou "Light" , encore très 
peu étudiée actuellement , active sur ~sn(~lc~~c)~(~an), . Cette enzyme 
semble 8tre spécifique des cha'lnes légères et n'agit sur aucun glyco- 

peptide de masse moléculaire plus importante . 
L ' endo-/LN-acétylglucosaminidase H ou "heavy" n'agit que sur 

des glycoprotéines , glycopeptides et dérivés glycosylasparaginiques 
du type oligomannosidique possédant au moins 3 mannoses ma able au III 

p13) . Par contre , elle est inactive sur des glycopeptides de type 
N-acétyl-lactosaminique , intacts ou partiellement hydrolysés . 
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L'asparagine n'est pas nécessaire B l'hydrolyse . Selon TARENTINO et 
I MALEY (57) le fucose attaché au niveau du di-N-acétylchitobiose ne 

I permet pas l'action de celle-ci sur le glycopeptide suivant : 

I ( B ~ ~ ) ~ A S ~ ( G ~ C N A C )  Z(Han) (F'uch j par contre, cette enzyme est active sur 3 

I ce composé défuoosylé , ceci contrairement aux résultats donnés par 

I âRAKAWA et a1.(58) où l'enzyme ne semble avoir aucune action sur les 

I deux composés . 
b - Spécificité d'action de l'endo-P-W-acétylglucosaminidase' 

I D isolée de Diplococcus pneumoniae : 

Le tableau III (p~j) nous montre que 1 ' endo-fl-N-acétylgluco- 
saminidase D zgi+ sealement sur des glycopeptides de type N-acétyl- 

lactosaminique préalablement hydrolysés par la neuraminidase , la 
pgalactosidase et la p-N-acétylglucosaminidase . La présence ou 1' 
absence de f'ucose sur le résidu di-N-acétylchitobiose ne semblent 

pas intervenir dans la spécificité d'action de cette enzyme . 
I -. 

Récemment ITO et al.(59) ont démontré que l1endo-r)-N-acétyl- 

glucvaminidase D est également active sur un glycopeptide'd~irnmuno- 
\ 

globuline de type G (I~G) une chaîne intacte et une chbîne * 

hydrolysée jusqu'au mannose du noyau pentasaccharidique . Après action 
1 de l'at-mannosidase , ce glycopeptide devient résistant à l'action de 

I C 
l'endo-e-N-acétylglucosaminidase D . Le résidu mannose semble donc 

1 .  nécessaire à l'action de cette enzyme . 
D'autre part , cette enzyme est active. sur ml dérivé glyco- 

peptidique de l'ovalbumine dont la structure est indiquée sur la 

figure 2 page 16 . 
Par contre , l'enzyme n'est pas active ~ur~l'homologue supé- 

rieur de ce glycopeptide de composition (~an)~(~lc~~e);~sn possédant 

I un résidu mannosyl en plus , lié enocf-2 sur le mannose marqué dqune 





astérisque . Il semble donc que la spécificité envers le substrat 
soit b s g e  s w  fa présence d'un résidu mannosyl libre lié sur le 

~ésidu mannosyl , lui-mgme lié en@ sur le di-N-acétylchitobi~se . 
o - Spécificité d'action des endo-9-N-acétylglucosaminiàases 

isolées de Clostridium perfringens t 

~écemment ITO et al. (61) ont démontré l'existence chez - 
Clostridium perfringens de deux types d'endo-P-N-acétylglucosaminidases 

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

N-ooétyllactosaminique de même nature que ceux hydrolysés par l'endo- 

enzyme isolée de Diplococcus pneumoniae , tandis que C ne semblehydrolyser 9 1 

que des glycopeptides de structure oligomannosidique mais possède 

cependant une spécificité plus étroite que l'endoenzyme H isolé de 

Streptomyces plicatus . E ~ I  effet selon TAI et al. (62,63) llendoenzyme - 
C~~ doit posséder un résidu mannosyl (branohé en a 1-3 sur le mannose 

branché en p -voir fi&. 4-) non substitué en C-4 . 
& - Spécificité d'action des endo-j)-N-acétylglucosaminidases 

isolées de la sève de figuier : 

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

sève de figuier également deux types dlendo-PN-acétylglucosaminidases 

nommées F et FII . L'endoen~yme F agit de la même manière que 1 'endo- I 1 

ensyme' D isolée de Diplococcus pneumoniae tandis que P semble avoir II 
les memes caractéristiques de spécificité que l'endoeneyme H . 

e - Bpécifioité d'action de l'endo-l)-N-acétylglucosaminidase 

isolée de l'oviducte de poule : 

Cette enzyme étudiée par TARENTIN0 et al. ( 6 5 )  semble n'hydro- 

lyser que des glycopep+,ides de type oligomannosidique . Cependant cette 
enzyme est capable d'agir sur le glycopeptide (AA) Asn (ÇZCNAC)~(M~~) 

X 3- 
(F'uc), se rapprochant des glycopeptides de type N-acétyllactoaaminique . 



f - Spécificité d'action de l'endo-P-3-aoétylglucosaminidase 

de foie de porc : 

La spécificité.dtaction envers le substrat de l'enzyme de 

foie de porc a peu été étudiée jusqutà présent . Cependant,il semble 
que cette enzyme n'agisse que sur des glyoopeptides de type oligo- 

g - Conclusions concernant les spécificités d'action : 

Il. semble qu'il existe dans la nature au moins deux types 

dtendo-P-N-acétylglucosaminidases t un premier gronpe n'hydrolysant 

que des glycopeptides de type oligomannosidique , se rapprochant de 
ltendo-J3-N-acétylglucosaminidase H et un deuxième groupe n'agissant 

que sur des glycopepti,des de type N-aoétyllactosaminique ayant déjà 

subi l'action dtexoglycosiOases ( tel que ceux décrit dans le tableau 

III page 13 ) , s e  rapprochant ainsi de 1 ' endo-J?-N-acétylglucosaminidase 

D . NOUS avons essayé de classer les différentes endo-P-N-acétylglucos- 
aminidases décrites plus haut dans le tableau V page 19 . 

Cependant il devrait exister dans la nature d'autres endo- 

-P-3-acétylglucosaminidases à spécificité d'action différentes car 

certains auteurs (STBECKER et al. (66)) ont mis en évidence dans les 

urines de certains malades des composés polysaccharidiques de nature 

N-acétyllactosaminique possédant une N-acétylglucosamine en position 
- - - 

réductrice terminale . Ces stuctures ne peuvent provenir 'que de 1 'hy- - 
drolyse de glycoprotéines par une endo-13-N-acétylglucosaminidase . 



Essai de classification des endo-P-N-acétylglucosaminidases 

isolées de diverses sources. 
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TRAVAUX PERSONNELS 



MATERIEL ET NETHODES 



ISOLEMENT ET ETUDE DU SUBSTRAT GLYCOPEPTIDIQUE 

Les analyses enzymatiques ont é té  effectuées essent ie l le-  

ment sur l e  glycopeptide provenant de l'hydrolyse pronasique de 

l'ovalbumine Sigma V N o  A 5 503. 

. Le choix de ce substrat  provient du f a i t  q u ' i l  s ' ag i t  

drune glycoprotéine de type oligomannosidique dont l a  s t ruc ture  

donn-ée p. 1 6  e s t  hydrolysée par l'endoenzyme de fo i e  de rat 

(NISHIGAKI e t  a l .  (67 ) ) . 

1 PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES 

A - HYDROLYSE PRONASIQUE . 

Le glycopeptide a é t é  obtenu par hydrolyse pronasique 

de l'ovalbumine selon l e  protocole décr i t  par YAMASHINA e t  MAKINO 

(68) modifié selon MONSIGNY, ADAM-CHOSSON e t  MONTREUIL (69). 

Après passage sur colonnes d'échangeurs d'ions, l e s  

glycopeptides sont pur i f i és  par ge l  f i l t r a t i o n  sur  des colonnes 

de Biogel P 30 ( 2  x 25 cm). Ltélution de l a  colonne e s t  réa l i sée  

par de l 'eau d i s t i l l é e  e t  l e  repérage des constituants présents 

dans l ' e f f luen t  e s t  obtenu en dosant l e s  glucides par l a  méthode 

calorimétrique au phénol-sulfurique (DUBOIS e t  col l .  (70) ). 

N - ACETYLATION 

Le glycopeptide na t i f  a é t é  N - acétyl6 par l'anhydride 

14 acétique ( C) selon l a  méthode modifiée de KOIDE e t  MURA14ATSU (71). 



1 - N-acétylation du glycopeptide : 
A 2 r M  de glycopeptide de 170valbuminedissoutes~dans200 y1 

d'une solution de NaHCO à 0,s , on ajoute à -20° C 70 pl d*une solu- 3 
tion d'anhydride acétique (53 mCi par m mole ) dans de Ilacétone ( 18,4 pl 1 
d'anhydride acét igue contenue dans 200 r 1 d'acétone) . 

