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- 
gmax : ~ccélération au rayon maximum 

- t/mn ; tours par mn 

- DTT : Dithiothreitol 

- SDS : Dodécyl sulfate de sodium 

- EDTA : ~thylene diamine tétra-acétique 

- Tris : 2-amino-2-hydroxyméthyl-propanediol-1,3 

- Te :  rié éthanol amine 

- TCA : Acide trichloracétique 

- DEAE Cellulose : Diéthylaminoéthyl cellulose 
- CM Cellulose : ~arboxyméthyl cellulose 

~bréviations utilisées pour désigner la composition des 

di£ f érents tampons. 

- Inii : Imidazole 

- Mal : Maléate 

K M - 
25S T e 5 ~  25 3 désigne une solution de saccharose 0,25?4 

dans le tampon  rié éthanol amine-HC~ 50mM, pH7,6, KC1 25w4, 
Mg(C~~c00) 3mlnl. 



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



Peux vo i e s  de dégaadaLLon du glycogène celLuCaiae 

s o n t  d é d i n i e s  depuis  longtemps . Catalyb éeh pas La phosphotrylas e  

e t  l 1  amylaa e ,  e l l e s  ne  caaactét t is  en2 sespecLLvement pah l a  Goa- 

mation de g lucose  7 - P  e t  La l i b é a a t i o n  d 'ol igosacchatr ides  de  La 

La découveaite de4 ~ g l u c o s i d a s e a  ouy amylases a 
pehmis de  distingues une nouve l l e  v o i e  hydao ly t ique  de dégtrada- 

Xian du g lycogène .  Ces ocgtuconidaaes des t i h s u s  animaux 4on.t un 
gtroupe dlexo-enzymes q u i  l i b è a e  des u n i t é s  de glucone à patrtia de 

l '  ex.z%émiti? non sEduc&ice d' a glycanncs de longueut  v a n i é e .  

g tycogène ----------  ol igosacchas ides  - - - - - - - - - - - - - -  gkuccrh e 

Ceh enzyme4 bont  c lassé4  en deux gsoupes . S e l o n  

beus  pH optimum d '  a c t i o n .  Le gsoupe deb n glucos idas  es ac ides  

p/iéhentant un pH optimum de 4 à 5 e t  c e e u i  des a g lucos idases  
neu t se s  un pH de 6 à 7 .  



Tableau l a  : S p é c i ( i c i X é  d l  acaXon den a gtuconidaa  en neuztrea . 

ORIGINE 

Muscle et foie 
humain (4) 

Foie de rat (3) 

Foie de lapin 
et muscle (1 6) 

Foie de chien (18) 

pH OPTIMUM , 

7 

7 

6,8 

7 

ACTIVITES 
TRANS - 

GLUCOSYLASIQUES 

------ 

------ 

1-4 1-3 
et 1-6 

1-4 1-3 
et 1-6 

LIAISONS HYDROLYSEES 

des 
DISACCHARIDES 

1- 4 

1- 4 

1- 4 

1-2; 1-3 
1-c 4 et 1- 6 

du 
GLYCOGENE 

pas d'action 

1- 4 

pas d'action 



LES P E U X  T Y P E S  P' CI GLUCOSlDASES 

Lea a gtucoaidaa ea neu-ttrea e t  acidea s o n t  

ttrèa d i a a  embCaSlea . ALotra que 1' a -V  gCucosidase a c i d e  

e a t  ptréaente dan6 X O U ~  le6 onganea e t  l i q u i d e a  biologiques, 

C f  e x i a t e n c e  de  1' a - P  glucoaidaa e neuttre n ' a  pu encarre 

Zttre monXtrée dana toua Cea t i a a u a .  

Dea étuden de a p é c i d i c i t é  dea a -0 glucoaidaaea 

du d o i e  de trat ,  c h i e n ,  du Lapin,  du boeud e t  humain, dutrent 

héa l iaéea  autr Le glycogène e t  des diaacchaaidea ptréh~>enz~n.t 

di6(&trenXa type6 de .kiaiaona . Lea tréauttaita , ptréa enté6 dana 

Ces t a b l e a u x  l a  e.t 16,  monXtrent une apécidic iXZ d ' a c t i o n  

a & d u i t e  de  C l  a-27 glucoaidaae n e u t t e  poutr Ces L ia i sons  

( 7  - 4 ) ,  t a n d i a  que C '  a - P  gCucoaidaae a c i d e  poaaède une apé-  

c i d i c k t é  d ' a c t i o n  plua Catrge v ia  .à v ia  dea l i a i a o n a  ( 7 - 4 )  

e t  ( 7 - 6 ) .  

Ces enzymes o n t  un compotrtement d i 6  détrent 

v ia  à v ia  des  dexttrana e t  de Ca chtromatogtraphie d '  échange 

d ' i o n a  au& D E A €  (voitr  itabCeau 1 1 )  . Noua vetrtrona ~ 4 ~ 6  Coin 

que cea ptroptriétéa o n t  une gtrande impotrtance Cotra q u ' i l  a ' a g i t  

de  putridietr C '  a - D  g tucos ida4e  a c i d e .  

Les deux typea d l  a-D gtucos idaaes  piceben- 

t e n k  EgaLement une d ia t t r i bu t ion  aubceLCuCaitre c l iddé ten te .  

De nombkeux auteutra o n t  manftré Ca ptréaence de 

C l  a-D g lucoa idase  a c i d e  dana Ces tysoaomes (3,4,51 e.t de 

L' a - D  g lucos idaae  neu the  dans .tes mictrosamea e t  l e  cy.toho& 

( 5 , 6 )  . 



TabCeau Tb : S p E c i ~ i c i t d  dtacLLon dea agCucoaida~ea acide4 . 

1, 

ORIGINE 

F o i e  de r a t  ( 3 )  

(12) 

F o i e  h u m a i n ,  
coeur ets  m u s c l e  

( 1 6 )  

F o i e  h u m a i n  ( 1 7 )  

F o i e  e t  m u s c l e  
de l a p i n  ( 1 4 )  

F o i e  de boeuf 
1 ( 1 1 )  

R a t e  de porc 
( 1 5 )  

T 

pH OPTIMUM 

4 

4 - 4 , 5  

4 

4 

4 - 4 ' 9  

4 , s  

4 

ACTIVITES 
TRANS - 

GLUCOSYLASIQUES - 

1 - 4  1 - 4  

1 - 4  1 - 4  

-- 

1 - 4  1 - 4  

LIAISONS HYDROLYSEES 

/ 

des 
DISACCHARIDES 

1- 4 

1 - 4  e t  1 - 6  

1- 4 

1 - 4 ,  1 -6  

1 - 4 ,  1-3  
1 - 4 e t 1 - 6  

1 - 4 ,  1-6 

1 - 4 ,  1 - 6  

1 

d u  
GLYCOGENE 

1- 4 

1- 4 e t  1-0 

1; 4 

1 - 4 ,  1 - 6  

1 - 4 ,  1 - 6  

1 - 4 ,  1 - 6  



P U R 7 F l C A T l U N  D E  1' a-D G L U C O S T D A S E  A C T D E  

Les ptremietra eaaais de putr idicat ion de 

L' a-D glucoaidaae a c i d e  6utren.t e ~ ~ e c t u é s  ditrectement à 

patrtitr d' homogénat de t i s s u a .  La ptrésence a imut tanée  de 
plusieutra hydtrotas eh ,  capabLea de dégtradetr Le glycogène,  
trendait  d i d  d i c i l e  LI: détetrmination des a c t i v i t é s  treapec- 

t i v e s  de  cea enzymes e t  donc La mise  au p o i n t  de méthodea 

de p u a i ~ i c a t i o n .  

En 1 9 6 4 ,  une methode, gEnétraLement appeLée 

"éthanoL-amidon" utilisant L'abaotrption apéc ib ique  de  

L' a-amylaac autr L'amidon de pomme de teatre en buapenaian 

dana 1' EXlzanoL, petrmit de n épatretr L' -amyLas e  des Y amyLab eh 

( 7 )  . Cependant, La pu tr i~ ica i t ion  o bkenue demeutrait t r e l a t i -  

v  emenf L i m i t é e  . 

Des méthodes plus ZLabotrées u t i l i a  ètrenit 

e n s u i t e  Le trelatrgage patr Le suLdate  d'ammonium s u i v i  de pxé- 

c i p i t u t i o n 6  a tcooLique  e.t acé ton ique  e t  d '  une chtramatogtra- 

phie d '  éclzange d ' i o n a  autr DEA€ ceLLuloae . Des ttravaux, eb- 
bectués  sua La trate de boeud ( b ) ,  petrmitrent d 'obteni tr  une 

btraction enzymatique puaid iée  2 000 dois  pua trappotrt à L ' h o -  

mogéna.t. Cet  enzyme e s t  ctrLataCLisabCe dans L 'acé tone  à 

20p. c e n t ,  maia Le trendement de t o u t e s  Les opéttationa e6- 

bec tuées  e a t  daibLe ( b , 9 p  . c en t )  ( voitr tubLeau I l l )  . L ' u t i -  

L i s a t i o n  dea techniques de chtromatogtraphie a  petrmia , depuis  

Lotts, d ' i s o l e t r  l e s  a-D gLucoaidaaes LysosornaLes de nombtreux 

f i s sus  d' e a p è c e ~  animaLes . A i n s i ,  une méthode otr ig inale  

d l i soLemen t  de  L' a-P g lucos idase  a c i d e  du do i e  de k a t  6uX 

appotrtée patr A U R I C C H I O  ( 9 - 1 0 ) .  Ti trant  patrti de L ' a b d i n i t é  

de L' enzyme pautr Lea d e x t t r a n ~ ,  L' auteutr monttra que,  dans 

cetrtaines c o n d i t i o n s ,  L' éLut ion  de  L' enzyme 4 '  ebbectue  b i e n  

aptrèa ceLee de  La majeutre patritie des ptrotéines . 1' enzyme 

e s t  a i n s i  putri6ié 700 bois  pah trappotrt à l ' homogénat  avec  

un trendement de 20p . cen i  ( v o i n  ' tabLeau I I I )  . 



TabLeau 11 : ptroptr i&;téo  génétraleo deo a glucooLdaaeo ( 7 1  

PROPRIETES 

Localisation 
subcellulaize 

Ph Optimum 

Stabilité à TO 

, 

Absorption sur 
DEAE cellulose 

Hydrolyse des 
dextrans 

jeiihe des animaux 

GLUCOSIDASE ACIDE 

Lysosomes 

4 - 5  

55O 30mn pH 4,8 
PPP 

oui 

oui 

active 

GLUCOSIDASE NEUTRE 

microsomes et cytoplasme 

6 - 7  

45O C pH 7 
pp 

non 

non 

inhibe 
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En t é suml  R L ' e x c e p t i o n  de 

Lr  a-D gkuconidase de L 'hépa tocy t e  de k a t  ( 7  2 ) ,  t o u s  Les 

. en qrnea punidiés  mon t t en t  une homog ZnéitZ en ELecttophatrCs e  
en m i l i e u  non dEnatutrant . Dea études  EtecttrophotrStiques en  
m i l i e u  dena tu tan t  n ' o n t  étC trEalisées juaqu'a ptrésent que 
pou4 Les a-D gLucosidasea du ao i e  humain e t  de  L'hEpato- 

c y t e  de Lap in .  Les h é d u l t a t s  obtenus monttrent une cetrtaine 

h&;tZtogénhité de ces  deux enzLImea ( v o i t  t a b l e a u  T T ? ) .  

L ' a - D  g lucos idaae  a c i d e  peut  hydtrolysetr 

indid,(étremment Le m a l t o s e ,  L1isomaLtoae,  Le izigétroae e t  

t e  gLycog2ne ( 7  8 )  . Le d u i t  que L'enzyme p u i s s e  hydtrolysetr 

Les Liaison4 ( 7 - 4 )  e t  ( 7 - 6 )  du glycogène pehmet La t o t a l e  
c o n v ~ t r s i o n .  du poLyaacchatride en g lucose  ( 7 2 -  7 3 )  . Son pH 

optimum d ' a c t i o n  e s t  comptis  enttre 4 e t  4 , 3  pou& Le ma l to se  

e t  enttre 4 , 6  e t  5 pout Le gLycog2ne ( 9 - 1 3 )  . L 'enzyme sembLe 

également capable  de catalyaetr i n  vi t tro Le t t a n s $ e t r t  d ' u n i -  
t é s  gLucosidasiqu~)d v e t s  Les accep teu to  ( 1  2-7 7 -7  6 - 7  9 )  . 

Pou4 c e t t a i n s  auteutrs , La ptréa ence des ca;tions 

nonovaLents ( NU' ,  K') s t imuLe L1acaXvi tE de L' enzyme 1 7  2-  20)  . 
Sous c e t t a i n e b  c o n d i t i o n s  expEtrimentales, La atirnuLation de 
t ' a c t i v i t é  gCycogEnoLytique e s t  pLu4 i m p o t t a n t e  que pou4 Le 

maL.toa e . 
Dea é tudes  c.iné&iqueb o n t  mis en év idence  

t ' a c t i o n  de nombtreux Lnhibi teutrs ,  s o i t  o u t  t e 4  deux activités 
( tu t lanose-é ty t l z t r io l )  ( 27 - 2 2 ) ,  s o i t  s u t  L ' u n e  ou L'auttre de  

c e L L e s - c i .  Les a-.ttréhalose e t  o méthy l  g t u c o s i d e  i n h i b e n t  
t ' a c t i v i t é  g l y c a g é n o l y t i q u e  ( 2 2 ) ,  t and i6  que Le bluotutre de 

badiutn i n h i b e  L 'ac t iv i tCs  nlattaoique ( 7 )  . 



C O M P O S T T I O N  E N  SOUS-UNITES  

- 
Les a -0 gLucoaidaaea aiz.LmaLea, i a o l é e a  ù 

I ce  jcuh à paht ih  de  diddéhentea aouhcea, semblen t  poaaédetr 

dea nlaaaea moléculaihea aimiLaisea : 706.000 pou& La trate 

de potrc ( 7  5 ) ,  P07, 000 pautr ceLLe du d o i e  de boeud ( 7  7 )  , 
710.000 pou& Le d o i e  humain ( 7 7 )  e t  114.000 pou& ce tLe  de 
L ' h é p a t o c y t e  de trat ( 1  2 )  . 

I Les -0 gLucoaidaa ea acidea a enlblenk é t a e  

campoaiiea de pluaieutra aoua-unitéa poLypepitidiquea . 
G O L P S T U N E  e t  a l  ( 2 3 )  addiirrnent que La pLupatrt dea hgdttolaaea 

Lyaoaotnalea du h e i n  de a a t  appafi.aiaaent sou4 pluaieuka 

dotrmea molécuLaifiea .Pana. l e  Ca6 de L' a -0 g L u c o ~ i d a s e  du 

do i e  de t a p i n  ( 1  4 ) ,  une d i a ~ o c i a t i o n  de La ptrotéine en deux 

bous-un i téa  hous L ' a c t i o n  d e  L'utrée 3  hi a pu Ethe miae en 

é v i d e n c e .  Lea deux compoaanta de L'enzyme diddètrent put 

Leu& m o b i l i t é  éLecthophotr2tique e t  Legh a p & d i c i t é  de a u b a ~ .  

t&a$ : L'un  pou& Le mal tooe,  L 'au t f i e  poak t e  g lycogène .  

CeXite méthode a p p l i q u é e  ii d'auttrea .ti46ud e s t  f ieatée  indtruc- 

tueua s . 

