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Les résultats présentés dans ce mémoire feront partie de la

publication suivante

Hétérogénéité de 1' a-L fucosidase lysosomale du foie de rat

Manuscrit en préparation.
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ABREVIATIONS

SDS : Dodécyl sulfate de sodium

DTT : Dithiothreitol

Tris : 2 - amino - 2 - hydroxymethyl - propanediol - 1,3
Te : Triéthanolamine

EDTA : Ethyléne diamine tétra-acétique

Gax Accélération au rayon maximum

Abréviations utilisées pour désigner la composition des solutions

utilisées pour purifier 1' a-L fucosidase
E : Ethyléne diamine tétra-acétique

0,258 Te50 K25 M3
le tampon Triéthanolamine-HCL 50 mM, pH 7,6, KCL 25 mM, Mg SO4 3mM.

désigne une solution de saccharose 0,25 M dans



AVANT PROPOS




Une méthodologie, mise au point dans notre laboratoire par DISSOUS

et al. (1 - 2), permet de purifier les différentes classes de polyribosomes

du foie de rat. L'étude du rdle de ces "catégories” de polyribosomes dans la
biosynthése d'une enzyme lysosomale, 1' a-L fucosidase, a &té entreprise.

Ce -travail nécessitant des informations d'ordre structural sur la protéine,
nous avons étudié la composition en sous-unités de l'o-L fucosidase lysosomale

du foie de rat.



INTRODUCTION



L'a-L fucosidase (fucoside fucohydrolase, EC 3.2.1.51) est largement
distribuée dans la nature. Localisée dans les lysosomes, aucune autre forme

de cette enzyme n'a £té mise en évidence & ce jour en fonction de la localisation

subcellulaire (3-4).

L'o-L fucosidase sst une exoenzyme qui libére des unités de L-fucose
a8 partir de 1'extrémité non réductrice de glycoproteines, d'oligosaccharides,
et de glycolipides d'ol le rdle important de cette enzyme dans le catabolisme
de ces composés & fucose. Son importance est particuliérement mise en évidence
par le déficit de 1’activité enzymatigue dans la fucosidose (caractérisée par

=

1'accumulation neuroviscerale des composés & fucose (5).

De nombreux travaux sur l'a-L fucosidase ont été entrepris & la suite

de la mise au point d'un procédé simple pour la purification de cette enzyme.



PURIFICATION

~

L'a-L fucosidase é été partiellement purifiée & partir de nombreux
tissus d’'origines différentes en particulier de 1l'épididyme de rat (6), du
rein de porc (7), du cortex cérébral de rat (8), ainsi gue du rein, placehta
et foie humain (9).
Ces purifications furent réalisées par l'utilisation de méthodes conventionnelles
faisant intervenir principalement le relargage par le sulfate d'ammonium, la
chromatographie d'échange d'ions et la filtration sur gel. Ces méthodes n'ont

permis d'obtenir que de faibles rendements (12-13 %) en enzyme.

En 1874, ALHADEFF et al introduisirent la chromatographie d'affinité

comme technigue de purification de 1'a-L fucosidase du placenta humain (10}.
Ces auteurs tirerent parti de 1’'affinité de 1'enzyme pour le fucose

(support agarose - e-aminocaproyl fucosylamine). En une seule étape, 1'enzyme
est purifiée 670 fois avec unArendement de 57 %.

Dans le méme temps, ROBINSON et THORPE utilisérent le méme support pour la
purification de 1'a-L fucosidase du foie humain (11). Cependant dans les deux
cas, l'électrophorése en gel de polyacrylamide en milieu non dénaturant de

1'enzyme purifiée montre la trace de constituants mineurs, non enzymatiques.

En 1975, ALHADEFF et al isolérent 1'a-L fucosidase du foie humain par

double passage sur le support d'affinité (12). L'enzyme purifiée 6300 fois avec un
rendement de 66 % est ainsi obtenue en absence de contaminants protéigues.
L'utilisation de cette méthode a permis de purifier 1'a-L fucosidase du sé&rum

et du rein humain (13-14).

D'autres auteurs ont utilisé la centrifugation différentielle pour
obtenir une fraction subcellulaire riche en a-L fucosidase. Ainsi OPHEIM

~

et TOUSTER, & partir d'une fraction enrichie en lysosomes, iscléerent 1'a-L
fucosidase du foie de rat aprés relargage par le sulfate d'ammonium suivi
d'un seul passage sur le support d'affinité. Cette technigue permet d'obtenir

1'a-L fucosidase purifiée 27000 fois avec un rendement de 20 % et possede

1'avantage d’'é&tre rapide (15].



PROPRIETES

L'activité a-L fucosidasique est généralement mesurée avec des
substrats synthétiques tels que lé paranitrophenyl a-L fucoside et le
4 methylumbelliferyl a-L fucoside. Le pH optimum d’action de cette enzyme
est compris entre 4,5 et 6 pour le dérivé pafanitrophenylé (7-1B) et entre

5,5 et 6 pour le 4 methylumbelliferyl aq-L fucoside (16-17).

l.es dérivés paranitrophenylés du B-L fucoside, B-D fucoside et
a-L rhamnoside ne sont pas hydrolysés par 1'a-L fucosidase (S-10J).
De.la méme‘maniére, aucune activité n'est décelable sur les glycoprotéines
contenant du fucose, cependant 1l'enzyme est active sur les glycopeptides
dérivés de ces protéines (8-15). L'a-L fucosidase est également active sur
de nombreux oligosaccharides contenant du fucose et hydrolyse le fucose 1ié

en (a,1*3), (a,1*4)et (a,1+B) & la N-acetylglucosamine (4-14).

Des études cinétiques ont mis en évidence 1'action de nombreux
éffecteurs sur l'activité a-L fucosidasigue. Le L-fucose et les sels de
métaux lourds (Ag+,Hg++) sont les principaux inhibiteurs de 1'activité

enzymatique (12-15).

MASSE MOLECULAIRE ET STRUCTURE SOUS UNITAIRE DE L'a-L FUCOSIDASE

Les valeurs de masse moléculaire attribuées aux a-L fucosidases
animales isolées & partir de différentes sources sont assez divergentes.
Cependant les résultats obtenus apparaissent essentiellement liés aux
méthodes de détermination utilisées (voir tableau I). La filtration sur
gel donne les valeurs de masse moléculaire les plus contradictoires
(160.000 & 300.000). Dans ce cas, la variation de la teneur en.acide sialique
de 1l'enzyme peut ét?e invoquée. Il est en effet reconnu que les glycoprotéines,
et en particulier les sialoglycoprotéines, groupe dans lequel se trouve
1'a-L fucosidase (15-18), ont un comportement particulier lors de la filtration
sur gel (19-20). Par contre 1'utilisation de.méthodes basées sur la centrifugation
permet d'obtenir des valeurs de masse moléculaire assez similaires
(160.000 & 230.000).
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Bien qu'une masse moléculaire moyenne de 200.000-220.000 peut étre
attribuée & 1'a-L fucosidase, la structure sous-unitaire de cette enzyme
reste encore treés incertaine. En effet, les données concernant la composition
en sous-unités de 1l'a-L fucosidase isclée de sources diverses demeurent
contradictoires et parfois 1'enzyme isolée d'un matériel biologique déterminé
est trouvée composée d'un seul type de sous-unités , ou de deux sous-unités

non identiques (voir tableau II).
Si 1'ensemble des résultats obtenus & ce jour permettent de définir

1'a-L fucosidase comme résultant de l'association de guatre monoméres, la

composition exacte en sous-unités de cette enzyme reste & déterminer.

DIFFERENTES FORMES ENZYMATIQUES

Dans un premier temps, deux formes d'a-L fucosidase, désignées
I et IT, ont été caractérisées a partir de différents tissus par filtration
sur gel (9-29) et chromatographie d'échange d'ions (28]). Une forme macromoléculaire
(fucosidase I) est exclue sur gel de sephadex G 200 alors que la fucosidase II
est éluée avec une masse moléculaire proche de 50.000.
Ces deux formes ont un pH optimum d'action identique mais possédent une courbe
d’activité en fonction du pH différente. De méme certaines différences de
thermostabilité et de spécificité de substrat ont été mises en évidence

{(9-17-29).

Cependant des divergences de résultatsont été obtenues lors de la
chromatographie de 1'a-L fucosidase sur gels de sephadex. Ainsi 3 et 4 formes
ont été séparées, respectivement sur sephadex .G 200 et G 150 & partir du
cerveau de singe (25} et du foie humain (30) alors qu'ﬁne seule forme
macromoléculaire a été obtenue pour 1l'a-L fucosidase isclée du foie humain

(12) et de rat (15).

Les travaux de THORPE et ROBINSON (21) et de TURNER (23) ont mis en
évidence 1'influence du pH et de la concentration en électrolytes du tampon
d'élution utilisé lors de lea filtration sur gel sur 1'agrégation de 1'a-L

fucosidase (voir Tableau IIIJ.

-
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Ainsi il semblerait que l'ensemble des résultats obtenus doit &tre
attribué, au fait que 1'a-L fucosidase résulte de 1'association de guatre
monomeéres dont 1'état d'agrégation dépend des conditions physico-chimiques

du milieu, conditions conduisant & leur dissociation partielle ou totale

en diméres et monomeres également actifs. Par ailleurs, DI MATTED‘gg_gl

(16) ont obtenu par électrofocalisation un profil identique entre les deux
formes I et II de 1l'a-L fucosidase,montrant ainsi une interconversion possible

entre ces deux formes.

L'application de la technique d’'électrofocalisation, ainsi gque de
1'électrophorése en gel d'amidon, a montré 1’existence de multiples formes
enzymatiques de 1'a-L fucosidase humaine. Six & neuf formes ont ainsi pu &tre
séparées dont quatre majeures de PI'6,4,6,2,5,8 et 5,6 représentant 75 % de
1'activité totale (31-32-33)..La méme hétérogenéité a é&té observée pour l'a-L

~

fucosidase du foie de rat (15) contrairement & l'enzyme de 1'épididyme de rat
ol une seule forme a été mise en évidence (B). Le profil obtenu & partir de
1’a-L fucosidase sérique differe de fagon significative, résultat probable
d'une plus grande proportion d’acide N-acetylneuraminique par molécule (16,32).
En effet, 1'action de la neuraminidase sur des préparations partiellement
purifiées d'a-L fucosidases humaines provogue une altération de la mobilité
€lectrophorétique de certaines formes enzymatiques. Ainsi les formes les plus
acides semblent dériver des formes basiques parsialylation de celles-ci, pour

1'a-L fucosidase du foie (31-35), du placenta (16) et du sérum humain (22-34).