Il est important de respecter les quantités ci-dessus car 

un déficit en anhydride acétique provoque une N-acétylation partielle 

tandis qu'un excès provoque'une dé-N-acétylation du glycopeptide . 
La réaction s'effectue à la temperature du laboratoire 

pendant 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-acétyl6: 

La solution de glycopeptide-N-acétylé est ensuite purifiée 

par gel filtration sur une colonne de Biogel P (1 x 50 cm) * L'élution 2 

de la colonne est réalisée par de l'eau distillée à un débit de 

8 ml/h ; des fractions de 1 ml sont recueillies. Le repérage du 

glycopeptide-N-acétyle dans 1 ' effluent est obtenu 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 TESIOIN N-p-ASPARTYGGLUCOSAMINYLABIIINE-N-ACETYLE 

La N-P-aspartyl-glucosaminylamine témoin a été préparée, 

dans un premier temps,selon le protocole décrit par MONSIGNY ,ADAM- I 
CHOSSON et MÔNTREUIL (73), à partir du glyco-arnino-acide f3 de 

l~ovomuco~de,puis dans un deuxième temps,nous avons utilisé une 

préparation commerciale Sigma. 



Dans l e s  d m  cas, l a  pureté du composé a é t é  vé r i f i ée  

pas analyse 5 l'auto-analyseur BECKI4ANN après hydrolyse ( H C ~  5,6 N,  

100' C, 24 heures) e t  pa. chromatographie en phase gazeuse après 

néthanolyse (méthanol-HC~ 0,5 e t  1,5 N, 800 C pendant 48 heures). 

La  N-Faspartyl-glucosaminylamine e s t  ensuite N-acétylée 

par de l'anhydride acétique (14c) dans l e s  conditions décr i t es  

précédemment, puis étant  donné sa f a ib l e  masse moléculaire, pur i f iée  

par une électrophorèse préparative sur papier 'Whatmann 3 MM sous une 

tension de 400 vo l t s  (7 volts/cm) pendant 16 heures dans l e  tampon 

pyridine-acide acétique-eau (3  : 1 : 387) de pH 5,4 déc r i t  par 

GR1Mr;lONPfLEZ e t  a l .  ( 74 ) . 



PREPARATIONS DE DIF?Z3RENTES FRACTIONS 

A PARTIR DU FOIE DE RAT 

JCETYLGLUCOS?JïINIDASIQU-k: A PARTIR DU FOIE DE RAT TOTAL 
- 

Lt  endo- P ON-acétylglucosaminidase du f o i e  de r a t  a é t é  

préparée selon l a  méthode préconisée par NISHIGAKI, IdIJRAMATSU e t  

KOBATA (75) en vue de mettre au point une méthode permettant de 

mettre en évidence l ' ac t ion de ce t te  enzyme. 

Des r a t s  mâles de souche Wistw, en général au nombre de 

t r o i s ,  sont décapités ; l e s  f o i e s  sont rapidement prélevés e t  p lacés  

dans un bain de glace. I ls sont ensuite homogénéisés à + 4 O  C dans 

un broyeur Brand en présence d'une solution tampon phosphate de 

sodium 0,05 M de pH 7 , O  (3  m l  par g. de fo i e  humide) pendant 15 m i -  

nutes. ~ 'homo~énat '  e s t  ensuite centr ifugé à 88 000 g pendânt 2 heures. . 

Le surnageant e s t  u t i l i s é  comme préparation d1endo-(9-N-acétyl- 1 
glucosaminidase. 

II PREPARATION DE DIVERSES FRACTIONS CELLULAIRES BRUTES. 

Les di f férentes  f ract ions  ce l l u l a i r e s  ont é t é  préparées 

selon la  méthode modifiée de HOCEBOOM e t  a1.(75 bis). 

Des r a t s  mgles de souche Wistar (généralement au nombre 

de t r o i s ) ,  sont décapités. Les fo i e s  sont prélevés rapidement e t  

placés dans l e  milieu d'homogénéisation (saccharose 0,33 M e t  

acéta te  de Ca 3,3 m ~ )  , maintenus à basse température grâce à un 

bain de glace. Toutes l e s  opérations u l té r ieures  s e '  fon t  à + 4 O  C. 

Le d é t a i l  des opérations' e s t  résumé dans l a  f igure  3 page 26. Les 

f o i e s  sont débarrassés du t i s s u  con jonctif par passage dans l1appa- 

r e i l  de Fischer. LthomogénéPsation se  f a i t  par 5 a l l e r s e t  retours 

du piston de l ' apparei l  de Potter-Elvejehm. 
- - 

~ o u s  adressons nos plus v i f s  remerciements 14e;sieurS R, CACAN e t  

C. DISSOUS qui nous ont formé aux techniques de fractionnenent c e l l u l a i r e  
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L'homogénat e s t  amené à IO0 m l  avec l e  tampon (un m l  e s t  conservé 

pour l 'étude de llendoenzyme), Lfhomogénat e s t  r épa r t i  dans des 

pots de centrifugation du ro to r  J A  20 e t  centrifugé à 2 000 g pen- 

dant IO minutes. Les culots  sont repr i s  par  l e  tampon e t  réhomogé- 

néïsés par 3 a l l e r r e t  retourrdu piston. On obtient  a in s i  73 m l  de 

culot C contenant principalement des noyaux, des membranes plasmiques, 1 

e t  des ce l lu les  in tac tes  ou plus ou moins brisées. Les surnagearts SI 

(70 ml) sont rassemblés e t  . centrifugés à 6 000 g pendant I O  minutes. 

On obtient  a in s i  de l a  même manière que précédemment 24 m l  de culot  

C contenant principalement des mitochondries e t  du réticulum endo- 
2! 

plkmique. l e  surnageant S2 (69 ml) e s t  a lo rs  centr ifugé à 16 000 g 

pendant I O  minutes. On obtient  31 m l  de culot C contenant des mito- 
3 

chondries, des peroxysomes e t  des lysosomes. Aux 6 3  m l  de surnageant 

S on ajoute du MgCl de façon à obtenir  une concentration f i n a l e  en 
3 2 

MgC12 de I O  niM. Cette solution e s t  a lo r s  centrifugée à I I 3  000 g 

pendant 90 minutes. On obtient  a lo rs  22 m l  de culot C contenant 4 
principalement du réticulum endoplasmique e t  62 m l  de surnageant S 4 
correspondant au cytosol . 

III PREPARATIOTJ Di FRACTIOTJS ENEIICHIZS SfJ CERTAIITÇ ORGJJITZS 

A - PRZPARATION D'UNE FRACTION ETJRICBIE EN IGXBEPXES 

La méthode d'isolement des membranes plasmiques u t i l i s é e  

e s t  c e l l e  décr i te  par RAY ( 76 ) . La préparation comprend deux pa r t i e s  : 

d'abord l a  préparation de l a  f ract ion nucléaire grossière,  puis l e  

passage de ce t te  f rac t ion  sur  un gradient discontinu de saccharose. 
-- - 

Le d é t a i l  des opérations e s t  résumé dans l a  figure 4 p. 28 et 5 p. 29 , 
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FRACTION 

NUCLEAIRE 
GROSSIERE 

MEMBRANES 
PLASMATIQUES 

MITOCHOTJDRIEÇ 

A V A N T  A P R E S  

CENTRIFUGATION CENTRIFUGATION 

2 HEURES A 90  OOOg 

Figure 5 

Schéma du f r a c t i ~ ~ e m e n t ,  par f l o t t a t i on ,  des me~branes plâsmiques 

sur gradient d i s con thu  de saccharose. Les coü.ches de sacckarose l 
sont  exprimées en p. 100 (poids-poids). 



La préparat ion e t  l'homogénéïsation des f o i e s  de rat 

sont  r é a l i s é e s  de l a  même façon que précédemment mais dans 70 m l  

de 'tampon d'homogénéïsation composé d'une so lu t ion  de NaHCO 1 m M  
3 ' 

e t  de C a C 1 2  0,5 mM a j u s t é e  à pH 7,5. L'homogénat e s t  amené à 1 , 2  1 

avec l e  tampon puis c e n t r i f i g é  à 22 000 g pendant 30 minutes. 

Les cu lo t s  (PI) sont réhomogénélsés par  4 à 5 a l l e r s  e t  

re toursdu p is ton  e t  amenés à 600 m l  avec l e  tampon. Ce volume e s t  

cen t r i fugé  à 2 000 g pendant 20 minutes. Les c u l o t s  (pII) (homogénéïsés 

de  l a  même façon que précédemment) sont  amenés à un volume de 300 m l  

e t  cen t r i fugés  à 2 000 g pendant 20 minutes pour donner l e  c u l o t  

P ~ ~ l  
: ce cu lo t  représente  l a  f r a c t i o n  nucléa i re  brute .  

