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ABREVIATIORNS

~ Gpax : Accélération au rayon maximum

- t/mn : tours par mn

- DTT : Dithiothreitol

- SDS : Dodécyl sulfate de sodium

- EDTA : Ethyléne diamine tétra-acétique

- Tris : 2-amino-2-hydroxyméthyl-propanediol-1,3
- Te ' | : Triéthanolamine

- TCA : Acide trichloracétique

~ DEAE Cellulose : Diéthylaminoéthyl cellulose

~ CM Cellulose

3

Carboxyméthyl cellulose

Abréviations utilisées pour désigner la composition des

différents tampons.

- Imi : Imidazole
~ Mal : Maléate
- 0,258 Te

SOK25M3 désigne une solution de saccharose 0, 25M
dans le tampon Triéthanolamine-HECl 50mM, pH7,6, KC1l 25mM,
Mg(CH3COO)2 3mM.




INTRODUCTION
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Deux vodies de dégradation du glycogéne cellulaine
sont définies depudls Longtemps . Catalysées par La phosphorylase
et L'amylase, elles se caractirisent nespectivement par La for-
mation de glucose 1-P et La Libiration d'oligosaccharides de La
sénie du maltose [1-2). '

La découvente des wglucosidases ouy amylases a
permis de distinguen une nouvelle vodle hydrolyitique de dégrada-
tion du glycogéne. Ces x glucosidases des tissus andimaux sont un

groupe d'exo-enzymes qui Libere des unités de glucose d partin de
L' extnémité non ntductrice d' « glycannes de Longueur varile.

> s GLucose 1-P
NI
N 7/
Qv 7y
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R, amylase xglucosdidase
14 b
glycogene --=------- ~ oligosaccharides -=-=--==------~ -~ glucose
\\\
Npo s
e s
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g .
Tor M
Q, ‘
vo “Glucose

Ces enzymes sont class€s en deux groupes. Selon
Leun pH optimum d'action. Le groupe des o glucosidases acides
présentant un pH optimum de 4 & 5 e celui des a glucosidases
neutres un pH de 6 a 7. '




LTIAISONS HYDROLYSEES
ORIGINE .pH OPTIMUM ACTIVITES
des du TRANS-
DISACCHARIDES GLYCOGENE : GLUCOSYLASIQUES
Muscle et foie . .
humain (4) 7 1—-4 pas d'action | =0 ———ea-
Foie de rat (3) 7 1—-4 i
Foie de lapin , . | 1-4 1—+3
et muscle (1 6) 6,8 1~ 4 pas d'action et 1—+6
. . N 1—-2;, 1-—-3 . 1—-4 1—+3
Foie de chien (18) 7 1= 4 et 1—6 et 126

Y
/

il

£

Tableau Ta : Spécificité d'action des aglucosidases neutres .
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LES DEUX TYPES D' @ GLUCOSTIDASES

Les @ glucosdidases neutrnes et acdides sont
trnes dissemblables . Alors que 2' 0-D glucosdidase acide
est présente dans fous Les organes et Liqudides biolLogiques,
L'exdistence de L' a-D glucosidase neutre n'a pu encone
etrne montrnée dans tous Les Tissus.

Des 2tudes de splclficite des a-D glucosddases
du fodie de rat, chien, du Lapin, du boeuf et humain, furent
néalistes surn Le glycogéne et des disaccharnides présentant
digférents Zypes de Liadlsons. Les rnesultats, présentis dans
Les tableaux Ta et 1Ib, montrent une spécificité d'action
nédudite de £' a-D glucosidase neutre pour Les Lialsons
(1-?4), tandis que L' a -D glucosddase acide posséde une spé-
clficite d'action plus Larnge vis -4 vis des Liadlsons (1—~4)
et (1—=6).

, Ces enzymes ont un comportement différent
vis a vis des dextrans et de La chromatographie d'échange
d'ions sun DEAE (voin tableau 11} . Nous verrons plus Loin
que ced proprilités ont une grande Lmportance Lorsqu'il 8'agit

.de purndigpien L' %-D glucosidase acdide.

Les deux Zypes d' %-D glucosidases priésen-
tent également une distribution subcellulainrne difgérente.
De nombreux auteurns ont montré La prisence de
L' a-D glucosidase acdide dans Les Lysosomes (3,4,5) et de
' O -D glucosidase neutre dans Les microsomes et Le cytosol
(5,6).




LIAISONS HYDROLYSEES

ORIGINE pH OPTIMUM . ACTIVITES
des du TRANS -
DISACCHARIDES GLYCOGENE GLUCOSYLASIQUES
Foie de rat (3) 4 1—+4 1+ 4 1-4 1—+4
(12 4-4,5 1-4 et 1+-6 1-4 et -6
Foie humain, :
coeur et muscle 4 "l 4 1+ 4 1-4 1—-4
(16)
Foie humain (17} 4 1-4, 1-6 1- 4, 1—-6
Foie et muscle 4-4.9 1—-4, 1+ 3
de lapin(14) ’ 1-4 et 1+-6
Foie de boeuf 4,5 1-4, 1~ 6 1-4, 1=6| 1=-4 1-4
(11)
Rate 4 /
ate ge porc 4 1—- 4, 1—+6 1-4, 1—+6

(15)

TabLeau Ib : SpZcificité d'action des aglucosdidases acides .




PURIFICATION DE L' G-D GLUCOSIDASE ACIDE

Les premierns essadls de purndfication de
L' a-D glucosidase acdde furent effectuts directement a
‘pantin d'homogénat de tissus . La prisence simultante de
plusieuns hydrolases, capables de dégraden Le glycogine,
nendait difficile La déteaminaiion des activiitis hrespec-
tives de ces enzymes et donc La mise au poinit de méthodes
de pusdficaition. | '

En 1964, une methode, génératement appelie
"gthanol-amidon" uzilisant L' absorption spécdfique de
L' a-amylase sun L'amidon de pomme de fernre en suspensicon
dans L'éthanol, peamit de sEparen L' o -amylase des ¥ amylases
(7). Cependant, La purnification obitenue demeuna&t nelati-
vement Limitée .

Des méthodes plus 2lLabories uftilisérent
QHAuLIQ Le nelangage par Le sulfate d'ammonium sudlvd de pré-
cipitations aleoolique et acitondique et d'une chromatogra-
phie d'échange d'ions sun DEAE cellulose. Des travaux, ef-
fectuis sun La nate de boeuf (8), peamirent d'obtenin une
fraction enzymatique purifite 2 000 fois parn rhapport & L'ho-
mogénat. Cet enzyme est crisitallisable dans L'aciitone a
20p. cent, mais Le nendement de toules Les opérations ef-
fectutes est faible (§,9p.cent) ( voin tableau III1) . L'utdi-
Lisation des techniques de chromatographie a peamis, depudls
Lons, d'isolen Les o-D glucosidases Lysosomales de nombreux
tissus d'especes animales . Ainsi, une méihode orndiginale
d'isolement de L' o-D glucosidase acide du foie de rat gul
apporntée parn AURICCHIO (9-10) . Tirant parti de L'affinite
de L'enzyme poun Les dextrans, L'auteun montra que, dans
certaines conditions, L'eLution de L'enzyme s'effectue bien
aprnes celle de La majeune .pantie des protéines . L'enzyme
est ainsi punifié 700 4ois par rapport & L'homogénat avec
un nendement de 20p.cent (voin tableau IT1).
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PROPRIETES GLUCOSIDASE ACIDE GLUCOSIDASE NEUTRE
Localisation .
subcellulaire Lysosomes microsomes et cytoplasme
Ph Optimum 4 - 5 6 - 7
Stabilité a T° 55°¢ 30mn pH 4,8 45° C pH 7
Absorption sur oui ‘non
DEAE cellulose
Hydrolyse des .
dextrans oul non
active inhibe

jeune des animaux

Tableau 11

propriltis générales des aglucosidases (7]
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Le principe de cetie méthode fut appliqué
differents tissus animaix. A partin d'un homogénat de
foie de boeuf, deux chromatographies sun séphadex G-100,
combintes a La chromatographie d'échange d'ions sun DEAE
-cellulose, condudisent & une fraction enzymatique purifie
posstdant une masse moLéculaire de 107.000 (BRUNI et al
1969) (171).

D'autrnes auteuns ont utilisé La centrifu-
gation différenitielle pour purnifien L' @ -D glucosidase
acide @ partin d'une fraction subcellulainre. Ainsi, JEFFREY
et al (12) Lsolent L' ¢ -D glucosdidase d'hépatocyte de nat

partin d'une fraction ndiche en Lysosomes aprés nelangage
par Le sulfate d'ammonium, sulvi de ox#aspﬁempst:&wu d'ag-
§indte et d'échange d'ions. L'enzyme, purnifié 1.300 fo04is
parn happort a La fraction hwuouesahm initiale, n'est foute-
g§ois pas homogéne en eLectrophorise non dénaturante.

En 1972, La purdification de L' o -D mh:oeuansum
acide a: foie humain et de nat s'effectue par un nelargage
par Le sulfate d'ammondium, suivd d'une seule chromatographdie
sun sephadex G-100. L'addition de malitose dans Le tampon
d'elution peamet de recuelllin L'enzyme dans -un plus faible
volume (DE BARSY et al) (13).

ROSENFELD et al {isolent, par cette méme métho-
de, Les o-D glucosidases de foie de Lapin (1972) (14), de
La nate de ponc (1975) (15) et du fodie humain (1975) (16)
Cependant, L'tlution spécifique de L'enzyme est provoquie
par L'addition d'un inhibiteurn compliitif :
Le méthyt Q-u-mkpnmtmkassou&am. Ces enzymes semblLent homo-
génes Lons d'une ZLectrophontse en mifieu non dénaturant.
L'analyse tlLectrophonétique en présence de SDS n'a Eté nia-
Liste que poun L' a-D glucosidase humaine, L'enzyme apparaii
alons hétérogene (voin paragraphe : composition en sous-

unites) . Des travaux plus récents, effectués sun Le méme tissu,

confirment cette hétérogénéité de L' a-D glucosidase en
ELlectrophonese. en milieu dénaturant [(MURRAY et al 1978) (17).

————
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En nésumé & L'excepidon de
L' a-D glucosidase de L'hipatocyte de rat (112), ftous Les
en ymes pundifiés montrent une homogenéiié en electrophontse
en milieu non dénaturant. Des &tudes ELectrophoritiques en
milieu dénaturant n'ont 248 rntaldisies jusqu'a présent que
pourn Les o-D glucosdidases du fode humadin et de L'hépato-
cyte de Lapin. Les nsultats oblenus montrent une cerntaine
héténogénéite de ces deux enzimes (voir tableau IIT) .