L f  c -U g L u c o ~ i d a a e  a c i d e  du d o i e  de boeud a 

pu Ettre d iaaoc i ée  en ptréaence de 5M guanidine-HCC en quat f ie  

~ o u ~ I - u M L , ( . ; ~ ~ ~  de  maaaea moLécuLaitrea aimiLaitres de  25 000 ( 1 1 )  . 
Endin, Lea fiéauLta.ta des anaLyaea patr ECecttiophotrèae en 
m i t i e u  dénatutrant de t '  a -0 gLucoaidaae du do i e  humain s o n t  

aaaez coizthadictai f iea . En edde t ,  MURRAY e t  ab ( 1 7 )  monttrent 

une d i a a o c i a t i o n  de  La pao.téine en deux oaua-uni téa de 
maabe moLécuLaitre de  7 6  000 à d d  000,  t and ia  que R O S E N F E L V  

elt u t  ( 7 6 )  La dziaaocient dans Lea mâmea condi t iana  e-xpé- 

trimentatea en e o i a  compoaanth de masaeh mo téc~ ta i t r eh  d i d -  

@trentea. 

En c a n c t u ~ i o n ,  Lea a -0 gLucobida4 es a cmblent  

b i e n  compoaéea de  pLuaieutra chaînes polypepLidiquea,  mai6 

Les t t éau l ta ta  ob.tenua à c e  joua aon t  aaaez conttradicitaitres. 



Les irépo na es d i 6  6 éirentes aux inhi i>i . teuas  

pH e t  aux ca t iona  dea deux acLLvitéa enzymatiques de 

l '  a -D glucoaidaae l y sosamale ,  semblent  kzdiqueir, à ceir- 

.ta.int, auxeuira, La piréa ence de s i t e s  c a t a l y t i q u e s  d i 6  6 é -  

i r e n a  : l ' u n  pouir Le mat tase ,  C'autire pouir l e  g lycogène 

( 1 2- 20- 2 4 )  . Cependant,  d'autires auteuirh suggèirent L ' e x i s  

t e n c e  d ' u n  s i t e  éLairgi, commun pou& l ' hyd i ro l y se  des deux 

substirata ( 2 5 )  . 

M A L A D I E  LYSOS0!.4ALE 

L ' abb ence d '  une a c t i v i t é  hydko las iy  ue Lys a - 
aomaLe donnée c o n s t i t u e  un t y p e  de  déd i c i ence  méZabul.iyue 

connue sou6 t e  nom de "matadhe Lysosornale" , Plus de  7 0  cas 

o o n t  irépeirtoiriZn dans l 'ouvirage coir-tespondant à l a  hédé-  

irence 2 6 .  

La glgcogiinoae de ,type T T  e s t  l ' u n  des 

exemples l ~ s  mieux cotznus . P l t e  s e  cahactéirise pair une 

abn ence d '  a c L i v i t é  g lucoaidas ique  paovoquant une accu- 

muta t ion  du gtgcogène dans l e s  t i s s u s  ( 2 7 - 2 8 )  . La dégira- 

d a t i o n  du gtycoghne cytoplasmique pair l a  phosphohylase,  

l '  a amylase e t  1 '  a - D  g lucos idase  neutire ne semble pas 

addec i ée ,  mais on 06s  eavey cependant ,  une hypehac t iv iRé  

de quelques hydirolases lysoaomales . 
Pluhieuira $airmes c l i n i q u e s  de  l a  g lycogé-  

nose  de t y p e  11 o n t  é t é  d é c a i t e s .  Une tjoame LndanZiCe de  

La matadie  du t  d é c h i t e ,  dès 1 9 3  2 ,  pan. 'FDEhPE . E l l e  s e  

manides te  , dès Les ptremieira m o i s  de  t a  v i e ,  pair une absence 

quahi- ; to tale  d '  a c L i v i t é  g lucoaidas ique  dans t o u s  l e s  X i a  - 
bus . Récemment, deux tjoirmea de  La maladie dutrent mise4 en 

év idence  chez des adoleacenta  e t  des  a d u l t e a .  En généaal ;  

l e  ~ ~ Q A U  musculaiae  semble exire l e  s i è g e  pk inc ipa l  des 

man ides ta t i ons  cL in i yues  de ,ces deux deirniètres {ohmes, l ' a c -  

i t i v i t é  de l ' e n z y m e  y e s t  Zxès diminuée,  main jamais n u l l e  

comme dans l e  cas de La d o t m e  i n b a n t i l e  . 



Tableau IV :€ahai de .thékapeutique de ta g&ycagéuzobe de 

type T T  pak injectiond~dgLuco~ida4e exagéne ( 3 1 1 .  

NOMBRE D'HEURES 
APRES INJECTION 

O 

1 

7 

32 

14 2 

Valeur normale 

GLUCOSIDASE 
mU/g 

PLASMA 

O 

2,3 

O, 4 

--- 

--- 

<O, 2 

TAUX DE GLYCOGENE 
DANS ,..ES TISSUS 
( %  DU POIDS SEC) 

FOIE 

1012 

--- 

--- 

71 3 

5,8 

3 

FOIE 

6 

- 

- 

40 

22  

700 

MUSCLE 

5,s 

--- 

--- 

--- 

81 8 

0 , 9  

MUSCLE 

O 

- 

- 

- 

3 

50 



Peux dotmea cLiniquea d iSSé t en t ea  de La 

n ~ a l a d i e  n' o n t  pu ZXte mises en év idence  dans une meme 

daniiLLe, Cec i  a embLe ind ique& vtraiaembCabLement une o t i -  
g i n e  g é n é s q u e  de La gLycogènoae de  t y p e  11 ( 2 6 -  2 9 + .  Pah 

dea techniques d' hybh ida t ion ,  dca t t a v a u x  t é c e n t a  ( 7 9 7  9 )  

o n t  pekmia de  LocaLiaet  Le gene exp t imant  La a ynkhèse de  

LI a-P cjLucoaidaae a c i d e  a u t  Le cht~omoaome 1 7  130) . 
Vea eaaaia de t k a i t e m e n t  de  La gLycogenose 

de t y p e  1 1 ,  pak i n  j e c f i o n  inaha-mus c u L a i t e  de phEpatationa 

d '  a -gLucoaidaae commetrciale dlAapetgi&Lua Niget à de jeunea 

malades, o n t  é t é  t e n t é a  ( 2 6 )  . Cependant, 1 '  é tude  p o a z -  
niottem n ' a  montté aucune d im inu t ion  du .taux de glycogène 

hEpaaZq ue . En 1 91  2 ,  de nouvelLes t e n t a f i v e a  de t l zéhapeut i -  

que dutrent eS,$ectuéea,  c e t t e  d o i a  c i ,  pat i n j e c t i o n  in&a-  

veineuae d 'd -g lucoa idaae  de placenta  humain à un en6an.t 

de  5 m o i a  . Aucune i n t o l é t a n c e  phy.siologique du tab l e  n ' e a t  

obaetvée  e t  3 2  heukea aptèa La detrniètce i n j e c f i o n ,  une pat-  

t i c  d e  L'enzyme e s t  L o c a L i a é ~ a u  niveau du So i e ,  maia peu ou 

pua d '  enzyme e s t  d é t e c t é  dana Lea muactea eii: Leucocytes ( v o i t  
tabLeau 1yl (8) 

Une théhapeu t ique  de La maLadie pah i n j e c x i o n  

d t  enzyme exogène aembLe poaaib le .  Cependant,  t e  plraitème de  
I 

s a  péné&afion dans Les muscles a p p a i ~ a i t  d i d d i c i l e  à tréaoud/re.. 

L '  a-V glucooidaae CyaoaomaLe joue un hoLe 

thEs impot.tant dqnb Le métabolisme du gLycogène.  Cependant, 

L' é tendue e x a c t e  de sea doncltiona treate encohe mal d é d i n i e .  

Lea thavaux  eddectu&a jubqu'd phés e n t  n' o n t  pu 

encolre phouvetr s i  La gkycogénose de  t y p e  7 1  é t a i t  dûe à l ' a b -  

dence de La phoitéine ou à un aaaemblage incompLet de l ' e n z y n ~ e .  
Ce d e t n i e a  l r éau l t e ta iX ,  h a i t  d ' une  i n c a p a c i t é  de La ceCLuCe 

à 4 yn. théiiaet~ une ou pLuaieutA aoua-uni;téa, a o i t  à L'absence  

d ' u n  ( d e s )  :'ac.teuii ( 6 )  lresponaabLe 141 de  L'aaaeniblage de  - 



&a pao té ine .  ( 3  2 )  La détetrminu.tiorz du ( d e s )  a i t e  ( 6 )  inktra- 

celLuLuLne ( A )  de syn . thE~e  de 1' a - D  glucoaidase  LysosamaCe 

deutrait donc petrmettae une meil teutre apptroche du ptra bLCime. 

Des méthodes de putr ihicat ion des d.id(é.se-ntes 

cLansea des palyaibosomes de C ' h é p a t o c y t e  de k a t ,  mises 

au po in t  dans nottre Caboaatoitre patr DISSOUS e t  aC (33-341 

pe/tmettent  d 1  envisagetr La s p é c i a L i s a t i o n  6oncti.onneLLe de  

ces  d i . ~ ~ é a e n i t e h  cat&goaiea ex  en paht icu t ie t r ,  t e  rra'& du 

tré.ticuLum endoplasmique dans Les mécanismes de a ynthès e des 

ptro.téLnen LgsaaornaLeb . 
1 ' é t ude  de l a  b ios  ynthès e des ptrotéinea, 

cons.ti.tuan;t Les otrganitea ceLLuCaLaes , n é c e s s i t e  La m i d  e e n .  

oeuvtre de..tecl~niques iz~munoCogiques.  CeLLes-ci  trequiètrent La 

ptrépatratiun d1an;tinétrumn. a p é c i d i q u e s ,  c f  e s$-à-d ine  Ca putri- 

Les méthodes de p u t r i ~ i c a t i o n  de L f  r -D gCuco- 

s i d a s e  LybobomaLe du bo ie  d e  hait paésentées  à c e  joua dans 

La bibt iogtraphie ,  ne sembten t  pas petrrnetttre d 'obteni tr  un 
enzyme p a n ~ é d a n t  un kau t  degaè de putre.té. Noittre t / tava iL  a 
donc c o n a i s t é ,  dans un paemietr .temps, en La mise  au p o i n t  

d f  une méthode de pua id i ca t ion  de l f  a - D  gLucosidacle Lysono- 

m a l e .  CeLLe-ci nous a petrmis d'abotrdetr e n s u i t e  Le ptrobLEme 

de La camponi t ion en aouh-un.i.téb de  Ca paot l i ine .  
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La pirincipale d i d d i c u l t é ,  devant  Cttre 

autrmontée Loirn de L '  é t ude  d '  enzyrnea Lyaohomaux, aéa ide  dana 

Le d u i t  que c e u x - c i  ne kepiréaentent  qu 'une  ind ime  patrtie de  

' La t o t a l i t é  dea pirotéinea t iaaulai treo . 
Pidbénentea anaLyaea motrphologiquea on t  pu ' 

eatimea que Le vo&ume, occupe patr Lea Lyaaaomea, é t a i t  dc 
L'otrdtre de quetquea miciralitirea ( 2 , 4  à 4 pL/g de t i a a u )  

( 3 5 , 3 6 )  e t  C 1  acLLvi té  apéc i6 ique  t e L a t i v e  des enzyrnea l y o o -  
aomaux ( q u i  excède d i d d i c i l e m e n t  5 dana La dtraction 1 ,  ptrépa- 

trée patr ccnt ir idugat ion d i&aétren t ie lLe  c labh ique ,  voitr trZdé- 

trencea 31 ,38 )  devtrai t ,  aeLon B E A U F A Y  ( 3 9 ) ,  êttre dlenv.Ltron 150 

dans une Sirac;tion Lysonamale coinplètetnent p u a i ~ i é e .  Un ttra- 

v a i L  t é c e n t ,  v i a a n t  à apptrochetr c e  maximum t h é o k i q u e  en pu- 

t r i d ian t  La 6traction 1  de D U V E  e t  a l  ( 3 7 )  pair cenXtriducation 

iaopycn ique  en méthizamide,  condu i t  à est irnet  que L'enaem- 

bLe dea pirotéinea Lgaoaomalea poutrirait treptréaentetr 7 à 1 , 4  % 

des ptrotéinea t o t a l e a  du t i a a u  ( 4 0 )  . 

I L  a '  e n d u i t  que dea quan;titéa impotrtanteo de  

matétriel ~ i i v a n t ,  s o n t  néceaaaitrea a i  L '  on déaitre puir.iSietr 

Les ptrotéines LysosaniaLes ad in  d '  o bteniir dea ankicotrpa mono- 

apécitjiquea . !doua avona donc eaaayé,  dana un piremkt Z e m ~ a ,  

de  putridieir de maniètre aZquentLeLLe, à patrtitr d ' u n  même ex -  

i n a i l t  t iaauLai tre ,  d i 6  bétrentea hydtroCaa ea LyaoaomaLea . 
Les tréauttata , ptréa e n t é s  dcna t e  chapittre 

b u i v a n t ,  appotrtent des atrgumenta conctreta petrmet;tant d ' & t a -  

bCitr queLa aonlt Lea enzyme4 Lyhoaomaux d o n t  L'  é t u d e  de La 
bioa ynthèa e ceLLuLaitre patrait La pLua acceaaibLe à L' expE- 

h i e n c e .  



C H A P I T R E  1 

T E N T A T I V E S  DE PURI  F ICATION SEQUENTIELLE 



F r a c t i o n  CIIL 

63% s a t u r a t i o z  
sulizce d ' a m o n i u m  p;i6 

I 
p r é c i p i t é  r e p r i s  e n  - 1 

s u r n a g e a n t  axez6 en  
mal 1O;ni"S pH6, I.13S0, ImY 83% s a t u r a t i o n  e n  s u l f a t e  
6 mercaptoé  thanor  1rk.I d'ammonium p ~ 7  

I I 
I 4 

prceipith r ~ p r i ç  cn 
co lonne  Agarose-C-aminocaproyl 

i ~ i i  5nM pf.17, EDTA l n ~ . ,  
fucosy iamine  

I 
KC1 25K.I Cne rcap to -  

I 
é t h a n o l  lm!i , d i a 1  y s c  . 

Q. -L FUCOSIDASE 
F 

~ f f l u d n t  
f r a c t i o n  40-t?3% d e  s a t u r a t i o n  
en s u l f a t e  d 'amnoniun pH7, d i a -  
l y s é e ,  r e p r i s  en i r n i  5mM pH7, 
EDTA lmM, KC1 25nM Bmercapto- 
é t h a n o l  1mM. 

I 
I 

co lonne  de  séphadex G-100 
s t a b i l i s é e  en ce tampon 

1 Phosphata  se 
f r a c t i o n  50-80% s a t u r a t i o n  en sul- 
f a t e  dlarrmor,iaa pE7,1, r e p r i s  en i m i  
5mM pH7,1, d i a l y s é e .  

I 
4 

DEAE-Cellulose 
é q u i l i b r é e l e n  i m i  5mM pH7,l  

1 .  
Pic 1 

amené e n  80% s a t u r a t i o n  en  
s u l f a t e  d '  ammonium pH6, re- 
pris en mal lOmM pH6, à i a l y s é .  

H y d r o x y l a p a t i t e  
é q u i l i b r é e  e n  mal lOnM pH6 ' 

1 
Pic II 

l PHOSPHATASE 

FIGURE 1 ; schéma des différentes opérations effectuées 
lors de la purification de plusieurs hydrolases lysosornales. 