Le culo t  PIII e s t  suspend; dans 1 m l  de tampon e t  mélangé 

à 8 m l  de saccharose 70 p IO0 (p/p). L a  suspension e s t  ensu i t e  

r é p a r t i e  dans des tubes  du r o t o r  SW 25. On place s u r  la  suspension 

8 m l  de saccharose 45 p IO0 pu i s  I O  m l  de saccharose 41 p IO0 e t  

en f in  4 m l  de saccharose 31 p 100. Les tubes sont  ensu i t e  cen t r i fugés  

2 heures à 90 000 g dans l a  centr i fugeuse L2 65 B (BECKMANN). On 

prélave l a  f r a c t i o n  membranaire en t r e  l e s  couches de saccharose 

41 p IO0 e t  37 p IOO. L a  f r a c t i o n  membranaire e s t  a l o r s  r e p r i s e  par  l e  

tampon e t  centr i fugée 15 minutes à 3 000 g. Ce culo t  e s t  a l o r s  r e p r i s  

par 1,8 m l  du tampon dlhomogénéïsation. 

B - PREPARATION D'UNE FRACTION ENRICHIE El? NOY-4UX 

Lafzaction nuc léa i r e  p u r i f i é e  a é t é  préparée selon la  

méthode (légèrement modifiée) d é c r i t e  pa r  CIiAWEAU e t  c o l l .  ( 78 ) . 
Le d é t a i l  des opérat ions e s t  résumé daas l a  f i g u r e  6 p. 31 



F o i e  d e  r a t  

b r o y a g e  

5 a l l e r s e t  r e t o u r s  1 000 t o u r s  d a n s  

s a c c h a r o s e  0 , 3 3  M e t  acétate d e  Ca 3,3mM 

homogéna t 
I 1 2 000 9 . 1 0  m i n u t e s  

c u l o t  (PI) s u r n a g e a n t  (SI 

2 000 g  10 m i n u t e s  

c u l o t  r e p r i s  p a r  s a c c h a r o s e  2 , 2  M 

a c é t a t e  de Ca 3 , 3  mM 

4 0  000 g  6 0  m i n u t e s  

c r ê p e  s u p é r i e u r e  

s u r n a g e a n t  

c u l o t  PII 

2 000 g 10 mn r e p r i s  p a r  s a c c h a r o s e  0 , 3 3  M 

a c d t a t e  d e  Ca 3 , 3  mM 

c u l o t  PII 

f i g . 6 :  Schéma d e s  d i f f é r e n t e s  o p é r a t i o n s  p o u r  l ' o b t e n t i o n  

d ' u n e  f r a c t i o n  e n r i c h i e  e n  noyaux. 
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32 

Les premières étapes de l a  préparation sont identiques 

à c e l l e s  de l a  première préparation. Le premier culot  P obtenu 
1 

(après centr ifugation à 2 000 g pendant I O  mn) e s t  remis en sus- 

pension puis centr ifugé à 2 000 g pendant IC minutes. Le culot  e s t  

a lo r s  r ep r i s  par  un tampon composé de saccharose 2,2 M, acéta te  de 

I Ca 3,3 mbl e t  a jus té  à 75 m l .  

I L'homogénat e s t  centr ifugé.60 minutes à 40 000 g. On ob- 

t i e n t  a lo r s  un culot PII contenant l a  f rac t ion  nucléaire pur i f iée .  

Celui-ci e s t  repr i s  par  un tampon saccharose 0,33 M, acétate de Ca 

I 3,3  e t  centr ifugé I O  minutes à 2 000 g. Le culot  f i n a l  r e p r i s  par  

I 18 m l  de tampon représente l a  f rac t ion  nucléaire purif iée.  

PEROXYSOMES M! MITOCIIONDRIES 
-- 

Cette f rac t ion  a é té  préparée selon l a  méthode de PlTTRRAY e t  - 
a ~ ( 7 8  - bis).,Trois r a t s  mâles de sauche Histar sont décapités. Les 

f o i e s  sont rapidement- prélevés dans l e s  mêmes conditions que 

précédemment e t  placés dans l e  milieu dthomogénéïsation (sacchzrose 

0,25 1vI  e t  T r i s  5 mM a j u s t é  à pH 7,5). Le d é t a i l  des d i f fé ren tes  
. - .  . 

opérations effectuées e s t  résumé dans l a  f igure  7 p. 33 . 
Les fo ies  sont débarrassés du t i s s u  conjonctif e t  hono- 

généïsés de l a  même manière que pour l a  préparation des f r ac t i ons  

ce l l u l a i r e s  brutes (p. 25 ) . Cet homogénat e s t  a l o r s  centr ifugé à 

17 600 g pendant 10 minutes dans l e  ro to r  : JA 20. On obt ient  a l o r s  

deux culots  : un premier culot  rouge formé d'hématies qui  e s t  éliminé 

e t  un deuxième culot C qui e s t  récupéré. Ce deuxième culot  C es% 
1 1 

remis en suspension e t  centr ifugé à 1 0 0 0  g pendant IO minutes. Le 

surnageant obtenu e s t  centr ifugé une deuxième f o i s  à 1 CO0 g pend&?% 

I O  minutes, puis centr ifugé à I7 600 g pendant I O  minutes. Le culot  
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CIV obtenu est repris puis centrifugé de la même manière pendant 

IO minutes. On obtient alors *un culot C principalement constitué 
IV 

de lysosomes, peroxysomes et mitochondries. 

D - PREPARATION D'UNE FRACTION CYTOSOLIQTJX 

Pour prémrer cette fraction, on utilise le dernier 

surnageant S obtenu lors de la préparation précédente. Ce s - m a -  
4 

geant est centrifugé à 81 000 g pendant 45 minutês. Le surnageant 

S obtenu est considéré comme la fraction cytosolique. 
5 



MISE EIJ EVIDENCE DE L' ACTIVITE 

ENDO-p-N- ACETYLGLUCO~ AI~IINIDASIQUE 

DANS 11ES DIFFZFtEXTES FRACTIONS DU FOIE DE RAT 

Les di f fé ren tes  f ract ions  ce l l u l a i r e s  contenant ou non 

l'endo-P-N-acétylglucosaminidase sont u t i l i s é e s  en présence du 

1 ACTION DES DIFFEEENTES PREPAFtATIONS ENZYMATIQUES DU FOIE DE RAT 

SUR LE GLYCOPEPTIDE-N-ACETYLE DE L'OVALBUMINE 

0 , I  m l  de chaque f ract ion ce l lu la i re  préparée précédem- 

ment e t  0 , I  m l  de tampon phosphate 50 mM a jus té  au pH optimum, 

dé f in i t  comme étant pH 7 , O  sont placés à 3 7 O  C pendant 1-heure 

en présence d'une solution renfermant 0 , I  mg de glycopeptide (14c)- 

N-acétylé de l'ovalbumine. L a  réaction e s t  ar rê tée  par 1 'addition 

de 0,2 m l  d'éthanol, l e  mélange e s t  centrifugé à basse v i tesse  e t  

l e  surnageant éthanolique e s t  évaporé à sec. 

IDmTIFICATION DES PRODUITS DE LA REACTIOX ENZYMATIQUE 

L1 action de 1' endo-j3-N-acétylglucosaminidase sur  l e  

glycopeptide-N-acétylé doi t  s'accompagner de l a  l ibéra t ion du 

fragment GlcNAc-Asn-N-acétylé que nous avons cherché à mettre en 

évidence par chromatographie sur  papier. 

A - SEPARATIOX CHROMATOG3-4PHI'UE 

La recherche du fragment GlcNAc-Asn-N-acétylé présent 

dans l e  surnageant éthanolique a é t é  r éa l i s é  par chromatographie 

descendante sur  papier (~hatrnann3) dans l e  système solvant : 

pyridj-ne - acétate d'éthyle - eau (1 : 2 : 2 )  décr i t  par JXRbZ3 e t  



ISHERWOOD (79) pendant 40 à 48 heures. La  v i t esse  de migration 

e s t  contrôlk par un témoin coloré posé sur  l a  même f e u i l l e  de 

papier. 

B - REPERAGE DES FRACTIONS RADIO-ACTIVES 

Le chromatogramme e s t  séché e t  découpé en bandes de 1 cm. 

Celles-ci sont déposées dans des f i o l e s  de comptage contenant 10 m l  

de liquide s c i n t i l l a n t  de composition suivante : 

- 2 g de PPO (2,5 - diphényloxazol) ; 

- 0 ,2  g de POPOP (1,4-bis - 2 (5 phényloxazolyl) benzène) ; 

- toluène q6s.p. 1 l i t r e .  