Les différentes formes enzymatigques de 1l'a-L fucosidase du foie
humain ont été partiellement caractérisées. Ainsi celles-ci possédent des
propriétés différentes : valeurs du Km pour les substrats synthétiques, activité
en fonction du pH et thermostabilité : la forme la moins acide étant la moins
thermostable (13-18-35). Cependant la nature des multiples formes de 1’a—L
fucosidase reste inexpliquée. En effet, si certaines variations dans la
présence d’'acides sialiques ont €té évoquées, ce phénoméne ne peut & lui seul

définir les relations entre les différentes formes enzymatigues de 1'enzyme.
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MALADIE LYSOSOMALE : LA FUCOSIDOSE

L'absence d'une activité hydrolasigque lysosomale donnée constitue
un type de déficience métabolique connue sous le nom de "maladie lysosomale”.
La fucosidose est caractérisée par un déficit de 1'activité o-L fucosidasigue
et une accumulation de fucoglycolipides, glycopeptides et oligosaccharides

dans les tissus et les urines (3).

Au moins cing possibilités pourraient permettre d'expliquer le

déficit de 1'activité de cette enzyme :

a) le mangue d'un effecteuf indispensable & 1l'activité enzymatique,
b} 1'absence de la biosynthése de 1'enzyme,

c) une dégradation rapide de la proteine synthetisée,

d) la disparition d'une ou de plusieurs formes enzymatiques,

e) la biosyntheése d'une enzyme altérée.

De nombreux travaux ont montré que l'absence d'activité a-L
fucosidasigue n'était pas due au mangue d’'activateurs ou & la présence
d'inhibiteurs de 1'enzyme {34-36). Par contre 1'a-L fucosidase de 1'hépatocyte
d'un patient atteint de fucosidose a été partiellement purifiée par.
chromatographie d'affinité et caractérisée [ALHADEFF et ANDREWS-SMITH, 36).
Cette enzyme est inactive dans la zone de pH 3 & 4, moins thermostable que
1'a-L fucosidase normale et posséde une valeur de Km pour les substrats
synthétigues, supérieure & la normale. De plus une seule forme enzymatique
majeure est mise en évidence en électrofocalisation. Des résultats similaires
ont été observés pour 1'a-L fucosidase sérique de 2 patients atteints de

fucosidose (DI MATTEO et al, 34).

Les propriétés de 1'enzyme purifiée de 1'hépatocyte du patient atteint de
fucosidose, sont trés proches de celles de la forme enzymatigue la plus neutre
obtenue par électrofocalisation de 1'enzyme hépatigue normale d'ol 1'hypothése
de la subsistance d'une seule forme enzymatique de 1'a-L fucosidase dans 1la

fucosidose (36).
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CONCLUSION.

L'a-L fucosidase joue un rdle important dans le métabolisme des
composés a L-fucose ., Cette enzyme est caractérisée par 1'existence de
multiples formes enzymatiques dont la nature exacte est encore inconnue.

La détermination du (des) site (s) intracellulaire(s) de synthése de 1’a-L
fucosidase devrait permettre de préciser le rdle des différentes classes de
polyri?psbmes dans la biosynthése d'enzymes lysosomiaux, et par la méme
permettre uné approche quant aux relations existant entre les différentes

formes enzymatiques de cette protéine.

Une étude préliminaire de la biosynthése de 1'a-L fucosidase a montré
que la majeure partie de celle-ci est effectuée par les polyribosomes liés ad
réticulum endoplasmique, mais que les polyribosomes libres participeraient
également a cette syntheése (C.DISSOUS, 37). Cependant, la mise en évidence
dans les produits de traduction in vitroc des:mRNA de trois chaines peptidiques
ne permet pas de conclure de facon certaine a la présence de trois sous-unités
différentes dans la molécule d'ea-L fucosidase. En effet, le manque d'information
concernant la composition exacte en sous-unitésde l'a-L fucosidase limite,
1'interprétation de ces résultats, la comparaison précurseurs-produits ne pouvant
8tre tirée. De méme, la confirmation de cette étude, nécessitant la mise en oeuvre
de techniques immunologiques, pourrait 8&tre réalisée par 1l'utilisation

d'antisérums spécifiques de chague sous-unité.

Notre travail a donc consisté & déterminer le nombre de sous-unités

différentes de 1'a-L fucosidase lysosomale du foie de rat.
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A - PURIFICATION DE L'a-L FUCOSIDASE

Nous avons purifié l’enzyme en utilisant la méthode décrite par
OPHEIM et TOUSTER (15) qui fait intervenir l'affinité de 1'a-lL fucosidase
pour 1l'agarose-e«-aminocaproyl fucosylamine. Cette technique possede
l'aVantage d'8tre & la fois efficace et rapide, minimisant ainsi les effets

possibles des autres hydrolases lysosomales sur l'enzyme.

Les données obtenues lors des différentes étapes de la purification
sont rassemblées dans la tableau IV. Celles-ci sont tout & fait similaires a
celles publiées par OPHEIM et TOUSTER bien gue nous ayons pris en compte
dans ce tableau la concentration de 1l'a-L fucosidase par centrifugation,

€tape qui n'avait pas été effectuée par ces auteurs.

La détermination de 1'activité enzymatique de 1'homogénat étant
généralement peu précise, nous avons calculé le facteur de purification par

~

rapport & la fraction riche en lysosomes (voir matériel et méthodes, paragraphe
"Purification de 1'a-L fucosidase”). Cependant, on peut estimer que celle-ci

O,

contient environ 60 % de l'activité totale de 1'homogénat, ce qui conduit & un
rendement proche de 16 % et un facteur de purification global de 1l'ordre de
39000. Ce dernier chiffre est trés révélateur quant & 1l'efficacité de la
méthode employée ; il est tout & fait compatible avec 1'ensemble des analyses
de OPHEIM et TOUSTER ayant montré gue la préparation d'o-L fucosidase obtenue

était exempte de toute autre activité glycosidasique.

B - CONTROLE DE LA PURETE DE LA PREPARATION ENZYMATIQUE.

4) Electrophorese en gel de polyacrylamide en milieu non dénaturant.

La pureté de 1'oa-L fucosidase a é€té contrflée par électrophorese en
gel de polyacrylamide en milieu non dénaturant dans des conditions particuliere-
ment adaptées. Inactive au deld de pH 8, 1l'a-L fucosidase est en outre
caractérisée par une trés faible mobilité électrophorétique & pH5 (migration
vers la cathode) et & pH7 (migration vers 1l'anode) dans des gels de polyacry-
lamide de 7 ou 5 %. Les meilleurs résultats ont été obtenus a pH 7,4 (gel a
5 %, voir figure 1). Dans ces conditions, une seule bande protéique est observée

qui possede l'activite eni&matique.



585 g de foie (112 g de protéines) sont homogénéisés dans le milieu 0,255 T
fucosidase est préparée comme il est décrit dans Matériel et Méthodes a par

TABLEAU

1V

Purification de 1l'a-L fucosidase lysosomale du foie de Rat.

50,253,

et une fraction purifiée de
e fraction riche en lysosomes.

L'éluat de la colonne d'affinité est ajusté a une concentration en EDTA de 20 mM (pH 6) puis centrifugée dans le

rotor 60 Ti pendant 12 h & 60 000 t/mn a 2°C. Le sédiment est resuspendu dans le tampon EDTA 2 mM, pH 6, MgSO, o,1 mM,

B- mercaptoethanol 0,1mM. L'unité d'activité est définie comme la quantité d'enzyme qui hydrolyse “1umole de
paranitrophenyl-a+L fucopyrannoside par mn & 37° C.
Fraction Volume Protéines Activité spécifique Facteur Rendement
en ml en mg U/mg de protéines| de purification en %
Fraction riche
820 15 192 0,00286 1 100
en lysosomes
Extrait soluble 377 840 0,0524 20,18 85,00
Précipité (NH4)2804 39 299 0,110 42,3 83,2
Fucosidase 0,1 0,440 23-24 8 846 28,0

- €l
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Abs. 430 m

Electrophorese en milieu non dénaturant de 1‘'a-L Fucosidase du foie
de rat.

Deux parties aliquotes (10 ug de protéine) de la solution d'enzyme
sont analysées en gel de polyacrylamide & 5 pour cent (voir matériel
et méthodes). Aprés 36 heures de migration (5mA), une bande de gel

est colorée par le bleu de coomassie tandis que 1l'autre est découpée
en tranches de 1mm qui sont incubées dans la solution de substrat pour
détecter 1'activité a-L fucosidasique.

L/[u
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2) Electrophorése en gel de polyacrylamide en milieu dénaturant.

De nombrewx contrdles de la préparation enzymatigue ont été effectués
par électrophorese en gel de polyacrylamide en présence de SDS. Comme le
montre la figure 2, 1l'analyse électrophorétique de 20 pyg d'enzyme ne permet
pas de mettre en évidence la présence de contaminants protéigues. Cette
absence de contamination s été observée méme lorsque des quantités assez

importantes d'enzyme (50 ug) ont été analysées.

3) Electrofocalisation en milieu non dénaturant.

~

Quand 1l'a-L fucosidase purifiée est soumise a 1l'électrofocalisation
non dénaturante en veine liquide, quatre formes isoenzymatiques majeures sont
séparées comme le montre la figure 3. Plusieurs formes mineures, plus acides,
sont également observées, représentant globalement 30 % de 1l'activité enzymatique
retrouvée. |

L'hétérogénéité de la préparation enzymatique est similaire & celle
cbservée par OPHEIM et TOUSTER, ces auteurs ayant montré gque la méthode de
purification ne privilégiait pas 1’isolement de certaines formes isoenzymatiques
de l'a-L fucosidase du foie de rat (15). Par ailleurs, les travaux réalisés a ce
Jjour sur les a-L fucosidases d'origines diverses, ont toujours mis en évidence
1'existence de multiples formes isoenzymatiques caractérisées par des points

isoélectriques différents (16-31-32).

C - CONCLUSION.

La méthode décrite par OPHEIM et TOUSTER nous a permis de purifier
1'a-L fucosidase lysosomale du fole de rat. La préparation de 1l'enzyme purifiée
est exempte de contaminants protéiques et apparait homogéne comme le montrent
les résultats des différentes analyses électrophorétigues. Cependant, une
grande hétérogénéité est observée lors de 1'analyse par électrofocalisation
de la préparation enzymatique.  Si cette hétérogénéité semble similaire &
celle observée pour les o-L fucosidases d'origines diverses, il est cependant

possible qu'elle ne refléte pas celle de l'enzyme im vivo.

La présence de nombreuses formes isoenzymatigues semble peu
compatible avec la présence de traces d'hydrolases dans l'enzyme purifiée.

En effet, outre 1'absence de contaminants protéiques, la préparation enzymatique
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93 AN

Figure 2 : Electrophorése en gel de polyacrylamide-
SDS de 1'a-L fucosidase du foie de rat.

67
L'analyse est réalisée dans un gel d’'acrylamide &
12,5 % (15 cm de longueur et 1 mm d'épaisseur).
A - Protéines "marqueurs”
B - a-L fucosidase (20 ug de protéine).
43 Le gel est coloré par le bleu de coomassie.
0
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Figure 3 : Electrofocalisation de 1'a-L fucosidase du foie de rat.