Jus q u ' ù  pkéaent ,  Lea é tudes  e d d e c t u é e ~  

au& Rea enzymea Lyaoaomaux o n t  pokté pttincipaLement au& 

. L 1  é tude  de Leutra ptroptriétéa phyaico-chimiques . A patrtitr 

de dtractiona patrtieLLement putridiéea , de nombtreux auXeuka 

o n t  a i n a i  chekché à détekminek quelLe é i ta i t  Ca a p é c i d i -  

c i t é  d1ac&Lon de cea enzymeh v ia  à de nomb/reux subit- 

1L en tréaul te  que,  juayu 'à  c e  jouk,  peu 
d'enzymea Lyaoaomaux de L 1 h Z p a f o c y t e  de k a t  o n t  é t é  hau- 

t emen t  purridiZn . Nothe cho ix  a ' e s t  donc o k i e n t é  vetra Lea 

Xtro ia  enzymes Lyaooomaux a u i v a n t ~  q u i  semblaient ù p k i o t ~ i  

Lea pLun daciLea à obtenitr avec un bon degkè de pukidica-  

t c o n  . :  

- L 1  a-L bucoaidane q u i  peut  Ettre putri- 

S i é e  a e l o n  La méthode d é c k i t e  pah U P H E T M  e t  TUUSTER ( 4 1  ) 

patr cht~omatogtraphie d l  ad d i n i t é  au& agatroa e - c -aminocapko y 1  

- L '  a - D  g lucoaidaae q u i ,  d '  aptèa J E F F R E Y  

ex a l  ( 1 2 )  peut Etke "treta/rdée!' autr g e l  de dex t kan  . 
- La phoaphataae a c i d e  que ZGARASH1 e.t 

U U L L A N D E R  ( 4 2 )  o n t  obtenue en 1 9 6 6  aous d o m e  ckiaXaLLine.  

Noua avona donc ehaagé de pukidietr Ce6 

R;rroia enzgmea à pak.tik d '  une meme bkac t ion  LiaauLaitre s e l o n  

Le schéma expét~imeiztaL décrrilt dana La biguke 7 p .  1 6  

A - PURTFTCATTON D E  L '  ( I l - L  FUCOSTDASE 

'* 
L '  exXkaiC 6oLubLe d e  La d k a c t i o n  C r 1  L e s t  

amené à 6 3  p .  c e n t  de aututruXion en a u l d a t e  d 'ammonhum. Le 

a%diment  obtenu e s t  aLotra aoumia à une chtromatogtraphis b u t  

t f r a c t i o n  r i che  en lysosones contenant me pa r t i e  des nitociiondries 
e t  du ré t i cu lv~n  endo?lasaique. 



FIGURE 2 : Diagramme d'élution de la phosphatase acide 
et de 1' a.-D glucosidase après chromatographie sur G-100. 

Un ex t t ra i t  aoCu6Ce de La ~tracLLon C L e s t  ptrépatré Z patr- 
L  de  2309 de d o i e .  I t  e s t  aoumia &'une pi lGcipi ta t ion patr 
t e  ( N H  ) SO ( 6 3 %  a a t ; ) .  Le p i réc ip i té ,  aotubiLiaZ dan6 t e  
tarnpon48f1 , 4 e a t  déposé butr uue colonne dlAgatroac- & - 
aminocaptroyt ~ucoayCamine .  L1eiQLuent ,  tien6etrmant Ca ma- 
jeune palt.tLe de  L 1 a c t i v L t é  phoaphataaique e t  gLucoaLda6i- 
que,  e a t  aLotra aoumia à un dou6Le ireLatgage par, .te au26a . t~  
d'amiitonium (40-63% bai, p H 7 )  . Le sédiment, aoRubi&i-~é  dan6 
Le .tampon i m i  S m M , p H ? ,  EDTA I m h i ,  K C l  Z S n i M ,  mencapto- 
Ethanol 7 m M ,  e a t  a j o u t é  à c e l u i  .obtenu lotra du r,elar,gnge 
patr Ce s u l 6 a t e  d'ammonium ( 8 3 %  a a t ,  p H ? )  du autrnageant 6 3 %  . 
de hatutration de La dnac t ion  C L . La A v C U . ~ ~ O ~  enz[riiin.tique 
diatrjaçc,  e s t  déposée 6u.z une E u ~ o n n e  de asphadex G-!OO. I ;/.* :ih , 

La a u i t c  des upétrationa e s t  ideii,tique 5 cePLe déc , t i t k  dana j~"'.,,' 
k-..- 

Matetriet e x  blEthodes . Le grruphique treptr2acnte kt: tncaute de 
l ' a c X i v i . t é  de La phosplzarta~e a c i d e  e t  de t' a - D  g ~ i ~ c o 6 i d c a e  
au coutra d e  l '  E.tution. 



une colonne d ' Agairose-L-aminocaptroyl 6ucosgRarni:ze. Le tam- 

- pon de Ravage petrmet de trécupéiretr Les a c , t i v i t é s  plzosphutaai- 

que e t  g l u c o s i d a s i q u e .  L' a-L bucoaidnae c6.t ensuiXe é t u é e  

patr un tampon contenant  du ducose .  

Le c a l c u l  du dacteutr de putridicaXion, t h -  

l i s é  patr trappotrf à L'homogénat, condu i t  B une pufiii.lcat.Lcn d e  
R'otrdtre de 3 9  000 avec un rrendei!ien;t de l'otrdtre de 1 6 p  .cen;t. 

Les diddétrentes ana-Lyaes de l '  enzg3c., héa-  

Liséea patr éLec&oplzotrZse autr di; l$étrents  suppotrts e t  da116 

dib6Etrente.s c o n d i t i o n s ,  o n t  mon;ttré que c e l u i - c i  C t a i , t  
Izomogène [ d i g  .5 A ,  p .  2 4 )  . 

L ' e d d l u e n t  de La colonne ptrécédenXe esX 

b o ~ m i h  à une double  p t i éc ip i t a t i on  pu& Le A U L ~ U - ~ C  d'ammorzium 
à pH7 (40-b3 % a u x ) ,  Le p a é c i p i t é ,  q u i  en khauRte ,  eaX ajoutZ 

à ceLuc obtenu Corrd du trelatrgage pah Le suLbate  d'ammonium 

du autrncgeanX 6 3 p  .cent  de  satutrat ion de t ' e x t f ~ a i t  satubLe 

de C l  I L  ( v o i t r  &igutre 1 p . l 6 )  . La &tract ion,  a i n s i  ptrépanée, 
d i a l y s  é e ,  e s t  soumis e à une chtromatogtraphie autr une coLonne 

de aéphadcx G-100.  Le gtraphique de La digutre 2 p . 1 6  ptré- 

s e n t e  Les diagtrammea d' é t u t i o n  hebpecf idh de  La phos phataa e 

a c i d e  e t  de L' a-V g l u c o s i d u s e .  Ce detrnietr enzyme e s t  ECuh 
de l a  colonne dana un ghand volume, comme en  ZEmoigne La 

d i ~ L t i b u t i o n  é t a l é e  de L ' a c f i v i t é  enzymatique . Le calcuL du 
kendement,  patr kappotrt à l a  &traction C I I L ,  e s t  indétrieuh 5 

I0p .cen;t . L 'ana ly se  de  l a  ptro.tEine, trEatia Ee patr ZLecttro- 
phot ri?^ e  en miLieu dénatutranX, mon.tke L' hékékog EnéiXé de 

t ' e n z y m e  ( v o i t  6igutre 5 8 p . 2 4 )  . Cec i  e s t  compat ib te  avec 

l e s  k é a u l t a t s  de J E F F R E Y  e t  a t  ( 1 2 ) ,  q u i  complè ten t  La putri- 
d i c a t i o n  pair une chtromatogtraphie nutr D E A E  ceLLuCoae e t  une 

L y o p h i l i a n t i o n .  Noua avons e s sayé ,  dans une hétrie d ' e x p é -  

44-cnces, d '  eh dectuetr ces  é tapes  s u p p l k n t a i t r e a  avec ,  touXe-  
b o i s ,  des trendements ttrés ba ib l e s  ( t h E s  in&étr ieuhs  5 ccux 



Volume en ml 

FIGURE 3 : Diagramme d'élution de la phosphatase acide 
. après chromatographie sur DEAE cellulose. 
> 

- Lea brractiona rren6etrman.t t a  ma jeutre parrtie de L ' a c t i v i t é  
phoapha.taaique, é t u é e ~  de t a  cotonne de hepfiadex G-700, 
a u n t  boumihea à une double  p t r éc ip i t a t i on  parr Le 6uLdate  
d'ammonium (50-bU% aa.t .pH7, 7 ) . Le aédiment  a o t u b i t i ~ é  
dana Le tampon imidazol.e5mA{, p U 7 , 1 ,  diakya E ,  e a t  dépob é 
suPa une cotonne de  V E A E  ceCLutohe atabiLLaée en c e  tam- 
pon. Le grraphique trepaébente t a  meaurre de C ' a c l t i v i t f  en- 
zgmatique au coutrs de k '  &Cuition paa t e  tampon i m i 5 m ! . i ,  p H ? ,  l 
puia paa un gaad ien t  LinSaitre' de NaCt (0-0,5?.Il dana c e  
méme tampon. 



ob tenus  ,Irak J E F F R E Y  e t  a l  ( 7  2 )  . Roud avons donc é t é  con- 

t a a i n t 6  de  hecheacheh une  a u t a e  mézhode de  putrid,lcation 
- 

de 1' a-V gLucoaidaae a c i d e  (voi t r  c h a p i t a e  17 p ,25)  . 

C - PURIFICATION D E  L A  PHOSPHATASE A C I D E  

A L ' i a a u e  de  La chtromatogxaphie aux  

a éplzadex G -  7 0 0 ,  Les dtract ionn,  c o n t e n a n t  La ma jeutre pat t t ie  

de L ' a c k i v i t E  p h o n p l z a t a ~ i q u e ,  a o n t  noumiaea h un doub le  
treLaagage pua Le n u l 5 a t e  d'ammonium (50-80  % pH 7 , l )  

(vo i t r  digulre 7 p . 7 6 )  . Le aEdiment  diaLyaE e i t  deposé  su& 

une coLonne de  D E A €  ceLLuLose a t a b i t i a  é e  dana Le tampon de 
chtromatogaaphie.  Comme Le monitae Le diagaamme d l E L u t i o n ,  

trepaéaenté dans La d iguae  3 p.20,  une p a h t i e  impotrtante 

d e  L t a c k i v i t é  e d z y ~ a t i q u e  ( 6 0  % d e  L ' a c t i v i t E  i n i t i a l e )  

n t e a t  pua a e t e n u e  pua Le coLonne e t  c o n i t i t u e  l e  p i c  7 d ' a c -  

t i v i t é  phobplzataaique . Un g x û d i e n t  L inéa i t t e  de KaCC ( 0 -  

0,5M) pelrmtt d l  &Lue& un deuxième p i c  d ' a c t i v i t é  Loaaque .ta 

c o n c e n t ~ a d A o n  en a eL a t z e i n t  O ,  095M. 

Lea é tapea  a u i v a n t e a  de  p u a i $ i c a t i o n  11' o n t  

ézé  eddec tuées  au4 La d x a c t i o n  du p i c  7 de La phobphataae 

catr s e u l e  c e t t e  dotrme d e  L' enzyme a v a i t  pu ê txc .  cais taCL.i-  

a é e  patr IGARASHT e t  H O L L A N D E ? ?  ( 4  2 )  . Les dtractiorza, cohaea- 
pondant à ptunieutra expé t r i ences ,  o n t  EXé xaaaemblZen, puia 

soumibca à une p a é c i p i t a t i a n  pua Ce a u L $ a t e  d'ammonium 

( 8 0  % a a t  pH 6 )  . Le aéd imen t  o b t e n u  a é t é  d i a l y s e  a v a n t  

dlZXtre chxomatogtraphié autr une co lonne  d l h y d x o x y L a p a L i t e .  

Une E l u t i o n  palr Le a u t d a t e  d'ammonium petrmet d e  hécupéttetr 

90 % de L' a c t i v i t é  phospha tas ique  chtromatogtraphiEe ( v o i t  

d iguhe  4 p .  2 2 )  . 
Une u l t i m e  é t a p e  de  p u t r i d i c a t i o n  cond ih -  

t a n Z  h obteni tr  une  dotme c x i n t a L L i n e  d e  L 'enzyme pax dea 

aeLaaaages a u c c e a a i d s  pah Le auLdate  c i '  ammonium (vo i t r  

hlatéaieL e.t h i é t h o d e a ) ,  ne  noua a pehntia d ' o b t e n i t r  que 1 % 

d e  C' enzytrie aoua c e t t e  doame . 



Volüne en ml 

FIGURE 4 : Diagramme dt:élution du Pic 1 de la phosphatase 
acide après chromatographie sur hydroxylapatite. 

Les { traci t io~~a de La phoaphatabe a c i d e  ( P i c  T J , ptrovenant 
de  p . e ~ h i e ~ t r 4  expétrienceh, h o n t  traaaentbtéea e t  amenées à 
80% de satutrat ion en auCbafe d'ammonium. Le ptrécipité 
6oLubiLia C dans Ce tampon maL6a;te 7 0mt4, p H 6 ,  d ia t t jaé ,  e a t  
dépoaé su& une coLonne d'hydtroxyCapaLite a t a b i L h ~ C e  en 
c e  méme tampon. Le gtraphhque treptrései~.te La meautre de  L 'ac -  
t i v i t é  enzymathque au cou t~s  de l r é L u t i o n  paa Le a u l i a t e  
d '  ammoniun~ 100mM. 

' -  I 
a . . 



poRyacayLamide-SPS de l '  enzyme c t r ia ta lL ine  e a t  ptén en t é  

dann La d i g u t e  5 C p .  2 4 .  On peut conatatetr, q u ' e n  d é p i t  d ' une  

putribication pouah é e ,  l '  enzyme a p p a t a i t  hététrog ène . 

V - C O N C L U S T O N  

L o t a  dea tentatives de putridication - 
aéquenLieLLe de  pLuaieutra hydtrolan ea Lyaoaomalea, noua 

avons pu o b t e n i t  de6 ~ t a c t L o n a  putrea d '  a-L bucoaidaae.  

1L sembLe donc poaaible d'envisagea Lté2ude  de l a  b i o -  

aynthZae d e  c e t  enzyme. 

Lea d tac t ionn  d '  a-V glucoaidaae e t  de 

phoaphatane a c i d e  que noua avona i a o l é e a ,  ne  a o n t  que 

p a t t i e l l e m e n t  putridiéea . 
La phoaphataae a c i d e  c t r i a t a l l i n e ,  con- 

a idénée  comme homogène patr 7GARASii7 e t  HOLLkhDER ( 4 2 )  

aptrèa éLecttophotr2a e  en m i l i e u  non dénaitutrant, a e  a é v è l e  

hEtétogène en g e l  de  poLyo-ctryLamide-SPS. S i  L 'on  conb idè t e  

d ' une  paaz, que Ce tendement  g l o b a l  de La p u t i d i c a t i o n  e a t  

itnea da/CbLe e t  que d '  au2tre putrit, Le4 t r e l a t i o n ~  ai t tuctu-  

ttalea, pouvant ex ia i te t  e n t k e  Les dotrmea multiples de l '  enzy-  

me, aeaten;t ù é tab l i t r ,  il appariait que La phoaphataae 
a c i d e  ne conat i2ue  pua un modèle de  cho ix  poua L ' é t u d e  

de La b i o a  ynthèae d '  enzymea Cyaoaomaux . 
En trevanche, l ea  aéauLtaita obitenua pou& 

L' a-V glucoaidaae (voitr  diguae5 8 p .  2 4 )  noua onit i n c i t é  à 

pou tau iv t e  La miae au pain2 d 'une  méthode de pu tr id ica t ion .  