PROPRIETES DE L' @-D GLUCOSIDASE LYSOSOMALE

L' o-D glucosidase acide peut hydrolysern
indiffernemment Le maltose, L'isomaltose, Le nigérose et
Le glycogene (18). Le fadt que L'enzyme pudsse hydrolysen
Les Liaisons (1—4) et (1=6) du glycogine permet La toZale
- conversion.du polysacchardide en glucose (12-13). Son pH
optimum d'action est compris entre 4 et 4,3 poun Le malitose
et entre 4,8 et 5 poun Le glycogine {(9-13). L'enzyme semble
tgalement capable de catalyser in vitro Le transfent d'undi-
tés glucosidasiques vers Les accepteurns (12-17-18-19).

Poun centains auteunrs, La presence des cations
monovalents (Na+,K+) stimule L'activité de L£'enzyme (12-20).
Sous centaines conditions expérimentales, La stimulation de
Llactivite glycogénolytique est plus Lmportanie que pour Le
maltose .

Des Etudes cinltiques ont mis en Evdidence
L'action de nombreux inhibiteuns, s0it sun Les deux aciivitis
(turanose-erythrniocl) (21-22), s0it surn L'une ou L'autre de
celles-ci. Les u-inéhaZOAe et améthyl glucosdide inhibent
L'activits glycogénolytique (27), tandis que Le §Lucrure de
sodium inhibe L'activité maltasique (7).
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COMPOSITION EN SOUS-UNITES

Les o -D glucosidases andimales, Ls0L8es &
ce fourn & partin de différentes sources, semblent possiden
des masses moléculaines similaines : 106.000 poun La rate
de porc (15), 107 000 pour celle du fodie de boeug (11),
110,000 pour Le fodie humadin (17) et 114,000 pour celle de
L'hépatocyte de nat (12).

Les ~-D glucosidases acides semblent eitnre
composles de plusieuns sous-unitiés polypepiidiques .
GOLDSTONE et al (23) affinment que La plupart des hydrolases
Lysosomales du redn de rat apparaissent sous plusieurns
fonmes molLéculaines .Dans Le cas de L' a-D glucosidase du
fole de dein (14), une dissociation de La proitéine en deux
sous-unités sous L'action de L'unie 3 M a pu etrhe mise en
gvidence . Les deux composanits de L'enzyme different par
Leun mobilite Clectrophonétique et Leun spéificité de subs«
Zrat : L'un pourn Le malitose, L'autre poarn Le glycogéne.
Cette méthode appliquie & d'authes Zissus est nestée Anfruc-
Zueuse.

L' o-D glucosdidase acide du foie de boeug a
pu etrne dissocile en priésence de 5M guanidine-HCL en quatre
s0ub-unités de masses moléculaires similaines de 25 000 (11).
Endin, Les nésultats des analyses par ELectrophonrise en
milieu dénaturant de L' a-D glucosdidase du foie humain sont
assez conftradictoines. En effet, MURRAY et al (17) montrent
une dissociation de La protéine en deux sous-unités de
masse moléculaine de 76 000 a §§ 000, tandis que ROSENFELD
et al (16) La dyissocient dans ~Les mames condifions expé-
nimentales en trhodls composanits de masses moléculaires dif-

gerentes .

En conclusion, Les o-D glucosidases semblent
bien composies de plusieuns chaines polypepiidiques, mads

-~

Les nésultats obtenus a ce four sont assez contradictoines.




SITES CATALYTIQUES

Les néponses differentes aux Linhibiteuns
pH et aux cations des deux activités enzymatiques de
L' o -D glucosidase Lysosomale, semblent indiquer, & cexn-
Lains auteuns, La présence de sites catalytiques diffé-
rents : L'un poun Le maltose, L'autre pour Le glycogéne
(12-20-24) . Cependant, d'autrhes auteuns sugglrent L'exis-
tence d'un site eLargd, commun poun L'hydrolyse des deux
substrnats (25).

MALADIE LYSOSOMALE

L'absence d'une activit® hydrolasique Lyso-
somale donnle constitue un type de déficience métaboligue
connue sous Le nom de "maladie Lysosomale® . PLus de 10 cas
sont repentondiés dans L'ouvrage cornrespondant & La rEfé-
nence 26,

La glycoginose de type IT est L'un des
exemples Les mieux connus . ELLe se caracténrise par une
absence d'activitsd glucosidasique provoquanit une accu-
mufation du glycogéne dans Les tissus (27-28). La dégra-
dation du glycogene cytoplasmique par La phosphorylase,
L' o amylase et £' a-D glucosdidase neuire ne semble pas
agfectie, mais on observey cependant, une hyperactivité
de quelques hydrolases Lysosomales .

PLusieuns formes cliniques de La glycogé-
nose de type 11 ont &té décnites. Une forme infantile de
La maladie fut décrite, des 1932, par PMPE. ELLe se
mandifeste , des Les premiens mols de La vdie, par une absence
quasi-totale d'activité glucosidasique dans tous Les Zis-
sus . Récemment, deux formes de La maladie furent mises en
"8uddence chez des adolfescents et des adultes. En général;
Le tissu musculaine semble etrne Le si2ge principal des
mandifestations cliniques de ces deux deanitres 4ormes, L'ac-
Zivite de L'enzyme y est ines diminule, madls famals nulle
comme dans Le cas de La forme Znﬁantiﬁe;




NOMBRE D'HEURES

TAUX DE GLYCOGENE

APRES INJECTION ?QNguﬁggIgésggi) GLUr‘flg%DASE

FOIE MUSCLE PLASMA FOIE MUSCLE

0 10,2 5,5 .O 6. 0

1 —_— —— 2,3 - -

7 — — 0,4 - -

32 7,3 —_— — 40 -

142 5,8 8,8 —— 22 3

Valeur normale 3 0,9 <O, 2 700:, ' l’50

Tableau IV :Essai de thérapeutique de La glycoginose de

type 11 pan injectiond'aglucosidase exogene (31]).

Foond
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Deux formes cliniques différentes de La
maladie n'ont pu etre mises en Zvidence dans une méme
gpamille. Cecd semble Lindiquer vrailsemblfLablement une ond-
gine génétique de La glycogénose de type 11 (26-29}. Pan
des techniques d'hybridation, des Zravaux récents (1979)
ont permis de Localisern Le géne expaimant La synithese de
L' @-D glucosidase acide sun Le chromosome 17 (30).

- Des essads de trhalfement de La glycogénose
de type 11,par injection intra-musculaire de préparations
d' o -glucosidase commenciale d'Aspengillus Niger & de jeunes
malades, ont X8 tentis (26). Cependant, L'étude posit-
mortem n'a montré aucune diminution du taux de glycogéne
hepatique. En 1972, de nouvelles tentatives de thérapeuti-
que fdurent effectules, cefte f0is cd, par Anjection intra-
vedneuse d’' d-glucosidase de placenta humain a un enfant
de 5 modis . Aucune Lintolérance physiologique durable n'est
obsenvie et 32 heunres apres La dernilre Ainjection, une pan-
tie de L'enzyme est Localisérau niveau du foie, mais pau ou
pas d'enzyme est détecité dans Les musclLes el Leucocytes (voin
tableau Iy) (8}

Une Zthérapeuiique de La maladie par infection
d'enzyme exogéne semble possible. Cependant, Le prbléme de
sa penétration dans Les muscles apparait difgicile & nisoudre .

CONCLUSION

L' a-D glucosidase Lysosomale joue un role
- Xnes impontant dgns Le métabolisme du glLycogéne. Cependant,
L'etendue exacte de ses fonctions nreste encore mal défindie.

Les travaux effectuds jusqu'a présent n'ont pu
encore prouven s4i La glycogénose de type 11 Eiadit die a L'ab-
sence de La protéine ou 4 un assemblage incomplet de L'enzyme.
Ce denndien nésultenadit, s0it d'une incapacité de fLa cellule
a synthétisen une ou plusieurd sous-unités, s04it a L'absence

d'un (des) {acteun (s) nesponsable (8) de L'assemblage de
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La proztéine. (32) La détermination du (des) site (8) Aintra-
cellublaine (5) de synihese de L' o-D glucosdidase Lysosomale
devrait donc permetire une medilleure approche du probléme.

Des méthodes de puﬁiﬁicatian des difiegrentes
classes des polyribosomes de L'hépatocyte de rat, mises
au point dans noftre Laboratodirne parn DISSOUS et al (33-34)
permettent d'envisagen La splclalisation fonctionnelle de
ces difpenentes catégonies et en particuldier, Le nile du
néticulum endoplasmique dans Les mécanismes de synthise des
protéines Lysosomales . '

L'2tude de La biosynthese des protéines,
constituant Les ongandites cellulaines, nécessite La mise en:
oeuvre de-techniques Lmmunologiques . Celles-cd nequilrent La
priparation d'antisérums . Apéciﬁidueé, c'est-d-dine La pund-

fication prtalable de La protéine 2iudife.

Les méthodes de purification de £'o -D gluco-
sidase Lysosomale du fode de nat prisentées & ce jour dans
La bihtiographie, ne sembleni pas permetire d'obtenin un
enzyme possdédant un haut degné de puret? . Notre travadil a
done consisté, dans un premier temps, en La mise au podnt
d'une mézthode de punification de L'a -D glucosdidase Lyscso-
male . Celle-ci nous a permdis d'abordern ensuite Le probléeme

de La composition en sous-unites de La protéine.




TRAVAUX PERSONNELS




La principale difficult?, devant étnre

sunmontéie Lors de L'etude d'enzymes Lysosomaux, reside dans
Le fait que ceux-cd ne représentent qu'une infime partie de
La totaliil des proléines tissulaires.

Differentes analyses morphologiques ont pu
estimen que Le volume, occupl par Les Lysosomes, elait de
L'ondre de quelques micholitres (2,4 & 4 pl/g de tissu)
(35,36) et L'activitt splcdifique nelative des enzymes Lyso-
somaux [qud excede difficilement 5 dans La fraction L, prépa-
rée pan centrifugation difgerentielle classdique, voirn réft-
nences 37,38) devralt, selon BEAUFAY (39), étrne d'envinon 150
dans une jfraction Lysosomale complitement purifiie. Un Ztra-
vail nécent, visant & approchen ce maximum thEorique en pu-
nifiant La fraction L de DUVE ef af (37) par centrifucation
Lsopyenique en métrdizamide, condudlt a estimen que L'ensem-
ble dgz protiines Lysosomales pourrait neprésenten 1 & 1,4 %
des protéines totales du tissu (40).

12 s'ensudt que des quantitis importantes de
matéiniel vivant, sont nécessairnes 84 L'on désirne purnifien
Les proitidines Lysosomales afin d'obtenin des anticoaps mono-
speedifiques . Nous avons donc essayé, dans un premien temps,
de purifiern de manilre séquentielle, a partin d'un méme ex-
thait tissulaine, differentes hydrolases Lysosomales.

Les nésultats, présentés dans Le chapitre
sudivant, apporntent des arguments concrets permetitant d'Zia-
bein quels sont Les enzymes Lysosomaux dont L'éfude de La |
biosynthise cellulaire parait La plus accessible a L'expe-
nience .