Les f i o l e s  sont a lo rs  comptées dans un compteur à s c i n t i l -  

l a t i on  l iquide Unilux (~uc lear -~h icago)  , . .  

ETUDE 'DES COKPOSES-N- ACETY LES SEPAR3S PAR CE ROMATOGRAPHIE 

SUR PAPIER 

Les composés N-acétylés qui ont é t é  éluéçaprès chromato- 

graphie sur papier ont é t é  hydrolysés par HC1,  5,6 N à 100° C pen- 

dant 24 heures. L*  asparagine-N-acétylé a é t é  dansylé e t  i den t i f i é  

par chromatographie en couche mince (HARTLEY (80) ). D'autre pa r t ,  

ces composés ont é t é  méthanolysés (méthanol-HC~ 1,5 N à 80' C 

pendant 48 heures) e t  l e s  O-méthylglucosides triflucmacéthylés des 

monosaccharides ont é t é  ident i f  i é s  par chromatographie en phase 

gazeuse selon l e  procédé de ZANETTA e t  a l .  (81). 





ETUDE DU SUBSTRAT U T I L I S E  

1) ETUDE DU SUBSTRAT GLYCOPROTEINIQUE 

L'ovalbumine du blanc d'oeuf de poule, qui  e s t  une prép- 

ra t ion commerciale, s ' e s t  révélée hétérogène en électrophorèse 

su r  bande d'acétate de cellulose. En e f f e t ,  par électrophorèse, 

on sépare un constituant majeur précédé d'une bande plus f ine  non 

ident  i f  i ée  . 

Les compositions centésimales e t  molaires des d i f f é r en t s  

monosaccharides présents dans ce t te  glycoprotéïne sont rassem- 

b lés  dans l e  tableau V I  p 39, 

Les valeurs obtenues en ce qui concerne l a  composition 

molaire en mannose e t  en N-acétylglucosamine ( 3 , 5  : 3 )  di f fë ren t  

de ce l les  données daas l a  l i t t é r a t u r e  (5 : 3 )  par MARSHALL e t  

NEUBERGER ( 82-) . Cette différence peut s'expliquer par l'hé* éro- 

généïté de l'ovalbumine mise en évidence par électrophorèse. 

11) ETUDE DU SUBSTRAT GLYCOPEPTIDIQUE.  

L'hydrolyse pronasique de l a  glycaprotéïne de l'ovalbumine 

nous conduit à un mélange de glycopeptides pronasiques qui ,  f rac t ionné 

su r  colonne de Biogel P nous permet de récupérer à p a r t i r  de 5 g 2 

d'ovalbumine deux f rac t ions  glycopeptidiques : A : 115 mg e t  



TABLEAU : V I  

COIPOSITION CmTESIIdALE ET1I:OLAIRZ EN GLUCIDES 

Ovalbumine de poule 

Composition centésimale 

Monosaccharides neutres 

Composition molaire 



1 t r e  l eu r  composition en acides aminés e t  en monosaccharides. 

A) COBIPOSITION EN ACIDES AId'IINES 

750, r g  de chaque échantillon sont hydrolysés par 750 y 1  

dlHC1 5,6 N sous vide pendant 24 heures à I O 5 O  C. L'hydrolysat, 

apr&s. avoir  é t é  séché e t  lavé au méthanol, e s t  chromatographié sur 

papier dans l e  système solvant de FISHER e t  NEBEL (83 ) : pyridine - 
acétate d'éthyle - acide acétique - eau (5  : 5 : 1 : 3). Ltéchan- 

1 - - 

t i l l 0 n  A nous révèle que de L'acide aspartique e t  de l a  glucosmin* 

tandis que l 'échanti l lon B contient des résidus d'acide aspartigue 

de thréonine, de leucine, de sérine e t  de glucosamine. 

L'étude de ces deux hydrolysats en couche mince bidimen- 

t ionnel le  sur gel  de s i l i c e  G dans l e s  systèmes solvants méthanol ; 

chloroforme ; ammoniaque I7 (2 : 2 : 1)  pour la  première dimen- 

sion e t  phénol ; eau (75 t 25) pour l a  deuxième nous montre exac- 

tement l e s  mêmes résu l ta t s .  1 

Les mêmes hydrolysats, analysés à l'auto-analyseur BECKbIAN, 

nous donnent pour l*échant i l lon A un résidu d'acide aspartique 

I pour 3,6 résidus de glucosamine e t  pour l1 échantillon B di f fé ren t s  l 
acides aminés (acide aspartique ; thréonine ; sérine ; leucine)  e t  

des t races  de glycocolle e t  alanine ; l e  rapport acide aspartique, 

glucosamine étant  de 1 : 4,7. 



B) COMPOSITION El4 MONOSACCHARIDES 

La composition centésimale en oses neutres e t  en osamines 

des 2 f ract ions  A e t  B, a é t é  déterminée à l 'a ide des techniques 

décr i t es  dans l a  revue générale de E1ONTEiEUIL e t  SPI'K: (.84 ), tan- 

d i s  que l a  composition molaire en glucides a é té  déterminée après 

méthanolyse par chromatographie en phase gazeuse selon l a  méthode 

de ZANETTA - e t  a l  ( 85 ) adaptée au laboratoire par  F'ûUWJST ( 86). 

Les r é su l t a t s  de ces analyses sont rassemblés dans l e  

tableau V I 1  p 42'. 

Ces deux f rac t ions  A e t  B ne coAtj.ennent aue des résidus de 

mannose e t  N-acétylglucosamine dans l e s  rapports 3 :1,89 pour 

l 'échanti l lon A e t  3 : Iy71  pour l 'échanti l lon B. 

C) CONCLUSION 

L'étude de l a  compos~tion en acides aminés e t  en glucides 

de l a  f rac t ion  A nous montre que cel le-ci  ne contient uniquement 

que des résidus d'aspargine, de N-acétylglucosamine e t  de mannose : 

l e  rapport aspargine, N-acétylglucosamine étant  de 1 pour 3,6 e t  l e  7 

rapport N-acéty~gluoosatnine e t  mannose de 1,89 pour 3. Ceci nous 

permet de donner l a  composition molaire moyenne de l a  f rac t ion  A : 

pour un résidu asparagine 3,6 résidus de 1q-acétylglucosamine e t  

5,7S résidus de mannose .Cette f ract ion e s t  vraissemblablement consti- 

tuéedtun mélange de glycopeptides III de l'ovalbumine i s o l é  e t  étudié 

par TAI e t  a l .  (86 b i s )  . 



TABLEAU : V I 1  

COMPOSITION CENTESIMALE ET ~ O L A I E  EN GLUCIDES PRESENTS 

DAMS LES GLYCOPEPTIDES PRONASIQUES DE L'OVALB'VMINE 

fraction A fraction B 

Composition centésimale 

Ionosaccharides neutres 

N-acétylhexosamines 

Composition molaire 



L'étude de la composEtion de la fraction B nous montre que 

celle-ci contient outre des résidus asparagine, mannose et . 

N-acétylglucosamine de nombreux autres acides aminés. La compo- 

sition molaire moyenne 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 à l'asparagine, 

soit une composition molaire moyenne de : x résidus acides aminés, 

un résidu d'asparagine, 5 résidus de N-acétylglucosamine, 9 résidus 

de mannose. 

Cette étude nous amène donc à choisir comme substrat glyco- 

peptidique la fraction A dont la composition molaire moyenne se 

rapproche le plus des glycopeptides utilisés par N I S H I G A K I  et al 

(87) pour 1' étude de 1' endo- -N-acétylglucosaminidase présente 

dans le foie de rat et de porc (voir p. 14 ) . 