F I G U R E  5 :. EZec=ophoo&se en geZ de poTyacryZ&dsSDS de 
Z'a-L fucosidase,  de 1 '9-D cJucosidase et de l a  phosphatase ac ide .  
A - Les di6btnen.tes $/tac$.Lon4, possédant bfac;tivLté --l. 
duco~idasique aptrea é luf ion d ' une colonne d ' Agakos e - € -  
aminocapno y4 ~ucootjtamine, sont  &a&~ embtéeb . Une ikacfion a u -  
quote (30vg)  ut anulysée en gel  de polyactrflamide-SVS . 
8 - Le.6 b&ac;tions, poôsédan3 tlac;tiv.Ltd glucosidasique ap&éA Z - ,  '. 
é lu t ion  d'une colonne de ~éphadex G-100,  sont  trassernbléea. Une 
p u t i e  a l iquote  ( 1 5 p g  de pnoteine) ut pkelevée, concen.t&fe bu& 
aquacide Zï e t  dialysée con&e l e  tampon T i r a - H C l  6 2 ,5mM, pH 6 , 8  
avant d' M e  anaby~ee  en geL de potyac&ylamide-SV$ (gkadient  
1 0 - 1 8 p  .cent; g e l  de 1mm dl?lp&seu/r e t  de 15cm de bongueuh) . 
C - Une Qtacaon al iquote  ( 2 0 p g  de p/rotéine) de l a  botrme c&.iA- 
t a lb ine  de l a  pftospCzaZase a t  analys2Te en gel de polyac~ybamide- 
svs . 
Les i t e c h e ~  indiquent  ba posi.tAon, dans t e  ge l ,  des d i $ $ L u n t e s  
p/rotéineA " m a q u e u / ~ ~ "  ( 1  : 9 4  0 0 0  ; 2 : 6 7  0 0 0  ; 3 : 4 3  0 0 0  ; 
4 : 30  0 0 0  ; 5 : 20 0 0 0  ; 6 : 14 4 0 0 ) .  /:.-., 

1 .\' t 



C H A P I T R E  II 

P U R I  F I C A T I O N  

0 E L ' U - D G L UCOS IDASE LYSOSOMA L E  



La mEthode de putribica,tion, u t i t i s  ée 

dans l e s  expEtriencea du Chapittre 1 ,  ne nous a  petrinis d' ob- 

tenitr  qu 'une &trac;tion patr.tie2lement putrigiée d l  a - D  gLucc- 

a idase  rrvec un trendetnent b a i b t e .  Or': poutrtrait expliquetr c e s  

t réaul ta ts  en considétrant  que : 

a )  &a chtromatogtraphie autr s  éphadex G-.7 00 

petrmet de s épatretr ebbicacement 1 '  enzyme dea ptrotéinea de  

haut poids mo LCcuLaitre, main augmente en co nttrepatrtie l a  

ptrobabilixZ d ' u n e  dEgtradaLion de L' a - D  gRucosidase patr 

des enzymes ptrotColyR.iques, catr c e u x - c i  s o n t  de bal p o i d s  

moléculaihe  ( 4 3 )  . 
b )  L '  é l u t i o n  de C'enzyme dans un gtrand 

volume e s t  un . inconvénient  aétrieux de  ta mézhode, gava- 
tr isant  Le.6 petrtes d ' a c t i v i t é .  

Nous déctrivons, dans ce  chapit tre,  l e s  expé-  

triences ayarzt pctrmib &a mise au po in t  d ' u n e  nouveLle m&Xho- 

de d e  putriiiccrtion de C f  a-D glucos . idase .  

Vans une ptremiètre hétrie d ' e s s a i s ,  noua 

avons donc t e n t é  d'améliotretr Les t r é su l ta t s  obtenu4 ptré- - 

cédemment en eb bec tuan t  deux chtromatogtraphiea succeahives  

sua aéphadex G-50 ex  G -  100 trespecitivement . V'aut tre  paht,  
dand Le bu t  de aupptrimetr l e s  i n c o n v é n i e n t s  qu1enttra2ne 

L té lu t iorz  de L' enzyme dans un gtrand volume, nous avond 

a j o u t é  de L '  a -V mé;thyC g l u c o s i d e  au tampon d l  & L u t i o n .  

Cet inh ib i teu t r  dép lace  L '  enzyme de s o n  suppotrt d ' a 6 b i n i t E  

e t  tréduLt, de c e  baLt ,  La d iCu t ion  c o n s t a t é e  Z L ' i ~ s u e  de 

La chtromatogtraphie . I L  bu t  u t i t i a  h pou4 La ptremigt~e d o i d  

pah R O S E N F E L D  ( 1 4 )  . 
La digutre 6 p . 2 6  neptrésente un diaghamre des 

apétraitions ed 6 ec tuées  . L l e x t t ra i t  i o l u b t e  de  Ca btraction 



Fnaction boLuble de C L boumibe a une double. pnéc ip i ta t ion  
pan ( N f f 4 ) S 0 4  (10-83% f i [ . t . p H f ) .  Le dedimeni  r a t  aoLubi.tihi? 
dana Le tampon EDTA l m M p H 5 ,  K C & 2 5 m t 4 i ,  B-mencaptoEihanoL I mM,  
pucd diaLybé conx%e ce  même tampon. 

I 
+ 

Clzhomaffogkaphie b uh b Ephad ex G-  5 0 
btabiLibE danb Le meme tampon 

I 

1 
a - D  gtucos idaae  pni icipi the pak Le b u l d a t e  d'ammo- 

nium ( 8 3 %  bat.pH7) e b t  boLubbtihEe, puib diaLybEe 
conx%e Le tampon EDTA I m M ,  p H 5 ,  KCL25mM, 6-mencaptoéthanot1mM 

I 
Chaomatogtaphie bu& b Ephadex 6- 100 
b tab iL ibhe  en c c  meme tampon 

Etu t ion  pak tampon E D T A  I m M ,  . 
p H 5 ,  K C P 2 5 m M ,  &-meacaptoétkanotl mM 
a -D méthytgbucobide 100mM 

cx -D GLUCOSIDASE 

FIGURE 6 : Diagramme des différentes opérations effectuées 
lors de 1à:puxificat.ion de l'a-D glucosidase 
lysosornale (voir figures 7 et 8). 



C L e s t  soumis à une p h é c i p i t a t i o n  dhact ionnée pah Le 11 
suLdate  d'ammonium ù pH7 (40-13 % s u t )  . Le p h é c i p i t é  e s t  

. diaLysé ,  puis dépose 6 U h  une coLonne de séphadex G 5 0  

( v o i x  d i g ~ a e 7 ~ 2 d )  :Le  b u t  d e  c e t t e  chhomatoghaphie esk  

d '  éLiminetr La majeuhe p a h t h  den photéined de  bas poids 

moLécuLaitte. Comme Le mon&e La diguhe 7 ,  L 'enzyme es.t 

excLu du g n L  avec  &a plupaht des pho.téines . Les dhac t iona ,  

con tenant  de L' ac ; t i v i t é  g&ucoaidasique,  a o n t  haas embléea 

e t  soumises ù un trelahgage pah Le s u t d a t e  d'ammoizium 

( 8 3  % a a t  p H 7 )  . Le séd iment  obtenu e s t  soLubiLiaE, puis 

déposé aun une colonne de sEphader G-100ivoih  biguhe Gp291 

La ch~omatoghaphie  e s t  développée pah un tampon conte -  

nant  de L' a-V méthy l  g l u c o s i d e .  A i n s i  que l ' o n  peut Le 

cons.tateh dana Le diagkamme de La dic~uhe 8 ,  L'enzyme e s t  

éLué dans un pLus daibLe vaLume ( compaheh avec d i g  . 2 

p .18) . Cependant, Le kendement obtenu demeuhe daibLe 

(10  p .  Cc2n.t pah happoht à C T T L ) .  

Nous avons donc supposé que Le4 pehteh 

d '  a c t i v i t é s  coizatatéea é t a i c n t  ess  enLLeLLement dûes à une 

déghada.tion pah photéolys  e . Les expéhiencea , déchi tea  dans 

l e  pahaghaphe s u i v a n t ,  condihment c e t t e  hypothès e . 

8 - E T U D E  D E  LA S T A B T L I T E  D E  L '  a-D GLUCUSTDASE DANS 

D T F F E R E N T E S  C0WlT10NS IONIQUES  

Des bkac t ions  aLiquotes  ci' a - D  gLucosidaa e ,  
phovenant de La phhpa&at.&n phécédenze, s o n t  phéincubéea 

à 3 7  C pendt-.:.nt 30 mn en ptréaence de  c o n c e n t h a t i o n ~  cko ib -  

dantes  en KCL ou en phEaence d ! E V T A .  Un témoin  e s t  piré- 

i n c u b é ,  pendan;t l e  même temps ,  à 4 C en pkés ence de 25mM 

KCC.  Des paht ies  a l i q u o t e 4  a o n t  alotra phélevéea pouh La ' 

dé tekminat ion  de l' a c t i v i t é  enz ymatique e t  l e  t e s t e  de4 

échan;titLotzs e s t  b i xé  immzd ia t e rne~~ t  p h  Le 6otrmaCdEhyde pou% 
ê t k e  analys  f en électtrophohës e . 



FIGURE 7 : Diagramme d'élution de 1' a-D glucosidase, 
après chromatographie sur séphadex G-50. 

Un ex t4ai . t  s o & u b l e  d e  l a  d a a c t i o n  C r T L  e s t  ptépaaé à p a t t i t  
d e  2159 de  b u i c .  I l  e a t  doumia à un d o u b l e  t e l a n g a g e  pat l e  
b u l d a t i  d'ammonium ( 4 0 - 8 3 %  d c i . t . p f f 7 )  . Le d é d i m e n t  e s t  t e p h i 6  (OU< 
dans l e  Xanipon E V T A  I mM,  pH5, K C l  ZSmM,  BmehcapXo ZthanoL I tnhl . \, ilac 

La 6 f f t u . t i o n  e n z y m a t i q u e ,  d ~ a l y s é e ,  é s t  dbposée  s u 4  une  c o l o n -  
n e  de aCphadex G - 5 0  s t a b i l i d é e  dann c e  mEnic t a m p o n .  Le gha- 
phique n e p t é n  e n t e  l a  mcbute  d e  l '  ac.tivi.tE enzymat ique  de  

3 
4 '  a-V g l u c o n i d a b e  et de  t a  pbzusphatade a c i d e  au couka d c  
l' E t u t i o n  ed$ec.tuée pak c e  meme Xcmpon. 



FIGURE 8 : chromatographie sur séphadex 0-100 de 
1' a-D glucosidase. 

Les bhacfiono, contenant  l a  ma jeuke patrtie de l 1 a c & L v i t é  
glucosidadique,  Bluées de t a  colonne de  aéphadex 6-50, 
don2 soumise& à une pkEcipita.tion patr l e  aulba.te d'ammo- 
nium ( 8 3 %  s a t  . p H ? )  . Le sBdiment soLubiLiaZ dans Le tampon 
E D T A  l m M ,  p H s ,  K C . t 2 5 m M ,  h e a c a p t o é t h a n o l  1 mi!, e d t  diatyaE 
c o n a e  c e  mEme tampon. La aolu tkon  er,zyn!aZique es2  enbu,&% 
d B p o s B e  du* une colonne de sephader G-100. Le gaaphique 
r tepké~ e n t e  La Feouae de t ' a c a v i t é  ' enzumat i~ue  d e  
LI- a -0 9 Lücc~.t=dccb c e t  de t a  p i ~ o a  plzcxa.4 c acide:. e.t ,ta rn2a tr.te 
de Cnt d&is  <i f I r  aut.iouc au couth d e  Z' étu.t.Loi.2 pa.t CL f nmpcn  ,f 1- : 
contenalit  dc. l ' i  m&thy.f gLuco.sidc lO0mti. . iL:.>2 ---- 
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Les h é a u t t a t s ,  connignGs dans l e  t a b l e a u  S , p . 3 1  

monXnenk que q u e l l e  que b o i t  Ra concentnaXion en s e l  de potas-  

s ium, envinon 30 % de L 1 a c ; t i v i t é  s o n t  pendues dunant La pné- 

i n c u b a t i o n .  La pnéaence -de 2ÙmM EPTA penmet de paéaenven 8 5  % 

.de L' a c t i v i t é  enz ymat ique.  Cec i  eh2 c o n ~ i n m é  pan L' analys e  

de ces memes dnactiona en éLecRnophohèae en g e l  de  polyacnyLa- 

mide-SPS ( v o i n  biguae 9 p .  3 2 )  

La cornpanaison des ~ S ~ U ~ ~ L C ~ A  obtenus L o t s  de 
L1anaLyse  de La bnac t ion  enzymatique i n i t i a L e  d i x é e  pan Le 

~onmaLdéhyde avanX d i a l y s e  ( n 0 7 )  ou non d i x é e  ( n 0 2 )  penmet 

de met tne  en év idence  une p e j ~ t e  impontante  du ma tén i e l  pno- 

t E i q u e  pendant La d i a l g s e  dans Le cas de L' échantiLLon non 

d i x é .  De méme, La compat~aidon de L1échan.tiLCon XEmoin de l a  

sEtrie pné-incubée à 3 7 '  C ( n 0 4 )  avec L 'échant iLLon non pné- 

i ncubé  ( n  ' 3 )  sugg2ne qu 'une  gnande pan t i e  de  t a  dnac t ion  

pnoté ique A C  dzgnade Ù 3 7  C . L 1  augmentation de Ca concen- 

f n a t i o n  en KCL dana L' EchantiLLon Q em6Ce L imi ten  c e  phéno- 

mène (companen échantiLLona i:O4,5 e t  6 )  . Lonsque Ca p h é -  

i nc r~ba tLon  à 3 7  C e s t  eddecituée en pnéaence d '  EPTA ( f i  ' 7  1 ,  
L1in.tensi.té de coLonat ion du maténieL de hau t  p o i d a  molécu- 

Laine  n ' e s 2  plus que Léggnement i ndéh ieune  à ceLLe obaenvée 

poun L 'échant iLLon n 0 3 ,  cependant que Le pnoduik de bah poids 
P 

moLécuLaine ( d é  jà 06s envé dans t 1  ZchantiLLon n  ' 3 )  peut  ê-tne 

,netnouvé en plus gnande yuanXi t é .  
P 

Noua i n t e n p n é t o n s  ceb nésu&tas  comme s i g n i -  

d i a n t  que Les EchantiLCons n o  3 , 7 , 6 , 5  e t  4 conneaponden2 ù 

des s t a d e s  de pnotéoLyse de  pLus en plus poussée de  La phé- 

panation . 1  es c o n d i t i o n s  i o n i q u e s  de L' EchantiLLon n  "7 

( 2 0  niM E P T A )  sem6Len.t donc Etne .!es pLus adaptées pou& La 

pnésenvat ion de La s t n u c t u n e  e t  de L ' a c t i v i t E  de 1' enzyme 

pendant La pnépanation . 
On peux nemanquen, en  o u t n e ,  que L f i n t e n a i -  

t é  de coloaatLon, pan Le bLeu de coomasaie, des d i & $ é n e n t s  

EchantiLLono anaLysEs pan éLectkophonèse de La digune 9 ' 

semble peu erz nappont avec  L 1 a c t i v i t é  enzyniatique mesunSe 



~uméro des échantillons 
dans l'électrophorèse de 3 4 5 6 7 
la figure 9 

~olarité en EDTA (rnM) -- -- -- --- 2 0  

préincubation 30nH 

Activité en % 

T A B L E A U  7 - 

Stabilité de 1' a-D glucosidase dans différentes condi- 
tions ioniques. 