CHAPITRE 1

TENTATIVES DE PURIFICATION SEQUENTIELLE

DE PLUSIEURS HYDROLASES LYSOSOMAL ES e




Fraction CIIL

63% saturation
sulfite d'ammonium pii6

précipité repris en
mal 10omM pHé, MjSOA ImM
g mercaptoéthanoi 1lmd

surnageant amenc¢ en

d'ammonium pH7

. précipité repris en

colonne Agarose:gamlnccaproyl iri SmM oH7, EDTA 1lmM,
fucosyiamine KCl 25r1 £ mercapto-

éthanol lmM, dialyse.

t
¢ -L FUCOSIDASE Efflutnt

fraction 40-83% de saturation
en sulfate d'ammonium prH7, dia~
lysée, repris en imi 5mM pH7,
EDTA 1mM, KCl 25mM gmercapto-
éthanol 1lmM.

colonne de séphadex G-100
stabilisée en ce tampon

¢~-D GLUCOSIDASE

?

Phosphatase
fraction 50-80% saturation en sul-
fate d'ammonium pE7,1, repris en imi
5mM pH7,1, dialysée.

DEAE~Cellulose
équilibrée jen imi 5mM pH7,1

Pic 1 ' ' hradient NaCl 0-0,5M
amené en 80% saturation en
sulfate d'ammonium pH6, re-
pris en mal 1OmM pH6, dialysé.

Pic II

Hydroxylapatite .
équilibrée en mal lOmM pH6

PHOSPHATASE éﬁg)
' Uik g
-
FIGURE 1 ;

Schéma des différentes opérations effectucées
lors de la purification de plusieurs hydrolases lysosomales.

83% saturation en sulfate




Jusqu'a présent, Les Zitudes effectuies
sun Les enzymes Lysosomaux ont porté principalement suir
"L'etude de Leuns pnapniéié$ physico-chimiques . A partin
de gractions parntiellement purifiies, de nombreux auteunrs
ont ainsi cherché a déteaminer quelle Etalt La sptcifi-
cit? d'action de ces enzymes vis a vis de nombreux subs-
thats . '

1£ en nésulte que, jusqu'ad ce jour, peu
d'enzymes Lysosomaux de L'hipatocyte de rat ont Ete hau-
tement punifits . Notre choix &s'est done orndienté vens Les
trodis enzymes Lysosomaux sudvanis qud semblalent & priori
Les plus gaciles a obtenin avec un bon degre de purdifica-
tion .

- L' a-L fucosdidase qui peut Etre purd-
giee selon La méthode décrnite par OPHEIM et TOUSTER (41)
par chromaiographdie d'affinité surn agarose - ¢ -aminocaproyl

fucosylamine -

- L' a-D glucosidase qui, d'aprées JEFFREY

et al (12) peut 2tre "netandid sun gel de dextran.

- lLa phoAphatabe acide que IGARASHI et
HOLLANDER (42) ont obtenue en 1968 sous forme cristalline.

Nous avons donc essayé de purifien ces

trnods enzymes 4 partin d'une méeme fraction tissulaine selon
Le schéma expérimental décrnit dans La figure 1 p.16

A - PURIFICATION DE L' @-L FUCOSIDASE

L3
L'extrnait soluble de La fracition CIIL est
ament a& 63 p. cent de saturation en sulfate d'ammonium. Le
sediment obtenu est alonrns soumdis & une chromatoghaphdie sun

* . . ” . s .
fraction riche en lysosomes contenant une partie des mitochondries
et du réticulum endoplasmique.
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FIGURE ? : Diagramme d'élution de la phosphatase acide

et de 1' g~-D glucosidase aprés chromatographie sur G-100.

Un extrait soluble de La fraction C IL est pripart & par-
tin de 230g de fodie. IL est soumdis & une précipitation par
Le (NH,) S0, (63% saz;) . Le prlcipdtl, solLubilisl dans Le
tampon,BgI, est déposé sun une colonne d'Aganrose- ¢ -
aminocaproyl fucosylamine. L'effluent, renfermant La ma-
jeune partie de L'activité phosphatasique et glucosidasi-
que, est alons soumis & un double nelarngage par Le sulfafe
d'ammondium (40-63% sat, pH?). Le s&diment, s0lubilis? dans
Le tampon Ami 5mM,pH7, EDTA TmM, KCL 25mM, mercapto-
Ethanol 1mM, est ajouté a celud obtenu Lonrs du relargage
par Le sulfate d'ammondium (83% sat, pH?) du surnageant 63%
de saturation de La fraction C IL. La solution enzymatique .
dialysée, est déposée sur une gozonne de séphadex G-100. N
La suite des opérations est Ldentique & celle décrite dans W)
Matérniel et Méthodes . Le ghaphdique neprisente La mesure de
L'activité de La phosphatase acide et de £' o-D glucosidase
au cours de L'8Lution.
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une colonne d'Agarovse-c-aminocaproyl {fucosylamine. Le tam-
pon de Lavage permet de rhécuplren Les activités phosnhatasi-
que et glucosidasique. L' a-1 fucosidase est ensudlte 8Luie
'_pan un tampon contenant du fucose.

Le caleul du facteun de purnification, néa-

Lis8 pan nappont & L'homogénat, conduit & une purificaticn de
L'ondne de 39 000 avec un rendement de L'ordre de 1é6p.cent.

Les difftrentes analyses de L'enzyme, ria-
LisCes parn CLectrophorise sur diffénents suppornits et dans
differentes conditions, ont montré que celud-ci &tait
homogene (§4ig.5 A, p. 24).

B - PURIFICATION DE L' 0 -D GLUCOSIDASE

L'efgluent de La colonne précédente est
soumdis & une double pricdpitation parn Le sulfate d'ammondlum
a pH? (40-83 % saz), Le pricdpitl, qud en résullte, esit afoutl
a celud obtenu Lors du relarngage parn Le sulfate d'ammonium
du surnegeant 63p.cent de saturation de L'extrait soluble
de CIIL (voin figurne 1 p.16) . La fraction, ainsi prépanrie,
dialysée, est soumise & une chromatographie sur une colonne
de s&phadex G-100. Le graphique de La {igure 2 p.1§ pré-
sente Les diagrammes d'elution nespectifs de La phosphatase
acide et de £' a-D glucosdidase. Ce derndlen enzyme est ZLul
de La colonne dans un grand volume, comme en tZmodigne La
distrnibution ttalée de L'activit? enzymatique. Le calcul du
nendement, par rapport & La graction CIIL’ est Aingénieun &
10p.cent. L'analyse de La protline, rtaliste par ELectro-
phornise en milieu dénaturant, montre L'htterogéntizé de
L'enzyme (voin figurne 5 B p.24) . Cecd est compatible avec
Les nesultats de JEFFREY et al (12), qui complitent La purndi-
gication par une chromatographdic sun DEAE cellulose el une
Lyophitisation. Nous avons essayé, dans une serie d'expl-
niences, d'effectuen ces &tapes supplientaires avec, Zoute-
fois, des nendements trnes faibles (trnis Ainfbrieuns & ceux
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FIGURE @ : Diagramme d'élution de la phoSphatase acide

aprés chromatographie sur DEAE cellulose.

Les fractions renfermant La majeure parnitie de L'activite
phosphatasique, ELufes de La colonne de sfphadex G-100,
sont soumises & une double pricipitaztion parn Le sulfaZe
d'ammonium (50-80% sat.pH?,1) . Le sédiment s0lubilisi

dans Le tampon imidazole5mM,pH?,1, dialysi, esi dépose
sun une colonne de DEAE cellulose stabiliste en ce Zam-
pon. Le graphique nreprisente La mesure de L'activitl en-

- zymatique au couns de L'EéLution parn Le Zampon Lmi5mil,pH7,1

puis par un gradient LinBaine de NaCe (0-0,5M) dans ce

méme tampon .

aus
uud
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obtenus par JEFFREY et al (12). Nous avons donc &£& con-
trhaints de nechenchen une autre méthode de purnification
de £' a-D glucosidase acdide (voirn chapitae 1T p.25).

C - PURIFICATION DE LA PHOSPHATASE ACIDE

A L'{issue de La chrhomatoghaphie sun
sephadex G-100, Les fractions, contenant La majfeure paritie
de L'activitié phosphatasdique, sont soumises & un double
nelangage pan Le sulfate d'ammonlum (50-80 % sat pH 7,1)
(voin figune 1 p.16) . Lle stdiment dialys? esi dipcsl sun
une colonne de DEAE cellulose stabiliste dans Le Zampon de
chromatoghaphie. Comme Le montre Le diagramme d'élution,
neprisent? dans La figure 3 p.20, une paritie Aimportante
de L'activite edzymatique (60 % de L'activit? indtiale)
n'est pas retenue par Le colonne et constitue Le pic 1 d'ac-
tivite phosphatasique. Un gradient Linéaire de KNaClL (0-
0,5M) permet d'éLuer un deuxdilme pic d'activité Lorsque La
concentration en sel atiedint 0,095M.

Les 2tapes sudivantes de purndlfication n'ont
E1e effectuies sur La fraction du pic T de La phosphatase
car seule cette forme de L'enzyme avadlt pu 2tre cristalli-
s2¢ pan IGARASHI et HOLLANDER (42). Les fractions, corres-
pondant & plusieuns expénriences, ont €18 rassemblies, pudls
soumises a4 une précipitation pan Le sulfate d'ammondium
(80 % sat pH 6) . Le sediment obtenu a €£é dialys& avant
d'ét&e'chnomatognaphié sun une colonne d'hydroxylapatite .
Une gLution pan Le sulfate d'ammonium permet de nicupiren
90 % de L'activité phosphatasique chromatographilte {voin
gigure 4 p.22). |

Une ultime ttape de purnification consdis-
tant & obtenin une forme crnistalline de L'enzyme pan des
rnelargages successifs parn Le sulfate d'ammondium {voir
Maténiel et Méthodes), ne nous a penmis d'obtenin que 1 %
de L£'enzyme sous cette forme.

Le nésultat pan lLectrhophortse en gel de
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FIGURE 4 : Diagramme d'“élution du Pic I de la phosphatase
acide apres chromatographie sur hydroxylapatite.

Les fractions de La phosphatase acdide {(PLic T), provenant
de plusieuns expéniences, sont nassemblies et amenies &
§0% de satunation en sulfate d'ammonium. Le précipite
s0Lubilist dans Le tampon maléate 10mM,pHé6, dialysé, est
déposé sur une cofonne d'hydroxylapaiite stabiliste en

ce méme Zampon. Le ghaphique neprisente La mesure de £'ac-
LAvdte enzymatique au couns de L'ELution parn Le sulfate
d'ammonium 100mM .




polyacrylamide-SDS de L£'enzyme crdlstalline est prisenté
dans La figune 5C p.24. On peut constaten, qu'en dépit d'une
purdfication poussée, L'enzyme apparait hétérogene.