100 ug de la solution d'enzyme sont analysés par électrofocalisation en
veine liquide. 1 p. cent d'ampholines (pH 3,5-10)sont utilisées dans un
gradient de saccharose (voir matériel et méthodes).
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est remarquablement stable. Elle peut &tre conservée pendant plusieurs semaines
& 4°C sans perte notable d'activité. Cependant, en dépit de la rapidité de la
méthode de purification, il demeure possible que la structure de 1'enzyme

ait été modifiée pendant la préparation. Il a particuliérement &té montré

que l'existence de multiples formes isoenzymatiques pouvait, au moins partiel-
lement, s'expliquer par l'action de la neuraminidase au niveau des sialoglyco-
protéines (38). Cependant, la pureté de l'enzyme nous a semblé satisfaisante

pour étudier la composition sous-unitaire de cette protéine.
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Un grand nombre de travaux sur les a-L fucosidases d'origines diverses
ont montré la nature tétraméridue de cette enzyme (15-20-24). Cependant, la
détermination de la composition sous-unitaire de la protéine n'a pu 8tre
déterminée avec exactitude, les résultats étant souvent divergents (voir

introduction, tableau II, page 7 ).

La détermination de la composition en sous-unités d'une protéine doit
faire intervenir des technigues performantes pouvant permettre, le cas échéant,
de séparer des scus-unités non identiques. Les technigues électrophorétiques res-
tent & ce jour les plus adaptées. Nous avons donc étudié le comportement é&lec-
trophorétique de 1l'a-L fucosidase dans des conditions permettant la disscciation

de l'enzyme en sous-unités.

A - ANALYSE PAR ELECTROPHORESE MONODIMENSIONNELLE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE.

1) en présence d'urée

L'analyse de l'a-L fucosidase par électrophorese en gel de polyacrylamide
en présence d'urée 8 M a été réalisée dans le systeme de DAVIS (39]). Les
conditions adoptées (urée 8 M, pH8,7 - voir matériel et méthodes) permettent
d'étudier le comportement électrophorétique en fonction de la charge des sous-

unités de 1l'enzyme.

Un résultat représentatif est présenté figure 4. Une seule bande proté-
igue est observée dans ce systéme d'électrophorese. Cette bande, relativement
large est obtenue guelque soit la concentration en urée de 1'échantillon

(jusqu'a 10 M).

2) en présence de SDS

.L'électrophorese en gel de polyacrylamide-SDS a été réalisée dans le
systeme de LAEMMLI (40). Il est bien connu qu'en présence de SDS, les protéines
sont dissociées en leurs sous-unités et que la séparation de celles-ci s'effectue

en fonction de leur poids moléculaire.

L'électrophorese en gel de polyacrylamide-S0S de 1l'a-L fuccsidase purifiée
par chromatographie d'affinité permet de mettre en évidence une seule bande

protéique évoir figure 2, page 16 ). Cependant, on peut constater que cette bande



Figure 4 : Electrophorése en gel de polyacrylamide-urée de 1'o-L

fucosidase du foie de rat.

Une partie aliquote de la solution d'enzyme (10 pg de protéine) est
analysée par électrophorése en gel de polyacrylamide-urée, dans les

conditions ioniques décrites par DAVIS (voir matériel et méthodes).

_20_
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présente la particularité d'étre large et diffuse : le poids moléculaire des
sous-unités de l'enzyme est déterminé dans -1'intervalle de 50 & 62000. Ce
résultat n'est pas 1lié & une surcharge en matériel protéique lors dé 1'analyse.
En effet, lorsqu’une gamme de dilution de 1l'a-L fucosidase, effectuée dans le
tampon d'échantillon de LAEMMLI en absence de B mercaptoethanol, est analysée

par électrophorése, cette bande caractéristique est observée quelque soit

la quantité d'enzyme (jusqu'a 0,25 ug, voir figure 5,A}. En présence de R-mercap-
toethanol, le profil obtenu pour la protéine réduite est identique (figure 5,B).
Les bandes fines, observées au dessus et au mé@me niveau que la protéine sont un

artefact du systéme. (*)

Aucune modification n'a pu étre obtenue par l'addition d'urée 8 M dans
le systeme d'électrophorése (Résultats non montrés). En outre, un nombre limité
d'analyses corroborantes ont été effectuées dans le systéme d'électrophorése de
WEBER et OSBORN (41) (résultats non montrés).

Comme nous l'avons montré précédemment, la réduction des ponts disulfures
au niveau de la protéine avant l'analyse électrophorétique ne modifie pas 1la
résolution des sous-unités de 1'enzyme. Cependant, un travail récent a montré

.gu'un début de séparation en 2 bandes a été obtenu pour 1’c-L fucosidase du foie
humain lorsque la protéine réduite est carboxyméthylée avant 1'électrophorése
(ALHADEFF et ANDREWS-SMITH, 26). Pour l'enzyme isolée du foie de rat, la réduction
des ponts disulfures en présence de chlorure de guanidine 7 M suivie de 1'alky-

lation des groupements-SH ne permet pas d'améliorer la résclution (voir figure 6}.

(=) Des bandes artefactuelles sont observées aprés électrophorése en gel de
polyacrylamide-SDS aussi bien lors d'une analyse ol l'enzyme est présente ou
omise. Ce phénoméne, reproductible gquelgque soit le systeme d'électrophorése
(tampon Tris-glycine de LAEMMLI cu phosphate de WEBER et OSBORN),n'a pu 8tre
éliminé ni par 1'utilisation de SDS de différentes origines (BDH, MERCK, BIORAD},
ni par la substitution du'saccharose par du glycercl, éléments présents dans le
tampon d'échantillon. Seule 1’élimination du g-mercaptoethanol et non sa substi* -
tution par du DTT a permis de supprimer ces bandes artéfactuelles. Ce phénoméne
est plus particulierement mis en évidence par l'utilisation des méthodes de

révélation & base d'argfnt, récemment mises au point.
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Figure 5§ : Analyse électrophorétique en gel de polyacrylamide-SDS d'une

PM x 1073

gamme de dilution de 1' a-L fucosidase du foie de rat en

absence (A) et en présence de B-mercaptoethanol (B).

Deux parties aliquotes de la solution d'enzyme (4 yg de protéine) sont
diluées dans 100 pl final du tampon 62,5 mM Tris-HCL pH 6,8, SDS 2%,
saccharose 10 % pour l'une (A) et d'un méme tampon & 5 %B-mercaptoethanol
pour l'autre (B). Dans les deux cas, 50 pl de la solution sont
prélevés et additionnés d'un volume égal du tampon de dilution
correspondant et ainsi de suite, permettant d'obtenir par dilution
successive, des concegtrations de 2 pe (1), 1 pe (2), 0,5 pe (3),

0,25 pg (4), 0,1 pg (5), 0,05 pg (6) et 0,025 pg (7) dans un volume
final de 50 pl. Les échantillons, chauffés 5 mn & 100°c, sont

analysés par électrophorése dans des gels a 12,5% d'acrylamide.

Aprés la migration, les gels sont colorés par l'argent. Les fléches

indiquent la position dans le gel des différentes protéines "marqueurs".



_23_

—
M

(

' Y ALgt

}

Figure 6 : Electrophorése en gel de polyacrylamide-SDS de 1'o-L

fucosidase du foie de rat, préalablement réduite et alkylée
A -X-L fucosidase native (5 pg de protéine)

B - x-L fucosidase réduite et alkylée (5 pg de

protéine, voir matériel et méthodes).

Le gel est coloré par le bleu de coomassie.
La flache indique la position dans le gel de bandes artefactuelles

{Voir page 21).
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Le blocage des groupements NH, de la protéine par 1'anhydride
citraconigque a également été entrepris avant 1'analyse électrophorétique
de 1'oa-L fucosidase préalablement réduite et alkylée. Aucune modification du

comportement électrophorétique n'a pu étre observée (résultat non montrél.

3) Conclusion

Nous avons abordé l1'étude de la composition en sous-unitésde 1l'a-L
fucosidase du foie de rat par électrophoréese en gel de polyacrylamide en
milieu dénaturant. Une seule bande protéique, large, a été obtenue apres
électrophorese de l'enzyhe en présence d'urée ou de SDS. Dans ce dernier
systéme, nous avons montré que la résolution des sous-unités (poids moléculaire
de 50 & 62000) n'est pas liée & la quantité d'enzyme analysée. I1 semble de
méme, & la vue des traitements avant électrophorése (réduction en présence
de chlorure de guanidine et alkylation des groupements SH, blocage des graoupe-
ments NHo,) que le comportement électrophorétigue particulier de ces sous-unités

ne soit pas dU & un mangue de dénaturation de 1l'enzyme.

L'ensemble de ces résultats ne permet pas de préciser si la molécule
d'enzyme est constituéed'un ou de plusieurs types de sous-unités. Cependant,
la possibilité demeure que la bande large et diffuse obtenue soit le résultat
de la présence de sous-unités de poids moléculaires trop proches pour étre
séparées lors d'une analyse électrophorétique en présence de SDS. Nous avons

donc cherché & vérifier 1'hypothese selon laguelle une hétérogénéité pourrait

exister au niveau des composants de l'a-L fucosidase.

B - HETEROGENEITE DES CDMPOSANTS DE L’ENZYME

1) Seconde analyse par électrophorése en gel de pglxécrylamide -SDS.

Dans un premier temps, pour vérifier l'hypothése selon laquelle 1'en-
zyme pourrait étre constituée de sous-unités d'un poids moléculaire trés proche,
nous avons étudié le comportement électrophorétique de la bande large obtenue
par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS, dans une deuxiéme dimension du

méme type.

Pour réaliser cette expérience, la bande obtenue dans la premiére di-
mension est excisée du gel. Sept sous bandes fines y sont découpées dans le
sens de la mobilité électrophorétique. Ce%}es-ci,aprés stabilisation sur le
tampon d'échantillon de LAEMMLI, sont ensuite analysées individuellement par

électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS.
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La réinvestigation de ces fractions par électrophorése met en évidence
des bandes dont les mobilités relatives correspondent aux positions d'arigine
dans le gel {figure 7, B & H). Ce résultat montre que chaque fraction est
caractérisée par une mobilité électrophorétique propre et par la méme confirme
1'hypothése d'une hétérogénéité des composants de l'enzyme. En conséquence,
la séparation des sous-unités de 1'c-L fucosidase ne pouvant &tre obtenue sur
le seul critére du poids moléculaire, nous avons cherché & séparer celles-ci
préalablement en fonction d’un autre facteur : la charge des composants de

1'enzyme.

2) Analyse par électrophorése bidimensionnelleselon O'FARREL (42)

L'analyse par électrophorése bidimensionnelleselon la méthode d'D'FARREL

fait intervenir deux parametres dans la séparation des sous-unités d'une protéine :

la charge et le poids moléculaire. Ainsi, la protéine est analysée dans une
premiére dimension par électrofocalisation en présence d'urée puis dans un

deuxiéme temps par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS.