1 II) ETUDE DU SUBSTRAT GLYCOPPPTIDI~UE(~~C)-N-ACETYLE 

Après avoir marquélà l'aide de l'anhydride acétique marqué 

au carbone 14, le glycopeptide de l'ovalbumine comme nous l'avons 

décrit plus haut, le composé est purifié sur colonne de Biogel Pp. 

on mesure alors la radioactivité sur 5 y 1 de chacune des fractions 

recueillies. La courbe obtenue en traçant les variations de la 

radioactivité au cours du fractionnement présente deux pics 

(figure 8 p. 44 ). Le premier pic correspond au glycopeptide de 

l'ovalbumine marqué. Ce pic se confond d'ailleurs avec la courbe de 

repérage des sucres au phénol-sulfurique. Le deuxième pic, très 

radioactif et négatif au phénol-sulfurique, correspond à de l'acide 



14  Purification du glycopeptkde ( c)-N-acétylé de l'ovalbumine par 

passage sur colonne de Biogel P 
2 

u: Mesure de l a  radioactivité sur 5 y1  de chacune des fractions ' c / l ~ ~  

de 1 m l  recueui l l ies  aprés passage sur colonne de Biogel P 
2' 

e-9: Dosage au phénol-sulfurique des sucres présents dans chacune - 

des fractions . 



acét ique marqué en excès. Nous avons r e c u e i l l i  l a  t o t a l i t é  du 

premier p i c  t o t a l i s a n t  39 633 800 coups par minute pour 5 mg de 

glycopeptide s o i t  15 853 coups par minute e t  par  nanomole de glycopep- 

t i d e .  Après une chromatographie sur papier  de 5 p l  de c e t t e  frac- 

t i o n  (préalablement séchée e t  rep ise  dans 250 y 1  d'eau d i s t i l l é e ) ,  

nous ne retrouvons que 699 592 coups par minute s o i t  pour 5 mg de 

glycopeptide de l'ovalbumine 34 979 600 coups par  minute ou encore 

13 991 coups par minute e t  par manomole de glycopeptide. Ceci 

représente une per te  d'environ II $I de rad ioac t iv i t é .  Cet te  radio- 

a c t i v i t é  s e  retrouve au f r o n t  du chromatogramme e t  représente de 

l ' ac ide  acétique. Le glycopeptide marqué r e c u e i l l i  après  passage 

s u r  Biogel n ' e s t  donc pas t o u t  à f a i t  l i b r e  d'acide acét ique 14c. 

Pour él iminer  l e s  dern ières  t r a c e s  d'acide acétique marqué, nous 

avons r é a l i s é  une chromatographie préparat ive s u r  papier. 



ETUAE DES CONDITIONS OPTIMALES 

Pour l ' é tude  de l'endo-p -N-acétylglucosaminidase conte~iue 

dans l e  f o i e  de rat,  nous avons u t i l i s é  dans un premier temps l e  

protocole d é c r i t  par  NISHIGAKI e t  =,le ( 88 ). La solu t ion  "enzymatique 

brute" a é t é  préparée selon ce protocole. 

50 p l  de c e t t e  so lu t ion  "enzymatique bru ten  ( 2 , 9  mg de 

protéine)  préparée dans une so lu t ion  tampon phosphate de N a  50 rd4 

pH ?,O,  sont  incubés avec I O  p l  de l a  so lu t ion  subs t ra t  contenant 

14 0 ,3  nbl de glycopeptide ( ~ ) - ~ - a c é t ~ l é  de l'ovalbumine à 3 7 O  C 

- pendant 1 heure. La réac t ion  e s t  a r rê t ée  par  l ' add i t ion  de 0 , I  m l  

d 'éthanol puis  cent r i fugé  à basse v i tesse .  Le surnageant e s t  analysé 

par  électrophorèse sur papier à haut voltage, sous une tens ion  de  

73 volts/cm dans l e  système solvant : pyridine - acide acét ique - 
eau (3  : 1 : 387) pH 5,4 pendant 1 heure. 

Après mesure de l a  r a d i o a c t i v i t é ,  nous obtenons un pourcen- 

tage  de l i b é r z t  ion du fragment -aspartylglucosaminylamine-N-acétylé 

d'environ I O  $ a l o r s  que NISHIGAKI e t  a l  ( 8 9 ) ,  pour une expérience 

de 3 heures d' incubation, nous donne un pourcentage de l i b é r a t i o n  

d'hydrolyse de 63 $. Mais ce r é s u l t a t  de I O  % e s t  fortement s u j e t  à 

discussion,~En e f f e t ,  d'une par t  l a  séparat ion des d i f f é r e n t s  pro- 

d u i t s  obtenus après  incubation s e  f a i t  assez mal (de même l e s  té- 

moins u t i l i s é s  s e  séparent faiblement : 16 cmdedistance maximale 



14 de migration pour l e  fragment GlcNAc -Asn ( c)-N-acétylé e t  

14 13 cm pour l e  glycopeptide ( c)-&acétyle de l'ovalbumine), d 'au t re  

p a r t  l e  maximum de r a d i o a c t i v i t é  des p i c s  obtenus e s t  assez  f a i b l e  

(500 à 1 000 cpm) ce q u i  ne permet pas une étude de d é t a i l .  Ceci 

nous a donc amené à changer de méthode de dé tec t ion  des  produi t s  de 

l a  réac t ion  e t  pour c e l à  à r éé tud ie r  l a  réac t ion  enzymatique. 

1) CINETIQUE D'HYDROLYSE 

Pour e f f e c t u e r  une étude c iné t ique  de l 'hydrolyse par 

lVendo-P-N-acétylglucosaminidase, nous avons u t i l i s é  l a  so lu t ion  

"enzymatique brutew préparée selon l a  méthode préconisée par 

A IO0 p l  de l a  so lu t ion  enzymatique préparée dans un tampon 

phosphate de Na 50 mM, pH 7 , O  on a joute  5 y 1  de l a  so lu t ion  subs- 

14 trat contenant 50 nM de glycopept ide- ( c)-N-acétylé de 1 ' ovalbumine 

( s o i t  O ,  1 mg de glycopeptide). Nous nous plaçons a i n s i  à s a t u r a t i o n  

de subs t r a t .  Le mélange e z t  incubé pendant des temps va r i ab le s  à 

37O C puis p r é c i p i t é  pa r  200 y 1  d ' é thanol  e t  cent r i fugé .  Le surma- 

geant e s t  chromatographié su r  papier  dans l e  solvant  pyridine - 
a c é t a t e  d 'é thyle  - eau (1 - 2 - 2) pendznt 40 à 48 heures (vo i r  p. 35 ). 

Après mesure de l a  r a d i o a c t i v i t é ,  nous voyons que 2 s u b s t a n c e  

r ad ioac t ives  sont séparées  par  chromatographie s u r  papier.  Le premier 

p i c  correspond au glycopeptide marqué non hydrolysé, l e  deuxième 

p i c  correspond au P-aspartyl glucosaminylamine-M-acétylé (f  i m r e  3 

P. 4 8 ) .  



Mosure de radioactivité aprés chromatographie sur papier de 40 h. 

àans le système-solvant : pyridine/acétate dléthyle/eau (1:2:2) des 

produits de la réaction de l'endo-P-N-acétylglucosaminidase du foie 

de rat sur le g1ycopeptj.de de llovalbumine (14c)-N-acétylé. 

1 4  A : Témoin glycopeptide de llovalbumine ( c)-N-acétylé . 
B : Témoin ~lc~~c-~sn-(~~~)-l?-acét~lé . 
C t Aprés 30 minutes dsincubation . 
D z Aprés 1 heure d'incubation . 



Figure : -10 

Mesure de radioactivité aprés chromatographie sur papier de 40 h. 

dans le système-solvant : pyridine/acétate d8éthyle/eau (1:2:2) des 

produits de la réaction de llendo-fi-N-acétylglucosaminidase du foie 

de rat sur le glyoopeptide de 1 l ovalbumine (14~)-~-acétylé. 

E : Aprés 2 heures d'incubation. 

F : Aprés 4 heures d'incubation. 
1 

G : Aprés 16 heures d'incubation. 

H t Ternoin acide asnart ique ( 14c )-~-3cétylé. - 1 



TABLEAU VI11 

l Variation du pourcentage d'hydrolyse du glycopeptide 

14 
( C) -N-acétylé de llovalbumine en fonction du temps d'incubation. 

Temps de réaction Pourcentage de libération Pourcentage de 

en heure du fragment 

GlcNAc4Asn-N-acétylé 

formation d'un 

composé migrant 

au niveau de 

l'acide aspartique- 

N-acé tylé. 

O 

trace 



La va leur  de l a  r a d i o a c t i v i t é  du p ic  correspondant au 

fragment GlcNAc -+ Asn(14c) acé ty lé  d iv i s6  par  l a  va leur  de l a  

r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  nous donne l e  pourcentage d'hydrolyse enzy- 
l ~ matique. Les r é s u l t a t s  obtenus sont rassemblés dans l e s  f i g u r e s  9 

p 48 - e t  10 p. 49 a i n s i  que dans l e  tableauvll l  p. 50 . 

~ Nous pouvons observer que l a  v i t e s s e  d'hydrolyse e s t  l i n é a i r e  

jusqu'à 2 heures d'incubations puis  que l a  courbe s ' i n f l é c h i t  pour 

a t t e i n d r e  un maximuq d'hydrolyse de 40 $ (f igure f f  p. 52 ) . A p a r t i r  
1 

de 2 heures d'incubation (f igure 10 p. 43 ) , on observe un étalement 
, 

dd p i c  correspondant au glycopept ide  r ad ioac t i f  non dégradé par  

l'endoenzyme. Cette modification e s t  probablement due à l ' a c t i o n  

dsexoenzymes également présentes  dans l a  so lu t  ion enzymatique (bien 

l que ces exoenzymes présentent  généralement un pH optimum aux environs 

de 5,o). 

