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INTRODUCTION

Les récents progrds en biologie cellulaire, ont démontré que la
partie glycannique de certains glycoconjugués, jouaient un rSle clef, par
exemple dans les mécanismes de reconnaissance . Ces progrés n'ont pu &ire
réalisés que gréce a l'améli?ration des technigues permettant la déglyco-
sylation de ces molécules .

Pendant longtemps, les méthodes de déglycosylation furent des
méthodes chimigues (hydrazinolyse par exemple) . Mais ces méthodes sont
drastigues puisqu'elles détruisent la partie protéique, ne permettant
1'étude que de la partie glycannigue de la molécule .

L'introduction des méthodes enzymaztigues de déglycosylation, ouvre
une are nouvelle dans 1'étude des glycoconjugués .

- Les premidres enzymes utilisées sont les exoglycosidases (46 ),
qui dégradent la copule glycannique d'une fagon récurrente, et spécifi-
quement selon la nature et l'anomérie des monosaccharides .

D'autres enzymes furent ensuite introduites, comme les endo-fLﬂb
mannanases (78 ), les endo—(’-D—ga;lactosidases 109 27, 76 ), les endo-N-
acétijﬂ-D—galactosaminidases (22,127), les endo-N~acé%yl—F—D— glucosa~
minidases @7,111,37,13,8&,117,119,92,94,95), et récemment les N-peptidases
(107 7108 420 ), qui libdrent les parties glycannique et protéique intactes .

L'utilisation de ces enzymes, nécessite une connaissance parfaite

de leurs propriétés physico~chimiques et de leur spécificité .

La recherche des activités glycosidasigues dans le molt de fermen-

tation du Basidiomycdte sporotricum dimorphosporum , fourni par la Scciété




Lz Rapidase, nous a permis de mettre en évidence 1'exi_stence d'une
endo-N-acétyl—/J-D—glucosaminidase-, ‘active & la fois sur le mélange des
glycopeptides de 1'qvalbuming { strucjhures de type oligomannosidique et
n}ix‘te) et sur les glycopeptides de la sérotransferrine (structures de
type N—é’.cétyllactosaminique) .

L'introduction de cette enzyme au lal?o;-a.toire, représente un outil
trés intéressant pour l'étude des glycoprotéines, aussi bien sur le plan
structura.l que sur le plan biologique .

Nous avons donc entrepris‘sa pgrification,'la; détermination de ses
prqprie’“tés physico—chimiques, ei? l‘étude de sa spécificité . Les résul-
tats que nous avons obtenus font l'objet de ce mémoire .

L'gxposé de ces tra\(aux sera préc'e’dé' de généralités congemant
1= structu;'e q.eg glycoprqtéipels“et Ie;n.spéci'ficité d.gs- dlfférentes
mdo-b&-mcéhyl%lﬁdasaﬁ@@ases décrltes 3 ce jour dans la

littérature o



GENERALITES

I - LES GLYCOPROTEINES

- Les glycoprotéines résultent de l'association par des liaisons
covalentes, de protdines avec des monosaccharides (GlcNAc, Man, Galee. )
plus ou moins conjugués, appelés glycannes . Pendant fort longtemps on
leur a attribué un r6le secondaire par rapport & celui des acides
nucléiques et des protéines . De ce fait, leur structure n'a été étudide
que trés récemment . Cette méconnaissance est aussi dile & la grande
hétérogénéité des structures et au manque de méthodes fines d'exploration .

Ce n'est qu'ad partir des années 68, que les glycoprotéines ont
regu leurs lettres de noblesse grice & de nombreux travaux, et en
particulier ceux réalisés au Laboratoire, qui ont pl démontrer qu'elles
jouaient un r8le extr@mement important du point de vue biologique . Cette
importance est vérifiée dans certains cas pathologiques (glycoprotéinoses) .

Gréce au développement des méthodologies chimigues, physiques et
énzymatiques, la structure d'un grand nombre de glycannes a été déterminée,
permettant de classer les glycoprotéines d'origines les plus diverses,
animale , végétale , et bactérienne’, en un petit nombre de familles au
sein desquelles il existe des séquences oligosaccharidiques communes .

La liaison covalente qui relie le glycanne & la protéine peut &tre
de deux types, conduisant & deux grands groupes :

- les O-glycosylprotéines

- les N-glycosylprotéines



A - LES O-GLYCOSYLPROTEINES

Dans ce groupe, la liaison glycanne-protéine est de type
O-glycosidique entre un résidu de sérine ou de thréonine, d'une part,
et un résidu de xylose, de N-acétylgalactosamine, de mannose, de fucose,
ou de galactose d'autre part, ou entre un résidu d'hydroxylysine et un
résidu de galactose .

Des exemples de structures de O-glycopeptides sont représentés

sur Iz figure 1, page 5 .

B - LES N~GLYCOSYLPROTEINES

Dans ce groupe, la liaison glycanne-protéine est de type
N-glycosidigque . Jusqu'a présent seule l'association entre un résidu
d'agparagine et un résidu de N—acét&lglucosamine a été caractérisée .

Toutes les N-glycosylprotéines, a quelgues exceptions prés,
possédent un noyauaoligosaccharidique commun . Ce noyau est une séguence
pentasaccharidique formée de l'association, par une liaison R—glyco-
sidique d'un mannotriose et d'un résidu de N,N'~diacétylchitobiose, 1lié
lui-méme & 1'asparagine (fig. 2, page 6) .

Au noyau pentasaccharidique, peuvent venir se greffer des motifs
glucidiques qui conférent aux copules polysaccharidiques, leur
particularité . La nature de ces motifs glucidiques permet de classer
les N-glycosylprotéines en trois grands types :

- N-acétyllactosaminigue
- oligomannosidigue

- oligomannosido=N-acétyllactosaminigue ( ou mixte )



GailNAc((31-4)GldUA (81-3)| Cal(g1-3)Gal(81-4)Xy1(g1-3)Ser

S0 3

Figure 1 A4 : Structure du chondroftine-4-sulfate {59)

NeuAc(OW-é)Ga.lNAc(P“—3)Ga1([51-3)Ga1NAc(F1-B)Ser (Thr)

Fuc(cl1-2)

Figure 1 B : Structure du glycopeptide de glande sous

maxillaire de Porc ( 4 )

GalNAc(P‘t-—E})Ser

Neudc X 2-6)

Figure 1 C : Structure du glycopeptide de glande sous

maxillaire de Mouton ( 5 )
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Man(o 1-3)
Man(g 1-4)G1lcNAc(B1-4)GlcNAc(B 1~ JAsn

Man(a 1-6)

Figure 2 : Noyau pentasaccharidique des N-glycosylprotéines



1 - N-glycosylprotéines de tyve N-acétyllactosaminigue

Dans ce type de N-glycosylprotéines, le noyau pentasaccharidique
est substitué par un nombre variable de résidus de N-acétyllactosamine,
d'acide sialique et de fucose (fig. 34, p. 8 ). la substitution par
deux résidus de N-acétyllactosamine conduit aux glycannes biantennés .
Comme exemples, nous pouvons citer les sérotramsferrines : humaine (97)
et de lapin (53) et 1'orosomucoide humain (20, 26) .

Les glycannes triantennés sont formés par la substitution de trois
résidus de N-acétyllactosamine sur le noyau pentasaccharidique (oroso~-
mucoide humain (20, 26), fétuine (83) virus de la stomatite vésiculaire
( 91 )thyroglobuline de porc (51).la substitution par quatre résidus de
N-acétyllactosamine conduit aux glycannes tétraantennés .

Sur la figure 4, page 9 , sont représentées les structures des

asialoglycannes bi, tri, et tétraantennés de 1l'orosomucoide humain .

2 -~ N-glycosylprotéines de type oligomannosidigue

Les glycannes de cette famille, forment un groupe plus homogéne
puisqu'ils résultent de la substitution du noyau pentasaccharidigue,
uniquement par des résidus de mannose ( fig. 3B, P.8) . Toutes les
structures semblent dériver d'une structure limite qui renferme neuf
résidus de mannose (fig. 5, p.10 ), comme dans la lactotransferrine
bovine ol les glycannes renferment de neuf a cing résidus de
mannose (127 ) «

I1 existe cependant des exceptions, aussi bien dans le nombre
de résidus de mannose, que dans la fagon dont ils sont enchainés, par
exemple les glycannes de la lectine de soja (61) ( fig. 6, p. 10), ou

les mannanes de Saccharomyces cerevisiae (77),(fig. 7, pe 11) .
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Figure 3A : Schéma général de structwe des N-glycosylprotéines de
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Figure 3B : Schéma général de structure des N-glycosylprotéines de

type oligomannosidique
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Gal( B1=4)GlcNAc(R 1-2)Man(a1-6)
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Figure 4 : Structure des asialo-glycannes bi, tri, et tétraantennés

de 1l'orosomucoide humain ( 20, 26 )
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Man(81-4)BlcNAc(R 1-4)GleNAc(B1~ )Asn
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Man(a1-6)

Man(a1-2)Man(a1-6)

Figure 5 : Structure limite des glycannes de type oligomannosidique

Man, . (o 1=2)Man(c1=3)

Man(R 1-4)G1cNAc(g 1-4)GlcNAc(8 1~ JAsn

¥en, o 5(oi1-2)1»xan(éz1_6)
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& Man(B 1-4)GlcNAc(g 1-4)GlcNAc(B 1- )asn
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Pigure 6 : Structure des glycannes de la lectine de soja ( 61.)
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Figure 7 : Structure du mannane isolé de S. cerevisiae ( 77 )
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3 - N—glxcoszlgrotéines de type mixte ou cligomannosido—

N-acétyllactosaminigue

Dans cette famille de N-glycosylprotéines, se trouvent sur le
méme noyau pentasaccharidique des enchalnements de mannose avec des
résidus de N-acétylglucosamine et de N-acétyllactosamine .

Les structures de type oligomannosidique et de type mixte sont
bien représentées par les glycannes de l'ovalbumine (35) qui est 1l'une
des glycoprotéines les plus étudiées, et celle que nous avons choisie
pour déterminer la spécificité de l'endo—N—acétyl-P ~D=-glucosaminidase

de Basidiomyces, décrite dans ce mémoire .

4 - Structure des glycopeptides de 1'ovalbumine

L'isolement _d.'un glycopeptide & partir d'un hydrolysat ftrypsique
d'albumine d'oeuf a été réalisé en 1938 par NEUBERGER (82) . 4 la fin des
années 50, plusieurs auteurs ont déterminé la nature du point d'attache
glycanne-protéine comme étant 8 GlcNAc-Asn (41, 43; 64, 130) . A 1'époque
les auteurs pensaient gqu'il n'existait qu'un seul glycaﬁne ( 18) dans
l'ovalbumine et proposd@rent des structures renfermant, 6 Man pour 3 GlcNAc
(855 42, 25 ), 4 Man pour 2 GlcNAc ( 41), 6 Man pour 3 GlcNAc (52 ),

6 Man pour 4 GlcNAc (. 31.). |

Les glycopeptides résultant de l'hydrolyse pepsique (118) ou
pronasique (129) montrent une trds grande hétérogénéité et peuvent &tre
fractionnés par chromatographie sur résine échangeuse d'ions (85, 44) .
En 1970, HUANG et al. ( 34 ) ont modifié cette méthode de fractionnement
pour améliorer la séparation des fractions et ont obtenu cing groupes

de glycosyl-asparagines de compositions différentes .
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Le profil d'élution type obtenu par cette méthode de fraction-
nement est représenté sur la figure 8, page 14 .

Plusieurs auteurs ont étudié la composition de chacune de ces
fractions . Cette étude est rendue plus précise par les méthodes
d'analyse modernes comme la R.M.N. ( 9 ) . La structure des différents
glycopeptides est représentée dans le tableau I .

a) pic &

YAMASHITA et al. (131) n'ont détecté qu'un seul glycopeptide
(GP-I) qui renferme du galactose . D'aprés CARVER et al. ( 8 ), cette
fraction est sfirement hétérogéne avec, cependant un glycopeptide majeur
(AC-A3) qui possidde la méme structure que GP-I . Ces auteurs n'ont pas
donné la structure des autres composés .

b) pic B

Deux glycopeptides de structure mixte, GP-IIA et GP-IIB ont été
caractérisés par YAMASHITA et al. (131) . GP-IIB contient du mannose
et de la N-acétylglucosamine alors que GP-IIA renferme en plus du
galactose . Dans la méme fraction, NARASIMHAN et al. ( 79) ont isolé un
glycopeptide semblable a GP-IIB .