L'électrofgbalisation de l'a-L fucosidase, réalisée dans un gel
d’acrylamide a 3,8 % en présence d'urée 8,5 M (volr matériel et méthodes),
montre‘l'hétérogénéité des sous-unités de l'enzyme (figure 8,A). Cing composants
majeurs sont mis en évidence, caractérisés par des points isoélectriques (pI)
de 6,5 & 6,15. Le nombre de bandes observées semble dépendre de la quantité de
protéine analysée. Nous avons ainsi pu trouver dix composants de 1l'enzyme entre
le pI de 6,5 et de 5,8. Ce résultat n'est pas affecté par la concentration en
urée de 1'échantillon (9 & 9,85 M uréel). L'électrophorése en gel de polyacryla-
mide-SDS permet de caractériser les différents composants de l’gnzyme par leur
poids moléculaire apparent (figure 8,B). On peut constater que 1l'augmentation
du poids moléculaire semble fonction de la charge, les éléments les plus lourds

étant les plus "acides”.

Le traitement de 1l'enzyme par la neuraminidase avant l'analyse "bidi-
“mensionnelle” ne modifie pagile comportement électrophorétique des composants de
1'a-L fucosidase (figure 9). Cependant, l’intensité relative des bandes est
modifiée. Ce résultat suggeéere que les composants les plus "acides” dérivent
des plus "basiques" par sialylation de ceux-ci, aucune forme nouvelle n'ayant

pu étre mise en évidence (comparer figure S, A et B).
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Figure 7 : Mise en évidence de 1'hétérogénéité des sous-unités de 1'a-L
fucosidase du foie de rat lors d'une analyse par électro-

phorése en gel de polyacrylamide-SDS.

lﬂdgL fucosidase est analysée par électrophorése en gel de
polyacrylamide-SDS (A). La zone de migration des sous-unités
de l'enzyme est découpée en 7 fractions dans le sens de la
mobilité. Les sept fractions sont re-analysées par électro-
phorése (B,C,D,E,F,G et H). ’

L'analyse est réalisée dans un gel d'acrylamide a 12,5 p.cent.
Le gel est coloré pér l'argent.

Les fléches indiquent la position déns le gel des protéines

“"marqueurs".
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Figure 8 : Séparation bidimensionnelle des sous-unités de 1'o -L

fucosidase du foie de rat.

Deux parties aliquotes de la solution d'enzyme (25 pg de protéine)
sont analysées par électrofocalisation (pH 5-7) dans un gel
d'acrylamide & 3,8 % en présence d'urée 9,5 M. Aprés 16 heures de
migration, un.gel est coloré par le bleu de coomassie (A), l'autre
étant équilibré dans un tampon contenant 2,3 % de SDS puis analysé
dans une deuxiéme dimension par électrophorése dans un gel d'acrylamide
3 12,5 % en présence de SDS (B) (voir matériel et méthodes).

Une électrophorése monodimensionnelle en SDS de 1'k-L fucosidase
est réalisée en méme temps que la deuxiéme dimension de 1'analyse
"bidimensionnelle". Ces deux gelé sont colorés par le bleu de
coomassie.

Les fléches indiquent la position dans les gels des différentes

protéines "marqueurs".
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figure 9 : Electrophorése bidimensionnelle de 1'a-L fucosidase du

foie de rat en milieu dénaturant.

A - Avant traitement & la neuraminidase

B - Aprés traitement & la neuraminidase

2 parties aliquotes de la solution d'enzyme (22 pg de protéine)

sont ajustées en EDTA 10 mM, pHS5. Apreés incubation‘é heures a 37°C
en présence (B) ou en absence (A) de neuraminidase, celles-ci sont
analysées par électrophorése bidimensionnelle en milieu dénaturant
{(voir matériel et méthodes). ¢

Aprés la migration, le gel est coloré par le bleu de coomassie.
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C - CONCLUSION

L'étude de la composition en sous-unités de 1'a-L fucosidase isolée du
fole de rat a été entreprise par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDé.
Une bande caractéristiqoe, large et diffuse, est obtenue dans ce systeme
d'électrophorése. Ce résultat est similaire & celui obtenu par OPHEIM et
TOUSTER pour l'enzyme du foie de rat (15). Ces auteurs avaient déterminé
1'0-L fugosidase camme étant un tétramére formé de guatre sous-unités identiques
a la seﬁle vue de 1l'analyse électrophorétique. Cependant, le comportement élec-
trophorétique pfopre de chaque fraction obtenue & partir de la bande large
suggeére l'existence d'une hétérogénéité des composants de l'enzyme sur la base
du poids moléculaire (voir figure 7, page 26). Il semble donc impossible de

~

conclure & la présence d'un ou de plusieurs types de sous-unités dans la molécule.

Dans le présent travail, nous avons pu séparer les sous-unités de
1’a-L fucosidase en dix formes par électrofocalisation en milieu dénaturant.
Toutes les formes ainsi séparées selon leur pl sont trouvées de poids moléculaires
différents' compris dans l'intervalle de valeur déterminé par l'électrophorese
monodimensionnellede 1'enzyme en gel de polyacrylamide-3SDS (50 & B2000). Ce
résultat confirme 1'hétérogénéité des sous-unités de 1l'a-L fucosidase et laisse
supposer.une relation entre la charge et le poids moléculaire au niveau de ces

formes multiples.

Les formes "acides” plus lourdes semblent &tre converties par le traite-
ment & la neuraminidase, én formes plus "basigues”, de surcroit plus légeéres et
migrant aux mémes positions gue celles en absence de traitement. (voir figure 9,
page28). Sur la base de ce résultat qui s'accorde & la nature sialo-glycoprotéigue
de 1'a-L fucosidase du foie de rat (voir tableau V)., nous pouvons suggérer
qu'une variation de la teneur en acides sialiques de la partie glycannique des
sous-unités de l'enzyme puisse étre, au moins partiellement, & 1l'origine de la
grande hétérogénéité observée selon la charge et le poids moléculaire. En effet,
si la présence d’acides sialiques confére.é une protéine un pl plus acide, elle
occasionne une diminution anormale de la mobilité électrophorétique de cette méme
protéine en gel de polyacrylamide-SDS (43). Cependant, en ce qui concerne le
nombre de sous-unités non identiques, l'interprétation de ce résultat reste
limitée étant donné la persistance de plusieurs formes "basigues” majeures.

Cette hétérogénéité persistante peut s'expliquer :
- dans 1l'hypothése d'un seul type de sous-unités, par une désialy®ation

non totale, les multiples formes dgrivant toutes d'une forme unique par la



GLUCOSE
GALACTOSE
MANNOSE
FUCOSE
GLUCOSAMINE

ACIDE SIALIQUE

Tableau V :

lysosomale du foie de rat (d'aprés OPHEIM et TOUSTER,15).

Résidus en moles Résidus en moles
pour 55000g de pour 220000 g de
protéine protéine

2,2 .9

1,9 8

8,0 32

0,7 4

7,9 32

2,0 8

e e

Compbsition,en'monosacchaf%ﬂes‘de 1' &x-L fucosidase
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variation de la teneur en acides sialiques ;
- dans l'hypothése de plusieurs types de sous-unités, par une valeur

différente du pI de celles-ci.

En outre, dans les deux cas présentés, une hétérogénéité de charge au
niveau d'une méme sous-unité protéique peut &tre 1liée & des variations locales de
certains acides aminés au niveau de la chaine polypeptidigue. Une protéolyse
limitée lors de la préparation, ne peut étre exclue. Cependant, 1'hétérogéneéité
des sous~unités de l'enzyme n'est pas sans rappeler celle observée pour la
préparation enzymatigue (dix isoenzymes actives séparées par électrofocalisation,
voir figure 3, page 17 ). Cette hétérogéneité a été mise en évidence, non seulement
pour l'enzyme du foie de rat, mals pour les oa-L fucosidases d'origines diverses,
et particuliérement pour celle du foie humain ol les différentes isoenzymes

ont été. caractérisées par-des propriétés différentes (13-35].

L'existence de multiples formes lsoenzymatiques de 1'a-L fucosidase du
foie de rat, en relation avec l'hétérogénéité des sous-unités mise en évidence,
SUgEETE une variation probable de la composition sous-unitaire de ces différentes
iscenzymes. Nous avons donc entrepris 1'étude de la structure sous-unitaire des
isoenzymes de l'a-L fucosidase dans le but de contribuer & la détermination du

nombre de sous-unités différentes dans la molécule d'enzyme.
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A - SEPARATION DES FORMES ISOENZYMATIQUES DE L' a-L FUCOSIDASE

L'étude de la composition en sous-unités des différentes formes
isoenzymatiques de 1' a-L fucosidase nécessite la séparation préalable de
celles-ci. L'électrofocalisation de l'enzyme en veine liquide a permis de
montrer la grande hétérogénéité de la préparation enzymatique. Cependant les
différentes formes isoenzymatiques ainsi mises en évidence apparaissent trop
peu séparées pour &tre analysées igdividuellement (voir figure 3, page 17 ).
La séparation des "isoenzymes' de 1'a'-L fucosidase a donc été entreprise par
l1'utilisation de deux types de procédés ; chromatographiques et électro-

phorétiques.

1) procédés'chromatogyaphiques

Les procédés chromatographiques sur échangeur d'ions sont
couramment utilisés pour séparer et préparer des '"isoglycosidases'".
Cependant leurs utilisations n'ayant jamais permis de séparer toutes les
formes isocenzymatiques de 1' o -L fucosidase (29-30), nous avons employé une
technique chromatographique, récemment mise au point, permettant de séparer
les protéines sur la base de leur plI : la chromatofocalisation (44-45).
L'application de cette technique nouvelle & la séparation des différentes
formes isoenzymatiques de 1' a-L fucosidase du foie de rat reste limitée.
En effet, seules deux formes isoenzymatiques actives sont mises en évidence
(voir figure 10). Une forte inhibition de l'activité enzymatique (30 %),
observée en présence du tampon d'élution utilisé ("polybuffer 74" de Pharmacia)

semble pouvoir &tre & l'origine du résultat obtenu.

2) procédés électrophorétiques

La séparation des différentes formes isoenzymatiques de 1' a-L
fucosidase a été entreprise par 1l'électrofocalisation de l'enzyme en gel de
polyacrylamide, technique & pouvoir de résolution élevée pour la séparation
de protéines de pI différents. '

L'utilisation de ce procédé a nécessité la mise au point de
conditions particuliérement adaptées. En effet, 1' a-L fucosidase migre
difficilement dans un gel a 5 % d'acrylamide, par contre dans un gel
a 2,7 % d'acrylamide - 0,5 % agarose aucune forme isoenzymatique n'a pu &tre

mise en évidence. Les meilleurs résultats ont été obtenus dans un gel & 3, 8 %

d'acrylamide (pH 5-7, voir figure 11). Dans ces conditions les différentes



o—e Abs. 400 NmM

wees pH

Figure 10 : Chromatofocalisation de 1' o -L fucosidase du foie de rat

Une partie aliquote (100 pg de protéine) de la préparation d'enzyme
est chromatographiée sur le gel "Polybuffer exchanger PBE 94" comme
il est décrit en matériel et méthodes. Aprés élution, la mesure de
l'activité o -L fucosidasique et du pH est effectuée sur chaque
fraction.
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Figure 11 : Electrofocalisation en gel de polyacrylamide de 1' a-L

fucosidase du foie de rat.