Nous pouvons également observer à p a r t i r - d e  2 heures àC?n- 

oubation à l ' é t a t  de t r a c e s ,  puis  plus franchement au bout de 

I 4 e t  de 16 heures l ' appar i t ion  d'un deuxiième p i c  migrant au niveau 

de 1 ' acide aspar t  ique-N-acétylé marqué au 14c probablement due à 

14 l 'hydrolyse du résidu G ~ C N A C - ~ s n - (  C)  acé ty lé ,  par l a  N-acétylgluco- 

samine aspartamidase également contenue dans l a  so lu t ion  enzyma- 

t i q u e  (bien que c e t t e  enzyme possède Ùn pH optimun d 'ac t ion  à 5 , 5 )  . 

Ces d i f f é r e n t e s  cons ta ta t ions  nous ont amené à c h o i s i r  un 

temps df  incubation d'une heure pour l a  s u i t e  de nos expérimentations. 



Variation du pourcentage d'hydrolysa du glycopeptide (14~)-~-acéty16 

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

14 e-o: de libération du fragment C~O!JAC-AS~-( c)-~-acétylB. 

m.+: de libération d'un composé migrant au niveau de 18aeide 

aspartique (14~)-~-acétylé. 



II) DETERMINATION DU PH OPTIbRlM D'ACTION 

Pour e f f ec tue r  c e t t e  étude, nous avons u t i l i s é  des  so lu t ions  

"eneymatiques bru tesw'prépasées  selon l a  m&me méthode que précé- 

demment. 

A IO0 1 de chaque s o l u t  ion préparée dans un tampon a c é t a t e  

de  N a  50 mM pour l e s  pH de 4 , O  à 5,5 e t  phosphate de N a  50 mM pour 

l e s  z u t r e s  pH à p a r t i r  de pH 5,0, on a joute  5 r l  de l a  so lu t ion  

14 subs t r a t  contenant 50 nH de glycopeptide ( c)-N-acétylé de l 'oval-  

bumine ( s o i t  0 , I  mg de glycopeptide). Le mélange e s t  incubé pendant 

1 heure à 3 7 O  C puis  p r é c i p i t é  par  0,2 m l  d'éthznol, l e  surnageant e s t  

ensu i t e  chromatographié comme précédemment. 

Les r é s u l t a t s  de c e t t e  étude sont résumés dans l e  t ab leau /% 

p. 5 4  e t  l a  f igu re  1 2  p. 5g . Nous observons que pour une va leu r  

de pH 7 ,O l ' a c t i v i t é  de l'endoenzyme e s t  mximale e t  que l tendo- 

enzyme ne présente p lus  d ' a c t i v i t é  à un pH en dessous de 5,O e t  

au-dessus de 9 , O .  L a  courbe résumant l e s  pourcentages d'hydrolyse 

présente un aspect en cloche classique (vo i r  f igu re  12 p. 55 ). Le 

changement de tampon, d 'acé ta te  de N a  en phosphate de N a  ne semble 

pas avoir  une grande inf luence,  c a r  l e s  réac t ions  r é a l i s é e s  à pH 5 , O  

e t  5,5 en tampon a c é t a t e  de Na puis en tampon phosphate de N a  donnent 

un r é s u l t a t  identique. 

Pour l e s  courbes rGal isées  de pH 4,O à 5,5, nous constatons 

14  une dégradation du p i c  due au glycopeptide ( c)-Il-acétylé de l 'oval- 

bumine provoquant une t r a i n é e  . Cette t r a i n é e  e s t  certainement provoquée 



TABLEAU IX. 

V a r i a t i o n  du pourcentage d 'hydro ly se  du g l y c o p e p t i d e  

14 
( CI-N-acétylé  d e  l 'ovalbumine en  f o n c t i o n  du pH. 

Pourcentage de  l i b é r a t i o n  du 

fragment G l c N A c -  ~ s n - N - a c é t y l é  



Variation du pourcentage d'hydrolyse du glycopeptide (14~)-~-acétylé 

de l'ovalbumine par l'endo-P-II-acétylglucosaminidase du foie de rat 

en fonction du pH 



par l ' ac t ion des exoenzymes présentes dans l a  solution enzymatique 

qui dégradent l a  par t i e  glycannique du glycopeptide. 

Cette étude a également é t é  f a i t e  sur un homogénat t o t a l  de 

fo i e  de r a t  e t  sur des f rac t ions  ce l l u l a i r e s  plus purifiées. Lorsque 

oes f ract ions  présentent-une réaction posit ive,  on obtient  des ré- 

s u l t a t s  analogues à ceux obtenus ci-dessus, c'est-à-dire un pH 

I optimum de7,O. C'est ce pH,que nous avons choisi  pour la  su i te  de 

I 1 étude. 

1 
III) TEBî'PERATUIG OPTIMALE 

Après une étude analogue, nous avons é t é  amené à chois i r  

comme température optimale d'incubation une température da 3 7 O  C. 

IV) CONCLUSION 

Après une étude sommaire de l ' a c t i v i t é  enzymatique de 

llendoenzyme contenue dans notre solution "enzymatique brute", nous 

avons a in s i  déf in i  Les conditions d'action de l a  réaction enzyma- 

t ique : 

- solution subst ra t  à saturat ion contenant 50 nM de glycopep- 

t i d e  marqué. 

- pH optimum de ?',O. 

- I heure d' incubation à 37 C. 

La séparation des d i f fé ren t s  produits de l a  réaction de l'endo- 

14 enzyme sur l e  glycopeptide ( C )  acétylé de lvovalbumine a é té  réa l i sée  

par chromatographie descendante sur papier dans l e  système solvant : 

pyr'idine - acétate d'éthyle -eau (1 : 2 : 2) pendant 40 à 48 heures. 



RECHERCHE DE LA FRACTION CELLULAIRE 

CON'iENANT L ' ACTIVITE 

mm-~-N- ACETYLGLUCOS AMINIDASIQUE 

1) A PARTIR DES FRACTIONS CELLULAIrnS BRUTES 

Après avoir préparé l e s  d i f férentes  f ract ions  à étudier ,  

comme nous l'avons déc r i t  précédemmenf dans l e  chapitre matériel 

e t  méthodes, nous avons incubé, pendant 1 heure à 3 7 O  C,  IO0 y1 

de chacune de ces f rac t ions  avec 5 1 de solution substrat  conte- r 
14 nant l e  glycopeptide -( c)-N-acétylé de l'ovalbumine (50 n Soles 

de glycopeptides) e t  IO0 p l  de tampon phosphate 50 nM pH 7,0. 

Après arrOt de l a  réaction par 200 r l  d'éthanol e t  centr ifugation,  

l e  surnageant e s t  chromatographié. Après mesure de radioact i v i t  6 ,  

on détermine l e  pourcentage d'hydrolyse pour chacune de ces frac-  

- t ions.  De façon à pouvoir comparer l e s  ac t i v i t é s  de chacune de ces 

f ract ions ,  nous avons ramené l e  pourcentage df  hydrolyse (étudié - 

i c i  pour IO0 r l )  au volume t o t a l  de l a  fract ion.  Ceci nous donne 

un nombre comparable d'une f ract ion à l ' au t re  : ce nombre a é t é  

appelé "ac t iv i t é  enzymatique". 

D' autre  pzt , 1 ' "ac t iv i t éu  obtenue pour 1 'homogénat t o t a l  

e s t  ramené à IO0 5, ce qui nous permet de donner un pourcentage 

d' a c t i v i t é  pour chacune des f rac t ions  . 

Les r é su l t a t s  de ce t te  étude sont résumés dans l e  tableau X 

p. 58 . LVtude par dichotomie de de ltendoenzyme dâns 

chacune des f ract ions  e t  dans son surnageant correspondant nous 

permet de comparer l e u r  ac t iv i t é .  La somme de l ' a c t i v i t é  de ces 
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TABLEAU: X 

Pourcentage de libération du fragment GlcNAc-Asn-N-acétylé, à 

14 partir d'un glycopept ide ( c)-~-acét~lé de 1 'ovalbumine ; 

act ivit é enzymatique'' et pourcentage "dl activit é enzymat iquen 

de 1 t endo- P -N-acétylglucosaminidase dans les différentes frac- 
tions cellulaires de foie de rat. 

Fraction cellulaire % de libération du "Activité enzymatiquew Pourcentage 

fragment "dlactivité 

GlcNAc-Asn-N-acétylé enzymat ique" 

Homogénat total 26,29 26 O31 IO0 

Fraction nucléaire 
brute 13 II 

Surnageant post- 
nucléaire I4,68 

Fraction 
mitochondriale 

Surnageant post- 
mitochondrial I3,85 ' 

Fraction 
l~sosomiale 

Surnageant post- 
lysosomiale 

Fraction 
microsomiale 

Fraction 
cytosolique 



deux fractions étant égale à la fraction de départ avant frac- 

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

tion utilisée pour les mesures d'hydrolyse ~récédentes) . Cepen- 
dant, nous constatons une perte d'environ 9 $ d'activité durant 

le fractionnement (dont 5 $ d'ailleurs lors de la première 

centrifugation). 