Dea btractioi~a aLLquotea de I m C ,  ptrovcnant de La ptrépcration 
d '  a-D gLucoaidaae de La bigutre d ,  aon t  p ~ é i n c u b é e a  à 3 7 O C  
pendant 30 mn en phéaence de concenttrationa ctroi6aan:tea en 
KCL ( EchantiLLona n O 4 , 5  eS 6 ) ,  ou en ptréaence de 20mM EPTA 
(échant iLLon n 7 )  . Une ~ t r a c t i a n  (ZchantLtLon n 0 3 )  eat  paé- 
i ncubée ,  pendant Le même Itempa, à 4 O C  en ptréaence de 25mM K C C  
Aptrea  30 mn, 7UUPL hon t  alotra pkéLevEa dana chaque btracItion 
e t  incubéa 30 mn ii 37 O C  en ptréaence de 6ubataa;t pouh détetr- 
minetr L ' a c t i v i t é  enzymatique,  t a n d i s  que Le treate e a t  Lm- 
médLaItement b i xé  patr Le 6otrmoL à 7 p.cenit ( concen t&at ion  d i -  
n a l e )  ( v o i k  diguke 9 p . 3 2 )  



FIGURE 9 : Electrophorese en gel de polyacrylamide-SDS des 
fractions d' a - D  glucosidase préincubées dans différentes 
condi tions %niques. p 

Des d/racLLonb in.i&iaCes (non pkéincubises) d '  e c - D  gLucohidase, 
6 i r é u  (ischanfiLton n.1) ou non (EchantLtLon nOZ)  parr l e  b o t -  
matdéhyde lt I0p.cen.t dans t e  tampon itaitthanoLamine IOmM, 
pff7,4 pendant 30 mn it 4 ' C ,  a i n s i  que 6&actions ptéincu- 
biles en paésence de concenSLa&ions en KCL (2chantLtLon n03, 
4 , 5  e t  6 )  ou en pkilsence d 'EDTA (ZchantiLton n 0 7 ) ,  bixéed 
parr Le 60&maldéhyde, dont diatysEe4 contrre de L'eau d i d C A L -  
Lee a 4 OC . Ces diddisnents.6 d&actionb hont enhuite analyhées 
pat ZLecttophohès e en gel! de potyac&yZamide-SDS ( 1 O- 1 8 %  1 
comme il eh$ d é c t i t  dand maitE&iet e t  mEthodr)~ . A p t 2 6  1 8  h e u x e ~  
de  migtat ion,  Le geL e s t  cototté pae t e  bleu de coomassie. 
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pou4 chacun de c e u x - c i  (voitr t a b l e a u  7 g . 3 7 )  . Ceci  suggctre 

que, dans Lu pt~épatratiorz u l t i l i a é e  pou& ces expétriences,  l a  

p4utEine ca;talysanlt L 'hydao ly se  du pakanittrophEnyl a-D gluco-  

pytrannoside n' es2  que l e  camposan2 mineutr d' un mélange.  

C - R E C H R O M A T O G R A P t l ~ E  SUR SEPHADEX G-700 9E. LA FRACTTOE; 

D '  a -0 G L U C O S T D A S E  

Le diagtramme, ptrés en t é  dans l a  digutre 7 0  p . 3 4 ,  

conditme Lthypa;thEne s e l o n  l a q u e l l e  l '  a-D g lucos idase  putri- 

6iEe dans l e s  c o n d i t i o r ~ s  dCcni tes  plus hau t ,  n ' e s t  que l e  

composant mineutr d ' u n  mélange.  En e 6 6 e t ,  une n o u v e l l e  chtro- 

matagrraphie au4 s  éphadex G-7 0 0  en  ptrés ence de 2OmE.l E D T A  

( p H 5 ) ,  perrmet dta6di4metr qu 'une  thEs d a i b l e  phopohtion du 

matétriel abso4bant Les U . V  possède l '  a c t i v i t é  enzymaltique . 

V - C U M P O R T E i ! I E N T  D E  1' a-V G L U C U S T D A S E  L Y S O S O M A L E  LORS D'UN 

R E L A R G A G E  P A R  L E  S U L F A T E  D ' A E . i M O N I U M .  

La p/répatration, s imu l tanée  de l' a-L ducosidaae 

elt de .tt a-D g lucos idase  a c i d e ,  nous o b l i g e  à de nambtreusei 

u t i k i s a t i o n s  du treCatrgag e  patr l e  s u L $ a t e  d '  ammonium, catr l e s  

cond i t i ons  de  pH trecommandés pou& La p t réc ip i ta t ion  de La duco- 

s i d a s e  pu& O P H E l M  elt TOUSTER ( 4 7 )  s o n t  $iddEfientes de  c e l l e s  

q u i  butrent u2 iCisées  patr J E F F R E Y  e t  a t  pou5 putribietr 

e t  a-V g lucos idase  ( 1  2 )  ( " o h  dhgtramme de l a  diguhe 1, cha- 

pittre 7 p .  76) .  

tJous avons donc essayé de tréduitic. Le nombtre * 
. d '  opétra;lziona à eddectuetr en  é.tudiant Ce compotrtemenlt de 

t' a-P g lucos idase  l o t r a  d ' u n  trelatrgage patr Ce sutbalte d'am- 

monium à pH6 ( c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  poutr l '  a-L ducosidasel  . 
Comme l e  montae l e  tabCeau I I ,  8 6  à 90 % de C ' a c t i v i t é  

a-V glucodidankque d o n t  trettrouvéea dans Le ptrécipi té  con- 

ltenar,.t 1 '  a-L ducos idaae .  D'auttre putrt, à pH6 comnle à p H 7 ,  

L' la-V g tucos idase  ealt s o l u b l e  dana l e  suC6ate d'ammonium 



Volume en ml 

FIGURE 10 : Chromatographie sur sephadex G-100 de 
1 ' a -D glucosidase. 

Une btracXion a l i q u o t e  de 5 m l  de gLucohidase ptrovenanM de La 
ptrépatrafion de l a  bigutre 8 ,  e n t  amenée en 20mi.i EVTA,pff5, avant  
d t  Cttre dZ,~oaée 4utr une coLonne de 4 ephadex G -  7 00ntabAl ih  é e  en 
EPTA ZOmdI, p f f 5 ,  KCL 25mfi(,~metrcaptoéthanoL 1 m.14 .Le gtraphique 
keptrésente L1enxegLattrement de La d e n h i t é  o p t i q u e  e t  La menutre 
de L t a c f i v i t é  enzymatLque a coutrh de C t  ELution patr ce meme $am- 
pan conitenant 0, 7 A i  méthy l  g tucohide  . 



Fraction soluble de CIIL 

précipité, par le (NH4) 2S04 à 
Rendement 

en % 

TABLEAU II 

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

Ded &kactiotza a t i q u o t e a  de 5mC d ' u n  exlttrait aoCubCe de 
C L Aont Aoumiaea, a u c c e a ~ i v e m e n t ,  à dea ptrécLpitationa 

Ce auCdafe d'ammonium à pH6 ou à pH7 (40% b a t ,  6 3 %  
b a i  e t  6 3 %  a a t )  . Le4 aédiilienta t r e a p e c t i b ~  aonZ a o l u b i t i -  
A E A  dana Ce tampon EDTA 20mA4, p H 5 ,  K C l 2 5 m M ,  B metrcaptoéthanoC 
1 m M .  
Dea b t r a c t i o n ~  de 70 e t  20 p l  h o n t  atah.4 ptrECevéea elt 
incubéea en ptréaence de aubbtkalt 30mn Zi 3 7 O C  poux d é t e x -  
mine& C ' a c t i v L t é  enzymat ique .  La Cec tuke  à 400 nm cb f  
eddectuhe conttre un fémoin non i n c u b é .  



Lea p t o t é i n e a ,  p trécipi tant  e n t t e  6 3  e t  8 3  % 

de aututration pH 6 ,  é t a n t  ptrincipatement de ban p o i d a  maté- 

cuLaihe,  noua avona donc pensé q u ' i L  é t a i t  avantageux de2 

déLaiahetr c e t t e   traction ne con tenant  que 70 % envitron de 

L ' a c t i v i t é  t o t a t e  pou4 a i m p & i d . L t t r  e t  trendte plus t a p i d e  La 

ptrépatratiorz de 1' a  -0 gLucosidaae.  

1' ena embLe des expdhienceb,  déctritea d a m  

Lea patragtaphea p t réczdena ,  nous a  petrmia de détetminetr de 

meitLeutea cond i t i ons  de ptrépatation de L '  a-P gluconidas  e  

Dana Le patragtajjhe a u i v a n t ,  noua pirésentana La méthode 

amélioaZe ayant  petmis l 'ob ten . tLon  de  dnactiona t h è s  puhi- 
diéen de L '  enzyme Lyaoaomat . 

E - I S O L E M E N T  D E  L' (r. -0 G L U C O S T D A S E  LYSOSUMAL . 
L 'ex t t ra i t  aoLubLe de La dtraction C l 1 L  e6.t 

ptrépaté dana Lea condi t iana  ion iquea  uptimaLea déte tminéea 

ptrécédemment ( v o i k  patraghaplze 8 )  . Lea ptemiètes  éitapea de 

puhidica-tion de l '  a-L ducosidaae e t  de L' a-P gLucaaidase 

don t  communes . Le4 donnéea, t r e c u e i l l i e s  au couha de ces 

é t a p e s ,  son2 traaoembLéea dans Le tabLeau 111,. C e l l e a - c i  

monttrent que Lea deux enzymes aonR putribiéa avec  dea tren- 

demena  simitai trea . 5 6  % de l ' a c t i v i t é  c l - L  bucoaidasique e t  

50 % de L1ac . tLv i té  a -9  gLucosidaaique a o n t  obtenues dans 
Le ptrécipité 6 3  % de sa tu t ra t ion  pH6 patr happotrt à l 'homo-  

génat . 
Ce p&éc ip i t é  e a t  aoumia à une chtramatogtra- 

phie d '  a d d i n i t é  autr Agarros e-c-aminocaptro y t  ducoa yLam4ne 

pou& obitenitr t ' a - L ~ u c o s i d a a e  . La dtraction, non tretenue,  

c o n t i e n t  L' a-D g lucoa idaae .  La d t a c t i o n  40-63 % de aaRu&a- 

ition ejz s u t d a t e  d'ammonium à pH6 en2 ptrépahék?. Le ptrécipité 

obterzu e s t  aoLubiLiaé e t  d i a l y s é  co!ittre Le tampon de chho- 

matogtraphie. (tampon 8 ) .  La so1Ùtion enzymatique e s t   ensuit^ 
concenttrée d u t  membhane "amicon" Xhi50 dana Le bu t  d t é L i m i -  

ne& La majeutre patrtie dea ptrotéinea de baa p o i d a  moLécuLaitre. 



Fractions 

Homogéna t 

PNS 

Extrait soluble de CIIL 

précipité (NHq) 2S04 

(63% sat.pH6) 

Rendement en % 
* 

L Fucosidase D glucosidase 

100 100 

+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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E t l e  e a t  e ~ t a u i t e  dépoaée au& une colonne de aéphadex 
G-700, a tab i . f ' i née  dana Le tampon B .  L ' Q L u t i o n  de l '  a - D  

gCucoaidaae e a t  eddec tuée  patr l e  tampon contenant  de  . 

L' a -D méthyl  gXucoside . Le diagtramme d '  &Lu t ion ,  keptré- 

s e n t é  dana La [igutre 1 1 ,  p .40, monttre qu 'un  pic  d ' a c t i -  
v i z é  enzymatique e s t  obtenu dana une zone de daibLe teneutr 

en ptrotéinea. Cependant, La ptrzaence v o i h i n e  de pica ptrb- 

Z E i q u e ~ ,  ne p o a a  &dant  pua d ' a c ; t i v i t é  a -D gLucosidasique,  

aenibLe indiyuetr une co&amination ptrobabte de  C '  a -D 
glucoaidaae . 

La putr idicat ion de  L'enzyme e s t  donc 

poutrauivie pax une chnomatogtraphie de tamisage motécuLaitre 

héaLia Ee su& La même colonne que~~ptrécEdemmenit, aptreh que 

ceLLe-c i  a i t  é t é  Lavée patr deux voLumes de tampon gkucoaide .  

Comme. Le monttrc Le diagtratnme de  La a i g u t e  1 2 ,  p . 4 1 ,  C 'ac-  

t i v i t é  a-V gl~ f .coa idaaique  cocnc ide  avec  un pic  d'absotrbance 
en U .il. L1anaLyae de La ptro.téine, eddectuée  patr Electtro- 

photrèae en m i l i e u  non dénatutrunit (voi tr  a iguke 1 3 , p  .4 2 ) ,  

monttre que La ,~tr&patration obtenue ebR homogene. 

Les données ,  que noua avons ;obtenues  Laah 
des diadétreiztes étapea de putr iaicat ion de E' a-V gLucoaidaae 

LysosomaLe, s o n t  trarlien?bL&ea dana Le t a b l e a u  T V ;  p . 3 8 .  Le 

bac t eu t  de putr idicat ion,  caLcuLé patr kapwotrf à La dtractian 
C I I L ,  es* de L'otrdtre de 3 0 0 0  e t  Le trendement de 3 5  p.cen*. 

Cea trésuL.taLb s o n t  ttrgs s ens ib l emen t  supétrieutrd à ceux 
O btenus  pair XFFREY e t  a l  ( 1 2 )  q u i ,  caLculéo patr trappotr;t 
à La meme ahac f ion ,  donnaien t  une pu t r i~ i caX ion  de  C'otrdke 

de  1 3 0 0  d o i a  avec  un kendemen* de 7 5 p .cenS. 



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

Un e x t n a i t  s o t u b t e  de La 6nac.üon C L es2  paépani! a pan t in  
de 6 1 8 9  de 6 o i e  TL e s t  soumia à u n k ' p n ~ c i p î t a t i o n  pan t e  
suLba.te d'ammonium (63% da*, p H 6 )  e t  t e  p k é c i p i t é  e h t  h o t u -  
bCeC6E dans l e  tampon A .  La d o t u t i o n  e s t  chkornatogkaphiée 
6un une colonne dlAganoae- E-aminocapnog~ 6ucosylamine.  
L'e66luen.t es2  a tons  soumih id un double  netahgage pa/t t e  
(NH ) 2S04 140-63) ha$, p H 6 )  . Le pnEcipi.té, s o t u b i L i s é  dans A ~ - - ,  

l e  $anipon B, d i a l y s é  conthe  ce  méme tampon, e s t  dépohe su* { - i l !  "; 
une cotonnc de sephadex G-100. La h u i t e  des opéna.tiond e s t  ' " ' i . ~  CC,," 

i d e n t i q u e  à c e t t e  d é c n i t e  dans Maténiet  e i  !.iéthodes-. Le 
gnaphique t e p n é s e n t e  t ' e n n e g i s t t e m e n t  de  l a  d e n s i t S  o p t i q u e  
e t  La mebune de L 'acaXv i t é  enzymafique au c o u ~ h  de L'GLU- 
Zion pan t e  méXhyt g lucos ide  0,111 dans l e  .tampon B .  