2 parties aliquotes de la solution d'enzyme (20 pg de protéine) sont
analysées par électrofocalisation en gel de polyacrylamide (pH5-7,
voir matériel et méthodes). Aprés la migration, un gel est coloré
par le bleu de coomassie. Le deuxiéme est découpé en tranches de

1 mm. cqui sont incubées dans la solution de substrat pour mesurer

1l'activité enzymatique.
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formes isoenzymatiques actives de l'o-L fucosidase sont nettement séparées.
Cing bandes protéiques majeures sont observées dans le gel, correspondant aux
formes isoenzymatiques les moins acides et les plus actives. Ces cing isoenzymes

majeures sont appelées EFl’ EF2, EF EF4 et EF_ dans le sens de leur acidité

3’ 5

croissante.

B -~ STRUCTURE SOUS-UNITAIRE DES DIFFERENTES FORMES ISOENZYMATIQUES

1) analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS

L'analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS est
réalisée directement a partir de boudin'd'électrofocalisation non dénaturante.
Cette électrophorése bidimensionnelle permet ainsi d'étudier la composition en
sous-unités de toutes les formes isoenzymatiques de l'a-L fucosidase.

Comme le montre la figure 12, chaque isoenzyme donne une seule bande
protéique par électrophorése en gel de polyacrylamide-~SDS. On peut également
constater que les sous-unités de chaque isoenzyme sont caractérisées par des
poids moléculaires légérement différents : plus une forme isoenzymatique est
"acide", plus ses sous-unités sont lourdes. Nous avons précédemment montré que
les sous-unités de 1l'oa-L Ffucosidase, séparées par électrophorése bidimension-
nelle en milieu dénaturant, subissaient une variation du méme type (voir
figure 8, page27 ). Ce résultat tend donc & montrer l'existence d'une relation
étroite entre isoenzyme et sous-unité(s) de pl déterminé. Cependant, bien que
les spots obtenus par l'analyse des formes enzymatiques les moins acides, E%

EF2, EF3, EF4 et EF ne changent pas de comportement lors d'une deuxiéme

57
analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS (figure 13), une
certaine hétérogénéité peut €tre suspectée au niveau des sous-unités de chacune

de ces formes.

2) analyse paf électrophorése bidimensionnelle selon O“FARREL

Chaque isoenzyme pouvant &tre composée de plusieurs sous-unités de pI
différent, nous avons séparé celles-ci préalablement par électrofocalisation
en milieu dénaturant. Une analyse par électrophorése bidimensionnelle selon
la méthode 4'O'FARREL a été réalisée sur les trois formes isoenzymatiques
EF2 et EF

majeures de 1'a-L fucosidase (EF figure 14). L'isocenzyme la

1’ 3’
moeins acide, EFl, apparait composée de trois sous-unités dont les pl
correspondent a ceux des trois sous-unités les moins acides séparées 2

partir de 1'a-L fucosidase non fractionnée en ses formes isoenzymatiques
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Electrophorése en gel de polyacrylamide-SDS des formes

isoenzymatiques de 1' o -L fucosidase du foie de rat

Deux parties aliquotes de la solution d'enzyme (20 pg de protéine)

sont analysées par électrofocalisation en gel de polyacrylamide

(pH5-7, voir matériel et méthodes). Aprés la migration, un gel est

coloré par le bleu de coomassie (A). Le deuxiéme est équilibré sur un

tampon contenant 2,3 % de SDS puis analysé par électrophorése en gel

-~

de polyacrylamide-SDS (B) (gel & 12,5 % d'acrylamide, voir matériel

et méthodes).

Les fléches indiquent la position des différentes protéines

“‘‘marqueurs" dans le gel.
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Figure 13 : Seconde analyse par électrophorése en gel de poly-

acrylamide—SDS des isoenzymes majeures de 1' a-L fucosidase

AaeE: EFl —EF2 -EF3— EF‘4 et EF5

F : protéines 'marqueurs"

Les spots, obtenus par l'analyse des isoenzymes par électrophorése

en gel de polyacrylamide-SDS (figure 12, page 36), sont excisés du gel.
Aprés lavage sur de l'eau, les tranches de gel sont équilibréés sur

le tampon échantillon de LAEMMLI et analysées dans un gel a 12,5 %

d'acrylamide en présence de SDS (voir matériel et méthodes).



(comparer figure 14, A et B).“EF2 , quant a elle, apparalt composée des

trois sous-unités suivant la moins acide alors que EF,_ serait un polymére

3
dont la composition ferait intervenir les trois sous-unités suivant les

deux les moins acides (comparer A, C, D, figure 14). Ce résultat montre donc
la présence de plusieurs sous-unités de plI différent au niveau des isoenzymes
majeures, celles-ci étant caractérisées dans le sens d'une acidité croissante

par des sous-unités qui évoluent progressivement vers des pl acides.

C - CONCLUSION

Les différentéé formes isoenzymatiques de 1' o-L fucosidase ont
pu étre séparées par électrofocalisation en gel de polyacryiamide et 1l'étude
de leur composition sbus—unﬁtaire entreprise. L'analyse par électrophorése
en gel de polyacrylamide—Sﬁé des "isoenzymes'" séparées a permis de suggérer
une relation entre la charge des isoenzymes et des sous-unités devant les
composer. Cette relation a pu &tre caractérisée par une analyse électro-
phorétique bidimensionnelléeé en milieu dénaturant des isoenzymes majeures. Il

semble en effet que ces formes isoenzymatiques les moins acides (EF EF2 et

i
EF3) proviendraient de l'association différente de trois sous—unitéi parmi les cing
moins acides (A, B, C, D et E) séparées par électrophorése bidimensionnelle

en milieu dénaturant de 1' a-L fucosidase totale non fractionnée en ses

isoenzymes. Ces formes isoenzymatiques seraient des polyméres de type ABC

BCD pour EF,_, et CDE pour EF

pour EF avec pour toutes une des sous-unités

)
en doubie exemplaire,zl' a-L fucosida:e étant tétramérique (15-20-24). Pour
les isoenzymes plus acides, EFq et EES, une méme évolution de leur composition
sous—-unitaire a été observée (résultat non montré).

Dans 1'hypothése d'un seul type de sous-unité, chaque ;soenzyme
serait un homopolymére composé de quatre sous—-unités identiques mais chargées
différemment. Il est cépendant surprenant qu'aucune forme isoenzymatique ne
soit, dans ces conditions, trouvée composée de quatre sous-unités de méme
charge. Il semble donc assez probable que différents types de sous-unités
constituent la molécule d'enzyme tétramérique. Aucune sous-unité de méme pI
n'étant commune & toutes les formes isoenzymatiques, il est possible de
suggérer, dans cette hypothése, que les sous-unités non identiques soient

toutes hétérogénes sur la base du pl suite a des variations de la teneur en

acides sialiques.
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Figure 14 : Electrophorése

bidimensionnelle en

milieu dénaturant des
"isoenzymes" de 1l'g-L
Fucosidase du foie de

rat.

A - témoin-a-L

fucosidase native

B,C et D f "isoenzymes"
majeures de
1' a-L
fucosidase

(A : EF

Les bandes correspondant a EFl’ EF2

et EF3 séparées par électrofocalisation
en gel de polyacrylamide (figure 11,P.34)
sont excisées du gel aprés décoloration
de celui-ci. Aprés lavage sur de 1l'eau,
les tranches de gel sont séchées sous
vide puis rehydratées dans le tampon
d'échantillon d'O'FARREL. Aprés
l'analyse par électrophorése
bidimensionnelle en milieu dénaturant,
les gels de polyacrylamide-SDS sont
colorés par le nitrate d'argent.

Sur la droite de chaque gel se situent
les protéines "marqueurs" (67 000 -

43 000 - 30 000).



Chaque isoenzyme étant en outre composée de trois sous-unités, l'existence
de trois sous-unités non identiques peut &tre supposée dans la molécule
d'o-L fucosidaée.

Une caractérisation de la partie protéique de ces sous-unités
pourrait permettre de tester cette hypothése. Nous avons donc entrepris une

étude structurale des sous-unités de 1'a-L fucosidase.



CHAPITRE IV

ANALYSE STRUCTURALE
DES SOUS_UNITES DE L’x-L FUCOSIDASE



L'identité de protéines séparées peut &tre établie par 1'étude
de leur structure primaire..Cette étude peut &tre abordée par l'utilisation
de méthodes permettant de comparer les peptides issus d'une protéolyse
des protéines & étudier. L'utilisation du procédé original de "Finger
printing" d4'INGRAM permet de séparer ces peptides par une électrochromato-
graphie bidimensionnelle sur papier. Cependant cette méthode nécessite des
gquantités importantes de protéines en solution. Nous avons donc utilisé
les procédés des cartes peptidigques "mono" et "bidimensionnelles" qui, sur
le méme principe d'une protéolyse et d'une séparation des peptides,
s'appliquent & de faibles quantités de protéines (quelques pg) insolubilisées
dans un gel de polyacrylamide. La comparaison de cartes peptidiques "mono" et
"bidimensionnelles" a permis principalement jusqu'a présent, de déterminer
les relations existant entre des protéines virales (46-47), des isoenzymes

(48) et des protéines d'origine différente (49).

A -~ CARTES PEPTIDIQUES '"MONODIMENSIONNELLES"

Cette méthode est basée sur une digestion protéolytique partielle
des protéines a étudier, dans un tampon contenant QU SDS. Les peptides,
produits de 1l'hydrolyse, sont ensuite sépéfés par électrophorése en gel de
polyacrylamide-SDS. Le profil des bandes obtenues est caractéristique de la
protéine étudiée pour une enzyme protéolytique déterminée.

Les cartes peptidiques ‘'monodimensionnelles’ des six sous-unités
de pI les moins acides séparées par électrophorése bidimensionnelle en milieu
dénaturant (voir figure 8, page 27 ), ont été effectuées aprés une digestion
par la protéase V8 de staphylocoque Aureus selon la méthode de CLEVELAND
et al (50). Un résultat représentatif est présenté figure 15.