¢) pic C

Cette fraction est aussi hétérogine et d'aprds TAI et al. (104)
elle renferme trois glycopeptides, GP-IIIA, GP-IIIB, et GP-IIIC . Comme
le montre le tableau I, les structures de GF-IIJA et GP-IIIC sont de type
mixte, ne renfermant pas de galactose, celle de GP-IIIB est de type oligo-
mannosidigque avec sept résidus de mannose . D'autres équipes ont trouvé

les mémes résultats (8, 79, 104, 17, 3) .
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Figure 8 : Profil obtenu lors du fractionnement des glycopeptides

de 1'ovalbumine par chromatographie sur Dowex 50W x 2

selon la méthode de HUANG et al (34)
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s Structure des différents glycopeptides de l'ovalbumine, obtenus

par fractionnement sur Dowex 50 W x 2 (34) .

; Pics Structures ¢ Noms Références *
N t Gal(81-4)GloNAo(8 1-4)( : : :
: : /Ma.n(a1—3) : : :
: : GlcNAc(B1-2) : GP-I : 131 :
: : GlcNAc(B 1-4)Man(B1~4)R : :
: : Man(a1-3)\ : AC:--A3 : g8 :
: A : /N’an(o.1—6) : : :
: : Man(a1-6) : : :
: : a8
: : 2 glycopeptides de structure non déterminée : s :
: : : AC-Ap: 8 :
: : Gal(g1-4)GlcNAc(B 1-4)\ : : :
: : /Man(a1—3) : : :
: : GlcNAc(g1-2) : : :
: : GlcNAc(g1-4)Man(B1-4)R : GP=TIA : 131 :
: : Man(a1—3)’—-Man(q1—6)/ : : :
SR : ~ | ) ) ;
: : GlcNAc(61-4)\ : : :
: : /Ma.n(a1—3) : : :
: : GlcNAc(R1-2) : : :
. : GleNAc(B1-4)Man(g1-4)R  : GP-IIB : 131, 79 :
¥ : Ma.n(a1—-3)\ : : :
: : /Man(a1—6) : : :
: : Man(a1-6) : : :
: : G1cNAc(81-2 )—Man(a1-3 : : . :
. . © C(B ) (o ) : AC—02 . 3, ¢, 17, .
: : GleNAc(B1-4)Man(B1-4)R  :GP-IIIA : 7o, 105 :
: : Ma.n(a1-3)\ : : :
: : /Ma.n(a‘!—6) : :
: c ¢ Man(a1-6)
: : —2)—Man(®1- : :
: : Man(21-2)~-Man(@1-3) an, o3, 807,
: : Man(81-4)R  :GP-IIIB : 72, 405 :
: : Man(0t1-3) : : :
e s \r!Ian(0"1-6) H : :
: : Man 63 -2) Man (% 1<6) : : 8ISy e

UIULE
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: GLciAc(p1-4) : : :
: : - Han{001-3) : : :
: : : - : 2 AC=C : 3, 8, 17 :
: . Glcmc({h 2) GlCNAC(p1—4)M2-D-(P1-4)R . 3 . ’ ’ ’ :
: : - $GP-IIIC * T9, 105 :
: c : Man(®1-3) = Han(1-6) : : :
: (suite) : : : :
(an) ,(GlcAc) ghsm : ac—c 1 3
(an) ,(Gleirhc) shan Dacc, | 95
. . (Man) o(GlcRAc) JAsn s AC-C, 95 :
: X Man(@®1-2) = § - : : :
: : (®1-2) = lian @1-3) $QP-IT : 3, 95, :
: : Man (e 1-3)~\ Man(P‘l_z),)R : : :
: : Ma.n(QM-é)/ ? AC— : 103 3
: : Man(c1-6) : 2 . :
.o :
. L (Man) 3(G1<:EYAC ) sAsn . CnGn(Gn), 79 .
: : (en) ,(GlciAc) Asm ¢ AC-D, . 3, 95 :
4 glycopeptides de structure non déterminde, . 3; 79
: : Man(X1-3) : : :
H : : R H - 10 H
: . Man(®1-3) Men(@1-4)R | CP-V . 3, €5, 103
: E : Man&$1-6) : : :
: : Man(1-6) : : :
2 glycopeptides de structure non déterminée 3
: : Man(®1-3), : : :
) : Men(p1-4)R | GP-VI D 7¢, 105 |
. Fo : : :
: : Man(@1-3)—Man((1-6) : : :

1 glycopeptide de structure non déterminée . 7¢ :
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Mais d'apris ATKINSON et al. (3 ), il existe un autre glycopeptide
qui est (Man)y (GlcNAc)g Asn (AC-C4) .SHEPHERD et MONTGOMERY (95 ) ont
trouvé, pour cette méme fraction, des résultats différents : il ont
caractérisé deux glycopeptides, (Man)j (GlcNAc)s'Asn et (Man)6 (GlcNAc)4Asn .

@) pic D

D'aprés TAI et al. ( 103), cette quatridme fraction est pure et
renferme uniquement le glycopeptide (Man)g (GleNAc); Asn  (GP-IV) .
ATKINSON et al. ( 3) et SHEPHERD et al. ( 95) ont caractérisé un autre
glycopeptide qui.est (Man) 4 (G1leNAC) 1 Asn (AC—D1) et en ont détecté
trois autres ( 3 ), mais leurs structures restent & determiner . Tandis
‘que NARASIMHAN et al. ( T79) ont caractérisé (Man) 3 (GlcNAc)5 Asn qu'ils
ont appelé GN GN (GN) et un autre glycopeptide non identifié .

¢) pic E

Le glycopeptide majeur de cette cingui2me fraction est
(Ma.n)5 (GlcNAc)2 Asn, il a été caractérisé par tous les auteurs . Et 13
encore, une hétérogénéité a été démonteée par ATKINSON et al. ( 3) en
utilisant la R.M.N., mais les structures n'ont pas été déterminées .

f) pio ¥

TAI et al. (105) ont caractérisé une sixidme fraction qui renferme

uniquement (Man)4 (GlcNAc)2 Asn (GP-VI) . Le méme glycopeptide a été

aussi caractérisé par NARASIMHAN et al. ( 79) .

C - CATABOLISME DES GLYCOPROTEINES ET GLYCOPROTEINOSES

I1 est connu que les lysosomes jouent un réle essentiel dans la
dégradation des glyccprotéines . En effet, ces organites cellulaires

renferment une collection compléte d'enzymes.capables d'hydrolyser aussi
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bien la partie glycannigue que la partie protéique d'une glycoprotéine .
Cette dégradation libdre des monosaccharides et des acides aminés qui
passent la membrane lysosomiale pour &tre dégradés ou recyclés dans

le cytoplasme .

Mais ce mécanisme peut &tre profondément perturbé dans les cas
de glycoprotéinoses ol une déficience en enzymes lysoscmiales provogue
une accumulation de produits dans les tissus et les urines des malades
(fig 9 p. 19) . Ces maladies apportent une information supplémentaire &
la compréhension du catabolisme des glycannes des glycoprotéines qui
n'est encore que fragmentaire .

En effet, l'analyse des produits, dans les urines des malades,
montre d'ung part, qu'il ¥y a une accumilation d'oligosaccharides qui
possédent un résidu de N-acétylglucosamine en position terminale
réductrice awguel est 1ié en position 4, un résidu de @1nannose 3
d'autre part, dans certaines maladies comme l'asparagingl-N-zcétyl-
glucosaminurie (49 ), on observe une accumulation de résidus
d'asparaginyl-N-acétylglucosamine .

Sur la base de ces observations, une hypothése est émise, que
le catabolisme des glycannes des N-glycosylprotéines, commence par
l'action d'une enzyme qui hydrolyse au niveau du résidu de N,N'-diacétyl-
chitobiose du noyau pentasaccharidique, en libérant la copule
polysaccharidique, qui est ensuite dégradée par les exoglycosidases ( 100, 67,

68) . Cette enzyme est 1'endo—N—acétyl—F—D—glucosaminidase .



Neulc(®2-6)Cal(p1-4)G1cNAc((31-2)Man (i1 -3)\
| NeuAc(a2-6)Ga1(p1-4)GlcNAc((>1 -2)Man(oc1-6)/

rotéase

NeuAc (¥2-6)Gal([1-4)G1cNAc((31-2)Man(1-3) 2
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Béclet~6)
endo-N-acétyl-f-D-glucosaminidase
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Ga.l(P1-4)GlcNAc((51-2)Ma.n(d1-6)
_ asparaginyl
CANGLIOSIDOSES A GM1 f3-zalactosidase ASPARAGI.
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GlcNAc(f31-2 )Man(0t1=3 L %
F >N (P1-4)G1cNAc SAMINURIE cosaminidase
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GlcNAc + Asn
MALADIES DE SANDHOFF p-N-acétylglucosaminidase
Man(©¢1 —3)\ 2
/Man((s1-4)c;1cNAc
Man(p{1-6)

o-1-6 mannosidase

W
Man((X1 -3)—Ma.n([51—4)G1cNAc

MANNOSIDOSES Q-1-3 mannosidase

’
;Ian((s‘l-A,)GlcNAc

O~mannosidase

v

Man + GClcNAc

Figure 9 :
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Schéma général du catabolisme des N=glycosylprotéines (1C0)
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IT - LES ENDO-N-ACETYL—p-D-GLUCOSAMINIDASES
T

A - DEFINITION

Les endo—N—-a.céty1—{1-D—g1ucosaminidases (EC 3. 2. 1. 96) hydrolysent
la liaison (B-GlcNAc—(1 ~» 4)- F-GlcNA,c du noyau pentasaccharidique des
N-glycosylprotéines en libérant une partie glycannique qui renferme un
résidu de N-acétylglucosamine en position terminale réductrice, et un
autre résidu de N-acétylglucosamine en position terminale non réductrice;
1lié lui-méme & un résiduLd’asparagine de la chaine protéique .

La réaction catalysée par les endo—N—acétyl-ﬂ—D—glucosaminidases
est représentée figure 10 page 27

-

B - CHEZ LES MICRO-ORGANISMES

1 - Diplococcus pneumoniae

En 1971, MURAMATSU (70) a caractérisé une activité endo-glyco-

sidasigue dans une.culture de Diplococcus pneumoniae type I, qui libsdre

un oligosaccharide contenant du mannose et de la N-acétylglucosamine,

& partir des gamma-globulines myélomateuses de souris . A4 1'époque,
l'activité exacte de l'enzyme n'était pas définie, d'oﬁ.son appeliation
d'endo-glucosaminidase . Ce n'est qu'en 1974, que KOIDE et MURAMATSU ( 47)
ont purifié et déterminé les propriétés d'une endo—N-a.cétyl-f—D—-gluco—
saminidase, qu'ils ont baptisée endo—N—acétyl-P—D—glucosaminidase D
(endo D) (47,74 ) . La purification de 1'enzyme a &té améliorée en 1978

par les mémes auteurs (75) .
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Figure 10 : Réaction catalysée par 1'endo-N—acétyl—P—D—glucosaminidase
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En électrophorése sur gel de polyacrylamide, l'enzyme donne une
bande homog3ne correspondant 4 une masse moléculaire de 280 000, mais
en milieu dénaturant, cette bande pasze & 130 000, montrant que la

molécule enzymatique est formée de deux sous-unités (tableau V page 37) .

L'étude de la spécificité de l'enzyme montre qu'elle est active
sur les glycopeptides de type N-acétyllactosaminigue monocantennés
fucosylés ou non ( 47) . Les glycopeptides biantennés des IgG bovines
doivent &tre, au préalable, dégradés par les exoglycosidases : neura-
minidase,f3—gal§ctosidase, et N—acétyl—13—D—glucosaminidase ( 45, 102)
Les travaux de ITO et al. ( 36 ) ont montré que si le résidu de o-Man
(souligné sur le tableaun IT page 23)branché sur le 03 du.p-fMannose du
noyau pentasaccharidique est enlevé, le glycopeptide n'est plus
hydrolysé . D'aprds TAI et al. (103), ce résidu de O'-mannose doit
rester libre . L'enzyme n'hydrolyse pas le glycopeptide (Ma.n)1 (GlcNAc)z;Asn

mais elle hydrolyse (Ma.n)3 (GlcNAc)2 Asn (113) .

Quant aux structures de type oligomannosidique et de type mixte,
seul (Man)5 (GlcNAc)2 Asn est hydrolysé, le mélange de glycopeptides
d'ovalbumine n'est hydrolysé qu'a 20 % ( 75) . Selon MURAMATSU (74)
1l'oligosaccharide (M’an)5 GleNAc - GlcNAc est hydrolysé par l'enzyme,
alers qu'il ne l'est pas d'aprd®s: TARENTINO et MALEY (103) . D'aprds
KOIDE et MURAMATSU ( 48), l'activité enzymatique est inhibée par le
mannose et ses dérivés, comme le p. nitrophénylmannoside ou le

méthylmannose .