Tel que le montre le tableau p. 58 les activités les plus 

importantes sont rencontrées dans la première séparation : 55,5 $ 

dans la fraction nucléaire et 39,5 dans le surnagernt nucléaire. 

Lorsque nous poursuivons le fractionnement de ce surnageant, nous 

obtenons une forte activité uniquement dans la fraction contenant 

le cytosol : 75 $6 de l'activité du surnageant post-nucléaire. Toutes 

les autres fractions (contenant chacune différents organites cellu- 

laires) ne présentent qu'une faible activité allant de I à 3 $Y, 

probablement due à des contaminations. 

Ceci nous amène à conclure que ltendoenzyme 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 h localiser plus 

précisément lfendoenzyme, nous avons été amené à réaliser d'autres 

fractionnements nous permettant de disposer de fractions cellulaires 

plus purifiées . 



II) A PARTIR DE FRACTIONS ENRICHIES EN CERTAINS ORGANITES 

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

A IO0 f1 de f r a c t i o n  en r i ch ie  en membranes plasmiques 

préparées se lon  la méthode de RAY ( 91 ) ( v o i r  chapi t re  Matér iel  

e t  ~ é t h o d e s ) ,  on a joute  IO0 p l  de tampon phosphate de N a ,  pH 7 ,0 ,  

50 mM e t  5 p l  de glycopeptide (14C)-N-acétylé de l'ovalbumine 

( s o i t  50 nM de glycopeptide). Ce mélange e s t  incubé une heure 

à 3 7 O  C, l a  réac t ion  e s t  ensui te  a r r é t é e  par p r é c i p i t a t i o n  à 

l ' a ide  de 200 r l  d'éthanol.  Après cent r i fugat ion  e t  chromato- 

graphie sur  papier  du surnageant dans l e  système solvant  de 

JERMYN e t  ISIIERWOOD ( 92 ) : pyridine - acé ta t e  d 'é thyle  - eau 

(1 : 2 : 2) ,  on mesure l a  r a d i o a c t i v i t é  de chaque f r a c t i o n  séparée 

pa r  chromatographie sur papier.  

Aucune a c t i v i t é  au t r e  que c e l l e  due au glycopeptide 

14 ( c)-N-acétylé de l'ovalbumine n 'a  é t é  déterminée su r  l e  chroma- 

%ogramme. On ne retrouve pas non plus  d'hydrolyse lorqu'on aug- 

mente dans 1 ' incubat l a  quan t i t é  de f r a c t i o n  enr ich ie  en 

membranes plasmiques, n i  lorsquton u t i l i s e  un tampon de pH d i f f é r e n t .  

Ltendo- P -M-acétylglucosaminidase recherché ne s e  trouve 

 don^ pas dans c e t t e  f r a c t i o n .  

L' a c t  i v i t  é retrouvée dans l a  f r a c t i o n  nucléa i re  b ru te  ne 

provient donc pas des membranes plasmiques : c ' e s t  pourquoi nous 

avons préparé une f r a c t i o n  nucléa i re  pu r i f i ée ,  



B) A PARTIR D'UNE FRACTION ENRICHIE XN NOYAUX 

La façon dont a é t é  préparée c e t t e  f r a c t i o n  a é t é  d é c r i t e  

plus haut ùiqs l e  chapi t re  Matériel  e t  Eféthodes. 

Chaque f r a c t i o n  préparée a é t é  essayée avec l e  glycopeptide 

marqué, de l a  même façon que précédemment. 

Les r é s u l t a t s  obtenus sont rassemblés dans l e  tab leau  X I  p. 62. 

Nous obtenons pour l'homogénat t o t a l  26,6I % d'hydrolyse, ce q u i  
l 

sd rapproche du r é s u l t a t  t rouvé l o r s  du fractionnement des d i f fé-  

r en tes  f r a c t i o n s  bru tes  p. 58 . ' 

S i  l 'on donne l a  va leur  I O 0  pour l a  va leur  de l 'hydrolyse 

r é a l i s é e  pour l'homogénat t o t a l  : 53,5 d'hydrolyse sont obtenus 

l o r s  de l 'hydrolyse par l e  cu lo t  e t  37 l o r s  de l 'hydrolyse par  l e  

surnageant post-nucléaire. Ceci e s t  d ' a i l l e u r s  comparable aux 

r é s u l t a t s  trouvés l o r s  des fractionnements précsdents. 

A ptir du culo t  nucléa i re  nous trouvons 3 f r a c t i o n s  : une 

f r a c t i o n  n u c l é a i r e . p u r i f i é e ,  une f r a c t i o n  surnageante intermédiaire  

e t  une "crêpe surnageantett contenant des c e l l u l e s  i n t a c t e s  ou plus 

Ou moins b r i s é e s ,  des membranes plasmiques a i n s i  que d i f f é r e n t s  organi- 

t e s  c e l l u l a i r e s  présents  sous forme d'impuretés. 

Le cu lo t  nucléa i re  nous donne un pourcentage "dl a c t i v i t é  

enzymatiquen de 4,59 $ a l o r s  que l a  "crêpe" surnagearite en donne 

I7,5 7:. 



TABLEAU : XI 

Pourcent age de l ibéra t ion du fragment GlcNAc-Asn-N-acétylé , à 

14 p a r t i r  d'un glycopeptide ( ~ ) - ~ - a c é t ~ l é  de l'ovalbumine ; 

watt i v i t  é enzymat iquen e t  pourcentage "d' a c t i v i t é  enzymat iquen 

de l'endo-p-N-acétylglucosaminidase contenue dans l e s  d i f fé-  

rentes f rac t ions  ce l l u l a i r e s  pz-éparées à p a r t i r  d'une f ract ion 

nucléaire brute de fo ie  de r a t .  

Fraction ce l l d l a i r e  $ de l ibéra t ion du wActivité enzymatiquew Pourcentage 

f  ragment "d 'ac t iv i té  

- GlcNAc-Asn-N-acétylé enxymat'ique *t 

Homoghat t o t a l  

Fraction nucléaire 

brute 

Surnageant post- 

nucléaire 13903 

Fraction de noyaux 

pur i f i és  4 4 9  



S i  nous donnons l a  valeur  IO0 pour l 'hydrolyse r é a l i s é e  

par  l e  cu lo t  nucléaire  brut ;  nous retrouvons 8,7 $I ' 'd 'act ivi té  

enzymatiquet1 pour l a  f r a c t i o n  nucléa i re  pur i f i ée  e t  38,44 '$ pour 

la  crêpe supérieure. 

Dans l e  culot  de noyaux pur i f i é s  nous ne retrouvons que 

8,7 $ de l ' a c t i v i t é  du culo t  p r imi t i f  donc l'endoenzyme ne semble 

pas s e  t rouver  dans c e t t e  f r ac t ion .  

Par contre, nous retrouvons 38,44 $ d ' a c t i v i t é  dans l a  

"crêpet1 surnageante : l'endoenzyme semble donc s e  t rouver  plus 

spécialement dans c e t t e  f rac t ion .  O r ,  c e t t e  f r a c t i o n  cont ient  
- 

su r tou t  des membranes plasmiques que nous avons étudié précédem- 

ment e t  qui  nous ont donné un r é s u l t a t  négat i f .  L'endoeneyme, 

présente dans c e t t e  f r a c t i o n ,  semble provenir des au t res  organi tes  

c e l l u l a i r e s  préSents sous forme d'impuretés ou de c e l l u l e s  intac- 

t e s  ou plus au moins br i sées .  Ce f a i t  peut d ' a i l l e u r s  ê t r e  con- 

firmé en augmentant l'homogénéisation du f o i e  de r a t  : ce qui a 

pour conséquence d'augmepter l e  pourcentage d'hydrolyse dans l e  

surnageant post-nucléaire e t  l e  diminuer dans l e  culot  des noyaux 

non purif iés .  

D'autre pa r t ,  nous pouvons remxrquer que l o r s  de la  ppépa- 

r a t i o n  des noyaux purifiés nous ne retrouvons qu'un t o t a l  de 47,2 $ 

de l t  a c t i v i t é  de départ  .. Cette per te  d ' a c t i v i t é  peut ê t r e  due s o i t  r 

à l a  présence d'une a c t i v i t é  dans l e  surnageant intermédiaire  

( c e t t e  a c t i v i t é  a é t é  impossible à mesurer à cause de l a  t r o p  

f o r t e  concentration en saccharose),  s o i t  : à une perte  d ' a c t i v i t é  



due aux di f fé ren t s  lavages notamment de l a  "crêpe" supérieure. 