D - CONCLUSTION

Lons des Ztentaitives de punification
stquentielle de plusieuns hydrolases Lysosomales, nous
avons pu obztenin des fraciions pures d' @-L gfucosidase.
1L semble donc possible d'envisagen £'Ztude de La bio--
synthtse de cet enzyme.

Les fractions d' oD glucosidase et de
phosphatase acide que nous avons Lsolies, ne sonit que
partiellement purnifiées .

La phosphatase acide crnisitalline, con-
sidénée comme homogéne par IGARASHI et HOLLANDER (42)
aprhes tlectrnophonese en milieu non dénaturant, se névele
héténogene en gel de polyacrylamide-SDS. SL L'on considire
d'une parnt, que Le rendement global de La purnification est
tnes faible et que d'autrne parnt, Les relations structu-
nales, pouvant exisiten entre Les formes multiples de L£'enzy-
me, neslent d Etablin, AL apparait que La phosphatase
acide ne constitue pas un modife de choix poun L'Ztude
de La biosynthése d'enzymes Lysosomaux .

En nevanche, Les nésultats obZenus poun
L' o-D glucosdidase (voin figune’ B p.24) nous ont incité a
poursuivre La mise au point d'une méthode de purification.
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FIGURE 5 :. Electrophotése en gel de polyacrylamide-SDS de
1'a-L fucosidase, de l1l'da~-D ducosidase et de la phosphatase acide.

A - Les différentes fractions, possidant L'activiti =«-L
fucosidasique apr?s ELution d'une colonne d'Agarose -£€-
aminocaproyl fucosglamine, sont nassemblies . Une fraction ali-
quoze (30pg) est analysie en gel de polyacrylamide-SDS.

B - Les fractions, posstdant L'activit? glucosidasique apris - ...
tlution d'une colonne de s&phadex G-100, sont nassembliZes. Une
partie aliquote (15pg de protiine) eszt prtlevie, concentrie sux
aquacide I et dialysle contre Le tampon Trlis-HCL 62,5mM, pHé6,8
avant d’'éthe analysie en gel de polyacrylamide-SDS (gradient
10-18p .cent; gel de 1mm d'Epaisseur et de 15em de Longueunrn) .

C - Une §raction aliquote (20pg de protéine) de La forme cris-
talline de La phosphatase @t analysie en gel de polyacrylamide-
SDSs. v

Les §LEches indiquent La position, dans Le gel, des différentes
protéines "marqueurns” (1 : 94 000 ; 2 : 67 000 ; 3 : 43 000 ;
4 : 30 000 ; 5 : 20 000 ; 6 : 14 400). .
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CHAPITRE I

PURIFICATION

DE L’ aO-DGLUCOSIDASE LYSOSOMALE
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La méthode de purdification, utilisée
dans Les expérndiences du Chapitre 1, ne nous a permis d'ob-
tenin qu'une fraction partiellfement purdifife d' a-D glucc-
sidase avec un rendement faible. Ot pourrait expliquer ces
nesultats en consddérant que :

a) La chromatoghaphie sun séphadex G-100
permet de siparen effilcacement L'enzyme des protéines de
haut poids moléculadire, mais augmente en contrepartie La
probabilité d'une dégradation de 2" a-p glucosidase pan
des enzymes proitlolytiques, car ceux-ci sont de bas podids
moleculaine (43) .

b) L'@Lution de £'enzyme dans un grand
valume est un Anconvéindent séndleux de La méthode, favo-
nisant Les pentes d'activdité.

Nous décrnivons, dans ce chapitre, Les expé-
niences ayant penmis La mise au point d'une nouvelle métho-
de de purdification de L' o-D glucosaidase.

A - TNERET DE L'UTILISATION DE L' O.-D METHYL GLUCOSIDE

~Dans une premilre s8rie d'essals, nous
avons donc Lentlé d'amélioren Les niésultats obtenus prié-
cédemment en effectuant deux chromatographies successives
sun s€phadex G-50 et G-100 respectivement. D'autre part,
dans fLe but de supprimen Les Anconvéndients qu'entraine
L'elution de L'enzyme dans un grand volume, nous avons
ajouté de £' o-D mé&thyl glucoside au tampon d'éLuition.
Cet inhibiteun déplace L'enzyme de son support d'agfinite
et néduit, de ce fait, La dilution constatie a L'issue de
La chromatographie. 1L fut utilisé pour La premilre {044
par ROSENFELD (14).

La figurne 6 h.26 représente un diagramme des
opérations effectudes. L'extradit soluble de La 4raction
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Fraction sofuble de C,.L soumise @ une double précipitation
par (NH,1S0, (40-53% Fhe.pH?). Le sediment est solubilist
dans Le” tampon EDTA ImMpH5,KCL25mM, B-mencaptoéthanol 1mM,
puis dialysé contrne ce méme tampon. .

Chnomatographie sun séphadex G- 50
stabilise dans Le méme tampon

o-D glucosidase précipitie pan Le sulfate d'ammo-
nium (83% sat.pH?) est solubilisie, pudis dialysie
conire Le Zampon EDTA 1mM, pH5,KCLZ5mM, B-merncaptotthanolLlmM

Chromatographie sun séphadex G-100
stabiliste en ce méme tampon

ELution par tampon EDTA ImM, .
pH5,KCL25mM, BmencaptoéthanollmM
a-D méthylglucoside 100mM

a -D GLUCOSIDASE

FIGURE 6 : Diagramme des différentes opérations effectuées
lors de la-purification de l'a-D glucosidase
lysosomale (voir figures 7 et 8).




CIIL est soumis & une précipitation fractionnie pan Le
sulfate d'ammonium & pH? (40-E83 § sat) . Le pricipiti est
dialyse, puis deéposé surn une colonne de sEphadex Gz
{voin figuneip2g):Le but de cette chromatographie est
d'éLiminen La majeune pantie des protéines de bas poids
moléculaine. Comme Le monitrne La {Ligure 7, L'enzyme est
exclu du gel avec La plupart des protéines . Les fractions,
contenant de L'activité glucosidasique, sont rassemblées
et soumises & un relargage par Le sulfate d'ammonium

(83 & sat pH?) . Le sédiment obtenu est s0Lubllisl, pudls
dépose sun une colonne de séphadex G-100{voin figure §,29]
La chrnomatographie est développie par un tampon conte-
nant de L' o-D méthyl glucosdide. Ainsdi que L'on peut Le
constaten dans Le diagramme de La figure &, L'enzyme est
tLut dans un plus faible volume (comparer avec §4ig .72
p.18) . Cependant, Le rendement obfenu demeure faible

(10 p. ceni par rapport a CIIL)'

Nous avons donc supposé que Les pentes
d'activités consitaties Etadlent essentiellement dies a une
dégradation par protiolyse. Les expériences, décrites dans
Le paragraphe sudivant, confirment cetie hypothitse.

B - ETUDE DE LA STABILITE DE L' @-D GLUCOSIDASE DANS
DIFFERENTES CONDITIONS TONIQUES

Des fractions aliquotes d' a-D glucosidase,
provenant de La pré€paration précédente, sont prlincubles

T e

a 37° C pendant 30 mn en prisence de concentrations crodis-
santes en KCL ou en présence d'.EDTA. Un témoin est prie-
incub?é, pendant Le méme temps, d& 4° C en présence de 25mM
KCL. Des parties aliquotes sont alorns prélevées pour La
détenmination de L'activité enzymatique et Le resite des
Echantillons est §4ixE immédiatementpar Le formaldZhyde pour
¢trne analys® en ElLectrophonrise.
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FIGURE 7 : Diagramme d'élution de 1' o -D glucosidase,
aprés chromatographie sur séphadex G-50.

Un extrait soluble de La fraction CIIL est pripant & partin
de 275g de foie. IL est soumis @ un double nelarngage par Le
sulfate d'ammonium (40-83% sdt.pH?) . Le s&diment est reprdls (0
dans Le Zampon EDTA 1mM,pH,,KCL25mM, B-mercapto@thancl TmM. <;;;>
La s0fution enzymatique, dialysie, est diéposie sur une colon-
ne de séphadex G-50 stabilisée dans ce meme Zampon. Le gna-
phique représente La mesure de L'activizé enzymaiique de

L' a-D glucosidase et de 2a phosphatase acdide au couns de

L'elution effectude par ce méme tampon.




Abgorbance & 400 nm
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Volune en =1

FIGURE 8 : Chromatographie sur séphadex G-100 de
1' a-D glucosidase.

Les fractions, contenant La majfeure partie de L'acitivité
glucosidasique, ELuZes de La colonne de siphadex G-50,
sont soumdises 4 une pricipitation parn Le sulfate d'ammo-
nium (83% sat.pH?) . Le s&€diment s0Lubilist dans Le tampon
EDTA 1mM, pH5,KCL25mM, B-merncaptoéthanol 1mi, est dialysE
contre ce méme tampon. La soluiion enzymatique est ensulile
déposie sun une colonne de sépohadex G-100. Le graphique
neprisente La mesune de L'activiti enzymatigue de

L' a-D gluccsidase et de La phosphatase acidet et 2d mesure
de Latdensit? optigue au cours de L'€Lution pat Le lampon
contenant de. L'a méthyl glucoside 100mi .
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Les ntsultats, consignis dans Le tableau I,p.31
monirent que quelle que s04it La concentration en sef de potas-
sium, envinon 30 $ de L'activité sont pendues durant La pré-
- Ancubation. La présence -de 20mM EDTA peamet de priserven 85 %
de L'activite énzymatique. Cecd est confinmeé parn L'analyse
de ces memes gractions en &Lectrophorise en gel de polyacryla-

mide-SDS (voin figure 9 p. 32)

La comparadison des nisultats obtenus Lons de
L'analyse de La fraction enzymatique Ainitiale fixte parn Le
formaldéhyde avant dialyse (n°1) ou non §ixCe (n°2) permez
de meXine en &vdidence une peife importante du matérniel pro-
téique pendant La dialyse dans Le cas de L'échantillon non
§4ixe. De meme, La comparaison de L'échantillon teémoin de La
s8nie pré-incubée a 37° C (n°4) avee L'échantillon non phié-
incubs (n°3) suggire qu'une grande partie de La graction
protéique se dégrade & 37° C. L'augmentation de La concen-
tration en KCL dans L'Echanitillon semble Limiten ce phéno-
méne [(comparern Echantillons 1°4,5 et 6). Lorsque La phré-
incubation a 37° C est effectule en presence d'EDTA (#°7),
L'intensite de coloration du maténiel de haut podids molécu-
Laine n'est plus que Légerement inférnieure a celle observie
pour L'Echantillon n°3, cependanit que Le produit de bas poids
moLéculaine (dEja obsenve dans B'Echantillon n°3) peut itne
JAetrnouve en plus grande quanitiifi.