Les profils polypeptidiques obtenus aprés digestion enzymatique
des six sous-unités majeures sont similaires. Les polypeptides de bas poids
moléculairessemblent identiques pour toutes les sous-~unités. En outre, pour
chacune d'entre elles, un seul polypeptide plus lourd est observé mais dont
le comportement électrophorétique varie légérement d'une sous-unité a 1'autre.
Cette variation semble suivre celle observée pour les sous-unités non hydro-
lysées. L'analyse du méme type sur l'ensemble des sous-unités de 1' a-L
fucosidase met en évidence un profil identique & celui observé pour chaque

sous-unité séparée (figure 15, 7). Ce résultat. suggére donc fortement une

analogie structurale des sous-unités de pl et de poids moléculaires différents.
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Figure 15 : Analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS
des peptides obtenus par hydrolyse limitée des sous

unités de 1' a~L fucosidase du foie de rat.

Les six sous-unités les moins acides (A, B, C, D, E et F), séparées
par électrophorése bidimensionnelle en milieu dénaturant (voir
figure 8, page 27 ) sont excisées du gel. Les tranches de gel
contenant les protéines, sont analysées par électrophorése en gel
de polyacrylamide-SDS (gel d'acrylamide & 15 %) en présence de ‘
protéase V8 (voir matériel et méthodes).

—;}_?_6_: sous-unités A & F respectivement.
--»_;7_: une partie aliquote de la préparation d' a-L fucosidase
(2 pg de protéine) est analysée dans les mémes conditions. Aprés
la migration, le gel est coloré par l'argent.
Les fléches indiguent la position dans le gel des différentes

protéines "marqueurs".
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Les sous-unités de 1' a-L fucosidase ont été hydrolysées pendant
des intervalles de temps différeﬁts et avec des concentrations variables en
protéase V8 (cette protéase coupe au niveau des résidus aspartiques et
glutamiques du coté COOH-terminal (51). Le m@me nombre de polypeptides
ainsi générés a toujours été observé. L'utilisation d'autres protéases
actives dans le SDS n'a pas permis, soit d'obtenir des produits d'hydrolyse
assez lourds pour &tre nettement séparés (papaine, protéinase K), soit
d'hydrolyser la protéine (chymotrypsine). Les cartes peptidiques n'ayant
pu &tre obtenues a partir de l'action d'autre protéases, nous avons cherché
& vérifier 1l'hypothése selon laquelle les sous-unités de pl différent
seraient de structure analogue en utilisant une autre méthode d'analyse

les cartes peptidiques "bidimensionnelles".

B - CARTES PEPTIDIQUES BIDIMENSIONNELLES

Cette méthode, décrite par ELDER et al (52) est particuliérement
adaptée pour l'analyse de protéines séparées par électrophorése en gel de
polyacrylamide-SDS. Les protéines, excisées du gel, sont iodées directement
dans la tranche de gel puis hydrolysées & la trypsine. Les peptidesﬂ12§ I
ainsi obtenus sont ensuite séparés sur couche mince de cellulose par
électrophorése dans une premiére dimension puis par chromatographie dans la
seconde.

La figure 16 montre le relevé des autoradiogrammes des cartes
peptidiques obtenues aprés une digestion & la trypsine des six sous-unités
les moins acides séparées par électrophorése bidimensionnelle Eﬁ-ﬁﬁjjzifdénaturant*Qe
1' o =L, fucosidase. Environ 9 & 11 peptides apparaissent majeurs sur les six
cartes peptidiques. Quelques différences d'intensité peuvent &tre observées
pour ces spots comparables, cependant la similitude dans la distribution
des peptides a tyrosine 4;251 est réellement apparente pour toutes les sous
unités étudiées. Certains spots mineurs sont également observés. Ceux-ci
représentent certainement des produits incomplétement hydrolysés par la
trypsine ou encore des peptides sans tyrosine mais pouvant contenir un (des)
acide animé(s) (His-Trp) qui peuvent faiblement s'ioder (46).

Parallélement & cette expérience, les quatre isoenzymes les moins °
acides (EFl’ EFZ’ EF, et EF4) analysées par électrophorése en gel de poly-

3
acrylamide-SDS (voir figure 12, page 36 ) ont été iodées dans les tranches de gel.
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Figure 16 : Cartes peptidiques 'bidimensionnelles" des sous-unités

de 1' a-L fucosidase du foie de rat.

Les six sous-unités les moins acides (A, B, C, D, E et F) séparées
par électrophorése bidimensionnelle en milieu dénaturant (voir
figure 8, page27 ) sont excisées du gel. Les protéines sont iodées
a l'-1251 dans les tranches de gel puis re-analysées par
électrophorése en gel de polyacrylamide—~SDS. Les protéines iodées
contenues dans les tranches de gel excisées, sont hydrolysées

24 heures par la trypsine. Les peptides, issus de 1'hydrolyse, sont
séparés par électro-chromatographie sur couches minces de cellulose
et détectés par autoradiographie aprés 6 & 7 jours d'exposition
(voir matériel et méthodes).

Les traits pleins ou discontinus délimitent les spots majeurs.

Les pointillés délimitent les spots mineurs.
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Les peptides, issus d'une hydrolyse- trypsique ont été soumis & une analyse
"bidimensionnelle" du méme type que précédemment. Les cartes peptidiques
obtenues a partir de ces isoenzymes sont présentées figure 17. La méme
distribution des peptides & tyrosine 125 I est observée pour chaque
isoenzyme étudiée. Cette distribution est similaire-é celle des peptides
obtenus aprés hydrolyse de chaque sous-unité séparée (comparer figures 16
et 17). Seul un peptide majeur, présent au niveau de toutes les sous-unités
est absent pour toutes les isoenzymes analysées (position marguée par une
fléche, figure 17). Ces isoenzymes, résultant de 1l'association différente
de trois sous-unités de pl différents parmi les six les moins acides, il
est possible qu'une modification de la conformation des sous-unités en
mélange ait affecté le marquage & 1'1251 d'une partie de la chaine

polypeptidique correspondant au peptide incriminé (46).

C - CONCLUSION

L'analyse de la structure de la partie protéique des sous-—
unités de 1' a-L fucosidase a été entreprise par l'utilisation des procédés
de cartes peptidiques.

Les cartes peptidiques '"monodimensionnelles" ont €té obtenues
par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS des peptides issus d'une
hydrolyse des sous-unités par la protéase V8 en présence de SDS. La
comparaison de celles-ci a montré la similitude des profils polypeptidiques
des sous-unités majeures (voir figure'15,;p?geﬂ§2)fncébén§apt p&ﬁrrchacune &
celles-ci, un seul peptide est caractérisé péf une mobilité électrophoré-
tique variable. Cette variation suit celle des sous-unités natives qui est
partiellement liée & un taux différent d'acide sialique (voir figure 9 ,
page28 ). De ce fait, il est probablé que ce peptide soit identique pour
toutes les sous-unités mais que son hétérogénéité provienne en partie d'une
glycosylation variable. Une hydrolyse par la trypsine de ces sous-unités et
des isoenzymes majeures préalablement iodées, a permis d'établir les cartes
peptidiques '"bidimensionnelles" par €&lectro- chromatographie des peptides a

tyrosine 125

1 sur couches minces de cellulose. La similitude de ces cartes
a pu &tre observée aussi bien pour les sous-unités sépafées que pour celles
en mélange dans les isoenzymes.

' Ces résultats montrent l'analogie de la structure peptidique
des sous-unités de pI différents et suggérent que 1'hétérogénéité de

celles-ci est liée a une glycosylation variable d'une méme chaine polypeptidique.
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Figure 17 : Cartes peptidiques "bidimensionnelles" des isoenzymes

de 1' o-L fucosidase du foie de rat.

Les spots correspondant aux isoenzymes analysées par é€lectrophorése

en gel de polyacrylamide-SDS (EFl, EF2, EF_ et EF,, voir figure 12,P.36).

3 4’
sont excisés du gel. L'analyse bidimensionnelle sur couche mince
des peptides marquées 2 1P1251, obtenus par hydrolyse & la trypsine,

est réalisée comme il est décrit figure 16, page 44. Les peptides sont
détectés par autoradiographie aprés trois jours d'exposition.
La fléche indique la position du peptide majeur commun aux sous-

unités analysées figure 16 et absent dans le cas présent. .



Dans ce cas, il peut paraltre surprenant qu'aucune différence notoire n'ait
pu étre mise en évidence dans les cartes peptidiques "bidimensionnelles". En
effet, l'hydrolyse trypsique des sous-unités différentes par la partie
glycannique (variation du taux d'acide sialique et éventuellement glycannes
de différents types) devrait permettre de caractériser, aprés séparation

des produits de l'hydrolyse, des glycopeptides de mobilités différentes. Il
est cependant possible que ceux-ci n'aient pu, soit migrer dans le systéme
de séparation utilisé, soit €tre révélés par autoradiographie & cause d'une

absence de tyrosine.
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. DISCUSSION



L'étude de la composition sous-unitaire des a-L fucosidases
d'origines diverses isolées a ce jour a généralement été entreprise par
électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS. Des résultats divergents ont
été obtenus sur le nombre de sous-unités différentes, 1' &&-L fucosidase
ayant été determinée comme un tétramére composé soit de quatre sous-unités
identiques, soit de deux paires de sous-unités non identiques et parfois
comme possédant des sous-unités de trois types ou encore de deux types en
quantitésdifférentes(voir tableau II, page 7 ). Pour 1' x-L fucosidase
isolée du foie de rat par chromatographie d'affinité, 1l'électrophorése en
gel de polyacrylamide~SDS montre une seule bande protéique caractéristique
large et diffuse. Cependant, quand les sous-unités de 1l'enzyme sont
préalablement séparées par électrofocalisation dénaturante, la présence
d'une dizaine de sous-unités de pl et de poids moléculaire différents est
mise en évidence. Il apparalt donc que la présence et le nombre de sous
unités non identiques dans la molécule d' &X-L fucosidase ne puissent &tre
déterminés par électrophorése monodimensionnelle en gel de polyacrylamide-
SDS, 1'hétérogénéité de celles—ci étant vraisemblablement a l'origine des
divergences de résultats obtenus jusqu'alors.

Le manque d'informations concernant la base biochimique de
1'hétérogénéité des sous-unités de l'enzyme est dl au fait que celle-ci, a
notre connaissance, n'a jamais été mise en évidence. Cependant la présence
de 1'oK-L fucosidase sous forme d'isoenzymes a souvent été signalée dans
de nombreux tissus. Ainsi plusieurs auteurs ont montré que les isoenzymes
"acides'" dérivaient des formes isoenzymatiques plus neutres par la
présence d'acide sialique pour 1'«-L fucosidase du foie (31-35), du
sérum et du placenta humain (16). Nous avons montré dans ce travail qu'une
relation de conversion identique & celle des isoenzymes semblait exister
pour les sous-unités séparées de 1'e-L fucosidase du foie de rat. Il
apparait donc que les acides sialiques participent & l'existence d'une
hétérogénéité au niveau des sous-unités de l'enzyme. Pourtant aprés
l'action de la neuraminidase, les sous-unités les moins acides persistent
(voir figure 9, page28 ). La répartition des sous-unités de 1l'enzyme dans
les différentes formes isoenzymatiques isolées par électrofocalisation en
gel de polyacrylamide montre que ces sous-unités persistantes composent
les isoenzymes les moins acides. Celles-ci, semblant résulter de
l'association de trois sous~unités de pI différent, il est possible de
soupgonner la présence de sous-unités non identiques dans la molécule de

l‘enzyme.
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Cette considération nous a conduit & entreprendre l‘étﬁde de la
éomposition en sous-unités de 1'&X-L fucosidase selon une approche
différente : la caractérisation de la structure protéique de chaque sous-
unité de pI différent par les méthodes de protéolyse limitée. Cependant
aucune différence significative n'a pu &tre mise en évidence par
comparaison des cartes peptidiques "mono- et bidimensionnelle" des sous-
unités de l'enzyme, montrant ainsi 1'analogie structurale de celles-ci.