Pour connaître plus précisément l a  local isa t ion ce l l u l a i r e  

de ce t te  enzyme, nous avons é t é  amené à séparer l e s  consti tuants 

s e  trouvant dans l e  surnageant post-nucléaire. 

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

PEROXYSOBIES ET MITOCHONDRIES 

Cette f rac t ion  a é t é  préparée comme déc r i t  dans l e  chapitre 

Matériel e t  Méthodes p. 33 . 

Les essa i s  d ' ac t iv i t é  enzymatique ont é t é  réa l i sés  de l a  

même manière que pécédemment. 

Pour ce t t e  f rac t ion  enrichie en mitochondries, peroxysomes 

e t  lysosomes, nous obtenons (quel que s o i t  l e  pH à laquelle a é t é  

r é a l i s é  l ' e s s a i )  aue des résu l ta t s  négatifs .  ~'eizdo-P -31-acétgl- 

glucosmaminidase recherchée ne se trouve donc pas dans ce t t e  

f ract ion.  

D) A PARTIR D'UNE FRACTION CYTOSOLIQUE 

La f rac t ion  cytosoliaue a é t é  préparée comme déc r i t  plus 

haut. 

Parallèlement, nous avons préparé une f rac t ion  enrichie en 

microsomes. Les essa i s  enzymatiques ont é té  r é a i s é s  de l a  même 

façon que précédemment. 



Nous obtenons 9,23 % d'hydrolyse pour l a  f r a c t i o n  micro- 

somale e t  8,9 $ d'hydrolyse pour l a  f r a c t i o n  cytosolique . 

O r ,  l a  f r a c t i o n  microsomale a é t é  obtenus sous forme de 

c u l o t  r e p r i s  par I O  m l  de tampon, a l o r s  que l a  p r i s e  d ' e s sa i  pour 

la f r a c t i o n  cytosolique a é t é  prélevée de 120 m l  de surnageant. 

Ceci nous amène donc à ca lcu le r  une " a c t i v i t é  enzymatiquew 

( d é f i n i t  p l u s  haut). Celle-ci e s t  pour l a  f r a c t i o n  microsomale 

de 923 a l o r s  qu ' e l l e  e s t  de I O  680 pour l a  f r a c t i o n  cytosolique. 

S i  nous considérons l ' a c t i v i t é  contenue dans l e  mélange de dépar t  

éga le  à IO0 $, nous trouvons 7,95 $ d ' a c t i v i t é  dans la  f r a c t i o n  

microsomale e t  92,04 % dans l a  f r a c t i o n  cytosolique. Ceci e s t  

d ' a i l l e u r s  comparable au r é s u l t a t  t rouvé dans l e  premier f r ac t ion -  

nement (7 $44 $ pour 92,56 $). Il semble donc que lqendo-P -N- 

acétyl.glucosaminidase ne s e  trouve pas dans l a  f r a c t i o n  microsomale 

m a i s  dans l a  f r a c t i o n  cytosolique. 



CONCLUSIONS GENERALES 

Ltendo-WN-acétylglucosaminidase,localisée pour la première 

fois dans le foie de rat par NISHIGAKI et al., présente un grand intérêt - 
du point de vue du catabolisme des glycoprot6inese Fh effet, cette 

endoenzyme doit agir en 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 les lysosomes de cellules hépatiques, 

Les recherches que nous avons entreprises sur ltendo-FN-acétyl- 

glucosaminidase du foie de rat, concernent, dans un premier temps, la 

localisation cellulaire de cette enzyme, Ces recherches nous donc amené, 

à préparer un substrat glycopeptidique marqué, B préobser les meilleures 

conditions de l'hydrolyse enzymatique par ltendo+-N-acétylglucosamini- 

dase ainsi que meilleures conditions de séparation chromatograghique 

des produits de l'hydrolyse enzymatique du glycopeptide. 

Dans une deuxième partie du travail, nous avons, grâce à la 

mise au point du procédé de détermination de l'activité enxyrnatique, 

recherché l'activité endo-P-N-acétylglucosaminidasique dans différentes 

fractians cellulaires plus ou moins purifiées du foie de rat. 

Les résultats obtenus peuvent 1 - ,se résumer de la maniére 

suivante t 

2 -  Le substrat utilisé est un glycoamfno-acide, isolé B par- 

tir de llovalbumine,ayant pour composition molaire moyenne : Asp t I ; 

Man : !jr71 9 GlcNAc : 366.  Ce glycoamino-acide a été marqué par N-acé- 

tylation de 19esparagine à l'aide d'anhydride acétique marqué au 14c et 

1 possède une activité spécifique de 14'000 cpm par nanomole. 



2 - Les meilleures conditions d'hydrolyse du glycopeptide 
marqué par l'endo-P-N-acétylglucosaminidase du foie de rat sont les 

suivantes t 1 heure d'incubation à 37OC à un pH optimum de 7,O et les 

meilleures conditions de séparation chromatographique du glycopeptide 

non hydrolysé de l'ovalbumine et do la P-aspartylglucosaminylamine 

N-acétylée,provenant de l'hydrolyse par 1'endo-f-N-acétylglucosamini- 

daselsont réalisées par chromatographie descendante sur papier dans 

le systéme-solvant : pyridine-acétate d'éthyle-eau (1 : 2 : 2). 

3 - Un premier type de fractionnement cellulaire,réalisé 
selon le principe.deHOGEBOOMlnous a amené à localiser l'activité endo- 

P-N-acétylglucosaminidasique du foie de rat soit dans la fraction nu- 

cléaire brute (55% d'activité enzymatiquen), sort dans la fraction 

oytosolique (45% dwfactivit é enzymatiquew). 

4 - Des fractionnements cellulaires particuliers à chaque 

\ 
type d'organites cellulaires nous ont amené à pr6ciser,.par la suite, 

la localisation cellulaire de cette endoenzyme. 

a - Aucune activité enzymatique,quelles que soient les conditions 
d'hydrolyse,nla 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 "crêpe surna- l 
geante l1 provenant également de la fraction nucléaire brute et contenant 1 
des membranes plasmiques, des cellules plus ou moins brisées et des 

impuretées des autres fractions cèllulaires, 



Comme aucune activité n'a été retrouvee dans une fraction 

enrichie en membranes plasmiques préparée selon la méthode de RAY, 

l'activité enzymatique de la fraction "crêpe surnageantew serait donc 

due fort probablement aux cellules plus ou moins brisées, 

o - Par contre, une activité enzymatique de 30$ de 1 '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 

lysosomes, microsomes, noyaux et menbranes plasmiques, nous amènent 

donc à conclure à la présence de l'endo-P-N-acétylglucosaminidase dans 

la fraction cytosolique. Cependant,cette étude ne permet pas de conclu= 

à la présence de cette endoenzyme uniquement dans le cytosol car, d'une 

part, les mesures d'activité ont été réalisées sur des fractions oellu- 

laires dont nous n'avons pas vérifié le degré de pureté par des enayrnes 

marqueurs et par microscopie électronique et, d'autre part, seul un 

type de substrat glycopeptidique a été utilisé pour déterminer l'acti- 

vité enzymatique, 

La localisation cellulaire de l'endo-f-N-acétylglucosamini- 

dase dans le cytosol pose un problème. 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 être présente dans le cytosol de la cellule pour y 

subir l'action de l'endo-P-N-acétylglucosaminidase puis ce sont les 

produits de dégradation qui devraient pénétrer dans les lysosomes pour 

y subir une dégradation plus complète. Cette hypothèse suppose un schéma 

de catabolisme des glycoprotéines beaucoup plus complexe que celui 

envisagé jusqutà présent. 



En conclusion, les résultats que nous avons obtenus,.qui 

sont en faveur de la présence dans le cytosol d'une activité endo-p- 

N-acétylglucosaminidasique agissant sur des glycoamino-aaides de type 

oligomannosidique, n'excluent pas la possibilité de la présence, dans 

les lysosomes, d'une activité endo-P-W-acétylglucosaminidasique agissant 

sur des glycopeptides au des glyooprgtéfnes de tyge N-acétyllactosami- 

nique. L'utilisation de différents substrats de type N-acétyllacto- 

saminique plus ou moins dégradés par l'action dlexoglycosidaseset 

l'utilisation au cours du fractionnement cellulaire d'inhibiteurs de 

protéases qui pourraient éventuellement empëcher la dégradation de 

l'endoenzyme lysosomiale, si celle-ci existe, devraient apporter rapi- 

dement une réponse à ce problème important de localisation subcellulaire 

des endo+-N-acétylglucosaminidases dans le foie de rat. 
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