Nous Aintenprétons ces résultas comme signi-
g§iant que Les Echantillons n® 3,7,6,5 et 4 cornrespondent &
des stades de protéolyse de plus en plus poussie de La pré-
paration. Les conditions Loniques de L'Echantillon n°?

(20 mM EDTA) semblent donc etre £es plus adapties pour La
presenvation de La structunre et de L'activité de L'enzyme
pendant La priéparation.

_ On peut nemarquer, en outre, que £'intensi-
1 de coloration, parn Le blLeu de coomassie, des diffErents
Echantillons analysis pan tlectrophortse de La gigure 9°
semble peu en nrapport avec L'activité enzymatique mesurie




Numéro des échantillons

dans l'électrophorése de 3

la figure 9

Molarité en KC1 (mM) 25

Molarité en EDTA (mM) —_

Préincubation 30mn 4°C

Activité en % 100
TABLEAU 1T

25

37eC

71

200

37¢eC

70

31 -

25
20
37eC

85

Stabilité de 1' o-D glucosidase dans différentes condi-

tions ioniques.

Des fractions aliquotes de Iml, provenanit de La prépaation

d' o-D glucosidase de La figure &, sont préincubles a 37°C
pendant 30 mn en présence de concentrations croisdsantes en
KCL (echantillons n°4,5 et 6), ou en présence de 20mM EDTA
(echantillon n 7). Une graction (Echantillon n’3) est pré-
incubte, pendant Le méme temps, d 4°C en présence de 25mM KCL
Apres 30 mn, 100pL sont alors prélevis dans chaque graction
et Lncub@s 30 mn a 37°C en présence de substrat pourn déten-
minen L'activité enzymatique, Zandis que Le reste est im-
médiatement §4ixé pan Le formol & 1 p.cent (concentration g4-

nale) (voin figure 9 p.372)
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FIGURE 9 : Electrophorése en gel de polyacrylamide-SDS des
fractions d' «-D glucosidase préincubées dans différentes
conditions ioniques. ,
Des 4ractions initiales (non prlincubles) d' «-D glucosidase,
§ixées (Echantillon n°l) ou non (Echantillon n°?) pan Le forn-
maldihyde & 10p.cent dans Le tampon trilthanolamine 10mM,
pH?,4 pendant 30 mn & 4°C, ainsi que Les fractions préincu-
bées en présence de concentrations en KCL (Echantillon n°3,
4,5 et 6) ou en prisence d'EDTA (Echantillon n®?), 4ixEes
par Le formaldEhyde, sont dialysies conire de L'eau disiil-
L%e & 4°C. Ces difflrentes fractions sont ensuite analysies
par &Lectrophonlse en gel de polyacrylamide-SDS (10-18%)
comme L& est déendit dans maténiel et miéthodes. Aprls 18 heures
de migration, Le gel est coloré par Le bleu de coomassie.
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pour chacun de ceux-ci (voirn tableau I p.31). Cecd suggire

que, dans La priparation utiliste poun ces expérdlences, La
protéine catalysant L'hydrolyse du paranitrophényl o-D gluco-
pyranncside n'est que Le composant mineur d'un mélange.

C - RECHROMATOGRAPHIE SUR SEPHADEX G-100 DE. LA FRACTION
D'Q -D GLUCOSIDASE

Le diagramme, prnésenti dans La figure 10 p .34,
confinme L'hypothese selon Lagquelle L' a-D glucosdidase purni-
fite dans Les condifions deécrhdites plus haut, n'est que Le
composant mineur d'un mélange. En effet, une nouvelle chro-
”matogmaphie sun sEphadex G-100en prisence de 20mM EDTA
(pH5), peamet d'affirmen qu'une trhis fadible proportion du
maténdiel absorbant Les U.V possede L'activite enzymatique .

D - COMPORTEMENT DE L' O-D GLUCOSIDASE LYSOSOMALE LORS D'UN
RELARGAGE PAR LE SULFATE D'AMMONTIUM .

La préparation, simultante de L' o-L fucosidase
et de &' a-D glucosdidase acide, nous oblige & de nombreuses
utilisations du nelargage parn Le sulfafe d'ammonium, car Les
conditions de pH necommandes pourn La précipitation de La guco-
sidase parn OPHEIM et TOUSTER (41) sont difgérentes de celles
qudi furnent utilisées parn JEFFREY et al pour purifien
L' a-D glucosidase (12) (voirn diagramme de La §igure 1, cha-
pitre T p. 16)

Nous avons donc essayé de nédudire Le nombre
d'apénétioné a effectuen en Etudiant Le comportement de
L' o-D glucosidase Lons d'un nelargage par Le sulfate d'am-
monium 4 pH6 (conditions utilisies pour L' a-L fucosidase) .
Comme Le montre Le tableau 11, §8 a 90 % de L'activiiti
a-D glucosidasique sont retrouvées dans Le précdpite con-
Lenant £' a-L fucosidase. D'autre parnt, & pHé comme & pH7,
L' a-D glucosidase est so0luble dans Le sulfate d'ammonium
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FIGURE 10 : Chromatographie sur sephadex G-100 de
1 a-D glucosidase.

Une 5nacz¢on aZLquota de 5mf de g£uco¢4daée provenanid de La
préparation de La figure §, est amenie en 20mM EDTA,pH5, avant
d'étre déposie sun une colonne de sephadex G- 1005 tabitiste en
EDTA 20mM, pHS KCL25mM,gmerncaptoithanol TmM Le graphdlgque
ne;onezsente z' emegutnemenz de La densité optique el La mesure
de L'activite enzymatique ar cours de L'élution par ce méme tam-
pon contenant 0,1M méthyl glucoside .
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Fraction soluble de C__L

_ II Rendement
précipite par le (NH4)2804 3 en %
40% sat.pH6 o}
40% sat.pH7 0
40-63% sat.pH6 90
40-63% sat.pH7 88
40- 83% sat.pH6 : 100
40-83% sat.pH7 100
TABLEAU IT

Comportement de 1' a-D ducosidase lors d'un
relargage par le sulfate d'ammonium.

Des fractions aliquotes de 5ml d'un extrait scluble de
C,.L sont soumises, successivement, ad des précipitations
p&l Le sulfate d'ammondium a pHé ou a pH? (40% sat, 63%

sat et 83% sat). les s@diments respectids sonit solubifi-
884 dans Le Zampon EDTA 20mM,pH5,KCL25mM, g mercaptoéithanol
ITmM . ,

Des fractions de 10 et 20 wL sont alons prélevies et
incubBes en présence de substrazt 30mn a 37°C poun déten-
minen L'activité enzymatique. La Lecture @ 400 nm est
effectuie contre un témoin non Lincubi .
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a 40 % de saturation.

Les protédines, précipitant entre 63 et §3 %
de saturnation pHé, Etanit prdincipalement de bas poids molé-
" culainre, nous avons donc pensé qu'il Etait avantageux dey
délaissen cette fraction ne contenant que 10 % environ de
L'activite totale pour simplificen et nendre plus rapide La
prtparation de £' o -D glucosidase.

L'ensemble des expiriences, décrites dars
Les paragraphes précidents, nous a permis de déterminern de
meilleunes conditions de priparation de L' o-D glucosidase
Dans Le paraghraphe sudlvant, nous présentons La méthode
amélionée ayant permis L'obtention de fractions trnées pandi-
gi2es de L'enzyme Lysosomal.

E - ISOLEMENT DE L'Q -D GLUCOSIDASE LYSOSOMAL.

L'extrait so0luble de La fracition CIIL est
prépart dans Les conditions Londques opiimales déterminées
précédemment {voir paraghraphe B) . Les premilZres &tapes de
purification de L' C-L fucosdidase et de L' a-D glucosdidase
sont communes. Les donnles, necuedlllies au counrns de ces
Etapes, sont rnassemblies dans Le tableau TI11, Celles-cd
monirent que Les deux enzymes soni purdifdis avec des ren-
dements similaines. 56 % de L'activité a-L fucosidasique et
50 % de L'activité o-D glucosidasique sont obtenues dans
Le précipite 63 % de saturation pHé pan napport & L'homo-
génat., '

Ce pricipite esit soumdis & une chromatogra-
phie d'affinité sun Aganrose-g-aminocaproyl fucosylamgne
pour obtenin L' a-L fucosdidase. La §raction, non retenue,
contient &' a-D glucosidase. La fraction 40-63 % de satura-
tion en sulfate d'ammonium & pHé est préparie. Le prlcipité
obtenu est s0lubilisé et dialysé contre Le tampon de chro-
matoghaphie (tampon B). La solution enzymatique est ensuite
concentrnie sun membrane "amicon" XM50 dans Le but d'ELimi-

nern La majeune partie des protéines de bas podids moléculadine.
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Fractions Rendement en %*
L, Fucosidase D glucosidase
Homogénat 100 ‘ ' 100
PNS : 86 92
“rrL 72 65
Extrait soluble de CIIL 61 ' 55
Précipité (NH4)2so4 56 50

(63% sat.pH6)

¥*moyenne de 3 expériences

- TABLEAU III

Comparaison des rendements obtenus pour les
deux enzymes lysosomaux lors des étapes com-
munes de purification.
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ELLe est ensudife déposte sur une colonne de séphadex
G-100, stabifiste dans Le tampon B. L'ZLutdion de £' a-D
glucosdidase est efpectue par Le tampon contenant de

L' o-D methyl glucoside. Le diagramme d'éLution, repnré-
senté dans La {igure 11, p.40, montre qu'un pic d'acti-
Vite enzymatique esi obtenu dans une zone de faible teneun
en protéines . Cependant, La prisence voisine de pics pro-
Leiques, ne possédant pas d'activité a-D glucosidasdique,
semble indiquer une coffamination probable de £' a-D
glucosidase .

La purification de L'enzyme est donc
poursulvie parn une chromatographie de tamisage moléculaine
nealisie sun La meme colonne que-précédemment, apris que
celle-cd ait 816 Lavie pan deux volumes de tampon glucoside.
Comme Le montre Le diagramme de La figure 12, p.41, L'ac-
Zivite o-D glucosdidasique coincedde avec un pic d'absorbance
en U.V, L'analyse de La protédine, effectule parn ELectro-
phorése en milieu non dénaturant  (voirn figure 13,p .412),
monthe que La préparaiion obZenue est homcgine.

Les donnies, que nous avons . obtenues Lonrs
des différentes Etapes de punification de £' o-D glucosidase
Lyéobomaﬂa,_éoni rassemblées dans Le tableau IV, p.38. Le
gacteur de purnification, calecullé par rapoort @ La fraction
Cryl, est de £'ondre de 3000 eX Le nendement de 35 p.cent.
Ces nBsultats sont this sensiblement supénrieurns a ceux
obtenus par JEFFREY et af (12) qudi, caleulis par rappori
a La méme fraction, donnaient une purification de L'orndre

de 1300 4ois avec un hendement de 15 p.cent.