Si une seule sous-unité protéique existe sous des formes
multiples de pI différents, ceci suggére que si 1'hétérogénéité est liée
exclusivement & une variation de la teneur en acide sialique de la partie
glycannique de la chaine peptidique, certains de ces oses ne peuvent &tre
détachés par l'action de la neuraminidase. Cependant la persistance de
plusieurs formes de pl différent aprés désialylation peut également
trouver son origine au niveau méme de la chaine peptidique par une
amidation variable des résidus glutamyls et asparagyls, variations qui ne
peuvent pas, bien souvent, €tre mises en évidence par les méthodes
des cartes peptidiques. Dans ce cas, suite & la sialylation durant le
transport intracellulaire, 1'hétérogénéité primaire serait accentuée par
une désialylation variable ayant lieu dans les lysosomes sur la sous-unité
mature. Il reste cependant possible que cette hétérogénéité ne refléte
pas celle de la sous-unité existant in vivo, une désialylation partielle
pouvant avoir lieu lors de la purification de 1l'enzyme.

Une sialylation variable de la seule sous-unité protéique
présumée est également au moins partiellement responsable de 1l'obtention
d'une bande large par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS de 1'sk-L
fucosidase (poids moléculaire 50 - 62 000). La présence d'acides sialiques
étant a l'origine d'une diminution de la mobilité électrophorétique,

il semble qu'une valeur de poids moléculaire de 50 000 puisse &tre -
attribuée a la sous-unité. Cependant outre la présence d'acides sialiques,
la partie glycannique d'qne protéine, ne fixant pas (ou peu) de SDS,
occasionne une diminution de la mobilité électrophorétique de la glyco-
protéine par rapport & la protéine vraie (43). Il semble donc que la
valeur de 50 000,estimée pour le poids moléculaire de la sous-unité,

soit élevée. Une valeur proche de 40 000 a pu &tre déterminée par
l'analyse en filtration sur gel de 1'o{-L fucosidase dissociée a pH
basique (chromatographie haute performance sur colonne I 250 (WATERS)

- résultat non montré).Une variation de 10 000 daltons n'est pas inconcevable



a4 la vue des résultats obtenus aprés déglycosylation de glycoprotéines

(53 - 54). Plusieurs essais de déglycosylation de 1'&-L fucosidase ont

été réalisés par des moyens chimiques (acide fluoridrique) ou enzymatiques

(emploi de glycosidases), mais n'ont pas jusqu'a présent, donnés de

résultats concluants.

La mise en évidence d'un seul type de sous-unité dans la

molécule d'eX -L fucosidase ne peut &tre complétée par une valeur précise

du poids moléculaire de cette sous-unité protéique. Cependant 1'étude

de la biosynthése de cette enzyme peut s'appuyer sur la connaissance de la

composition sous-unitaire de la
préliminaire avait montré trois
de traduction in vitro des mRNA
de polyribosomes du foie de rat
semble montrer l'existence d'un

fucosidase (DELPLACE, 55).

protéine. En effet, bien qu'une étude
chaines peptidiques dans les produits
isolés a partir des différentes fractions
(DISSOuUS, 37), une étude plus approfondie

seul précurseur supposé de 1'o&{-L
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CONCLUSION



L'étude de la composition en sous—unités de 1'& -L fucosidase
lysosomale du foie'Ae rat a permis de montrer 1l'hétérogénéité de charge
des sous-unités de l'enzyme et la répartition de celles-ci au niveau des
multiples formes isoenzymatiques de la protéine. L'identité de ces sous-—unités
différemment chargées n'a pu étre établie que par une étude spécifique de
leur structure protéique.

L'existence d'une seule sous-unité protéique hétérogéne par
variation du taux de>glycosylation pourra ultérieurement &tre confirmée
par 1'étude de la partie glycannique des multiples sous-unités et isoenzymes
de 1'oK-L fucosidase. Cependant la mise en évidence d'un seul type de sous-
unités dans la molécule de l'enzyme permet, dés a présent, de contribuer

a 1'étude de la biosynthése de cette protéine.
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MATERIEL ¢t METHODES



A - PURIFICATION DE L'e{-L FUCOSIDASE DU FOIE DE RAT

250 & 500 g de foie provenant d'un lot de rats de méme sexe sont

homogénéisés dans trois volumes du tampon 0,255 Te M,. L'homogénat,

50 Ko M3-
dilué pour obtenir une concentration de 16p.cent, est centrifugé a basse
vitesse dans le rotor JAl14 de la centrifugeuse J21B. Une fraction riche en
lysosomes est alors préparée a partir du surnageant obtenu par centrifugation
dans le rotor JAl1l0. Celle-ci est lavée une fois dans le milieu(Q,25S Te5 K25 E2
(6ml/g de foie). Elle est rehomogénéisée dans le tampon acétate 10mM, pH6,
MgSo,, imM, B —-mercaptoéthanol 1mM (1,4ml/g de tissu) par 20 allers-retours

de pistén serré dans un homogénéiseur de DOUNCE. La suspension est centrifugée
a 40 000 & ax pendant 20 mm. Les opérations suivantes sont celles décrites

par OPHEIM et TOUSTER (15)

Le surnageant est décanté puis soumis & un relargage par le
sulfate d'ammonium (63 % de saturation & pH6) & 0-2°C. Le sédiment obtenu est
di;sous dans le tampon acétate 10 mM, pH6, MgSO4 1mM, ¢ -mercaptoéthanol 1mM
et ensuite déposé sur une colonne de sepharose 4B (10-15 ml de gel, seringue
de 50 ml), connectée & une colonne composée de 3ml de Biogel P10, recouverts
par 6ml d'Agarose-E-aminocaproyl-fucosylamine (seringue de 10ml). Les deux
colonnes sont stabilisées dans le tampon acétate 10mM, pH&, NaCl 0,7 M,

MgS04 1mM, B-mercaptoéthanol 1lmM (tampon A). La colonne de Sepharose 4B est
lavée par 30 ml de cette solution et les deux colonnes sont ensuite décon-
nectées. Le support d'affinité est alors encore lavé par 200ml de tampon A,
puis par 40ml de tampon acétate 10 mM,pH6, Nall 0,15M, MgSO4 1mM, B-mercapto-
éthanol 1mM (tampon B). L'enzyme est ensuite éluée par 20 ml de fucose 0,1M
dans le tampon B, puis centrifugée dans le rotor 60 Ti pendant 12 heures a

60 000t/mn & 2°C. Le sédiment est repris par 100 1 de tampon EDTA 2mM, pHS6,
0,1mM, MgSO4, 0,1lmM, 8 —-mercaptoéthanol.

B -~ DETERMINATION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE

Pour la mesure de l'activité de 1'e&-L fucosidase, 0,1ml de
fraction & doser sont additionnés de 0,4ml de paranitrophenyl- -L fucopyran-
noside 2mM dans le tampon acétate 62,5mM, pH6, contenant 250 yg/ml de sé&rum
albumine bovine. Lorsqu'il s'agit de fractions purifiées, la réaction est

arrétée par 0,5ml de tampon alcalin (glycine 0,133M, N&L1 67mM, Na C0383mM

2
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ajusté a pH 10,7 avec NaOH) et la depsité optique est mesurée a 400nm contre
un témoin non incubé. Dans le cas de fractions brutes, la réaction est arrétée
par l'addition de 0,1ml d'acide trichloroacétique a 20 p.cent et une partie
aliquote de 1'acido-soluble est ensuite additionnée d  un volume du réactif

alcalin.

C ~ DOSAGE DES PROTEINES

Celui-ci est effectué selon la méthode de LOWRY et al (56) en
utilisant la s&run albumine bovine comme référence.

Dans le cas des préparations d'e®& -L fucosidase purifiée, la
la quantité de protéine est déterminée selon la méthode de BRADFORD (57). A
0,8ml d'échantillon sont additionnés 0,2ml de réactif '"Biorad". Aprés 15mn, la
densité optique est mesurée a 595 nm contre un témoin. La quantité de protéine
est calculée par rapport a une courbe étalon de sérum

albumine bovine "Biorad".

D - ELECTROPHORESES EN GEL DE POLYACRYLAMIDE

1) électrophorése en milieu non dénaturant

L'électrophorése en gel de polyacrylamide est réalisée dans un
gel & 5% d'acrylamide (plaque de 0,5 mm d'épaisseur et de 13 cm de longueur)
contenant du tampon phosphate 0,2M, pH7,4.

Aprés 36 heures de migration & 20°C (tampon phosphate 10mM,
pH7,4; 5mA), le gel est coloré par le bleu de coomassie & 0,02% dans
1l'isopropanol 25%-acide acétique 10% puis décoloré par de 1l'acide acétique a
10%.

Pour la mesure de l'activité, le gel est découpé en tranches de
i1mm gui sont ensuite incubées dans la solution de substrat. La réaction est

arrétée par un volume de réactif alcalin.

2) Electrophoréses en milieu dénaturant

L'électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS est effectuée selon
la méthode de LAEMMLI (40). Des gels de lmm d'épaisseur (15cm X 15cm,
16 dépots) sont utilisés. Le gel de séparation est généralement constitué d'un
gel homogéne a 12,5% d'acrylamide. Le gel de concentration contient 5%
d'acrylamide. La protéine est traitée 5mn au baih marie bouillant dans le tampon
d'échantillon Tris-HCL 62,5mM, pH6,8, SDS 2%, B-mercaptoéthanol 5%, saccharose
10%.



Aprés 15-20 heures de migration (6-8mA), les gels sont colorés
soit
- par l'argent aprés oxydation par le bichromate de potassium
selon la méthode de MERRIL et al (58).
- par le bleu de coomassie & 0,02 % dans 1l'isopropanol 25 %-acide
acétique 10 % pendant 2 heures sous agitation constante, puis
décolorés par l'acide acétique & 10 % avant d'@tre sechés sous

vide sur papier Whatman III.

Dans le cas particulier d'une seconde analyse, les bandes sont
excisées du gel décoloré, seché ou non pis lavées sur de l'eau. Celles-ci
sont ensuite équilibrées sur 50 Pl du tampon d'échantillon et chauffées 5 mn

& 100°C. L'analyse est ensuite réalisée comme il est décrit précédemment.