L'Endo D est la premi3re enzyme commercialisée gqui scit capable
d'hydrolyser les structures de type N-acétyllactosaminique . Mais sa
spécificité reste limitée car elle n'hydrolyse pas les structures

biantennées . Le glycopeptide (Ma.n)5 (GlcNAc)2 Asn est hydrolysé par

Tl ..



Tablean IT : Glycopeptides hydrolysés par les Endo D, C
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a8 NG 46 00 86 9§ e 0 ‘ll . e G0 % e o3 oo

N-acétyl

"Man( g1-4)GlcNAc( g1-4)G1lcNAc(R1- )Asn
Gal(g 1-4)GicNAc(B1~2)Man(a1-6)

e 20 o8 ¢ a0 v *¢ s os oo fov o0 oo Jee v e

s TYPE : " STRUCTURES : NOMS
f oligo- ! Man(o1-3) .
' rannoe Man(®1-3) Man(g1-4)GlcNAc(B1~4)GlcNAc(B1~ YAsn : GP-V
: : / :(ovalbu~:
| sidique’ Man(1-6) mine) £
: : Man(o1-6) :
: mixte néant :

: - Man(a1-3) :

1actosa-:_ Man(a1-3)
minique \Ma.n( 81-4)G1lcNAc( 81-4)G1cNAC(81- )Asn : IsG

‘ Man(m-é)/ Fac(a1-6) ;
¥ : : :
: : Man(al-3), : :
S >Man(g1—4)G10NAc(61-—4)G1cNAc(31— )-33
f ture f R1-Ma.n(,oc1-6) R2 : E
%généréle'% R, = H, Man ou Gal(g1-4)GlcNAc
' R, = Hou Fuc(01-6)
i - R3 = H, peptide, ou protéine *;i(l/';)




l'enzyme . Le rapport entre l'activité sur les glycopeptides monoantennés
des IgG, et celle sur-(Ma.n)5 (GlcNAc)2 Asn est de 1 /0,83 (4T7) .
Elle a été utilisée par de nombreux auteurs, pour l'étude des

relations structure - fonction des glycoprotéines (T1, 114, T2, 73, 49,89,23,56)

Les glycopeptides hydrolysés par l'endo D, ainsi que leur structure

générale, sont représentés sur le tableau II page 23 .

2 -~ Stregtogyces griseus - Streptomyces plicatus

En 1972 TARENTINO et al. (105) ont caractérisé une enzyme répondant &
la définition d'endo—N—acétyl-P-D—glucosaminidase dans une préparation

commerciale de chitinase produite & partir de Streptomyces griseus

(A.T.C.C. No 27800) . En 1974, deux activités enzymatiques ont été
fractionnées et purifides & partir d'un filtrat de culture de ce méme
micro-organisme (11) . Une fraction renferme une enzyme active sur les
substrats du type (Man)6 (GlcNAc}Z—Asn ou "High mannose type" d'ol son
appellation d'Endo H . L'autre fraction renferme une enzyme active sur
les substrats de type (Man)1-(GlcNAc)2—Asn ("Low mannose type") , d'ol
1l'appellation d'Endo L .

En 1976, la souche a été caractérisée comme étant un Streptomyces.

plicatus (A.T.C.C. No 27800) (116) .

a) 1'endo-N-acétyl-f-D-glucosaminidase H—

La masse moléculaire de 1'Endo H est de 27 000 (111). L'analyse
en électrophorése sur gel de polyacrylamide, donne une seule bande

possédant 1l'activité enzymatique .
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Comme indigué dans le tableau IIIP..27 et 28, 1'&tude de la spécificité
de 1'Endo H montre gque cette enzyme est surtout active sur les subsgtrats
de type oligomamnosidique et de type mixte, et compl@tement inactive sur
les structuwres de type N-acétyllactosaminique, méme partiellement
dégradées (2, 111, 114) .

L'enzyme n'hydrolyse‘ pas ou trés peu le glycopeptide
(Man),' (GlcNAc)2 Asn (2, 111), et d'aprés KOBATA (45) elle n'est pas '
active sur (Mza.n)3 (Gch\TAc‘)2 Asn ; alors que selon TRIMBLE et al. (123),

. 1l'enzyme dégrade: les glycopeptides.de (Man) 2 (GlcNAc) , Asn &
(Ma.n)9 G,GlcNAc)2 Asn, avec une vitesse maximale d'hydrolyse pour
(Ma.n)4 (GlcNAo)2 Asn (63, 50, 110) .

Toutes les structures mixtes contenues dans l'ovalbumine sont
hydrolysées ( 104,131) . D'aprds TARENTINO et al. (117 ) l'enzyme est aussi
active sur les oligosaccharides présentant un résidu de N,N'-diacétyl-
chitobiose & l'extrémité réductrice .

Ltactivité de l'enzyme a été aussi testée sur des glycoprotéines .
Certaineé de ces glycoprotéines sont hydrolysées sous leur forme native
comme la ribonucléase B; la déoxyribonucléase A, ou 1'unité A de la
thyroglobuline . D';utres, doivent &tre dénaturéejs pour 8tre hydrolysées
comme l'ovalbumine, les IgM, ou l'invertase ( 15,.112; ) . Certaines
autres, comme la P—glucuronidase, ne sont que partiellement déglycosylées
sous leur forme native ( 80 ) .

L'hydrazinolyse de ces glycoprotéines aprss action de 1'Endo H, |
libére des glycannes qui sont habituellement hydrolysés par 1l'enzyme
& partir de glycopeptides (32) . la chafne peptidique joue donc un réle

de protection des groupements glycanniques vis & vis de l'enzyme .
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Les applications de cette enzyme, dans 1'étude des structures et

fonctions des glycannes des glycoprotéines sont citées dans les

références 14, 29, 33, 93, 121, 122 .

Les glycopeptides hydrolysés par 1'Endo H, et leur structure

générale, sont représentés dans le tableau III page 27 .,

b) 1'endo-N-acétyl-f-D-glucosaminidase L

L'Endo L donne une seule bande en électrophorése sur gel de
polyacrylamide, pour une masse moléculaire de 49500, alors gu'elle en
donne deux en isoélectrofocalisation, aux points isoélectriques de
4,20 et 4,25 ( 118, 124 ) .

Ltétude de sa spécificité, monire gqu'elle est active sur des petits
substrats, de type (Man)1 (GlcNAc)2 Asn ; (Man)z(GlcNAc)2 Asn est
faiblement hydrolysé, alors que (Man) 3 (GlcNAc) o Asn est résistant &
l'enzyme . En 1979, TRIMBLE et al. (124 ) ont montré que les oligosaccha-
rides tels que (GlcNA.c)3 ou (GlcNAc)4 sont de meilleurs substrats que le
glycopeptide (Ma.n)1 (?GlcNAc)2 Asn . En effet, pour ce dernier glycopeptide
K et V __ sont respectivement 0;7 mM, et 3,8/4mol / min / mg de protéines,
alors gque pour l'oligosaccharide (GlcNAc)3 ces valeurs sont respectivement
de 0,23 mM et de 5,1‘/nml / min / mg de protéines . L'enzyme n'est
pas active sur le N,N'-diacétylchitobiose ni sur (GlcNAc)3 réduit en
(GlcNAc)2 GlcNAc-itol mais elle est active sur l'oligosaccharide (GlcNAc)4

réduit en (GlcNAc)3 GlcNAc-itol .

L'Endo L est donc plut8t spécifique des oligosaccharides que

des glycopeptides .
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Glycopeptides hydrolysés par 1'Endo H

(R = Glci-iAc((S1—4)GlcNAc({31-— )Asn)
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. TYPE "STRUCTURES NOMS
; Man(a1-3) GP-VI
: : >IvIa.n(61—4)R : :
: Man(a1=3)—Man(a1-6 ) t(ovalbumine):
: Man(a1-3)\ opy :
. Man(a1-3) /Ma.n(81-4)R ) - ;
> Man(o1-6) :(ovalbumine):
Man(a1-6) . )
Man(o1-2)==Man(a1-3)
Man(a1=3) /M"“"‘(m"")R : et :
‘ >Man(0t~1-<-6) :(ovalbumine):
Man(a1-6) : :
13
Lo Man(01-2)=Man(a1-3)
fmannosidiquef on( 01-3) /Man( g1-4)R ; CP-IIIB ;
: N\ Man(01-6 ) :(ovalbumine):
: Man(o1-2)Man(@1-6 )/ : :
Man(a1-3)\ : uwnits A de :
; Man(Ot1—2)3k Ma.n(OL1—3)\ /Man(31-4)R : '
/Man(on-s : la thyro-
Man(ai1-6) : _
Man( a1-2)Man(a1=2 )==Man(a1-3} : globuline
Man(R1-4)R :
Man(o1-2)Man(01=3h_
)>Man( 0L1-6)/ de veau
Man(01=2)Man( al=6
: - GloNAc(p1-2Y=Han(01-3)
: | GloNAc(p1-4)tan( B1-4)R GP-ITTA
: M 1-3 : ) . :
: fan(a )>Man(oc1—6) :(ovalbumlne)=
. Man(o1=6)
i GlcNAc(R1=4)
: mixte ( )>Man(0t1-3) GP-IIIC
: GlcNAc(B1-2 : o
: GleNAc(g1-4)Man(B1-4)R ; (ovalbumine),
: Man(d1—3)Man(on1-6)/ o

\ Uiy
~ .
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N : GloNc( B1-4)\_ :

: : ' p; Man(o1-3) :

: : GlcNAc(R1-2) : GP-IIB

: : GlcNAc(B1-4)Man(B81-4)R :

: : Man(a1-3) N :(ovalbumine)
: : J Man(a1-6) :

: : Man(a1-6) :

: : Gal(g1-4)G1lcNAc( 51-—4)\ :

: (suite) GloNAc(g1-4)Man(81-4)R :(ovalbumine)
: : Man(a1-3) —Man(a1-6) :

: : Gal(B1-4)GlcNAc(B1—4)\ :

: : 7 Man(a1-3) :

: : GlcNAc{p1-2) . GP-I

: : ) ‘ GlcNAc(g1-4)Man(g1-4)R :

: : Man(a1-3 )\ :(ovalbumine)
: : p; Man(a1-6) :

: : Man(a1-6) :
;N—acétyllac- :

: $ néant :

: tosaminique: :

; S RN :

: : R2—( ~4)— Man( 81 -4)G1cNAc(p1-4)G1cNAc(p1- )-R 4

: : R3—Man( al-6) :

: structure : s

générale R1 = H, Man, ou oligosaccharide :

; R2 = H, ou GlcNAc :

R3 = H, ou oligosaccharide :

; R4 = H, peptide ou protéine s

S0 40 69 68 68 68 €0 g0 85 48 0D 90 €0 69 00 a5 0P 00 48 U5 0 G0 46 0 e

s @8 o6 se¢ 08 S8 s 00 o8
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3 - Clostridium perfringens

En 1975, CHIEN et al. (12) ont mis en évidence dans une prépa-

ration commerciale de neuraminidase, extraite de Clostridium perfringens

une contamination par des activités endo-N-acétyl—P—D—glucosaminidasique
et protéasique . La méme annde, ITO et al. (37) ont fractionné deux
formes d'enzymes qu'ils ont appelées endo-N-acétyl-{)—D—-glucosa.minidase
Cr (Endo CI) et end.o-N—ace'byl—{}-D—glucosammldase Cry (Endo Cr1)s &
partir d'une culture de Clostridium perfringens (A.T.C.C. No 10873 ) .

a) 1'endo-N-acétyl-f-D-glucosaminidase C

T -

La spécificité de 1'Endo C_ a été treés peu étudiée . Elle est

I
capable d'hydrolyser les substrats de type N-acétyllactosaminique
monoantennés fucosylés ou non ; elle hydrolyse en outre le glycopeptide

(Ma,n)5 (Gch\TAc)2 Asn (45) . Le rapport entre l'activité sur les substrats

de type N-acétyllactosaminique monoantennés et celle sur (Ma.n)5 (GILcI\IAc)2 Asn

est de 1 / 0,63 ( 37) . L'enzyme n'est capable de dégrader ni
(Ma.n)6 (GlcNAc)2 Asn ni (Ma.n),' ((}lc:NAc)2 Asn . Comme pour 1'Endo D, le
résidu de Oimannose (souligné dans le tableau II page 23), substitué sur

le C3 du régidu de /3ma.nnose du noyau pentasaccharidique, doit rester

livre (45 ) .

Les glycopeptides hydrolysés par 1'Endo CI’ sont les mémesg que
ceux hydrolysés par 1'Endo D et sont représentés dans le tableau II

page 23 .
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b) 1'endo-N—acétyl--D-glucosaminidase C
’

II

La spécificité de 1'Endo C_. a été é&tudiée plus en détail et

II
a été comparée i celle de 1'Endo H .