.

Abgsorbance a4 280 nm

- 40 -

1,3- .
104
0’8. [
- \.\
064 l
05{ T 0 2 .
03 1
\ ’
\Os
-
] \
\ / !
\/ O N I
) \, / \ AN

F \ S .

QI \ -f,ﬂ\rf : \
et
\
0-—0 se s t00 800t :’ LA '000000000900‘600000 OOOOOOOOOO:OOOOQOOOOQ — -‘DOOOOOOOOOO0.0'U \nﬁ e O
0 100 300 | 500

volume en nl

FIGURE 11 : Isolement de 1' a-D glucosidase.
Premiére chromatographie sur séphadex G-100.

Un extradit solfuble de La fracition C 7L esz préparé & partin
de 618g de fole. TL est soumis & an£ précipitation par Le
sulfate d'ammonium (63% sat, pHé) et Le pricdipiti esi so0lu-
bLLis8 dans Lo tampon A. La solution esi chromatographiZe

sun une colonne d'Agarose~ €-aminocaproyl fucosylamine.
L'effluent est alorns soumis & un double relargage par Le

{ NH )2304 (40-63% sat, pH6) . Le priedipité, sofubilisé dans .~
Le %ampon B, dialys& contre ce méme tampon, est dEposé sun (LY
une colonne de sEphadex G-100. La sudife des oplrations est ‘')
Ldentique a4 celle diécnite dans Matindiel el MEthodes. Le -
graphique hepriésente L'enreglstrnement de La densité optique

et La mesunre de L'aciiviti enzymaitique au couxs de L'Clu-

tion par Le méthyl glucvside 0,14 dans Le tampon B.
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FIGURE 12 : Isolement de 1' o-D glucosidase
Deuxiéme chromatographie sur séphadex G-100.

Les gractions, contenant La majeurne partie de L'activite
glucosidasique, 2Lules de La colonne de sEphadex G-100 -
précédente, sonit nassembliées . Une fraction aliquozte de 20mi
est nechrnomatographdile sun cette meme colonne, apris que
celle-cd ait €18 Lavée par deux volumes de Lampon B conte-
nant 0,1M méthyl glucosdide. Le diagramme neprésente L'en-
negistrement de La densizte opiique et La mesure de L'actdi-
vite enzymatdique au couns de L'eLution par ce méme tampon .
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FIGURE 13 : Electrophorése en milieu non dénaturant de
1'e~D glucosidase.

Deux parnties aliquotes (15pg de proztiine) d'a-D glucosidase
provenant de La préparation de La figure 12 sont analysées en
gel de polyacrylamide & 7,%p.cent (voirn Matériel et MEthodes) .
Apn2s 3 heunes de migration 2 4 °C (2,5mA/gel), un gel est
coloné par Le bleu de coomassie, tandis que Le second est dé-
coupl en tranches de Imm qui sont Lincubles dans La solution de
substrat poun détectern L'activitié glucosidasique.




CHAPITRE III

COMPOSITION EN SOUS - UNITES

DE L®0-D GLUCOSIDASE LYSOSOMALE
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La méthode de purndification, décrnite dans
Le chapitne précédent (11, E), nous a permis d'obtenin
une graction enzymatique possédant un tres haut degni de
purneté. Au courns de nombreux contrholes, effectuls pan
tlectrophontse en milieu non dénaturant, aucun contaminant
protéique n'a Eté mis en Evdidence, méme Lornsque des quan-
1itts assez importantes {30-40pg) d'enzyme ont E1% analysiés .
La puneté de £'edzyme nous a donc semblé satisfaisante
pourn envisager La production d'antisérums chez Le Lapdin.

Les expéndlences, présentles dans ce chapdi-
Zrne, concennent Le probléme de La composition en sous-
unités de £' a -D gluccsidase.

A - MISE EN EVIDENCE DES SOUS-UNITES DE L'EMVYME PAR DES
TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES .

Comme Le montre La figune 14 p .44, L'ELec-
trhophontse en gel de polyacrylamide-SDS peamet de conclure
que Les sous-undités de L'enzyme ont un poids moléculaire
de 62 a 64 000. On peut cependant soupgonnen une certaine
héternogeneite parmi Les sous-unités de La proiéine au vu
de £'agrandissement de La photographie Afig 14 C) . L'al-
kyLation de La protéine néduite avant L'ELectrophonrise
n'apporte aucune modification des nésultats (fig 14D).

4 Ainsi, a R'issue de L'ELectrnophorise en
gel de polyacrylamide-SDS, on ne peut exclunre £a possibdi-
LLite que Les deux sous-unitis, composant La molicule
d' a-D glucosidase, soient non Lidentiques.

Nous avons donc poursuivi notre analyse en
ttudiant Le compontement ELectrophonttique de La protidine
dans d'autnes conditions dénaturantes . Comme Le monitre
La f§igure 15 p.46, L'élLectrophortse en présence d'urnée & M
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FIGURE 14 : Electrophorése en gel de polyacrylamide-SDS de
1' o-D glucosidase.

A,B - Deux parnties aliquotes d' «-D glucosidase (10pg de
prottine), provenant de La figure 12, sont analysles en
gel de polyacrylamide-SDS (graident de 10-18p.cent, gel
de 15em de Longueun et de Tmm d'Epaisseur) .

C - Agrandissement de La photographie A.

D - Une $raction aliquote d' &-D glucosdidase (20pyg de proiiine)
est analyste aprls -que celle-ci ait &tE, au prialable, ri-
duite et alkylie (voir Matériel et MEthodes).

Les §L2ches indiquent La position dans Le gel des diffé-

nentes protéines "manqueurns” (1 : 94 000 ; 2 : 67 000
Biig
e

.
»

3 : 43 Q00 ; 4 : 30 000 ; 5 : 20 000 ; 6 = 14 400).
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permet de visualdlsern quatrne composants, dont deux majeunrs .

Bien qu'il s0it difficile d'intenpréten
de fagon certaine La présence de composants mineurns dans
L'enzyme purnifile (dégradation des sous-unitis scus L'ac-
tion d'hydrolases, exisitence de formes multiples etc..),
cest neésultats semblent confinmen L'existence de deux sous-
unites non Ldentiques dans La molLicule d'enzyme.

B - ANTICORPS ANTI-@ -D GLUCOSIDASE ET STRATEGIE EMPLOVEE
POUR CONFIRMER L'EXISTENCE DE DEUX SOUS-UNITES DARS LA
MOLECULE D’ @ -D GLUCOSIDASE. -

Nous avons appliqui La méthode de
VAITUKATIS (44) poun obtenin des antisérums o -D gluccsidase.
A partin de ceux-cd, nous avons Ls0Lé Les I1gG et priparnt
des suppornzts d'affinité Biogel P 300-I1gG (voir Matérniel et
Méthodes) de maniZre & isolen L'enzyme tres nrapidement
et dans des conditions Limitant fontement L'action possible
d'hydrolases . Une graction, contenant Les onganites de
grandes tailles, esi préparie en une seule Etape de centrndi-
gugation a& partin d'un homogtnat de foie de rnat. Cette
graction est nehomagénéiste en milieu hypotonlque, a pH
- alcalin:, avant d'eire chromatographiée surn Le support d'af-
ginite (voin Maténdiel et Méthodes). Comme Le montre La
figure 16 p. 48, L'analyse, parn ELectrophorlse en gel de
polyacrylamide-SDS de L' a-D glucosdidase Ls0LEe sun Lmmuno-
adsonbant, peamet de mettre en Evidence deux bandes protédi-
ques this proches,possédant des masses moléculaires de 67 et
64.000.

Ces nesultats confirment donc ceux obtenus
précédemment {comparer figure 14 et 16) et suggérent for-
tement -mais ne prouvent pas de manitre absolue- que La
moLécule d' a -0 gluccsidase est constitule de deux sous-
unités non Ldéntiques .
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FIGURE 15 : Electrophorése en gel de polyacrylamide~Urée
de 1' «-D glucosidase.

Une partie aliquote (20pg de protéine) d'«-0 glucosdidase,
provenant de £a prlparnation, utilisie dans L'expinrience de
2a gf4igurne 13, est analysle par ELectrophorise en gel de
polyacrylamide-Urte, dans Les conditions Loniques déenites
par REISFIELD (voir MatBriel et MEthodes) . Apr2s 4 heunres
de migration (3mA/gel), Le gel est colorni€ par Le bleu de
coomassdie .

Les §L2ches indiquent La position des bandes dans Le gel.
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CONCLUSTION

La méthode de pundification, décrite dans
ce mémoire, peamet d'isolern L' 0 -D glucosdidase Lysosomale
de foie de rnat avec un tres haut degre de punret? (facteun
de purndification : 15.200 parn rapport & L'homogénat) et
avec un haut nendement (23 p.cent) . Tirant parnitdi des rE-
sultats obtenus Lons de La recherche de conditions Lond-
ques assurnant une préservation de La struciture et de L'ac-
tivite de L'enzyme, ce prociédé esit simple (un seul suppont
chromatographique) et rapdide.

Les difgerentes analyses &Lectrophoné-
tiques de L' @-D gﬁucabidaée purifiée permetient de meftitre
en évdidence deux chaines polypeptidiques, de podids moliZ-
culaine difgérent, dans La fraction d'enzyme purifite.

Les expéndiences ultérieurnes permetiront
d'intenpriten, de facon plus centadine, Les rnésulfats que
nous avons obtenus et d'entreprendre L'Btude de La bio-
synithese de L'enzyme.
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FIGURZ 16 : Electrophorése en gel de polyacrylamide-SDS de
1' &-D glucosidase, isolée sur immunoadsorbant. .

Les fractions, correspondant au pic protéique, Zlulede
La cclonne de Biogel P300U-1gG, sont rassemblies . ELLes sont
ensuite concentries sun aquacide 11, pudls dialystes conitre
de £'eau distiflée avant d'ztre anaﬁyéécé en gel de poly-
acrnylamide-SVS (gradient 10-18p.cent, gel de 15cm de Longueur
et de lem d'épaisseun) . Aprnés 18 heurnes de migration, Le gel
est colori par Le bleu de coomassdie.

Les 4Leches indiquent La position, dans Le gel, des diffe-
rentes protliines "margqueukxs" (1 : 94 000 ; 2 ; 67 000
3 2 43 000 ; 4 : 30 000 ; 5 ¢ 20 000 ; 6 ¢ 14 400) .
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A - GENERALITES

Toutes Les solutions sont pripartes avec
de L'eau déminérnalisie bidistiflie et toutes Les chroma-

-

tographies sont effectutes a 4°C.