Volume en ml 

FIGURE 12 : Isolement de 1' a-D glucosidase 
~eüxième chromatographie sur séphadex G-100. 

Leb btractions,  cantenan.t l a  ma jeutre paht ie  de l '  a c t i v i t é  
g tucoa idas i yue ,  é luéea de  Ca colonne de séphadex G - I O O .  
ptrécédente, s o n t  traasembléen . Une btractiov: a l i yuoak  de 20mL 
e s t  trechaomatogtraphi&e. sutr c e t t e  même co lonne ,  apnèa que 
c e l l e - c i  a i t  Eté l a v é e  patr deux volumes de tampon 8 conXe- 
nant  O ,  I h i  rnéthyt g l u c o s i d e .  Le diagaamme hep~rEsen te  C '  en- 
heg i s taemen t  de t a  d e n s i t é  o p t i q u e  e x  l a  nie.su,te de l ' a c , t i -  
v h t é  enzymatique au coutrs de l 1 E l u . t i o n  pa~t c e  mame tampon.  



FIGURE 1 3  : Electrophor@se en milieu non dénaturant de 
l 1 ~ - D  glucosidase.  

Veux pakfieo d i q u o t e o  ( 1 5 y g  de ptrotéine) d 'a-D glucosidas e 
\ pkovenant de Ca pképakaition de l a  biguke 7 2 dont analgoées. en 

geC de poLyaclryCamide a 7 , 5 p  .cent (voitr Matétriet ect Méthodeo) . 
Apkès 3 heuaeo de migaauùn lt 4 O C  ( 2 , 5 m A / g e L ) ,  un get e s t  
cotoaé pak Ce bleu de cooma4oie, t a n d h  que Ce oecond eoct dé- 
coupe en taanckeo de Imm qui  sont  incubéed dan4 l a  oolu t ion  de 
oubot4at pou4 détecte4 C '  a c t i v i t é  gCucosida~ique . 



C H A P I T R E  I I I  

C OM POSITION EN SOUS - ur\'lTES 



La msthode  d e  pu tL i$ ica t ion ,  d é c h i t e  dana 

Le c h u p i t h e  ptrécédent ( 1 7 ,  E ) ,  noua a petLmia d 'ob ten i t r  

une  dtracltion enzymat ique  poaaédant un  ttrèa hau t  degag de 
putrelté. Au coutra d e  nornbheux c o n t t â t e a ,  edbectuén patr 

E L e c ~ o p h o t L Z a s  2n m i l i e u  non dénatu trant ,  aucun con2aminant  

ptrotéique n ' a  é t é  m i n  e n  é v i d e n c e ,  méme lotraque dea quan- 

t i t é s  aaaez i m p o t ~ t a n t e a  i30-4Oyg! d'  enzyme o n t  é t é  anaCyaéa . 
La p u t e t é  de L' edzyme noua a donc aembLé a a t i a d a i a a n t e  
pou& enviaagetr La phoducLion d ' a n t i a é m m a  chez  Le L a p i n .  

Lea expétr iencea,  ptrénentéea dans c e  c h a p i -  

ttre, concehnen t  Ce ptroblgme de La composition en aoua- 

uni tEa de L' ci -V gLuconidaae . 

A - MISE E N  E V T D E N C E  DES SOUS-UNTTES D E  L ' E h Z Y M E  P A R  DES 

T E C H  NIQUES ELECTROPUORETTQUES 

Comme Le monttre La digutre 7 4  p - 4 4 ,  L ' é L e c -  

.thophotrèae en g e l  de  poLyactryLamide-SPS peamet de c o n c l u a e  

que  Ces a o u n - u n i t é a  de L ' enzyme  o n t  un  p o i d a  molécula i t re  

de 6 2 à 6 4  0 0 0 .  On peu t  cependan t  aoupçonnetr une ce t r ta ine  

hé té t rogéné i t é  patrmi Leo a o u a - u n i t é a  d e  La ptLotGrlne au vu  

d e  L'agt~andiaaemenlt  de La photogrraphie 4b;ig 7 4  C )  . L ' a l -  

k y l a t i o n  de La ptrozéine k é d u i t e  a v a n t  LtéLeclttrophotL2ac 

n t  appotrte aucune m o d i $ i c a t i o n  dea tréauL.tata ( b i g  7 4 9 )  . 
A i n a i ,  à L ' i o a u e  de L' éLec.ttrophotèa e en 

geC de  poLyactryLamide-SPS, on ne  p e u t  e x c l u h e  La poaai6.L- 

L i t é  que -Les deux a o u a - u n i t é a ,  composant La moLécuLe 

d '  a-V gLucoaidaae ,  o o i e n x  non iden;tiqueb . 
Noua avona donc poutrauivi no.ttre a n a l y s e  e n  - 

é. tudiant  Le compot.temen.t éLec&zophanéaXque de La p t o t é i n e  

dans d' auttrea conditions dEnatutrantea . Comme Ce m o n t t e  

La S i g u t e  7 5 p..46, L t é L e c t t r o p h o ~ è a e  e n  ptréaence d'utrée b M 



FIGURE 14 : ~lectrophorese en gel de polyacrylamide-SDS de 
1' 6 - D  glucosidase. 

A , B  - Veux puLie4 aeiquotes d t  a-0 glucosidase (70pg de 
plrotéine), ptrovenanit de l a  i igu~re  7 2 ,  sont  analybées en 
gel  de polyaclrytamide-SVS (gtraident de 10-78p.cen2, gel 
de 15cm de Longueutr e t  de ?mm d tépa i~4eun l  . 

V - Une dtracGon a l iquote  d t  4 - 0  g l u c o s i d a ~ e  ( 20pg de psotéine)  
e s t  andylr te  aptrZ4 .que c e l l e - c i  a i t  é tZ ,  au pséahable, l r Z -  
du i t e  e t  d k y l Z e  (vu& Mattsiel e t  Méthodes) . 
Les dt2che.h indiquent  l a  posLCion dans l e  gel  des diddé- 
eente.4 psotéines "makqueutrs" ( 1  : 9 4  000 ; 2 : 67 000 ; 
3 : 4 3  000 ; 4 : 30 000 ; 5 : 20 000 ; 6 : 7 4  4001. 



pe t r )~~e t  de v i s u n l i a  etr qua tne  composants , don t  deux ma jeutrn . 

Bien q u ' i l  a o i t  d i d d i c i l e  d ' i n t e n p t é i e n  

de daçon cetrtaine La ptréaence de  compoaanta mineutrb dana 

1 '  enzyme putridiée (dégnada t i on  de i  soua-un i té6  sous L ' a c -  

t i o n  d '  hydtolaa ea ,  e x i s  te tzce  de  dotrmea muLtipLea e t c .  . ) , 
ceA t  tréauLXats s emb len t  condinmea L ' e x i s t e n c e  de deux aoua - 
u n i t é o  non i d e n i i q u e a  dano La motécu le  d '  enzyme.  

8 - A N T I C O R P S  A h T l - a  - D  G L U C O S T D A S E  ET STRATEGIE E b 4 P L O Y E E  

P O U R  C O N F Z R M E R  1 'EXTSTENCE D E  D E U X  SOUS-UNITES DA tS' L A  

M O L E C U L E  D' C1 - D  GLUCOSTDASE. 

Noua avona app l i qué  La méthode de 

V A l T U K A T l S  ( 4 4 )  pou& o b t e n i k  dea antiaétrums a -D gluconidaa e . 
A patrtiti de  c e u x - c i ,  noub avona i s o l é  Les I g G  e t  ptrEpatrE 

den auppokta d ' a d d i n i i é  BiugeL P 300-TgG (voi tr  !ha tén ie l  e t  
Méthodes)  de  maniè te  h iaoLetr L'enzyme ttrèa trapidemeni 

e f  dana dea conditions L i m i t a n t  6otrtemen-t l ' a c t i o n  pooa ib le  

d l  hydtroLaa es . Une dtract ion,  con tenan f  Lea otLgani.tea de  

gnaudea taLLLe4, e a t  phépatée en une aeuLe é t a p e  de  cenztri-  

bugu t ion  à pa/ttitr d ' u n  homagEnat de d o i e  de  t u t .  C e t t e  

daac.tion e ~ t  telzomog énEia é e  en miLieu hypo ton ique ,  à pH 

aLcaLin !, avalzt d'  êttre chnomatognaphiée sutr l e  auppotri d ' a d -  

d i n i f é  (voi tr  L4atétLiel e f  h, f t thodea) . Comme Le monttie La 

digune 1 6  p .  4 5 ,  l ' a n a t y s e ,  pan éLecttrophotrèae en gel  de  

poCyac4ytarnide-SDS de  L' a-V ,oLucoaidaae i ~ o L C e  au4 immuno- 

ada otrbant, petrmet de  meft tre en év idence  deux bandea ptrotéi- 

que6 f t rea  pnoches, poaaédant des maaaea molécuLaitrea de  6 2 e-t 

6 4 . 0 0 0 .  

Cea t r é ~ u l t a f a  con~itLnient  donc ceux o b fenua 

p4Ecédemmenf (compatrek d igune  14  e t  1 6 )  e f  auggènent  bon- 

t e m e n t  -maLa ne ptrouvenz pua de  maniètre abaoLue- que La 

molEcuLe d' cr - D  gLucoaidaae e a t  cona.t i tuée de deux aoub- 
u n i t é a  non idcirztiques . 



FIGURE 15 : ~lectrophorèse en gel de polyacrylamide-Urée 
de 1 ' r(-D glucosidase. 

Une puit ie  aeiquote ( 20yg de prroltZinel d'oc-0 gtucosidase,  
pkovenant de t a  pképrvrafion, u U é e  dans t ' e x p é e e n c e  de 
t a  d i g u e  13 ,  e s t  anatyhée p a k  éLec&opfzorrèse en gel  de 
poLyacrrytamide-Ukee, dand t e s  condLt.ion~ ioniqueir décnites 
prvr REISFIELD ( v o A  Maté&.iet e t  Méthodes) . Apnès 4 heurres 
de mignafion (3mA/geL), t e  gel  eb t  coLoaé parr t e  bteu de 
coomasbie . 
Les &teches indiquenit t a  posit ion des bandes dan4 Le ge t  . 



CONCLUSION 

La méthode de  p u h i d i c a t i o n ,  d e c h i t e  dana 

c e  tnémaihe, pehmelt d l  i a a L e h  L' a -- -0 g l u c o a i d a a e  LyaoiomaLe 

d e  dode de k a t  avec  un $ t r i ? ~  h a u t  degki? de  putretE (dacteutr  

de  p u h i d i c a t i a n  : 7 5  . Z O O  patr happotrt 5 L1homogEna-t) e t  

a v e c  u)2 hau t  trendemeizt ( 23 p . c e n t )  . Ti trant  p a t t i  dea tré- 

auL ta ta  obltenua Lotra d e  La hechehche  d e  c o n d i t i a n n  i o n i -  
ques a6.4utran.t une phéaetrvat ion d e  La athuc.tuhe e t  de L ' a c -  

t i v i t é  de  l ' e n z y m e ,  c e  ptrocédé e s t  a i m p l e  ( u n  4euL auppaht  

chtromatogaap11ique) e t  trapide . 

Les d i 6  Sétrentea anatya  es ELecttrophot~é- 

t i q u e s  de  1 '  a-P gCucoaidaae putridiLe petrmettent de metttre 

en é v i d e n c e  deux chaZnes p o L y p e p t i d i q u e a ,  d e  poido maté- 

cuLa ihe  d i d d é a e n t ,  dana La dtract ion d ' enzyme  putridiZe.  

L eh expéh iencen  uLtétrieuhea petcmetttront 

d1 inXehphé te t r ,  de baçon pLua cetr;taine, l e a  trébuLtaZb que 

noua avons obtenua e t  d l  enttreptrendtre L ' é t u d e  d e  La b i a -  

ayn.thène de L' enzyme .  



FLGURZ 16 : ~lectrophorése en gel de polyacrylarniee-SDS de - 
1' a - D  gl~cosiùase, isolée sur imunoadsorbant. 

Lea { i ~ ~ a c t i o n ~ ,  cotriebp0vzdan.t au pic  p t o  t é i q u e ,  EluEerde 
La ceLonne de BiogsL P30cS-Zg6, a a r z t  ta~efi iSCZe.is  . ELZea 40vr;t 
e n ~ u i t e  concen;t?récn 4u4 aquacide 7'1 , p i l i a  dialtjbéeb con tke  
de -t' eau d i s  t i e e é e  a v c n t  c i 1  étjze c n c f - ~ ~ c s  en ge.2 de  poLy- 
acky.tamide-SUS (gkadier .2  1 O- 1 b p  .ceiit, g a . t  de 15cn1 de Longueuk 
c t  de 1cfi1 d 1 é p a i 6 4 e u t )  . Apkèb I I  heune4 de mig.kn.tion, Cc ge-t 
ebt  coLokE pa/z Le bLeu de c o o m a 4 ~ i e .  

Lea $Lèches i n d i q u e n z  Ca p04i, î ion,  dan,$ 9c g e t ,  de4 d i $ { h -  
kcjl$e.3 ptcoitéine.cl ":ric.irqueut.4" ( 1  : $ 4  03C ; 2 ; 57 000 ; 
3 : 4 3  (300' ; 4 : 30 0~70 ; 5 : 2C (?OC ; 6 : 1 4  l ? r ! O )  . 



M ATERI  E L E T  METHODES 



Tou te s  Les s o l u t i o n s  s o n t  pt~épairées avec 

de L '  eau déminZtaLis ée b i d i a t i L L é e  e t  t o u t e s  l e s  ch4oma- 

togt~ulshiea s o n t  e d l e c t u é e s  à 4 O C .  

8 - P U R I F 7 C A T I O N  ZIE P L U S T E U R S  H Y P R O L A S E S  LYSOSOIIALES 

1 - Préparation de la fraction CIIL 

200 à 3009 de d o i e ,  pkovenant d ' u n  X o t  de  

&a& de même s e x e ,  s o n t  homogénéisés dans z40i6 volumes de 
tampon O ,  25s Te50K25E13 . L '  homogénat e6.t d i l u é  pou& obteniir 

une concentiraLion de 1 6  p . c e n t .  Une dtraction kC1 e s t  pté-  

pakée pu4 cenL t i6uga t ion  dans l e  k a t o h  J A - 7 4  de La c e n t k i -  

dugeuse J-218,  puis une anac t ion  C l T L  dans Le i r o t o k  J A - I O .  