Elles sont toutes deux inactives sur les structures de type
N-acétyllactosaminique, méme monoantennées .

D'aprés TAI et _al. (106) , aucune de ces deux enzymes n'hydrolyse
le glycopeptide (Ma.n)3 (GlcNAc)2 Asn, alors que TRIMBLE et al. montrent
que ce glycopeptide peut &tre dégradé par 1'Endo H (124), (tableau
page 27) . Par contre elles hydrolysent toutes les deux, le glycopeptide
Man (O01-3) (Ma.n)3 (GlcNAc)2 Asn, montrant le rfle essentiel que joue le
résidu de mannose supplémentaire dans la reconnaissance du substrat par
1l'enzyme . Il existe cependant une différence dans les vitesses d'hydro-
lyse : pour 1'Endo H, l'ordre des vitesses d'hydrolyse est,

(Man)g (GloNac), Asn ) (Man)g (GloNAc), sn ) (Mzn)g (GloliAo), Asn,
alors que pour 1'Endo CII’ cet ordre est le suivant :
(Ma.n)6 (GlcNAc)a Asn ) (Ma.n)9 (GlcNAc)2 Asn ) (Ma.n)5 (GlcNAc)2 Asn .

Les deux enzymes n'ont pas non plus la méme spécificité sur les
substrats de type mixte . D'aprds TAI et al. (105,106 ), 1'Endo Cl
n'hydrolyse pas toutes les structures de typg mixte contenues dans
ltovalbumine, alors que 1'Endo H les hydrolyse toutes . D'apras les
mémes auteurs, le résidu de mannose (souligné dans le tableau IV pagej2)
substitué sur le C3 du mannose du noyau pentasaccharidigue doit &tre,
soit libre comme dans GP-VI, soit uniguement substitué sur le C2 comme
dans GP-IITA ou l'unité A de la thyroglobuline de veau (38) . La substitution
de ce résidu de mannose sur le C4, comme dans GP-IIIC, GP-II et GP-I,
rend ces glycopeptides résistants & l'activité de 1l'enzyme (pour 1la

structure des glycopeptides, voir pages 15 et 16) .
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Ces résultats démontrent bien que 1'Endo H et 1'Endo C.. n'ont

II

pas la méme spécificité .

Les glycopeptides hydrolysés par 1'Endo CII’ ainsi que leur

structure générale, sont représentés dans le tableau IV page 32 .

4 - Bacillug circulans

En 1974, NIKAJINMA et BALLOU (79) ont cultivé une bactérie sur le

mannane extrait d'un mutant de Saccharomyces cerevisiae (X 2180 - 14 - 5) .

Cette bactérie, appelée aussi par ces auteurs, "Mannan-degrading

bacterium", est identifiée comme étant un Bacillus circulans , bien que

1'absence de spores la rapproche plut8t du groupe d'Achromobacter .

L'analyse des produits de dégradation du mannane, dans le milieu
de culture laisse supposer l'existence d'une enzyme, répondant & la
définition d'endo-N-acétyl-f-D—glucosaminidase, qui serait secrétée
par la bactérie ¢ En effet celle—ci hydrolyse le mannane exf;rait de

S. cerevisiae ( figure 7, page 19, entre les deux résidus de GlcNAc du

noyau pentasaccharidigue ..

5 = Flavobacterium meningosepticum

Récemment, ELDER et al. ont décrit une activité endo-N—a.cé‘tyljB-D—
glucosaminidasique produite par cette bactérie . Ces auteurs (30), l'ont
appelée Endo F . Son activité n'a été testée que sur des glycorrotéines .
Certaines.ie ces glycoprotéines sont dégradées sous leur forme native,
d'autres (ovalbumine, fétuine, ovomucoide, orosomucoide, par exemple),

ne sont déglycosylées que sous leur forme dénaturée .
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fablzau IV s Glycopeptides hydrolysés par les Endo C.. et F_o

(R = GlcFAc( 1-4)GlclAc( 1- )Asn
: TYPE H STRUCTURES NOMS ;
: : Man(a1-3) :  GP-VI
: : >Man(81-4)R : :
: : Man(21-=3)—Man(0a1-6) :(ovalbumine):
: : Ma.n(a1—3)\ : -
; ; Mon(a1-3) /Ma.n(31—4)R ; GP-V
: : . >Man(a1—6) :(ovalbumine):
: : Man(a1-6) : :
: : Man(u.1-2)—Man(0t1—3)\ :
; Man(a1-3) /Man(m""':’R : e :
: : > Man(0d<6) :(ovalbumine):
: :  Man(o1=6) : : :
:  olige- ¢
: : Man(a1-2)-Man(a1-3)\ : :
;mannos:.d:.que; an( @1-3) /Ma.n(31-4)R GpP-I11B
: : > Man(o1-6) :(ovalbumine):
: : Man(o1-2)Man(21-6) : :
: - Man(ot1-3)\ : unité A de
: : Ma.n(a1-.2)3 Man(a1_3>\ >/Man(81—4)R . ;
: : /Man(m-é : la thyro- :
: : Man(01-6) : ‘ :
; Man(a)—Z)Man(a1—2)-—Man(d-j;3)\ globuline
: Man(a1-2)Man(a1-3 )\ Man(B1-4)R .
: : /Ma.n( a1-6} de veau :
: : Man(a1-2)Man( a1-6Y :
: .  GloNAc(pt-2)—Man(oi-3) :
. mixte : ( ) GlcNAc(g1-4)¥an(B1-4)R GP-IIIA
: Man(at1-=3 : : :
R . >Man(a1-6) :(ovalbum:me) :
: : Man(o1-6) : :
;N—acétyllac—; (@ :
H néant . bue g ¢

: tosaminigue

e oo

se] 00 o8 oo
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R

]

1 H ou oligosaccharides

By

¥ ou GlclAc
R3 et R4 = H, Man ou oligosaccharide

R = GlcNAc2, GlcNAczAsn ou GloNAoz-pep’cide

| 48 4e 00 e e e es es
..

: : R1-b_1§_n_(d'1-3) . :
; structure :
: Rz-( =4)— Hen(p1-4)R : .
: générale : R~ -2)Han{@1-3)
: : 3 ™ Han(1-6) : :
= = R -6)7 ; ;
; : 4 .

e o8 0o o0 0s et 0 eb aF i g0 e
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C - CHEZ LES VEGETAUX

1 - Extrait de figue

Dans le régne végétal, seul le figuier a été étudié jusqu'a
présent . En 1977, OGATA-ARAKAWA et al. ( 86) ont mis en évidence une
activité endo-N-acétyl- /D-D-glucosaminidasique dans un extrait de figue .

Ces auteurs n'ont caractérisé qu'une seule enzyme, active sur les
substats de type oligomannosidique comme (Ma,n)5 (G].cI\IAc)2 Asn,

(Man)6 (GlcNAc)2 Asn, le glycopeptide de 1'unité A de la thyroglobuline
de veau, et une partie ‘du GP-III de l'ovalbumine « Ni les structures
mixtes de l'ovalbumine (GP-I et GP-II), ni les structures de type

N-acétyllactosaminique intactes ou partiellement dégradées ne sont

hydrolysées, montrant que cette enzyme a la méme spécificitézgue 1' Endo CII e

2 - Sé&ve de figuier

La méme année, CHIEN et al. ont isolé deux formes enzymatiques qu'ils
ont appelées end.o—N-acétyl—/}-D— glucosaminidase FI (Bndo FI) et endo-

N-acétyl-f~D-glucosaminidase Frr (Endo FII) « L'Endo F_ hydrolyse le

I
glycopeptide (Man) 3 (GlcNAc)z Asn plus vite que (Man) 5 (C%lcNAc)2 Asn et

(Ma,n)6 (GlcNAc)2 Asn, alors que l'Endo F__ hydrolyse ces deux derniers

I

glycopeptides mais pas le premier (43) .
En 1981, LI et al. (57) ont légérement amélioré la purification de

ces deux enzymes et ont retrouvé les méme spécificités que celles décrites

par CHIEN et al. (13 ) .

Les substrats hyrolysés par 1l'Endo FI sont les mémes que pour

1'Endo D et CI et sont representés dans le tableau II page 23 . L'IEndo FII

possdde la méme spécificité que 1'Fndo Co. (tableau IV page 32) .
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1 - Foie de porc

La démonstration d'une activité endo-N—acétyl-/}—D—glucosaminidasique
dans les tissus animaux (foie, rate et rein de rat ou de porc), a été
apportée en 1974 par NISHIGAKI et al. (84) . Ces auteurs ont partiellement
déterminé la spécificité de 1'endo-N-a.cé‘byl-/S—D—glucosa,minida.se de foie
de porc .

Cette enzyme est active sur les glycopeptides (Mzam)5 (GlcNAc) 2 Asn,
(Ma.n)6 (GlcNAc)2 Asn et (Man)6 (GlcNAc)4 Asn ; elle n'hydrolyse ni les
glycopeptides de 1l'unité A de la thyroglobuline de veauw, ni leg
glycopeptides de type N-acétyllactosaminigque mé€me partiellement dégradés,
ce dernier résultat ayant été récemment contredit par la méme équipe (o),

gui n'a pas apporté de précisions supplémentaires .

2 - Qviducte de poule

En 1976, TARENTINO et al. (115) ont isolé et étudié la. spécificité
d'une endo-N—acétyl-P-D—glucosaminida.se d'oviducte de poule .

Cette enzyme est active sur les glycopeptides (‘ﬁa.n)5 (G’lcNAc:)2 Asn,
(Ma.n)6 (GlcNAJc)2 Asn et (Ma.n)6 (GlcNAc)4 Asn . En outre l'enzyme est
capable d'hydrolyser les glycopeptides (Ma.n)3 (Gch\TAc);Z Asn et
(Fuc) (Ma.n)3 ((}ch\IAc)2 Asn .

D'aprés ces résultats, 1'Endo d'oviducte de poule posséde une
spécificité semblable 3 celle de 1'Endo D et & celle de 1'Endo H . Gréce
&4 une étude de compdtition entre les substrats (Ma.n)6 (GlcNAc)2 Asn et

(Fuc) (M:a.n)3 (Glcl\TAc)2 Asn, les méme auteurs ont conclu qu'il n'existait
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qu'une seule enzyme possédant & la fois les activités oligomannosidigque
et N-acétyllactosaminique , mais ils obtiennent plusieurs bandes protéiques

en électrophorése sur gel de polyacrylamide .

3 -~ Foie de rat

Dars notre laboratoire, PIERCE et al. (89,90) ont caractérisé une
endo—N-acétyl-{S—D—glucosa.minidase active sur les substrats de type
N-acétyllactosaminique biantennés, dans le foie de rat . TACHIBANA et al.
(101) ont confirmé ces résultats et ont détaillé la spécificité surtout
sur les gubstiats de t-ype oligomannosidigue et mixte .

. Les. substrats de type oligomannosidique sont.hydrolysés de
(Man)3 (C—lcNAc)2 Asn & (Man)9 (Glc:NAc)2 Asn . Les glycopeptides
(Man)z—‘ ('Glcl\TAc)z,Asn, Man (Glcm.c)2 Asn et (GlcNAc)Z Asn ne sont pas, ou
trés peu hydrolysés par l'enzyme .

Les structures de type N-acétyllactosaminique sont hydrolysées mais
3 une vitesse nettement inférieure & celle des substrats de type oligo-
mannosidigue . L'enzyme est capable de dégrader l'oligosaccharide
(Gal), (GleNAc), (Man) 3 (GleNac),, mais pas quand celui-ci est réduit en
itol . Le substrat fucosylé, Fuc (1113.1'1)3_(GlcNAc)2 Asn est trés faiblement
hydrolysé par rapport & (Man) 3 (GlcNAc)z Asn .

Les glycopeptides de type mixte de 1l'ovalbumine, GP-I et GP-IIB, ne
sont pratiquement pas hydrolysés (respectivement & 0,7 et & 1,6 p. 100) .,
Le glycopeptide GP-IIIA est dégradé a 20 p. 100 et GP-ITIIC a 7,9 p. 100
(1a structure de ces glycopeptides est représentée dans le tableau I

page 15) .
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Avec les résultats donnés par ces auteursn(-,oj), il est difficile
de comparer la spécificité de 1'Endo de foie de rat, avec celle des autres
enzymes, mais il semble qu'elle est plus proche de 1'Endo CII que de
1'Endo H, en ce qui concerne 1l'hydrolyse des substrats de type oligoman-
nosidique et de type mixte .