B - PURIFICATION DE PLUSTEURS HYDROLASES LYSOSOMALES

1 - Préparation de la fraction CIIL

-

200 a 300g de fode, provenant d'un Lot de
nats de méeme sexe, sont homogénéists dans trhodis volumes de
tampon 0, 258 Te5OK25M3. L'homogénat est dilul pour obtendin
une concentration de 16 p.cent. Une fraction NCI est pré-
parie parn centrifugation dans Le roton JA-14 de La centrni-
5ugguée J-21B, pudis une fraction CIIL dans Le noton JA-10.
Celle-ci est Lavée une 40is dans Le mifieu 0, 258 T25K25E2
{6mL/g de foie) . ELLe est nehomoginiiste dans Le Zampon
maléate 10mM, pHé,MgSO4 ImM, B-mencaptoéthanol 1mM (1;4ml/g
de tissu) parn 20 allens-retour de piston, serni dans un
homogénéiseurn de DOUNCE. La suspensdion est centrifugie & P

i gl

40'0009max pendant 20mn. Qé;;)

2 - Purification de 1' a -L fucosidase

_ Le sunnageant décant? est soumis 4 une pré-
cdipitation par Le sulfate d'ammonium (63 % de saturation &
pHé) a 0-2°C. Le sédiment obtenu est dissous dans Le tampon
maléate 10mM, pH6, MgSO4 ImM,B mencaptoéthanol TmM, puls
déposé sun une colonne de sépharose-4B (10-15meL de gel, se-
ningue de 50mL), connectée & une colonne composle de 3mlf de
Biogel P10, necouvents par éml d'Agarose- € -aminocaproyl
guccsylamine (seningue de 10mL) . Les deux colonnes sont sta-
bilistes dans Le tampon malféate 10mM, pHé, NaCL 700mM, MgSO4
ImM, g mercaptotithanol TmM (tampon HFI) . La colonne est Lavie
par 30mL de cette s0lution et Les deux colonnes sont ensudlte
" déconnecties. Le suppont d'affinizé est encore Lavi par 200ml
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de tampon HFI, pudls par 40ml de tampon maléate 10mM, pH6
NaCL 150mi, MgSO, TmM, B mencaptoithanct 1mi (tampon BFI) .
L'enzyme est ensudlté eLué parn 20mL de fucose 0,IM dans Le
tampon BFI.

3 - Purification de 1'a -D glucosidase

L'effluent de La colonne précédente, nren-
fenmant Les activités phosphorylasiques et glucosddasiques,
est soumis a4 une double prnicipitation parn Le sulfate d'am-
monium (40-83% sat, pH7). Le précipit? est ajout?i & celud
obtenu Lons du nelargage par Le sulfate d'ammonium (83% sat
pH?) du sunnageant 63% de safuration de L'extraiit soluble
de CIIL.-Le sédiment, nepris dans Le tampon imdidazol 5mM,
pH?, KCL 25mM, EDTA 1mM, B merncaptoéihanol TmM, est dialys@
contre ce méme tampon avant d'étre déposé surn une colonne
de séphadex G-100 | Zem x 122em) stabilisCe en ce tampon.
L'éfution de La phosphatase acide et de £'a -D glucosidase

est effectute pan ce tampon.
4 - Purification de la phosphatase acide

Les gfractions, contenant La majeure partie
de L'activité phosphorylasique, ELules de La colonne de
sephadex G-100 précédente, sont rnassemblies et soumises &
un double nelargage par Le sulfate d'ammonium (50-80% sal
pH? . Le sédiment, repris dans Le tampon imidazol 5mM, pH?,1
est dialysé contre ce méme tampon. La solution enzymafique
est alors chromatographite sun une colonne de DEAE-Cellfulose
(3,5 x 75em), stabiliste dans Le tampon imidazol 5mM, pH7,1.
Ce tampon de chromatographie penmet d'&luen Le Pic 1 de La
phosphatase acide. Un deuxilme pic d'activité phosphoryla-
sique est Lul pan un ghadient Liniaine de NaCL formé€ panr
un Litre de Zampon imidazol 5mM, pH7,1 et deux Litres de
tampon imidazof 5mM, pH?,1, NaCL 0,5M. Les fractions, conte-
nant La majeune parntie de L'activité phosphorylasdique du
Pic I, sont nassemblEes et congelées a -20°C. |

Les fractions de phosphorylase Pic T de
plusieuns explriences sonit ensuite soumises & une pricipi-
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tation par Le sulgate d'ammonium (80% saft, pHé) . Le pri-
cdpdite, neprds dans Le fampon maliate 10mi, pHé, est,apris
dialyse,. epose sun une colonne d'hydroxylapatite (2,5 x30cm)
stabilise en ce Zampon. L'eLlution de:L'enzyme est effectuie
par Le Zampon maléate 10mM, pté, sulfate d'ammonium 100mi .
Les fractions, contenant Le maxdimum d'activité enzymaiique,
sont nassemblies et amenles & 80 % de saturation en sulfate
d'ammonium pH 7,1. Le pricipdlti esi neprnis dans Le Zampon
imidazol —glycylglycine 5mM,pH 7,1, puis ameni en 50 % de
saturation en sulfate d'ammondium. Apres une centrifugation
a basse vitesse, Le surnageant est amenté Lentement a 55 %
de Aaiu&aiéoﬁ en sulfate d'ammondium. La solution, Ladissie
48 heunes a 4°C, peamet d'obtenin, apris une centrifugaition
& basse vitesse, une foame crnistalline de £'enzyme.

5 - Intéret de l'utilisation de 1' aq -D
méthyl glucoside :

N 275g de 4o0de, provenant d'un Lot de rats

de méme sexe, sont homogénéisés dans trois volumes de tampon
0, 258 T250K25M3. L'extrait soluble de La graction de CIIL
est priéparé comme LL est décrndt dans Le paragravhe Bl . I
est alorns soumis a un nelangage par Le sulfate d'ammonium
(40-83% sat pH7) . Le pricdipitl est repndis dans Le Zampon
EDTA TmM,pH5,KCL . 25mMyP mencaptotthanol Tm¥. La s0lution en-
zymatique, dialysle contre ce tampon, esit dEposle sur une
-colonne de séphadex G-50 (3,5 x 22em) stabiliste en ce tam-
pon. Les gractions ZLules, contenant La majeure partie de
L'activiteé glucosidasique, sont rassemblies et amenles &

83 § de saturation en sulfate d'ammonium pH7 . Le précipit?,
nepris dans Le tampon EDTA TmM, pH5, KCZ 25mM, B mercapto@thanol
ImM, dialyse, est déposé sun une colonne de sEphadex G-100
(257 mL) recouvert de Biogel P10 (100 mL) stabilisle en ce
tampon. L'¢Lution de L'eldzyme est effectuie par Le Zampon
EDTA TmM,pH5, KCL 25mM,p mercapto@thanol TmMyamézhyl glucosdide
de 100mM . ‘

Une fraction de 5 m& d'enzyme purifi? est riafus-
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tée en EDTA 20mM,pH5, avant déire nechromatographile sun
une colonne,de séphadex G-100 {2x 30cm) necouvent de Fem
de Biogel P10, stabilisie dans Le tampon EDTA 20mM, pH5,

KCL 25mM, mencaptolithanod TmM. L'EéLuZion esi effecituie

ﬁan ce méme tampon conterant 0, 1M méthyl glucoside .

C - ISOLEMENT DE L' -D GLUCOSIDASE LYSOSOMALE

Une gfraction CIIL est priépante, comme pricédemment
( voir paragraphe B1),a partin de 2904 618g de 4o0ie de rat de
méme sexe. ELLe est ensudlte lomogénéisée dans Le tampon
EDTA 20mM, pHé6,maléate 10mM, MgSO0, 1mM, mercaptotzthanol 1mM
(tampon A) pan 20 allens-retoun de piston sernié dans un homo-
généiseurn DOUNCE. La suspension esit centrnifugée a 40.000 8 max
pendant 20mn. Le surnageant est soumis & une précipiltation
par Le sulfate d'ammondium (63% saturation pHé) . Le sédiment re-
pris dans La tampon A est déposé sur une colonne de sépharocse
4B couplte a une colonne d'Agarose - - aminocaproyl fucosyla-
mine . L'efgluent contenant L'activité glucosidasique ( 0,4ml/g
de fodie) est soumis a une double précipitation parn Le sulfate
d'ammonium (40-63 % de sat. pHé) a 0-2°C. Le pricipiité obZenu
est sclubiliseé dans Le tampon'EDTA 20mM, pH5,KCL 25mH, mercap-
toéthanot 1mi, (tampon B}, puis dialys€ contre ce meme tampon
12 h a 0-2°C. Aprés une centrifugation & basse vifesse qui
permet d'éliminen un insoluble, La so0lulion est concentrZe sux
membrane "Amicon" XM50. ELLe est ensudlte déposée sun une colonne
de séphadex G-100 (357ml) nrecouveri de 40m& de Blogel P10 .
stabiliste dans Le tampon B . La chromafographie esi deve-
Loppte par Le tampon B conZenant 0,1M mEthyl glucoside.les frac-
tions contenant La majeure partie de L'acZiviilé enzymatique
dont nassemblies et des fractions de Z0mL environ sont nechno-
matographites sun cette méme colonne aprés que celle-ci all
gt¢ Lavie pan deux volumes du tampon B contenant 0,1M méthyl
glucosidase . L'Clution est effectute ensuite par ce meme ZLampon .
Les fractions €Lules, renfermant La mafeure partie de L'acti-
vite enzymatique, sont alorns rassemblLies et centrnifugies dans
Le roton 60 TL pendant 72 h a 60 .000t/mn.
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D - DETERMINATION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES
La mesurne de L'activité des dif{firents
enzymes myscsomaux a EX% néaldiste grace a4 L'utilisation de

substrats pananétncphényﬂ; a-. pyrannosdides .

- Poun L' a-L 4fucosidase, Le paranditrophiényl

o -L fucopyrannoside 2mM dans Le Zampon acttate 62,5mH
pHé, contenant 250 pg/ml& de sCrum albumine bovine.

- Pour L' @-D-glucosdidase, Le paranitro-

phinyl-0 -D glucopyrannoside 5mM dans Le tampon aclilate
6%,5mM pH4,5 KCL, 250mM, EDTA 1mM, s8rum albumine bovine 250ug/ml.

- Poun La phosphatase acide, Le paranitro-

phényl phosphate 5mM dans Le tampon acétate 62,5mM pH5 conte-
nant 250 pg/ml de s&rum albumine bovine.

0,7 mg de fractions a doser sont addition-
nées de 0,4 mt de paranitrophényl pyrannoside dans Le tampon
cornnespendant & L'enzyme dose. Lorsqu'4il s'agit de fracitions
purifies, La réaction est arnétée parn 0,5 m€ de tampon al-
calin (glycine 133mM, NaCl 67mM,NaZCO3 §3mM, ajusté a pH10,7
avec de fa soude) et La densiti optique a 400nm est misurte
contre un Lemoin non Lncubé . Dans Le cas de fraciions brutes,
La nrEacition est arnétie parn additdion de 0,1 mf€ de TCA 10p.cent
et une parntie de £'acido-s0luble est ensuite additionnie de

un volume de tampon alcalin .