— 1'électrophorése en gel de polyacrylamide-urée est réalisée
selon la méthode de DAVIS (39). Un gel de 1 mm d'épaisseur (15 cm X 15 cm)
est utilisé., Le gel de séparation est constitué d'acrylamide a 10 % contenant
0,375M Tris-HCL, pH8,7, 8M urée et le gel de concentration par de l'acrylamide
a 2,5 % contenant 31,25mM Tris-HCL, pH8,7, 8M urée.

Aprés 16-20 heures de migration (tampon Tris 0,025M, glycine
0,192M pHB,3; 6-8mA), le gel est coloré par le bleu de coomassie a 0,02%
dans l'isopropanol 25 %-acide acétique 10 % puis décoloré ppar 1'acide

acétique a 10 %.

E - REDUCTION ET ALKYLATION DE L'®& -1 FUCOSIDASE

Une partie aliquote de la solution d'enzyme (20 g de protéine)
est additionnée de 0,6 ml de tampon Te-HCL 0,7M, pH8,4, 7M chlorure de
guanidine -0,12 M 8 -mercaptoéthanol avant d'étre chauffée 2 heures a 40°C.
Elle est ensuite alkylée par l'addition de 50 pl d'une solution d'acide
iodoacétique & 2,68g/ml de NaOH N, le pH étant maintenu & 8 par 1l'addition
de NaOH N. Aprés 15 minutes, la protéine réduite et alkylée est dialysée
sur de l'eau, puis lyophilisée avant d'€tre solubilisée dans le tampon

d'échantillon de LAEMMLI.

- 54 -



_55..

F — ELECTROFOCALISATION

1) électrofocalisation en milieu non dénaturant

- en veine liquide

L'électrofocalisation est réalisée dans une colonne LKB n°8101
(110ml). 1% d'ampholines (pH3,5-10) sont utilisées dans un gradient de
saccharose. La solution d'enzyme est introduite dans_la colonne avec la solution
de saccharose.

Aprés 48 heures de migration (400 V) & 4°C, le gradient de saccharose
est fractionné. Le volume des fractions collectées est de 1ml. Le pH de chaque
fraction est mesuré et l'activité enzymatique est déterminée comme il est décrit
dans le paragraphe "Détermination de l'activité enzymatique".

- en gel de polyacrylamide

L'électrofocalisation est réalisée dans des tubes de verre de
2,7 mm de diamétre et de 14 cm de longueur. Le gel est constitué
d'acrylamide & 3,8% contenant 4% de NP40 et 2% d'ampholines (pH5-7). La
solution d'enzyme est introduite dans les tubes avec la solution
d'acrylamide. L'électrofocalisation est conduite & un voltage constant de

-

700 V pendant 17 heures & 4°C (solution d'éthyléne diamine & 5% & 1'anode
et d'acide phosphorique & 5% & la cathode).

Aprés la migration, le gel est coloré par le bleu de coomassie
a 0,02% dans une solution isopropanol 25%, acide acétique 10% puis
décoloré sur l'acide acétique a 10%.

Pour la mesure de l'activité, le gel est congelé puis découpé

en tranches de 1 mm qui sont ensuite incubées dans la solution de substrat.

2) électrofocalisation en milieu dénaturant

L'électrofocalisation en milieu dénaturant est réalisée dans des
tubes de verre (diamétre intérieur : 2,7 mm, hauteur : 14 cm) selon la
méthode 4'O'FARREL (42). Des gels de polyacrylamide sont utilisés, contenant
3,8 % d‘acrylamide, 9,5 M urée, 4 % NP4 et 2 % d'ampholines (1,6 %
ampholines pH5-7~0,4 % ampholines pH3,5-10). Les échantillons,préalablement
lyophilisés, sont repris par 50 Fl du tampon 9,5 M urée, 4 % NP40O, 5% B-
mercaptoéthanol, 2 % ampholines.

L'électrofocalisation est réalisée & 400 V pendant 16 heures

-

puis & 800 V pendant une heure & 28°C. Aprés la migration, les gels sont



colorés par le bleu de coomassie. ;

Pour une analyse bidimensionnelle, les gels sont équilibrés
une heure, sous agitation constante, sur 20 ml du tampon 62,5 mM Tris, pH6,8
2,3 % SDS, 10 % glycerol puis déposés,dans de l'agarose a 1 % dans le méme
tampon, sur un gel de polyacrylamide-SDS. L'électrophorése est réalisée selon
la méthode de LAEMMLI (40).

Dans le cas particulier du traitement & la neuraminidase, 1'X-L

fucosidase (22 pg de protéine) est reprise par 20 pl du tampon 10 mM EDTA pH5.
Y M

Aprés addition de 810_4 U de neuraminidase (de clostridium perfringens),

l'enzyme est incubée 1 heure & 37°C. Aprés une nouvelle addition de neura-
minidase suivie, comme précédemment d'une incubation d'une heure & 37°C,
l'échantillon est congelé puis lyophilisé. L'analyse "bidimensionnelle'" est

alors réalisée comme il est décrit plus haut.

G - CHROMATOFOCALISATION

La chromatofocalisation de 1'OR-L fucosidase est réalisée sur le
gel "polybuffer exchanger PBE 94" (14 ml de gel, colonne de 1 cm de diam@tre)
conformément aux instructions données par Pharmacia Fine Chemicals. Le gel
est stabilisé par 15 volumes du tampon 0,025 M Imidazole-HCL, pH 7,4
(tampon I). Aprés passage de 3 volumes du tampon "polybuffer 74", pH 4 dilué
au huitiéme (tampon II), 1'x-L fucosidase (100})g de protéine) est déposée
dans un volume de 2,5 ml du tampon I. L'enzyme est ensuite éluée par 160 ml

du tampon II, des fractions de 1 ml étant collectées.
La mesure du pH est réalisée sur toutes les fractions ainsi que

la mesure de l'activité enzymatique comme il est décrit dans le paragraphe

"détermination de l'activité enzymatique'.

H - CARTES PEPTIDIQUES

1) cartes peptidiques "monodimensionnelles"

Les cartes peptidiques monodimensionnelles sont préparées selon
la méthode de CLEVELAND et al (50). Des bandes de gel, contenant 2 & 4 Pg de
protéine, sont excisées d'un gel de polyacrylamide-SDS aprés coloration par

le bleu de coomassie et décoloration par l'acide acétique a 10 %. Ces bandes
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sont rincées par de l'eau puis séchées sous-vide. Aprés rehydratation dans un
tampon Tris-HCL 0,125 M, pH6,8, SDS 0,1%, saccharose 20 %, ceiiés-ci sont
placées dans les dents d'un gel de polyacrylamide-SDS a 15 % d'acrylamide
selon la méthode de LAEMMLI (40), et recouvertes d'une partie aliquote de
protease V8 (10 pe de protéine) dans le méme tampon 10 % saccharose.
L'électrophorése est ensuite réalisée normalement, excepté le fait que
celle-ci est interrompue 30 minutes quand le front de migration atteint le
bas du gel de concentration pour permettre la protéolyse.

Aprés 5-6 heures de migration (25 mA), le gel est coloré par

l'argent selon la méthode de MERRIL et al (58).

2) cartes peptidiques "bidimensionnelles"

Les cartes peptidiques bidimensionnelles sont préparées selon la
méthode de ELDER et al (52) modifiée comme suit. Des bandes de gel, excisées
d'un gel de polyacrylamide-SDS séché sous vide sur papier Whatman III, sont
rehydratées dans 10 1 de tampon phosphate 0,25M, pH 7,5, contenant
0,25 mCi Na 1251. Aprés 30 minutes, 150})1 de tampon phosphate 0,25M, pH7,5,
sont additionnés et les protéines sont iodées dans les tranches de gel par
la méthode de GREENWOOD EE_El (59). La réaction est alors arrétée par
l'addition de 50 1 d'une solution de tyrosine saturée et les tranches de gel

sont lavées sur du méthanol a 10%, puis sur de l'eau.

L' 12% libre résiduelle est éliminée par électrophorése en gel
de polyacrylamide-SDS des protéines i¥solubilisées dans les tranches de gel
(gel & 12,5 % d'acrylamide selon la méthode de LAEMMLI). Les protéines
marquées a 1' 125I sont visualisées par autoradiographie sur papier X OMAT AR
(KODAK) et les bandes de gel correspondantes sont excisées. Celles-ci sont =
ensuite découpées en tranches fines et incubées 6 heures a 37°C dans 0,2 ml
d'une solution a 50 Pg/ml de TPCK-trypsine dans le bicarbonate d'ammonium
0,05M, pH8. Aprés une seconde addition de la solution de trypsine,
1'incubation est prolongée de 18 heures. Les peptides marqués a 1A25 I
issus de 1l'hydrolyse trypsique sont concentrés par lyophilisation du
surnageant obtenu (80 & 90 % de la radioactivité avant hydrolyse) et repris
dans le tampon d'électrophorése (acide acétique-acide formique-eau: 15-5-80).

Des parties aliquotes (2 & 5 Pl) contenant 1,5 a 3 1050pm sont
déposées sur couche mince de cellulose (20 X 20 cm, Merck)
et soumises a une électrophorése de une heure & 1 300 V et & une

chromatographie dans la deuxiéme dimension sur un tampon butanol, pyfidine

acide acétique, eau (32: 25 : 5 : 20).
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Les couches minces sé&chées sont mises en contact le papier KODAK
pendant 3 & 7 jours & -70°C en présence d'écrans renforcateurs Cronex

(Dupont De Nemours and Co.) selon la méthode de SWANSTROM et SHANK (60).

I — Produits utilisés

L'acrylamide, le SDS et le NP40 sont des produits B.D.H. Le bis-
acrylamide est un produit de 1l'Eastman Organic Chemicals.

L'urée provient de chez Biorad et les ampholines de L.K.B.

L'agarose-€-aminocaproyl fucosylamine et la protéase V8 sont des
produits de chez MILES et la T.P.C.K. trypsine est un produit WORTHINGTON.

Le paranitrophényl -~L fucopyrannoside provient de chez Koch Light

Laboratories.

Le Na 1251 sans entraineur est un produit du Radiochemical Centre

(Amersham, England).
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RESUME

Plusieurs formes isoenzymatiques et une dizaine de sous-unités
de points isoélectriques et de poids moléculaires différents sont
séparées par é€lectrofocalisation et €lectrophorése bidimensionnelle
de 1' -L-fucosidase lysosomale du foie de rat. L'étude de la répartition
de ces sous-unités dans les formes isocenzymatiques de l'a-L-fucosidase
montre que chaque isoenzyme est composée de trois sous-unités de pI

différents, l'une d'entre elles devant &tre en double exemplaire.

Les résultats de l'action de la neuraminidase sur 1'enzyme
et de l'analyse des cartes peptidiques de ces sous-unités démontrent
en partie que l1'hétérogénéité des sous-unités de l'd—L—fucosidase est

liée & un degré différent de_glycosylation d'une méme chaine polypeptidique.
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