En effet, l'hydrolyse de GP-I est trop faible pour &tre significative
et 1'hydrolyse de GP-IIB et de GP-IIIC pourraient s'expliquer par une
dégradation de ces substrats par des exo-N-acétylglucosaminidases :
la solution enzymatique utilisée par ces auteurs, est un extraif brut de
foie de rat et l'absence d'exo-N-acétylglucosaminidase n'a été vérifiéde
que sur un oligosaccharide renfermant un résidu de GlcNAc 1ié en position
3, alors que GP-IIB et GP-IIIC possédent des GlcNAc 1iés en position 2

et en position 4 .

4 - Tissus humains

En 1975, BOERSMA et al. ( §) ont détecté une activité endo-N-acétyl-
/J—D-glucosaminid.asique dans le foie humain . Et en 1981, OVERDIJK et:al.
( 87) ont signalé la présence du méme type d'enzyme dans le rein humain .

Mais ces enzymes n'ont pas été étudides plus en détail .

D - CONCLUSION

Nous avons rassemblé dans le tableau V page 37, l'activiié des
principales end.o-N-—a,cé’cyl:.—/?-—D—-glucosaminidases sur les trois types de
N-glycosylprotéines, ainsi que leur pH optimum et leur masse moléculaire .

D'apr2s ce tableau, nous pouvons remarguer
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1 - D'aprés leur spécificité, les endo-N-acéfylglucosaminidases
peuvent &tre classées en trois groupes :

a) groupe de 1'Endo D : appartiennent & ce groupe, toutes les

enzymes capables d'hydrolyser les substrats de type N-acétyllactosaminique
monoantennés . Elles ne dégradent, ni les substrats de type oligomannosi«
digue (sauf (Ma.n)5 (GlcNAc)2 Asn ), ni les substrats de type mixte . Avec

1'Endo D, on peut classer 1'Endo C,. , et 1'Endo F_ .

I
: les enzymes de ce groupe hydrolysent

I
b) groupe de 1'Endo C

II

tous les substrats de type oligomannosidique . Les substrats de type
N-acétyllactosaminique mono ou biantennés ne sont pas du tout dégradés,
tandis que les glycopeptides de type mixte ne sont hydrolysés que si le
résidu de &mannose branché en position 3 sur le /Smannose, egt soit libre
soit substitué uniquement en position 2 . Dans ce groupe, on peut également

A ]
classer 1'Endo FII

¢c) groupe de 1'Endo H : dans ce groupe, les enzymes dégradent

tous les substrats de type oligomannosidique et, & la différence du

groupe de 1'Endo C 17 elles hydrolysent tous les glycopeptides de type

I
mixte de l'ovalbumine . Les substrats de type N-acétyllactosaminique
ne sont pas hydrolysés . Dans ce groupe, on ne peut classer, pour 1l'instant
gque 1'Endo H .

La spécificité des autres endo-N—acétyl76—D—glucosaminidases n'est

pas encore assez bien définie, pour permettre leur classement dans un de

ces trois groupes .

2 = D'apr3s les valeurs de pH optimum, on peut constater que
l'activité sur les substrats de type N-acétyllactosaminigue nécéssite un

pH plus acide que l'activité de type oligomannosidique .
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3 ~ D'aprds les masses moléculaires : les enzymes actives sur les
substrats de type oligomannosidique ont des masses moléculaires plus
faibles gue les enzymes qui hydrolysent les substrats de type N-acétyl-

lactosaminique .

Les endo-N—acétyl—P-D—glucosaminidases deviennent un outil de
travail de plus en plus utilisé pour la détermination de la structure
ou de la fonction de' ‘la partie glycannique des glycoprotéines (46) .

Dans notre laboratoire, la caractérisation d'une activité
epzyma.tique de ce type dans un mot de fermentation de ~B;asidiorrvcé'be

(Sporotricum dimorphosporum) nous a amené & purifier 1l'enzyme, et &

‘déterminer ses propriétés physico-chimiques et sa spécificité .

Ces résultats font l'objet du présent mémoire .
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MATERIEL ET METHODES

MATERIEL

I - PRODUITS RADIOACTIFS

Ltanhydride acetique [14C] (11 mCi / mmole), le borohydrure de
potassium [3H] (20 ci /mmole) et ‘1'iode [125]:] nous ont été fournis

par le C.E.A. .

II - SUPPORTS DE CHROMATOGRAPHIE

Les résines échangeuses d'ions, Dowex 1 x 2 (200-400 mesh, sous
forme CH3COO-), Dowex 50 W x 8 (50-100 mesh, sous forme H+),
Dowex 1 x 8 (50-100 mesh, sous forme HCOO ) et Dowex 50 W x 2 (200-4CO mesh,
sous forme CHBCOO-) ainsi .que les Biogels agarose—i 0.5 M et 1.5 M
P4 et P’2 sont des produits Bio-Rad .

L'hydroxyapatite-Ultrogel, la DEAE-trisacryl M et la CM-trisacryl M
sont fournis par I.B.F. .

Le support de chromatofocelisation PBE 94, la concanavaline A-.
Sepharose 4B et le Sepharose CL 4B sont des produits Pharmacia .

La colonne de chromatographie liquide haute performance (4.P.L.C.) est
une colomne analytique Micropak AX-10 (0,4 xz 30 cm) de Varian .

Les papiers de chromatographie Whatman 3 sont fournis par Whatman et

les plagues de Silicagel G (20 x 20 cm) par Merck .
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III - SUBSTRATS

A - SUBSTRATS SYNTHETIQUES

Les p—nitrophényl—?—acétamido—Z—déoxy-/)-D—glucopyranoside
( pNP-G1lcNAc), p-nitrophényl-0¢-D-mannopyranoside (pNP-Man), p-nitrophinyl-

F—JLgalactopyranoside (pNP-Gal) sont des produits Koch Light .

B - SUBSTRATS NATURELS‘

1 - Glycoprotéines

Les glycoprotéines sont toutes préparées au laboratoire &
1texeption de 1'ovalbumine grade III qui est un produit Sigma .

La sérotransferrine humaine est purifiée 2 partir de la fraction IV
de COHN'(QZ)I. La sérotransferrine de lapin est préparée selon la
méthode de LEGER et al. ( 53) .

La lactotransferrine humaine et la lactotransferrine de wvache
sont préparées respectivement selon les méthodes décrites par
SPIK et al. (98) et CHERON et al. (10 ) .

L'orosomucoTde humain est obtenu selon la méthode de SCHMID et al. (9u) .

2 - Glycopeptides *

Les glycopeptides que nous avons utilisés ont été préparés par
hydrolyse pronasique des glycoprotéines selon la méthode décrite par
MONSICNY et al. ( 66) .

Les disialoglycoagparagines de la sérotransferrine sont obienus par
la méthode de SPIK et MONTREUIL (56 ) . Les monosialo et les asialoglyco-
asparagines sont obtenus par hydrolyse partielle ou totale des glyoo-

asparagines sialylés, soit par la neuraminidase ( 51), soit par 32804 .
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Nous utilisons 1l'asialoglycoasparagine de la sérotransferrine comme
substrat standard pour le type N-acétyllactosaminique ; sa structure est
représentée dans la figure 11 page 43.

Les glycopeptides de l'ovalbumine GP-I, GP-IIA, GP-IIB, GP-IIIA,
GP-IIIB, et GP-IIIC nous ont été donnés par le Docteur A. KOBATA, et
les glycopeptides B (GP-II) et c, (GP-IIIC) par le Docteur H. SCHACHTER .
Les structures de ces glycopeptides sont pa:faitement définies ( 8y 79, 131)
et sont représentées dans le tableau I page 15 .

Les glycopeptides de l'ovalbumine (de GP-A & GP-E) sont préparés au
laboratoire selon la méthode de HUANG et al. (9 ) .

Nous avons utilisé le mélange de tous les glycopeptides de l'oval-
bumine comme substrat standard pour le type oligomannosidique et le {fype
mixte .

Les glycopeptides de la lactotransferrine bovine sont obtenus selon

la méthode de CHERON et al. (10) .

3 - Oligosaccharides *

Les mannosides‘de (Man)zGlcNAc 3 (Man)gGlcNAc sont. - isolés &
partir des urines de malades atteints de mannosidose (99) .

L'oligosaccharide (Gal)z(GlcNAc)z(Man)3GlcNAc est isolé & partir
des urines de malades atteints de gangliosidose a GM 1 .

Les autres oligosaccharides sont aussi préparés au laboratoire

a partir des urines de malades stteints de maladies métaboliques .

Wous remercions vivement G. SPIK et Go. STRECKER qui nous ont
fourni les glycoprotéines, glycopeptides et oligosaccharides

indispensables pour la réalisation de ce travail .




Gal(P1-4)G1cNAc(f31-2)Man(oc1-3:)
Man(P1-4)cloNAc({31-4)GlcNAb({n- JAsn
Gal(/s1-4)GlcNAc(p1-2)Man(oo1-6)/

Figure 11 : Structure des glycopeptides de la sérotransferrine

humaine ou de lapin désialylés
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IV - ENZYMES

La pronase (EC 3. 4{724. 4 et EC 3. 4. 21. 4 ) et la neuraminidase
(EC 3. 2. 1. 18) sont des produits Sigma .

Ia,p-Dbgalactosidase (EC 3. 2. 1. 23), la N—acétyl-ﬁ-D—glucosamini—
dase (EC 3. 2. 1. 30) et l'G-mannosidase (EC 3. 2. 1. 24) sont préparées
au laboratoire & partir de la féve Jack selon la méthode de LI et LI (54,55)
modifiée par BOUQUELET ( 7 ) «

La galactose oxydase (EC 1. 1. 3. 9) nous est fournie par Kabi .

V - AUTRES MATERIELS

Ltacétonitrile (U.V. grade ) est un produit Fisons Scientific
Apparatus .

Les appareils de chromatographie liguide haute performance sont
des appareils Spectra Physic .

Les appareils d'isoélectrofocalisation sont fournis par L.K.B. .

Les témoins d'étalonnage pour filtration sur gel sont des
produits Bio-Rad .

Le tampon d'élution de chromatofocalisation (polybuffer T4) est

fourni par Pharmacia .
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METHODES

I - TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES

A - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE D'HYDROXYAPATTTE-ULTRCGEL

Une colonne (5,4 x 23,5 cm) contenant 1'hyroxyapatite-Ultrogel (HA)
est équilibrée en tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6,8 . Aprds 1'injec-
tion de la solution enzymatique, la colonne est lavée par le tampon
d'é&uilibration (1,5 1) avec un déﬁit de 25 ml/h et des fractions de 15 ml
sont recueillies .

Les produits adsorbés sont élués par un tampon phosphate de sodium

200 mM pH 6,8 .

B -~ CHROMATOGRAFHIE SUR CCIONNE DE DEAE-TRISACRYL M

La solution enzymatique est chromatographiée sur une colonne de
DEAE-trisacryl M (3,2 x 42 cm) équilibrée en tampon phosphate de sodium
10 mM pH 6,8 . la colonne est lavée par 1,5 1 du méme tampon . Les
produits retenus sont élués par un gradient continu croissant de force
ionigue, formé par le mélange de 200 ml de tampon phosphate de sodium
10 mM pH 6,8 et de 200 ml du méme tampon contenant 1 M NaCl . Le débit

d'élution est de 25 ml/n . Les fractions recueillies sont de 15 ml .

C ~ CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE BIOGEL~AGAROSE A C.5 M

La solution enzymatique est chromatographide sur une colonne de
Biogel-agarose A 0,5 M (2 x 130 cm) &uilibrée en tampon phosphate de

sodium 0,2 M acide acétique 0,1 M pH 5,0 ( 62) contenant 0,1 M NaCl .
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Le débit d'élution est de 15 ml/h et des fractions de 15 ml sont

recueillies .

D - ISOELECTROFOCALISATION EN VEINE LIQUIDE

Les expériences sont réalisées selon la méthode de VESTERBERG et
SVENSSON (128) . Les appareils d'isoélectrofocalisation et les solutions
d'ampholine sont fournis par L.K.B. .

1 - Réactifs

a) solution dense

~ 30 ml de glycérol 87 p. 100
= 22 ml d'eau distillée

- 2 ml de solution d'ampholine pH 2,5 - 7,0

b) solution légére

- 5. ml de solution enzymatique préalablement dialyseée contre une

solution de glycecolle T p. 100

48,3 ml d'eau distillée

0,7 ml de solution d'ampholine pd 2,5 - 7,0

c) solution anodigue

10 ml d'eau distillée

0,2 ml d'acide phosphorique

PH 1,5

d) solution cathodigue

-~ 15 z de saccharose
- 10 ml d'eau distillée
- 0,2 ml d'éthyléne diamine

pH 11,7
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2 - Node opératoire

La solution cathodigue est introduite au fond de la colonne . Le
gradient de densité est ensuite formé dans la colonne, en mélangeant la
solution dense avec la solution légére, & l'aide d'un appareil & gradient
L.K.B. . Puis on introduit la solution anodique . L'électrofocalisation
est réalisée & 4°C avec une puissance constante de 11 watts (12 md),
pendant 24 h .