C e l l e - c i  e s t  l a v é e  une bois dans Le m i l i e u  O ,  253 Te5KZ5E 

( 6 m l l g  de  a o i e )  . E l l e  e s t  4ehomogénEisée dans l e  tampon 

matéatc  I O m M ,  p H 6 ,  MgS04 1 m M ,  B -meircaptoéthanol 1ml4 ( 1 ; 4 r n l / g  

de  t i s s u )  pair 20 alteirs-iretouir de p i s t o n ,  beirtré dan4 un 

homogénéiseutc de D O U N C E .  La suspens ion  e s t  cent ir i$ugée à 
/ VI/$ 

40 O O O g m a x  pendant 2Omn. ! uiLC 3 
2 - Purification de 1' a -L fucosidase 

Le suanageant dEcantE e s t  soumis à une p4é- 

c i p i t a t i o n  patr l e  a u l i a t e  d'ammonium ( 6 3  % de satuirat ion E 

p H 6 )  à O -  Z ° C .  Le séd iment  obtenu e s t  d i s sous  dans l e  tampon 

maCEate 1 Ombi, p H 6 ,  MgSOq I m M ,  fi meircaptoéthanol I m M ,  puis 

déposé suir une colonne de  sEphatroae-4B ( I O - 1 5 m L  d e  g e l ,  s e -  

a ingue  d e  5 O m L ) ,  connec.tEe à une colonne cotnposEe de  3 m l  de 

Biogel  P10, irecouvetrts pa4 6 m l  d 'Agairase- c -aminocapt~oyL 

ducosytamine (oeiringue de  10ml) . Les deux co&onneh s o n t  hita- 
b i l i s  eeb dans Le tampon maLéate I Omh4, p H 6 ,  NaCl 7OOniEI ,  11gS04 

l m M ,  p metrcaptoéthanol ImAI ( tampon H F I )  . La cotonne e s t  l a v é e  

pu4 3 O m l  de c e t t e  saCuXion e t  Ce.5 deux colonnes s o n t  e n s u i t e  

déconnectées  . Le suppok t  d ' a d a i n i t é  e s t  erzcotc Lavé pu4 2 O O m l  



de tampon H F ? ,  puis pu4 40mL de tampon maléate 10mM, pH6  

NaCL 150tn!.l, IgS04 1 m U ,  jf metcaptoEthanob 1 ml4 ( tampon B F I  1 . 
L'enzyme e s t  erzauité é l u e  put ?OtnL de ducone 0 ,  I M  dans l e  

tampon B F ?  . 

3 - Purification de l ' a  -D glucosidase 

L'eddLuent de La colonne p t écéden te ,  ken-  

denmant Les a c t i v i t é s  phosphohylaoiques e t  g l u c o s i d a s i y  u e s ,  

e s t  soumis à une double  p n é c i p i t a t i o n  pat l e  a u l b a t e  d'am- 

moniutn (40-83% sa.t, pH?) . Le p t é c i p i t é  e s t  a j o u t e  à c e l u i  

obtenu Lots du neLatgage pan Le s u l d a f e  d'ammonium ( 8 3 %  a a t  

p H 7 )  du auhnageant 6 3 %  de saXu ta t ion  dc L ' e x t h a i t  soLubLe 

de C L .  Le s éd imen t ,  tept t ia  dans Le .tampon imidazoL 5ml. i ,  2 7 
p H 7 ,  KCL 2 5 m b l ,  EDTA l m h f ,  jf mencaptaéthanol 7 m M ,  e s t  diaLysE 

c o n t t e  c e  mEme tampon avant  d l E t n e  déposé s u t  une coLonne 

de hépkadex G-700 ( 2cm x 722cm) s t a b i L i s E e  en ce  tampon. 

1' éLut ion  de Ca phosphatase a c i d e  e t  de  1 '  a -V gLucooidane 

e s t  eddec-tuEe put c e  tampon. 

4 - Purification de la phosphatase acide 

Les dnac t ions  , contenant  La ma jeune p a t t i e  

de l ' a c t i v i t é  phosphotyLaaique, é luées  de La colonne de 

séphaclex G -  700 pnécédente ,  s o n t  nassembLées e t  soumises L? 

un double t e langage  pan Le suLbate  d'ammonium (50-80% s u t  

p H 7 .  Le hédiment ,  trepnia dans l e  .tampon i m i d a z o l  5 m M ,  p H ? ,  1 

' e s t  d iaLys& contne c e  méme tampon. La ~ o t u t i o n  enzymatique 

e s t  aLona chtomatognaphiée hua une colonne de DEAE-CeLLuLos e  

( 3 , 5  x 75cm) ,  o t a b i & i . ~ é e  dans Le tampon imidazoL 5 m M ,  p f f 7 , 7  . 
Ce tampon de chnomatogtaphie penmet d léLuen  Le Pic 7 de La 

phosphatas e  a c i d e .  Un deuxième p i c  d ' a c t i v i t é  phosphotyLa- 

d ique  e s t  éLué put un gnad ien t  LLnéaihe de  NaCL botmé pan 

un L i t t l e  de tampon i m i d a z o l  Srnlli, p H 7 , l  e t  deux l i t n e s  de 

tampon i m i d c c z o l  5mE.I, p f / 7 , 1 ,  NaCl 0 ,  S M .  Les b tac t i onb  , con te -  

nant  l a  ma jeune p a n t i e  de L '  a c t i v i t é  phoaphonylaaiq ue  du 

Pic 2 ,  s o n t  taaaembLées ex  congelées  à -20°C.  

Les dnactionn de  phonphontjLasc Pic 7 de 

pLuaieu~rs expEkiences s  o n t  e n s u i t e  s  oumia es à une ptEcip.<- 



t a k i o n  pair Le b u L ~ a i t e  d'aninioniuin ( g o %  b a t ,  pf16) . Le prrE- 

c i p i ~ é ,  rrepiris dans l e  tampon maLéaXe l U m b f ,  p H 6 ,  e n t , a p t ~ ? a  

d i a l y s e ,  -,'époaé auir une coLorzne d '  h y d t r o x y l a p a t i t e  ( 2 , 5  x30cm) 

a t a b i l i a é  en c e  t a m p o n .  L.' é L u t i o n  d e .  l '  enzyme e s t  e 6 6 e c t u é e  

parr Le tampon m a l é a t e  70mM, p H 6 ,  n u l d a t e  d'ammonium 700mll. 

Lea dirac$ionn, c o n t e n a n t  Le .maxifrtum d ' acLLviAé enz ymtxZique, 

a o n t  rraasemblZeb e t  amcnéea h b O  % de aaturrat ion en auLdaXe 

d'ammonium pif 7 , 7 .  Le p t ~ é c i p i t E  e s t  treptlia dana Le tampon 

imidazoL  - g l y c y l g l y c i n e  5mli . l jpi f  7, 7 ,  paia amené en 50 % de 
aaturrat ion  en b u l d a t e  d ' ammonium . Aprrèa une c e n t i r i d u g a t i o n  

à baaae v i t e s a e ,  l e  aurrnageant e s t  amené l en temenR à 5 5  % 

d e  aa tu t ra t ion  en a u l d a t e  d'amn~onium . La aolur t ion ,  Laiaa Ce 

4 8  IzeutLea à 4 O C ,  pe tme t  d ' o b t e n i r r ,  apirèa une  c e n t t r i $ u g a t i o n  

à baaae v i t e s s e ,  une. dorrme c r r i a t a l l i n e  de  L'enzyme. 
- 

5 - ~ntérêt de l'utilisation de 1' a-D 
méthyl glucoside 

s 2755 d e  $ o i e ,  ptrovenant d ' u n  L o t  de  ira& 

d e  msme a e x e ,  s o n t  komogEn&iaéa dana 2-toia volumea d e  tampon 

0 ,  25s T e 5 0 K 2 5 1 i j .  L 'ex t t ra i , t  soluble d e  La dtract ion de C T T L  

eait pireparré comme il e a t  déc i r i t  dana l e  patragira.vhe B7 . T l  

ea t  a loka  doumib à un ireLatrijuge patl l e  au1 j u t e  d'aivmonium 

(40-832 a a t  F U T )  . Le piriicipiité e a t  trepiris dana t e  Zarnpon 

EVTA 7 m M l p H S 1  K C l  . 25m!A1P meircaptoéthanoL 7ml.i . La a o l u t i a n  en -  

zymat ique ,  d iaLyaée  contire c e  tampon,  eait dEpoaCe au& une  

. c o l o n n e  de aéphadex G-50 ( 3 , s  x  22cm) a ta6 iCiaEe  en  c e  tam-  

pon.  L eh diracit;iona é l u c e n ,  conitenant Ca ma jeutre p a h t i e  de 

l ' a c t i v i t é  gLucoa idaa ique ,   ont traaa em6Léea ek amenisea à 

83 % d e  aa tu i ra t ion  en  a u l d a t e  d'ammonium p U 7 .  Le ptrEcipi tS;  
trepiria dans Le tampon EDTA 1 m?,l, pHs1  KCL 25m!.i, f3 rnetlcaptoéltliaizol 

l m t ~ f ,  d i a l y a é ,  e a t  dépoaé autr une  c o l o n n e  de aéphadex G-Ici0 

( 2 5 7  m l )  trecouvetrt d e  B i o g e l  Pl0 (700  m l )  a t a b i L i a E e  en c e  

.tampon. LI é l u t i o n  de L' edzyoie e a t  edbecltuEe pu4 t e  tampon 

EVTA 1 mbI, p i f 5 ,  !<CL 25mhl,P merrcaptoéthanoC ld i ( ,amEthy l  g l u c o n i d e  

de 7àUmA-1. 

Une $tracaZon d e  5 m l  d '  enzyme puiri5iC ea.t iréaju.6- 



t é e  en EPTA 20mM,  p H 5 ,  avan t  dézae trechaomatognaphiée ~ U I L  

une co lonne ,  de aépltadex G - 1  0 0  ( 2x  30cm) irecouvet t  de  7cm 

de Eiogel  PI  O ,  s k a b i l i a é e  dans l e  .tampon EVTA 2 0 m b l , p U 5 ,  

K C l  25mM,  meircap.to&;thanol IrnM . L ' é l u t i o n  e s t  ehdectuée  

pat ce  mZme ,tampon con.tenanf 0 ,  7 M  mé thy l  g l u c o s i d e .  

C - lSOLEE,iENT V E  L!  - D  G L U C O S l D A S E  L Y S O S O I I A L E  

Une 6hacXion C r  L e s t  phépaaée, comme ptiécédemment 

( vo ih  paaaghaphe 6 7 ) , à  paa.tih de  290à 6 7 b g  de  s o i e  de ha$ de 

même s exe . E l l e  e s t  e n s u i t e  h m o g  é n é i s é e  dans l e  tampon 

EVTA 20mlS ,  p H 6 ,  maléate  1 OmM,  IigS04 1 m M ,  meacaptoéthanok' ImM 

(tampon A )  pua 20 a l l eas - t~e tou t r  de p i s t o n  aeatré dans un homo- 

ggnéiseuh D O U L I C E .  La suspens ion  esL cenZtri4ugée d 4 0  .0,00 g m a x  

pendant 20mn. Le sutrnageant e s t  soumis d une p t t é c i p i t a t i o n  

pu& l e  s u l i a t e  d'ammonium (638  s a t u h a t i o n  p H 6 )  . Le sEdimenX ae-  

pais dans l a  tampon A e s t  déposé autr une colonne de déphahose 

48  couplée  à une co lonne  d '  Agahose - - aminocapttoyl bucos yLa- 

m i n e .  L' ed b luen t  con tenant  C '  a c t i v i t é  g lucos idan iyue  ( 0,4mLlg 

de S o i e )  e s t  soumis à une double  p a é c i p i t a t i o n  patr Le s u l d a t e  

d'ammonium ( 4 0 - 6 3  % de s u t .  p U 6 )  à 0 - Z ° C .  Le, $ / t é c i p i t é  abXenu 

e a t  scLubiL isé  dans l e  tampon EVTA 2 0 m t S , p U 5 ,  K C l  2 5 m M ,  metrcap- 
. toéthanoe lm;(, ( tampon B )  , p u d  d i a l y s é  conthe  c e  niême tampon 
7 2 h à 0 - 2 ° C .  Aptrés une cenLtiOugaXion Zi b a a ~ e  v i t e s s e  q u i  

pekmef d ' é l imine& un inboLub le ,  La 4oLut ion  e a t  concenth ff e hua 

membaane "Am.icont' X M 5 0 .  ElLe e s t  e n h u i t e  dépoaée autr une colonne 

de  aéphadex G - 1 0 0  (357mL) aecauveat  de 4 0 m C  de BiogeL P l 0  

6. tabiLisée dans l e  tampon B . La chtomatogaa,ohie e a t  déve- 
Loppée pah Ce tampon 8 contenan.t O ,  f M  rnéthyl glucoside .Le4 gaac- 

t i o n a  con tenant  La ma jeuae p a k t i e  de  4 '  a c t i v i t é  enzymat ique 

hon t  aabbemblées e t  dea 6aact iona de 20mL e n v i t o n  aon t  t e c h h o -  

matagaaphiéen au4 c e t t e  meme coLonne a p a é ~  y ue  ceLLe-ci  a i t  
é t é  Lavée pah deux voLumea du tampon 8 con tenant  0 , l M  mé thy t  

g lucoaidaae . L '  éLu t ion  e s t  edbec tuée  e n a u i t e  pak c e  mZme tampon . 
Lea 6aac t ions  é l u é e s ,  aenbeamant l a  majeutte paa t i e  de  l ' a c t i -  

vilté enzymat ique,  bon2 aLoas aabsemb&éeh e t  centtridugéea dans 

Ce t r o t o h  6 0  T i  pendant 7 2  h à 6 0  .OOO.t/mn. 



D - D E T E R j I I  EJATTON DES A C T I V l T E S  ENZYIi?IATTQUES 

La meautre de  l ' a c t i v i t é  des diS624entd 

enzymes myaooomaux a  é t é  t réa l iaée  ghâce Li l ' u t i l i a à t i o n  de  

su6aRtra.t~ paltanittruphényl- a - . pytrannoaidea . 

- Poutr 1 '  a-L ducoaidaae, l e  patrani.ttrophéngl 

a - L  ~ucopy l tannoaid& 2mL4 dans l e  tampon, acEta te  6 2 ,5m?1 

p H 6 ,  con tenant  250 p g f m l  de aZtrum albùmine b o v i n e .  

- Poutr l '  a -D.glricoaidaae, l e  patranit4o- 

ph tny l -  a -D glucopytrannoaide 5tnj4 dana l e  tampon a c é t a t e  

6g, 5mM p H 4 , 5  KCL, 25OmM,  EDTA imM, aénum albumine bov ine  2 5 0 ~ g l m l .  

- Poux l a  phon phaAane a c i d e ,  Le patranittro- 

phényC phosphate 5mM dana l e  tampon a c é t a t e  6 2,5mlf pH5 c o n t e -  

nant  250 p g / m C  de aétrum albumine b o v i n e .  

0,7 m l  de atractionn à doaetr s o n t  a d d i t i o n -  

néea de  0 ,4  m l  de patranittroplzCnyl! pytrannoaide dand Le tampon 

cotrtreapcndant à L' enzyme d o a  h . Lotraqu'il  a ' a g i t  de  d t rac t i~nd  

putr i i iéea,  La tréact ion e s t  atrhEtée patr 0 ,5  m l  de tnmpon a l -  

c a l i n  [ g l y c i n e  7 3 3 m H ,  NaCl 67mbi,Na2CO3 B3m:4,  a j u d t é  2 pHI0, 7 

avec de  l a  boude)  e t  La d e n a i t é  o p t i q u e  5 400nm eait méautrEe 

conittre un témoin  non i n c u b é .  Pana L t  caa de ijtrac;tiona btruten, 

La tréact ion e s t  atrttCtée patr a d d i t i o n  de 0,1 m l  de TCA 70p .cen t  

e t  une pan t i e  de  l ' a c i d o - a o L u b l e  e o t  e n d u i t e  a d d i t i o n n é e  de  

un volume de tampon aLcaLin . 