E - PREPARATION D'ANTICORPS ANTI-Q-D GLUCOSIDASE

1 - Obtention des antisérums

Nous avons utilis? La méthode de VAITUKAITIS
et al (44). A 600 ﬁb d'enzyme purnigit, dissous dans 2 mf de
NaCL 0,15M, on afoute 10 mg de Bacillus Batyricum Lyophilisi
et 2 mL d'adjurant complet de FREUND. Le mélange est agité
vigoureusement jusqu'a L'obtention d'une Emulsion stable.

Des Lapins néozélfandais de 2,5 a 3 Kg, dont
La fournrune a 1% rasée sur toute La riglon dorsale, re¢od-
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vent chacun 2 mf d'émulsion (s0it 300 pg d'enzyme) en 40

a 50 injections parn vodie Lintradeamique, puis 1 mL de vacedn
anti-coquelucheux Penthydral (Institut Pasteur) par vodie
sous-cutante dans La cudisse. Aprts trhodls semaines, des pré-
- Levements de sang sont effectuls chaque semaine et La
presence d'anticorps est contrnoliée, de facon routindilinre,
par La méthode d'immunodiffusdion d'OUCHTERLONY .

2 - Purification des IgG

a} Précdpitation pan Le sulfate d'ammonium

-

La mandipulation est effectuse a 0-2°C, Le
serhum est dilul pan 1 volume de tampon phosphate 50mM pH?, ¢
NaCL 150mM (fampon PS). On ajoute une solution 3,8M de
(NH4)ZSO4 pour obfenin une concentration finale de 1,6 M. Le
précipité, obtenu apris centrifugation, est dissous dans Le
tampon PS, Le volume final de La sclution étant égal & celudl
du s2rum diful . Une deuxdilime précdipitation est effectuée de
La meme manitre que précidemment. Le précipité est repris
dans Le tampon PS, Le volume f{inal de La sclution Ztant Zgal
a La moitde de celud du s&rum initial. La solution est dia-
Lyese pendant 24 H contre Le tampon PS. L'insoluble est
eLiminé parn centrifugation a basse vitesse et Le surnageant
est giltne sun MillLipone (0,45 pm) .

b) Chromatographie sun DEAE et CM Cellulose

Des colonnes d'un diamétrne de 1,5 em, com-
postes de 10 em de CM Cellulose, rnecouvent de 10 cm de DEAE
Cellutose, sont utiliites. ELLes sont stabilistes dans Le
Zampon PS. Des parntdies aliquotes de 30 mL sont chromatogra-
phites et La fraction, non retenue, est collectie.

F - PREPARATION DU SUPPORT D'AFFINITE BIOGEL P300-1g6G

Le Biogef P300, prialablement gongle dans
L'eau distillie, est activi parn La glutaraldihyde & 5 p.cent
dans Le tampon phosphate 50mM pH? pendant 15 heures & templ-
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natune amblaniei Le gel est esnuite Lave sun veane §ritté
par 20 volumes de tampon phosphate, pudls par 100 volumes
d'eau distitlie.

La graction d'1gG (20mg) de 2' a -D
glucosdidase est agitle pendant 18 heures & templrature
ambiante avec 20 mf de gelf activé dans un volume §inal de
34 mf en présence de tampon phosphate 50mM pH?,4 NaCL ©,15M.
Le gel est ensudite agité mndant 12 heunes dans L'éthancla-
mine 1M pH?7, avant d'étre abondamment Lavi par de L'eau dis-
tillee. 1L est enfin stabilis? dans Le tampon Trnis-HCL 50mM
pHE,6 NaClL 150mM NaN3 3mM .

G - ISOLEMENT DE LL (1 -D GLUCOSIDASE SUR TMMUNOADSORBANT

123 de foie sont homogéntisés dans deux
volumes du milieu O, 25M aucrose Tris~-HCL 5mM pH?,6, aprotindine
100 U Ki/m, par 5 coups de piston Lache. Une §raction, con-
Lenant. Les onrngandites de grandes tailles, est pripanrée parn
centrifugation dans Le notoxr SW,z a ZZ.OOOQmax pendant 10 mn.
Le sediment est nehomog€utdisé dans Le tampon Trls-HCL 50mM
pHE, 6, aprotinine 100 U.Ki/mE par 15 allers-retoun de piston
senne dans un homogénéiseur DOUNCE. La suspension est cen-
tnifugie a 30.000 9 max
trnigug? de nouveau pendant 2 heures dans Le rotorn 60 TL &
205.0009max. Le sunnageant est alorns §4LEnE sun MilLipone
(GF83-0,45 um) avant d'étre rtafusié en Tals 50mM pHE,6
NaCL 0,15M, Triton X-1061%, aprotinine 100 U.Ki/m&, NaN3 3mM .
La solution est déposée ensudite sur une colonne de Biogel
P300-1gG (8 mL de gel) siabilisé dans Le méme Zampon.
L'échantillon est necycls pendant 24 heures & templrature
amblante. La colonne est alons Lavie pan 80 volumes du tam-
pon initial, puis par 10 volumes du tampn Tris 50mM pHS, 6
NaCL O,15M. L'2lution est alorns effectuie pan Le tampon
GLycocolle 0,24 pH2,8 NaCl O0,5M. Les fractions, cornrespon-
dant au pic d'absornbance en U.V, sont immédiatement rassem-
bLées et elles sont ensuite concentrles sun aquacide IT ,

pendant 10 mn. Le surnageant est cen-
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puis dialystes contre de L'eau distiflLie. Les Zchanitillons
sont alorns additionnts d'un volume de Lampon Tris-HCL 62, 5mM
pH6,8,SDS 4 §,DTT 0, 2Mysucrose 20 % et chaufdes 7 mn dans

un bain-manie brvuillant.

| H - ELECTROPHORESES EN GEL DE POLYACRYLAMIDE

1l - Electrophoréses en milieu non déna-
turant. '

Les electrophonesed en gel de polyacrylamide
sont néalisies selon La méthode de REISFELD (45) . Efles
sont néalistes dans des tubes de 5 mm de diamitre et de 7 cm
de Zongueun. Le gel de séparation est constituf d'un gel
d'acrylamide a 7,5 % contenant 60mM KOH-acltate pH4,3 et Le
ged de concentration par de L'acnylamide & 2,5 % contenant
Le tampon KOH-actate 60mM pHé,7.

-~

Aprnes 3 heunes de migration & 4°C (tampon
alanine 35mM pH4,5 2,5mA/gel), Les gels sont immerngis dans
Le TCA 50 %, pudis colorés par Le bleu de coomassie & 0,2 %

dans Le T€A 50 § (10 mn) et décolonés par L'acide acltique
atr %. '

Pourn La mesure de L'activitié, Les gels
sont congelis, puds découpis en trhanches de 1 mm qui sont
ensudite LncubZes en présence de paranitrophényl- a -D gluco-
pyrannoside 5mM dans Le tampon acétate 62,5mM pH4,5 KCL 250mM
EDTA 1mM B mercapto&thanol 1mM pendant 30 mn. La réaciion est
annetée par un volume de rtactif alecalin.

2 - Electrophoréses en milieu dénaturant

- Les Electrophornises en gel de polyacrylamide-
SDS sont néalistes selon La mtéhode de LAEMMLI (46) . Des gels
de 1 mm d'épaisseun (15 em x F5 em, 16 dépdts) sont généra-
Lement utilfisés. Le gel de sEpanration est constitut d'un
gradient Lintaine de 10-1§ p.cent d'acrylamide et Le gel de
contration conitient 5 p.cent d}ac&yﬁamide.

Pour L'expinience de La §figure 14D p .44, une
fraction d' a-D glucosidase [20ug de protéines) est additlon-
nte de 1T mL de tampon Tris-HCL 62,5mM pH6,8 2% SDS DTT 50mM
auant d'eztne chauffée 2 heures dans un bain-marie & 37°C.
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ELLe est ensudite alhylée en présence de 0,1M Todoacétamide
(concentration finale) pendant 1 heure & 37°C. L'Echantil-
Lon est alons additionne d'un volume de TCA 10 %. Le pre-
cipitl de proréine, obtenu aprls centrifugation, est Lavé
dans L'Ethanol/éthen (V/V) et sEch? sous azote avant d'étre
s0lubilise dans Le tampon Tris-HCL 62,5 mM pH6,8,8DS 2 %

DTT 1M ,sucrose 10 § et chauffés 2 mn au bain-marnie bouillant

Aprnes 15-20 heunes de migration [5-8 mAj
Les gels sont immengls dans Le TCA 50 % (2-3 bains) pendant
1 & 2 heures. 1Ls sont ensuité colonés, sous agitation cons-
tante, par Le bleu de coomassie & 0,2 % dans Le tdmpan TCA

50 % (& mn) décolonés par L'acide acttique & 7 % et sCchis
sous vide sun papien Whatman 1.

- Les ELectrophornises en gel de polyachy-
Lamide-Unte-sont néalisées dans des tubes de 5 mm de diamé-
trhe sun 7 cm de Longueun de L'apparell de "dise<électropho-
nesis" selon La méthode de REISFELD - (45). Le gel de sépa-
nation est constitué d'acaylamide & 7,5 % et de &M unle. Le
gel de concentration contient de L'acrnylamide 2 2,5 % et
EM unie.

NS

Apnes 3 a4 4 heures de migration (3 mA/gel)
Les gels sont immengés dans Le TCA 50 %, pudls coloris par
Le bleu de coomassie a 0,2 % dans Le TCA 50 %.

1 - DOSAGE DES PROTEINES

Le dosage des proitéines esit néalisé selon La
méthode de BRADFORD (47). A 0,8 ml d'échantillons a dosen
sont additionnts 0,2 mf de néactif "Biorad" ous agitation
constante. Apres 15 mn, La densite optique =4%.mesurle & 595nm
coptre un témodin.

La quantité & pg.de protéines, contenues
dans L'Bchantillon, est calculée par rappornit a une couirbe
Etalon de sérum albumine bovine "Biorad" .
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J - PRODUITS UTILISES

Le Tris (Tn;zma base},La Trhitthanolamine

et Le Dithiothneitol sont des produits SIGME .

L'Ethanolamine, L'Acrylamide e£ Le SDS
proviennent de chez MERCK. Le SDS est nepurdifié pan necnis-
tallisation dans L'Eéthanol .

La GLutaraldihyde et Le bis acrylamide
sont des produdits de L'Eastman Onganic Chemicals e
LiAganovse- €- aminocaproyl fucosylamine de chez MILES.

Les gels de Séphadex G-100 et Biogel P10
sont des produits Phanmacdia, La DEAE Cellulose provient
de chez WHATMAN et 2'hydroxylapatite de chez Biorad .

Les differents substrats utilfisés pro-
viennent de chez Koch Light Laboratories .
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