La.colonne est élude avec un débit de 85 ml/h . Des fractions de

4 ml sont recueillies et sur chacune sont mesurés le pH et 1l'absorbance

3 280 nm .

E - CHROMATOFOCALISATION

1 - Principe

La chromatofocalisation permet, comme 1l'isoélectrofocalisation, de
géparer les protéines suivant leur point isoélectrique . Les produits
retenus sont élués par un gradient de pH . Ce dernier est réalisé par
neutralisation progressive, grice & un tampon (polybuffer 74 de chez
Pharmacia ), des groupements chargés portés par un support (polybuffer

exchanger ou PEE) .

2 - Mode opératoire

Une colonne (1,5 x 22 cm) contenant 30 ml de support PBE 94 est
équilibrée dans un tampon imidazole 0,025 M/HCl P 7,1 . Un mélange,
formé de O,5 ml de solution enzymatique et de 1,5 ml du tampon précedent,
est injecté sur la colonne . Apr2s lavage par 100 ml de tampon d'équili-
bration, 1l'élution est effectuée avec 75 ml de polybuffer T4/HCl pd 4,0

avec un débit de 8 ml/h, et des fractions de C,5 ml sont recueillies .
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Les protéines encore adsorbées sur la colonne sont é€luées par 30 ml

d'une solution de NaCl 1 M .,

F - CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

Nous avons utilisé le Sepharose 4B pour insolubiliser, soit les

substrats (glycopeptides ou glycoprotéines), soit 1l'enzyme .
1 -~ Réactifs

- solution de bromure de cyanogéne & 1 g/ml dang l'acétonitrile
- golution de carbonate de potassium 2 M
- solution de bicarbonate de sodium 0,2 M

- solution d'éthanolamine 0,1 M

2 - Mode opératoire

2) activation du Sepharose

20 g de Sepharose 4B sont lavés par 1 1 d'eau préalablement refroidie
a 4°C, le Sepharose est ensuite repris par 3C ml de carbonate de potassium
2 M . La solution est ensuite agitée et refroidie dans un bain de glace .

Quand la température se situe emtre 4°C et 6°C, on ajoute sous
agitation, 1 ml de la solution de bromure de cyanogéne . Apr2s 2 minutes,
le gel activé est lavé par plusieurs litres d'eau & 4°C pour éliminer

les traces de bromure de cyanogéne .

b) couplage du ligand

Le ligand (1 mg de glycoprotéine ., 0,5 mg de glycopeptides d'oval-
bumine ou 0,173 mg d‘endo—N—acétyljﬁ—D—glucosaminidase) est dissout dans
20 ml de bicarbonate de sodium 0,2 I, puis mélangéiau Sepharose 4B activé,

agité & 4°C pendant 48 h et lavé sur buchner par 500 ml de bicarbonate de
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sodium 0,2 M , 100 ml d'éthanolamine C,7 M sont ensuite ajoutés et la
suspension est encore agitées pendant une nuit & 4°C . Aprés un nouveau
lavage & l'eau, le gel est &uilibré dans le tampon de chromatographie,
puis monté dans la colonne .

Nous avons ainsi préparé :
- glycopeptides d'ovalbumine - Sepharose 4B (0,8 x 21 cm)
- glycopeptides de la sératransferrine — Sepharose 4B (0,8 x 21 cm)

- endo-N—acétyl7B-D-glucosaminidase - Sepharose 4B (2,8 x 2,5 cm)

G - CHROMATOGRAPHIE SUR CONCAVAVALINE A

Une colonne de concanavaline A-Sepharose 4B (0,8 x 21 cm) est
équilibrée en tampon acétate de sodium 5 mM pH 5,2 renfermant NaCl 0,1 M,
MnCla, MgClz, et Ca012 1 mM . Aprés l'injection, les produits non retenus
sont &liminés par lavage avec le méme tampon (60 ml) et les produits
retenus sont élués par le tampon d'éguilibration contenant de 1l'GwD-méthyl-—
glucoside 0,1 ¥ . Le débit d'élution est de 6 ml/h et des fractions de
1,5 ml sont recueillies .

Les protéines sont détectées par mesure de l'absorbance & 280 nm .

H - CHROMATOGRAPHTIE SUR PAPIER

-

Le mélange des produits & analyser est déposé sur une feuille de
papier Whatman 3 . La chromatographie descendante est effectué;‘dans le
systéme solvant pyridine/acetate d'ethyle/acide acésique/eau {5:5:4:3 v/v)
de FISCHIER ‘et NEBEL (24) & 20°C .

Les temps de migration sont de :

- 8 h pour les monosaccharides

- 18 h pour GlcilAc-Asn N-acétylé [140]

= 5 a 10 jours pour les oligosaccharides
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La feuille de chromatographie est ensuite séché sous une hotte
ventilée pendant 2 & 3 h, découpée cm par cm et la radiocactivité esi
mesurée en scintillation liquide . Les monosaccharides ou oligosaccha~
rides non radioactifs sont révélés par pulvérisation d'une solution
d'oxalate d'aniline (8 mg d'aniline dans 400 ml d'éthanol et 600 ml

d'acide oxalique 3 25 p. 1000) .

I - CHROMATOGRAPHTIE SUR COUCHE MINCE

Les solutions & analyser sont déssalées par passage sur des colomnes
de résines échangeuses d'ions Dowex 50 W x 8 (sous forme H&) et Dowex 1 x 8
(sous forme HCOO™) . la chromatographie ascendante peut &tre réalisée
dans les deux systémes solvants suivants :
- solvant rapide :‘p—butanol/éthanol/eau/acide acétique/pyridine
(10:100230:1:10 v/v)
- solvant lent : n~butanol/acide acétique/eau (2:1:% v/v)

La durée de migration varie entre 16 h (une seule migration) et
40 n (trois migrations successives) selon la nature des produits &
séparer .

Les monosaccharides neutres sont révélés par pulvérisation d'une

solution d'orcinol sulfurique et chauffage pendant 5 & 10 minutes & $10°C ,

J - CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFOMANCE (H.P.L.C.)

Les solutions & analyser sont d'abord filtrées sur une menbrane
Millipore de 0,45 pm avant d'&tre lyophilisées . Le reésidu est repris
par 0,05 ml d'eau . Des aliquotes de 0,02 ml sont injectées dans la

colonne analytique Micropak AX-10 (0,4 x 30 cm) &uilibrée en solvant
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acétonitrile/eau (65:35 v/v) dégazé & 1'hélium . L'élution est effectuée

par un gradient acétonitrile/eau de la fagon suivante :

65:35 (65 p. 100 acétonitrile et 35 p. 1C0 eau)

- temps © O min

~de © 2 30 min : de 65:35 & 60:40

~ de 30 & 60 min : de 60:40 & 50:50
- de 60 & 90 min : 50:50
Le débit est de 1 ml/min et des fractions de ¥ ml sont recueillies .
La détection des produits est effectuée par mesure de 1l'absorbance & 200 nm .
Les différents appareils de chromatographie liguide haute performance somt
des appareils Spectra Physics et 1l'acétonitrile (U.V. grade) est un produit

Misons Scientific Apparatus .

ITI - PREPARATION DES SUBSTRATS RADICACTIFS

A - MARQUAGE PAR N-ACETYLATION

1 — Marquage des glycopeptides

Les résidus d'asparagine des substrats sont N-azétyles par 1'anhy-
dride acétique [140] selon la méthode de KOIDE et MURAMATSU ( 48) « Le
protocole expérimental est le suivant :

A 5 mg de glycopeptides dans 0,2 ml de I\IaHCO3 0,1 M, on ajoute C,2 rCi
d'anhydride acétigue [140] repris & froid (-30°C dans un bain de carbo-
glace/acétone).par 0,1 ml de I\}’aHCQBO,‘I M . La réaction s'effectue & tempé-
rature ambiante pendant une heure . Elle est compl3tée par addition de
0,5 mg d'anhydride acétique froid et incubation pendant une heure a2
température ambiante . L'arr&t de la réaction se fait par addition de
0,8 ml de MaHCO, C,1 I puis congélation & -2C°C .

. . . 14 .. cps
Les glycoasparagines N-acétylées [ L’C] sont ensuite purifices par
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chromatographie sur colonne de Biogel P4 (2 x 150 cm), .équilibrée en
eau distillée, avec un débit de 8 ml/h . Des fractions de 1,5 ml sont
recueillies . Les glycopeptides margués sont repérés par comptage de la
radioactivité en scintillation liquide et par‘révélation 3 l'orcinol-
sulfurique ou au phénol-sulfurique (21 ) . Le profil d'élution type

obtenu est représenté dans la figure 12-4, page 53 .

2 - Marguage de GlcNAc—Asn et de Fuc-GlcNAc-Asn

La N-acétylation est réalisée dans les méme conditions que pour les
glycopeptides . Mais la purification des produits radicactifs se fait par
élec%rophorése préparative sur papier Whatman 3 MM sous une tension de
400 volts (7 volts/cm) pendant 1 heure dans le tampon pyridine/acide acé-
tique/eau (3 :.1 : 387) a pH 554 Aprés repérage de la radioactivité, le
produit N-acétylé [140] est elué par de l'eau distillée, filtré, lyophilisé

et repris dans l'eau .

B -~ MARQUAGE A LA CALACTOSE OXYDASE ET REDUCTION AU BOROCHYDRURE

DE POTASSIUM TRITIE

Les substrats renfermant des résidus de galactose en position
terminale non réductrice peuvent &tre marqués en effectuant une oxydation
de ce résidu par la galactose-oxydase suivie d'une réduction de 1l'hexo-
dialdose formé pér le borohydrure de potassium tritié selon la meéthode de
MORELL et 2l ( 69) . Le protocole expérimental est le suivant :

2 mg de‘glycopeptides sont mélangés avec 50 U de galactose-oxgydase
et 0,5 ml de tampon phosphate de sodium C,1 M pH 7,0 . Aprds une incubation

de 2 heures a 379C, le milieu réactionnel est amené & pH 9,0 par addition
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de KOH 10 mM . 0,8 mCi de borohydrure de potassium tritié en solution
dans 0,05 ml de KCH 10 mM sont ensuite ajoutés . La réaction s'effectue
& température ambiante pendant 2 heures . Afin de réduire les hexodi-
aldoses restants éventuellement,! mg de borohydrure de potassium froid
sont ajoutés et la réaction est poursuivie & 4°C pendant une nuit .

La purification et le repérage des produits radioactifs se fait
comme dans le cas des glycopeptides N-acétylés [140].

Le profil d'elution type obtenu est représenté dans la figure 12 B

page 53 .

C - MARQUAGE A LTIODE ( 1291 )

Nous utilisons l& méthode de GREENWOOD et al. (28)

1 = Réactifs
- NaHCO3 0,02 M

- Na 191 (213 mCi / ml) sans entrafneur . 10 1 dans 0,99 ml de

NaH00, 0,02 M

- Nal froid

- Chloramine T : 1 mg/ml dans NaHCO, 0,02 M

3

~ Metabisulfite de sodium : 1 mg/ml dans NaHCO, 0,02 M

3

- XI : 10 mg/ml dans NaHCO, 0,02 M

3
2 - Mode opératoire

A 1 mg de protéines & marquer, reprises par 0,5 ml de NaHCO3 0,02 M,

1251, 0,02 ml de NaIl froid et 0,10 ml de Chlora-

sont ajoutés 0,05 ml de Na
mine T comme agent oxydant . Le mélange est agité pendant 2 minutes o« O,1 ml
de metabisulfite de sodium sont alors ajoutés pour réduire l'iode libre

en iodure qui est ensuite dilué par addition de 0,8 ml de XI . Les protéines

marquées sont purifiées par caromatographie sur colonne de Sephadex G 25

(colonne PD-10 de Pharmacia) et éludes par l'eau distillée .



- 55 =

II - MISE EN EVIDENCE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

A - MISE EN EVIDENCE DES ACTIVITES PROTEASIQUES

La présence des protéases est mise en évidence par trois méthodes :

- méthode de CHIBA et al (11 )
12
51)

- hydrolyse de protéines marquées & l'iode (

~ hydrolyse de protéines non radioactives

1 - Méthode de CHIBA et al ( 11)

0,5 mg d'azocollie sont repris par 0,4 ml de tampon phosphate de
sodium 0,2 M pH 7,0 et 0,1 ml de fraction enzymatique . Le mélange est
incubé pendant une heure & 37°C ou & 60°C . Aprés la réaction, l'azocolle
qui n'a pas été hydrolysé est e}imine par centrifugation .