E - P R E P A R A T l O N  D ' A  N T T C U R P S  P, NT-U -0 G L U C O S T D A S E  

1 - Obtention des antisérums 

Nou6 UVOnb u t i L i s 3  .ta méthode de V A T T U K A T T T S  

e t  a l  ( 4 4 ) .  A 600 d 'enzyme putriaié, diahoua dans 2 m l  d e  

NaCl 0 ,  7 5j.4, on a  jou te  7 0  mg de  BaciCLua Batytricum LyophiLib é 

e t  2 m l  d 'adjutrant  complet  de  F R E U M O .  Le mélange e a t  a g i t é  

vigoutreuaemerzt jua q u ' a  l '  o b t e n t i o n  d ' u n e  émulaion d . table .  

Dea lap ind  néozi !~andain de 2 , 5  21 3 K g ,  don-t 

l a  ~outrhutre a  Eté habée au4 t o u t e  La trégion cio.tonle, 4 e ç o i -  



v e n t  chacun 2 mL d '  étnuLsion ( s o i t  300 pg d 'enzyme)  en 40 

Ci 50 i n j e c t i o n s  put v o i e  i n t t a d e t m i q u e ,  puis 1 m l  de  v a c c i n  

anti-coqueLucheux PeathydtaL ( T n s t i t u t  Pasteutr) put  v o i e  

sous-cu tanée  dans La c u i s s e .  Aptes ttroio ae~naineo ,  des ptré- 

Lèvements de aang s o n t  eddectu&o chaque semaine e t  La 

ptéa ence d ' a n t i c o t p s  e s t  can t t r t l é e ,  de  iaçon  trouXiniêtre, 

patr Ca méthode d ' i m m u n o d i ~ ~ u s i o n  d l O U C f f T E R L O N Y .  

2 - Purification des IgG 

a )  P t E c i p i t a t i o n  put Le nuLdate d'ammonium 

La manipuLation e s t  ebdectuée  à 0-2°C. Le 

sétutn e s t  d i l u é  patr 7 vaLume de tampon plzonplzate 50mf4 p H ? ,  2 

NaCR 7 50m81 (tampon PS) . On a j o u t e  une soLuZion 3 ,  bPA de 

(NH4)2S04 pout obtenitr une concenXhation d i n a l e  de  1 , 6  M .  Le 

p t é c i p i ~ é ,  obtenu a p t è s  c e n t t i ~ u g a t i o n ,  es$ d i s sous  dans t e  

tampon PS ,  Ce vaLume 6inaL de La s o l u t i o n  é t a n t  éga l  à c e L u i  

du sEtrum d i l u é .  Une deuxième p t réc ip i t a t i on  e s t  edbec tuée  d e  

t a  meme maniOtre que ptrécédemment. Le ptrécipité e s t  teptr is  

dans Le tampon PS,  Le voLume 6ina.t de  La soLu;tion & t a n t  égaC 

à La moiitié d c  ceLu i  du aétrum i n i t i a l .  La noLut ion  e s t  d i a -  

t y é a e  pendant 24 f f  c on the  Le tampon PS . L'inaoLubLe e s t  

éRiminZ patr c e n t t i d u g a t i o n  à basse  v i t e s s e  e t  Le sutrnngeant 

e s t  a i l t t é  6 U k  MiLLipotre (0 ,45  p m )  . 

b )  Chaomatogtraphie sutr P E A E  e t  C M  CetLuLase 

Des catonnea d ' u n  diamèttre de 7 , 5  cm, com- 

posées de 70 cm de CM CeLCuLoae, trecouvetrt de 70 cm de P E A E  

CetLulobe,  s o n t  u t i & i B é e a .  EtLes s o n t  s t a b i L i n é e s  dans Le 

;tampon PS . Des pamtiea a t i q u o t e ~  de 30 mL s o n t  chtromatogtla- 

phiéeb e t  La btraction, non a e t e n u e ,  e a t  c o l t e c t é e  . 

f - P R E P A R A T T Ù N  DU SUPPORT D t A f F T N 7 7 E  B T O G E L  P30Ù-1gG 

Le Biog e l  P300, ptrEatabLemen~ gondlé dans 

L' eau d i a t i L L é e ,  e s t  acXivé patr La glutatnLdéhyde Ci 5 p . cent  

dana Le tampon phosphate 50mM pH7 pendanX 7 5  heutres 2 tempé-  



katutre an7biante:. Le g e l  e s t  e a n u i t e  Lavé aux veaxe d ~ i t ; t é  

patr 20 voLumea de tampon plzoaphate, puis  pari 100 volumes 

d ' eau  d iaX i lL2e .  

La ,-jkaction d 1 7 g G  ( 2 O m g )  de  l '  a - D  

glucoaidaae e s t  agi , tée  pendant 1 b heukea ti tempEkatutre 

ambian;te avec 20 m l  de geL a c t i v é  dans un volume d i n a l  de 
3 4  m l  en paéaence de  tampon phosphate 5OmEA pH 7 , 4  NaCl 8,15M. 

Le geL es2 e n a u i t e  a g i t é  pndan t  7 2 heutres dans C1éthanoLa- 

mine 1 M  p H 7 ,  avant  d ' ê t t r e  abondamment Lavé patr de L 'eau  d i a -  

t iLLEe  . 1 1  e s t  end in  s t a b i L i a é  dans Le tampon Tkis-HCL 5OmM 

p u b ,  6 NaCL 1 MmM NaN3 3mi.i. 

G - 1SOLEIiENT D E  L L ( J  -V G L U C O S i D A S E  SUR lM?4UNOADSORBANT 

129 de d o i e  a o n t  homogénEiséa dans deux 

volumes du m i l i e u  0, 25!4 actroae T k i a - H C L  5mfi p f 1 7 , 6 ,  aptrot in ine  

100 U K i l n t l ,  pua 5 coupa de  p i s t o n  Lâclzc?. Une ~kac. t io iz ,  con- 

t e n a n t  Les okgan i t e s  de gtrandea t a i L l e a ,  e a t  ptrépatree patr 

ccn t k ibuga t ion  dans l e  k o t o k  SW 27  d 2 2  . O O O g m a x  pendant 10 mn. 

Le séd iment  e s t  trehomogéréiné dana Le ;tampon Ttris-HCL 5Om!l 

p u b ,  6 ,  a p k o t i n i n e  700 U . K i / m l  pak 1 5  a lLe / t s -ke touk  de pia;ton 

4ehké dana un homogénéi~eutr P O U N C E .  La a u s p e n ~ i o n  e s t  cen-  

t h i d u g é e  à 30.000 g m a l  pendant I O  mn . Le surrncgewnt e s t  cen-  

t t ~ i i u g é  de nouveau pendant 2 heukes dans Le k a t o r r  60 T i  à 

203 . O O O g,,, Le suknageant  e s t  aLoks 6 i L t k b  au& MiLLipoke 

(GFb3-0,45 pm) avant  d ' ê t k e  tréajus té  en 7hi6 50mj.t p f f b , 6  

NaCL 0,151.(, T k i t o n  X - 1 0 @ 1 % ,  -- a p k o t i n i n e  100 U.Ki/mL, NaN3 3mM. 

La 4oLut ion  ea2 déposée e n b u i t e  s u t  une coLonne de BiogeL 

P300-7gG ( b  mL de g e l )  a%abiLia& dans Le même tampon.  

L '  é c h a n t i l l o n  e s t  k e c y c t é  pendant 24 heutrea Li tempétratrrtre 

ambian te .  La coLoizne e s t  aLotla Lavhe pak 80 vatumes du tam- 

pon i n i t i a l ,  puis pak 70 voLumea du tampn Ttria 50mM p H S , 6  

NaCC 0,lSE.i. L ' éLu t ion  ea t  a toks  ebbec2uée pak Le tampon 

GLycocoLte O ,  ft.1 pH 2 , 8  NaCL 0 ,  5 M .  Les $ t rac t ions ,  cokhehpon- 
dant  au pic  d 'abso tbance  en U . y ,  don t  immédiatement kaasen?- 

bLEes e t  e l l e s  s o n t  e n s u i t e  concentkées  sua CL-aacide I I , ,  



puis diaLys ces conxtre de l '  eau d i a . t i l & é e .  Les EchanrtiLLons 

sank aLoas addi t ionnZn d '  un volume de  rtainpan This - i fCl  6 2,5mCI 
p H 6 , 8 , S P S  4 % ] D T T  O ,  2!~Jsuctrone ?O 8 e t  c h a u 6 ~ é s  2 mn dans 

. un bain-matrie buuiLLant .  

f l  - E L E C T R O P H O R E S E S  E N  G E L  V E  POLYACRYLAE.41Z)E 

1 - Electrophorèses en milieu non déna- 
turant. 

Les éLecrttoplzotrCs8 en geL de polyactryLamidc 

hon t  tréaLisEea s e l o n  La méthode de RE1SFEf.D ( 4 5 )  . El l e s  

s o n t  tréaLisEes dans den t u b e s  de  5 mm de  diamEtte  ert de 7 cm 

de Longueutr. Le g e l  de aépatration e s t  consrtitué d ' u n  gel  
d'actrytamidc à 7,5 % contenant  6OmM KOH-acé.tate p H 4 , 3  e t  Le 

g e l  de concenrttratian patr de L1actryLamide à 2 , 5  % contenant  

Le tampun KOH-acétate 60mM p f i 6 , ? .  

Apa2s 3 heutres de  migaat ion  à 4 O C  Irtampon 

a l a n i n e  35mbI p H 4 , 5  2 , 5mA/ge l ) ,  Les g e l s  honrt immehgéb dans 

Le T C A  50 %, puis colatrés patr Le b l e u  de coomaba.Le 5 O ,  2 % 

dans Le TeA 50 % ( 10 mn) e t  déco lo téa  patr L ' a c i d e  acétLque 
ci7 % .  

Pou& La meaute de  L ' a c t i v i t é ,  Les ge l s  

hon t  congeCés, puis  découpés en thanches  de 7 mm q u i  son$ 

e n s u i t e  incubéeh en pteaence de  patranit tophényl-  a -V gLuco- 

pyaannohide 5mM dans Le tampon a c é t a t e  62 ,5mM p H 4 , 5  K C l  25OmM 

EDTA 7 m M B  metrcaptoéthanol 7mM pendanrt 30  mn. La 4:.éac.iion eh$ 
auêr t ée  pat un volume de a E a c r t i ~  aCcal.in. 

2 - Electrophorèses en milieu dénaturant 

- Lea étec.taophoaèhea en g e l  de  polyachylamide- 

SOS a o n t  tréaliséea s e l o n  l a  mtéhode de  L A E M M L T  ( 4 6 )  . Peb g e l s  

de 7 mm d ' épa i s seua  ( 7 5  cm x F5 cm, 7 6  d c p t r t a )  hon t  généha- 

t emen t  u t i l i a é a .  Le g e l  de ~EpatraXion e a t  conbt i tu i?  d ' u n  

gaadicn t  LinEaitre de  7 0 -  7 % p .cent  d '  acayLamide e t  Le gel! de  

contaartiolz canrtient 5 p .cenrt d '  acaylamide . 
Poua L'expétrience de La (Lgute. 740 p . 4 4 ,  une 

dtraction d l  a -0 g Puaosidas e ( ZOpg dc pkotéirres ) esrt addi.t.ton- 

nEe de I ml! de tampon Tais-HCL 6 2 , 5 m h l  pti6,ti 2% SDS PTT 5O1?1!.4 

uvnrzrt d '  êrttre c / t a u ~ ~ é p ,  2 heutrca dan3 un bain-niatrie Zi 31°C . 



E l l e  e a t  enauilte. a l k y l é e  en ptréaence de 0,7A.( iodoacétamide 

( concen taa t ian  SinaLe)  pendant 7 heuae à 37 O C .  L t&chan t iL -  

Con e s t  aloaa add i t i onné  d ' u n  volume de T C A  70 % . Le ptré- 

c i p i t é  de ptroié i n e ,  obtenu aptrèa cen t t r idugat ion ,  e6.t l a v é  

dans L' Zthanot lCthen ( V / V l  e t  aéchè ooua a z o t e  avan t  d '  ê t a e  

aoLubikinQ dana l e  .tampon Ttris-UCl 6 2 , 5  mM pU6,8,SDS 2 % 

DTT lM,auctroae 70 % e t  chau66éa 2 mn au bain-maaie b o u i l l a n t  

A p a c a  15-20 heutren de migaat ion ( 5 - 8  m A j  

Lea gela 6 0 ~ 2  imrneagéa dans Le T C A  50 % ( 2-3 ba ina )  pendant 

7 à 2 heutrea . 7 t h  h o n t  e n a u i t é  calotréa, aoua ag i tuZ ion  cona- 

Xante,  patr Le b l eu  de  c o o m a a ~ i e  à 0 ,  2 % dans l e  tampon TCA 

50 % ( 8  mn) décoloaZa patr t ' a c i d e  acéZiyue à 7 % e t  aéchga 

aoua v i d e  nufi papiea Whatman 1 ,  

- Lea éLectaophotrèae~ en g e l  de polyactry- 

Lamide-Utrée.-aont tréaliaéea dana des .tubes de 5 mrn de  diame- 

.the ou% 7 cm de longueun de  l ' a p p a n e i l  de "diac.-ELecttropho- 

aèoia"  a e t o n  La méithode de  R E T S F E L D  ( 4 5 )  . Le g e l  de  aépa- 

k a t i o n  e a t  conntiXué d'actrylamide à 7 , 5  % e f  de 8M u f i ée .  Le 

ge t  de concenttration corz t ient  de LfactryLamide à 2 , 5  % e t  

8M utrée. 

Aptrèa 3 ti 4 heutrea de migtration [ 3  m A / g e t )  

Led geLs aon t  immeagéa dana Le TCA 50 %, puis calotréa patr 

Le b l e u  de coomaaaie à O ,  2 % dana Ce T C A  50 %. 

1 - D O S A G E  DES PROTE1 MES 

Le doaage dea ptroXéinea eh2 tréaLi4é heLon Ca 

m&.thode de B R A D F O R D  ( 4 7 ) .  A 0 , b  m l  dléchanfiLCona à doaea 

aon t  addditionnéa 0 ,  2 mC de  aéac t i , j  "Bioaad" &us ag i taX ion  

c o n s t a n t e .  A p t e s  7 5  mn, t a  dena i t é  o p t i q u e  cat.rnesukEe à 5 9 5 m  

.conXae un t é m o i n .  
'. 

La q u a n t i t é  & pg . de ptrotéinea, conteizuea 

dana R'échant i&Lon,  e a t  calcuLée patr aapponf 2 une cou/tbe 

étaLon de a éaum cr.tbumine bov ine  "Biotrnd" . 



Le ThLa (Ttrjzma baa e l ,  l a  T t i é thano lamine  

e t  Le Vi th ioXhn2i ta . t  aonf  de6 phaduith S I G M A .  

L ' EthanolamLne, l 1  Actrylamide C$ l e  SDS 

ptravLennen2 de chez M E R C K .  Le SZiS ea.t treputribié patr t rec t ia -  

t a l l i a a f i o n  dana l ' Ethanol . 
La GluZa~aLdéhyde  ex  Le b i a  achy&amide 

aon;t dea ptodui ta  de  1' EaaZman Utrganic Chernicala e t  

LLAgahose- - aininocaptroyR ducoaylamLne de chez MTLES . 

Les gela de  ~éph 'adex  G-700 e t  Biogel  Pl0 

aon t  den ptroduifn Phat~lnacia, l a  P E A E  CelLuloa e piravient 

de chez WHATMAN e t  . t 1hyd t roxyCapa t i t  de  chez Biotrad. 

Lea di6dErrenta aubattrata u t i l i a 2 a  p h a -  

v i e n n e n t  de chcz Koch Lighf  Labohatokiea . 
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