L'absorbance du surnageant est mesurée a 520 nm . La présence des
protéases egt déterminée qualitativement par comparaison avec le resultat

obtenu pour un témoin ne contenant pas la fraction enzymatique .

2 - Hydrolyse des protéines marquées & l'iode (1Z51)

0,4 mg de protéines margquées sont solubilisés dans 0,7 ml de
tampon phosphate de sodium O,c M pH 7,0 et 0,1 ml de fraction enzymatique .
Le mélange est incubé & 37°C pendant des temps variant entre 1 et 72 h .
Lo réaction est arr8tée par précipitation avec 0,4 ml d'acide phospho- |
tungstique & 5 p. 100 dans HC1 2 K &

Aprés centrifugation, l'activité protéasiqﬁe est déterminée par

mesure de la radicactivité dans le surnageant et dans le précipité .



3 ~ ydrolyse des protéines non marquées

0,2 mg de sérum-albumine bovine sont mélangés avec 0,1 ml de
fraction enzymatigue et 0,1 ml de tampon phosphate de sodium 0,2 M pH 7,0 . Le
milieu réactionnel est incubé & 37°C pendant 24 heures . Une aliquote
de 0,02 ml est ljophilisée, puis analysée par électrophorése sur plague
de polyacrylamide & 10 p. 100 en tampon Tris Glycine pH 8,6 (migration de
4 heures 3 20 volts par centimdtre) . Aprés coloration au bleu de Coomassie,
l'activité protéasique est estimée en comparant le résultat obtenu avec

celui d'un témoin sérum~albumine native .

B - MISE EN EVIDENCE DE L'ACTIVITE NEURAMINIDASIQUE

Les activités neuraminidasiques peuvent &tre déterminées soit en
détectant le lactose libéré & partir du sialyllactose, soii en dosant
l'acide sialique libéré par la méthode A'AMINOFF (1 ) . Nous décrivons
la premidre méthode :

0,02 mg de sialyllactose sont solubilisés dans 0,02 ml de tampon
phosphate de sodium 0,2 M acide citrigue 0,1 M pH 5,0 et 0,02 ml de
solution enzymatique . Apr2s incubation & 37°C ou 60°C pendant 1 heure,
les produits d'hydrolyse sont analysés par chromatographie sur couche
mince . Trois migrations successives sont réalisées dans le systéme
solvant n-butanol/acide acétique/ean (2 : 1 : 1 v/v) . Lés oses neutres
sont révélés par pulvérisation d'une solution d'orcinol sulfurigue (voir
détails p.50) . L'activité neuraminidasique est déterminée par comparaiscn

avec un témoin ne contenant pas l'enzyme, ainsi qu'avec un témoin lactose .
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C - MISE EN EVIDENCE DE L'ACTIVITE 3-D-GALACTOSIDASTIQUE

Cette activité peut &tre déterminée en utilisant trois types de
substrats
- le p. nitrophénylj&—D—galactoside (pNP-Gal)
- les asialoglycopeptides et oligosaccharides marqués sur les
galactoses terminaux non réducteurs

~ les oligosaccharides non margqués

1 - Hydrolyse du pNP-Gal

a) principe
Les /3—galactosidases hydrolysent le pNP-Gal en galactose d'une
part, et en p. nitrophénol d'autre part . Le p. nitrophénol libéré devient

jaune en milieu alcalin .

b) mode opératoire

0,1 ml de pNP-Gal 5 mM sont mélangés avec 0,2 ml de tampon phosphate
de sodium 0,2 M acide citrique 0,1 M pH-5 et 0,1 ml de fraction enzymatique .
Apras incubation & 37°C ou 6C°C pendant une heure, la réaction est arrdtée
par addition:de 0,5 ml de carbonate de sodium 1 M . La densité optique

de la solution est mesurée au spectrophotom2tre 3 400 nm .

2 -ygydrolyse des substrats margués sur le galactose

a) principe
Dans ce cas, des substrats renfermant des résidus de galactose
terminaux non réducteurs tritiés sont wtilisés . la détefmination de
l'activité /3-galactosidasique consiste & rechercher le Gal [3H] libéré

par l'enzyme .
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b) mode opératoire

0,01 ml de glycopeptides ou d'oligosaccharides marqués (20 000 cpm)
sont mélangés avec 0,02 ml de tampon phrosphate de sodium 0,2 M acide
citrique 0,1 M pH 5,0 et 0,02 ml de fraction enzymatique . Aprés une
incubation d'une heure & 37°C ou 60°C, les produits d'hydrolyse sont
séparés par chromatographie sur papier en solvant pyridine/acétate d'éthyle/
acide acétique/eau (5:5:1:3 v/v) . Aprds une migration de 8 heures, le
galactose tritié est repéré par mesure de la radicactivité en scintillation
liguide et par comparaison avec le galactose tritié libéré par la

/B-galactosidase isolée de la five Jack et avec un témoin galactose .

3 - Hydrolyse des oligosaccharides non radioactifs

a) principe .
Le principe est le m&me que celui de l'hydrolyse des substrats
radioactifs . En effet, la détermination de l'activité de 1a’3—galacto-

sidase consiste a rechercher le galactose libéré, mais elle permet en plus

de mettre en évidence la dégradation de l'oligosaccharide .

b) mode opératoire

0,02 mg d'oligogaccharides sont éolubilisés dans 0,02 ml de tampon
phosphate de sodium 0,2 M acide citrique 0,1 M pH 5 et 0,02 ml de
fraction enzymatique .

La réaction est éffectuée & 37°C ou 60°C pendant une heure et les
produits d'hydrolyse sont séparés par chromatographie sur couche mince
en solvant lent .‘Les oses neubres sont révéléds par pulvérisation

3 l'orcinol-sulfurique .
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D ~ MISE EN EVIDENCE DES ACTIVITES X-MANNOSIDASIQUE ET

H-ACETYL~f3-D-GLUCOSAMINTDASTQUE
Pour détecter les activités d~-mannosidasiques et N—acétyl—/)—D—gluco—
saminidasique, nous avons utilisé deux types de substrats :
- les p. nitrophénylglycosides (pNP—m.n ou pNP-GlcNac)
- les oligosaccharides renfermant des résidus de Man ou de GlcNac
en position terminale non réductrice
Le principe et le mode opératoire sont les mémes que pour la détermination

des activités {3 ~-galactosidasiques

E ~ MISE EN EVIDENCE DES ACTIVITES ENDO-N—ACETYIL~3—-D-GLUCOSAMINIDASIQUES
L

1 - Hydrolyse des gly_cog eptides

Deux types d'hydrolyse ont été réalisés :

- hydrolyse analytique

~ hydrolyse préparative

a) hydrolyse analytigue
Pous avons utilisé des substrats soit radicactifs soit non

radiocactifs .

Le protocole expéx"imental est le suivant :
0,02 ml de fraction enzymatique sont mélangés avec 0,02 ml de tampon
phosphate de sodium 0,2 M acide c:'Ltrique 6,1‘, MpHS5 et 0,01 ml de
glycopeptides radiocactifs (20 000 cpm) . Aprés une incubation d'une
hgure a 60°C, les produits d'hydrolyse sont séparés par chromatographie
sur papier dans le syst2me solvant p:y’ridine/acétate d'éthyle/acide acetique

/ea.u (5:5:1:3 v/v) et détectés par comptage en scintillation liquide .
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Le protocole expézlimental est le suivant :
0,02 ml de fraction enzymatique sont mélangés avec 0,06 mg de glycopeptides
et 0,02 ml de ta.[npori phosphate de sodium 0,2 M acide citrique O,71 M »H 5,5 .
Aprés incubation & 60°C pendant une heure, ies p;‘oduits d'hydrolirse sont
chromatographiés sur couche mince (3 migrations succéssives en solvant
n butanol/acide acétique/eau (2:1:1 v/v) . Les oses neutres sont révélés

par pulvérisation & lVorcinol sulfurigue .

b) hydrolyse préparative

Le protocole expérimental est le suivant :
1 mg de glycopeptide est repris par 0,05 ml de tampon phosphate de sodium
0,2 M acide citrique 0,7 M pi 5,5 et 0,05 ml de solution enzymatique . Le mélange
est incubé & 60°C pendant 8 heures , 0,05 ml de fraction enzymatique
sont alors de nouveau ajoutés et 1' hydrolyse se poursuit pendant 16 heures .
‘Les produits d'hydrolyse somt séparés par chromatcgraphie ligquide
haute performance . Chague fraction collectée est analysée par chromatographie
sur couche mince et les fractions renfermant des produits purs sont rassem—

blées . Llacétonitrile est eliminé par évaporation .

2 - Hydrolyse des glycoprotéines

z) hydrolyse de l"ovalbumine native

3 mg de glycoprotéine sont repris par 0,3 ml de tampon acétate ds
sodium 5 mM pH 5,2 renfermant NaCl 0,1 M, MnClz, Ca.Clz, et Mg012 1 mi et
0,05 ml de fraction enzymatique « Apr3s incubation de 24 heures, & 50°C, en

_présence - de toludne, l'hydrolysat est apnalysé par deux méthodes :
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- précipitation des protéines par l'é&thanol :
0,65 ml d'éthanol sont ajoutés i l'hydrolysat . Aprés centrifugmtion &
3500 tours par minute pendant 10 minutes, la composition en monosaccharides
du précipité et du surnageant -est déterminée par chromatographie en phase

gazeuse aprds méthanolyse et trifluorcecétylation ( 133 ) .

- chromatographie sur colonne de concanavaline-i :

L'thydrolysat est chromatographié selon la méthode décrite page 49 .

b) hydrolyse de la lactotransferrine bovine

L'hydrolyse de la lactotransferrine bovine est réalisée dans les
mémes conditioms que celle de l'ovalbumine j; les produits d'hydrolyse -
sont ensuite analysés comme précédemment ainsi que par chromatographie
sur couche mince de silice dans le systdme solvant n butanol/acide acétigue/

eau (2:1:1 v/v) selon la méthode décrite page 50 .

IV - ACTION DES EXOGLYCOSIDASES DE LA FEVE JACK

Les glycopeptides de l'ovalbumine, renfermant des résidus de
N-acétyl-lactosamine terminaux non réducteurs, qui sont résistants & une
premiére action de 1'endo-N-acétyl-/)—D—glucosamipidase sont soumis 3
1'action de la.P ~D~galactogsidage et de la N—acétyl—{J—D-glucosa.minidase
isolées de la féve-Jack . Les glycopeptides qui ne renferment que des
régidus de N-acétyl-glucosamine sont soumis directement & l'action de

la N-—acétylér!—D-glucosaminidase .



& - HYDRLYSE PAR L& B-GALACTOSTDASE

0,06 mg de glycopeptides solubilisés dans 0,02 ml de tampon

phosphate de sodium 0,2 M acide citrique 04,1 M pH 3,5 sont mélangés &

70 mU de /B-D-—gala.ctosida.se et incubés & 37°C pendant 16 heures .

B - HYDROLYSE PAR 1A N—ACE_!_I_#?_-D—GLUCOSAMINIDASE

Le mélange réactionnel obtenu précédemment est chromatographié
sur Dowex 50 W x 8 et Dowex 1-x § « & cette solution sont ajoutés 0,04 ml
de tampon phosphate de sodium 0,2 M acide citrique 0,1 M pH 5,0 et 95 mU
de N-Acétyl-{i-D-glucosaminidase- . L'hydrolyse est réalisée i 37°C

pendant 16 heures .

V - DETERMINATION DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE L'ENZYME

A - STABILITE A LA TEMPERATURE

0,5 ml de fraction enzymatique sont dilués dans 0,5 ml de tampon
phosphate de sodium 0,2 M acide citrique 0,1 M pH 4,5 et pH 5,5 . Le
mélange.est chauffé 4 des températures comprises emtre 40°C et T0°C .,
Aprés des temps variables d'incubation, des aliquotes de 0,05 ml sont
prélevées et refroidies dans un bain de glace pendant 5 minutes . 0,01 ml
de substrat (glycopeptides de la lactotransferrine bovine ou de la sero—
transferrine) sont alors alors ajoutés et l'hydrolyse est réalisée & 60°C
pendant une heure .

La dénaturation de 1'enzyme est déterminée par rapport 2 l'activité

d'une méme quantité d'enzyme non chauffée ,
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B ~ STABILITE AU PH

i
.

045 ml de fraction enzymatique sont dilués dans 0,5 ml de différentes

solutions tampon de pH compris entre 2,5 et 9,0 . Le mélange est stabilisé

a4 37°C pendant 30 minutes . Des aliquotes sont prélevée’s et ajoutées &
0,07 ml de tampon phosphate de sodium 0,2 M acide citrique 0,7 M pH 4,5
| et 5,5 . Aprés 1'additicn de 0,01 ml de glycopeptides N-acétylés |'%c] ,
1'hydrolyse est réalisée & 60°C pendant une heure .
La dénaturation de l'enzyme est déterminée par rapport & l'activité

d'wne m&me quantité d'enzyme stabilisée & pH 4,5 et 5,5 .

C - DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE

La masse moléculaire de l'enzyme est déterminée graphiguement &
partir d'une cqurbe étalon log Mm = f(;-g-) ol Mm, Ve et Vo représentent
respectivement la masse moléculaire, ledvodn:me d'élution et le volume
mort de la colonne . La courbe étalon est obtenue en chromatographiant

des protéines dont la masse est parfaitement connue .

2 - Mode opératoire

2,5 ml de fraction enzymatique (ou de témoins d'étalonnage) sont
chromatographiés sur une colonne de Biogel agarose 4 0.5 M (2 x 140 cm ) .
L'élution est éffectuée par un tampon phosphate de sodium 0,2 M acide
| citrique 0,1 M pH 5 renfermant 0,1 M NaCl . Le débit est de 15m1/h et des
fractions de 2,5 ml sont collectées .
Ltactivité endo-N—acétyl—{B—D—glucosa.minidasique est déterminée
avec 0‘,01. ml de fraction enzymatique et 0,01 ml de substrat radiocactif .

L'hydrolyse est effectuée & 60°C pendant une heure .
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RESULTATS

I - PURIFICATION DE L'W—ACE!&-D—GLUCOSAMINIMSE

& - MOUT DE FERMENTATION

Comme nous le montre la figure 13 page 65 , l'incubation des
glycopeptides de l'ovalbumine et des asialoglycopeptides de la sérotrang-
ferrine N-acétylés [140] savec le mofit de fermentation du Basidiomyc&te

sporotricum dimorphosporum, libére un produit qui commigre, en chromato-

graphie sur papier dans la systdme solvant de FISCHER et NEBEL (24 ),
avec GlcNAc - Asn - N-acétyl [140] témoin .

D'autre part, l'incubation avec les glycopeptides de la sérotrans-
ferrine renfermant des résidus de galactose tritiés en position terminale
non réductrice, libdre un produit qui commigre avec l'oligesaccharide
biantenné [3}1] (Ga:.}‘z,( GlcNAc) 2.(Ma.n) j0lcNAc  témoin .

Ces résultats montrent que le moit de fermentation renferme une
enzyme répondant & la définition d'endo-N—acétyl—{J-D—glucosaminidase
(EC 3.2.1.96, voir définition page 20) . '

En plus de cette enzyme, nous avons détecté des activités protéasiques,
A~D-neuraminidasiques, X-D-mannosidasiques, F—D—gala.ctosidasiques, N-acétyle"

[J-D-glucosaminidasiques, et (3-D-g1ucosidasiques N

B - ULTRAFILTRATION

1,5 1 de moflt de fermentation sont concentrés & 300 ml par ultra-

filtration dans une cellule Amicon équipée d'une membrane PM 10 (seuil de
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Figure 13 : Test d'activité Endo dans le moftt de fermentation : analyse
par chromatographie sur papier .

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 59 )

A : GloNAc-Asn N-acétylé [’40] témoin
B : hydrolyse des asialoglycopeptides de la sérotransferrire [14C]

C : hycrolyse de glycopeptides de l'ovalbumine [146]

.

° 3 ] =4 3 1 ‘jl’s
D: [ =z GalaGlcNAczlian3G1cNAc témoin ULZ;

E : hydrolyse des asialoglyeopsptides de la sérotransferrine [3HZ

pour A4, B, et C la migration est de 18 heures . Pour D et E elle est de 5 jours



- 66 -

rétention 10 000 de masse moléculaire) . Cette solution est ensuite

dialysée contre 2 1 de tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6,8 .

C - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE D'HYDROXYAPATITE-ULTROGEL

50 ml de la solution précédente sont chroma.togra.phiés sur hydroxy-
a.pati:be, comme décrit page 45. Le profil d'élution obtenu est représenté
dans la figure 14 page 67.

A cette étape de purification, les activités Endo sur les substirats
de type oligomannosidique et de type N-acétyllactosamiqile sont éluées par
un tampon phosphate de sodium 0,2 M pH 6,8 , alors que la plupart des
exoglycosidases, en particulier la p-D—glucosidase, la @-D—galaétosidase
et la N—acétyl-'-(i-l)_-glucosaminidase ne sont pas adsorbées sur la colonne .
Cependant, une partie des F—D—glucosid_ases, des X-D-mannosgidases et des
N—a.cétyl—(?-—D—glucosaminidases sont adsorbéés et.6luées en m8me temps que
1'Endo .

En conclusion, la chromatographie sur hydroxyapatite permet d'obtenir
une fraction enzymatique renfermant 1'Endo débarrassée en majeure partie
des exoglycosidases contaminantes . Elle permet surtout d'éliminer la
plupart des pigments contenus dans le molt de fermentation .

Les fractions renfermant l'activité Endo sont rassemblées, puis
concentrées 3 50 ml par ultrafiltration sur une membrane Amicon PM 10 et
dialysées contre le tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6,8 .

A cette étape de purificétion, le facteur d'enrichissement est de

6,8 pour l'activité sur les substrats de type oligomannosidique et de 4,7

~pour l'activité sur les substats de type N-acétyllactosaminique .
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Figure 14 : Chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite~Ultrogel .

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 45)

Les flaches indiquent le changement de tampon phosphate de

—

sodium C,2 M , pH 6,8 .
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D - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE DEAE-TRISACRYL M

40 ml dg_{ la ;o}utig?n enzmtiq?,e obtenue é l" éﬁ:?,pe précéfignte, “
sonf; ch;omatographiés sur une colomne de DEAE~-trisacryl dans les conditions
décrites page 45 . | ) o

Comme-le montre la figure 15 page 69, une partie des exoglycosidases,
en pa.rtiquliervle‘s glucosidgses_' et certaines N—acétgl—(?—D—glucosamin%dages,
sqnt”é}.uéeg par le tampon d'éqnilifpration . Une autre partie des exoglyco-
sidases est é}u?fe au début du gradient de forpe ionique . B

~ Les activités Endo sont éluées par le gradient de force ionique,.
conta.minégs par une faible activité N—acﬁty}-fi—D—glucosaminidasique . la
(s-ga.lactosidagemesf :é‘luéehé. la fin du gradient .
_ Les fractions renfermant les“actzivit_ésmﬁhdo, sont rassemblées et

concentrées par ultrafiltration sur une membranne FN 10 .

A cette étape de purification, le facteur d'enrichissement est de

720,8 bou:; 1'activité sur leg subst?ats de type oligomannosidique et de

i45,6 pour l'activité sur les substrats de type N-acétyllactosaminique .

E - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE BIOGEL-AGAROSE A 0.5 M

B 5’_m1 fife }aﬁracti_on‘ enzymatiq?.e ob‘benuewprécéfi‘._emmgnt sont chromato-
graphiés sur ?;‘.ogel—a.gg.rcsg daps‘lles conditions décr:fxtgs“pa,ge 45 ‘ o
‘ La.wfigu_re 16“page‘70! montre que 1es” Q.gux acf;ix\r:}tés Ehdo sont é;uégs
avan?ﬂles acj;_j.vite’s gxoglyqpsidasiqnes, mais celles f:i’f'seg‘b: encore conta-
minées par une faible activité N—acétyl-P—DTglucosa:ninidgsique .
Les fractions renfermant les vactivités Ende, sont rassemblées puis
concentrées a5 fqglwpar ul?:rafiltraftion sur une membraz‘u;e‘ gmicon PM 10 .
A cette étape de._?qrificatiqn, ].g fact?ur d'enrichissement est de
342,9 pour l'aqti*{ité sur les substrat; de ty?e oligorparmosidique et_de

380,0 pour l'activité sur les substrats de type N-acétyllactosaminique .
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FRACTIONS

Chromatographie sur colonne de DEAI-trisacryl M .
(les conditions expérimenmtales sont décrites 2 la page 45)

Les fldches indiquent l'application du gradient de NaCl .
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_F'éure 16 : Chromatographie sur colonne de Biogel-agarose A C.5 M .

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 45)

Les flzches indigquent le volume mort de la colonne .
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F - TENTATIVE DE SEPARATION DES DEUX ACTIVITES mN-ACEFﬂ:ﬁ-D—

GLUCOSAMINIDASIQUES

Les méthodes chromatographiques gque nous venons de décrire ne
permettent pas de séparer l'activité» Endo sur les substrais de type
oligomannosidique, de l'activité Endo sur les substrats de type Nracéty}-‘.
1actosamig;‘.gu§ .)_VNous avons esgaﬁyé : 3_. a,utrgs méthodes chromatographiques
pour vérifier si celles ci sont dissdciables :

1 - Chromatofocalisation

~1mlde lafrgctionhgnzymaﬁqu.e’_- obtenue aprds chromatographie sur
hydrgxyapatite,_ sp;}’c soumis a une chromatqfocglés_sa.tioq » Le principe et
le protocole expérix_genta.l de get‘be techniqué sont décrits & la page 4T,
Comme 1e4_montre la figure W. page ”72;7, plusieurs pics de p?otéines
sont élués dans la zone de pH comprise entre 7,4 et 4_,8 . Une faible
activité Endo (inférieure 2 T p. 100 d'hydro}yse) sur les deux types de
gubstrats est éluée sur toute 1"ef{egdue' .dn g;'adient . La. quasi totalité
deg deux activités Endo est adsorbée sur la colonne, et est éluée par une
solution de NaCl 1 M . _

Cette technique ne permet donc pas de séparer les deux activités -

Endo, mais elle permet de savoir que Ieur pHi ést inférieur. & 4,8 .

2 - Isoélectrofocalisation en veine liquide

2 ml de la fraction enzymatique obi_:enue‘aprés chrpmatographie sur
hydroxyapatite, sont soumis & une isoélectrofocalisation selon la
méthode décrite a la pagt_a<45 .

Le gradient de pH formé par les a.mpholine; se situe entre pH ’(,O et

pH 2,5 . Comme nous le montre la figure 18 page 72,les deux activités
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Figure 17 : Chromatofocalisation .

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 47 )
Les fl3ches indiquent 1l'application de solution de HaCl 1 I .
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Figure 18 : Iscélectrofocalisation en veine liguide . \3“5

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 46) .
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cligomannosidique et N-acétyllactosaminique se retrouvent a l'anode,

dans la zone de pH 2,9 . Cette valeur de pH est trop prés de la zone de

pH inférieur limite des ampholines, pour &tre considérée comme étant la

valeur du pHi de l'enzyme .

3 - Chromatographie d'affinité

Nous avons aussi tenté de séparer les deux activités Endo par
chromatographie d'affinité sur glycopeptides de la sérotransferrine ou
de l'ovalbumine, insolubilisé selon la méthode décrite page 48.

Pour cette expérience, il est nécessaire d'utiliser une préparation
d'Endo débarrassée des exoglycosidases ; rious avons donc choisi la
fraction enzymatique obtenue aprés chromatographie sur Biogel agarose
A O,5M .

Comme le montre la figure 19 page 75, les glycopeptides insolubilisés
sur Sepharose 4B, peuvent encore 8tre hydrolysés par 1'Endo j; en effet
1'incubation des Sepharose-4B-glycopeptides avec 1! enzyme, libére des
oligosaccharides qui migrent en chromatographie sur couche mince, soit
comme (Ga.l)2(G1cNA‘.c')2(Man)3GlcNAc dans le cas de la sérotransferrine
(fig 19C et. D), soit avec (Man) 6G1cNA.c dans le cas de l'ovalbumine
(fig 19E et F) . Les figures 19A et H montrent bien 1'absence de glyco-
peptides libres dans le milieu .

La figure 19 montre que le substrat insolubilisé est aussi reconnu
par l'enzyme & 4°C, mais la vitesse d'hydrolyse est nettement plus faible
qu'd 37°C . Afin de limiter la dégradztion des substrats, nous avons réa-—
lisé les chromatographies: sur colonne 3 4°C .,

Sur colonne de Sepharose 4B-asialoglycopeptides de sérotransferrine,
les deux activités Endo sont éludes ensemble, avec un léger décalage par

rapport au volume mort de la colonne (fig 204, page 76 ) .
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Figure 19 : Tests d'activité Endo sur les glycopepticdes immobilisés sur
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Sepharose-4B : analyse par chromatographie sur couche mince

Eau de lavage de Sepharose-4B-glycopeptides de sérotransferrine

(Ga1)2( GlcNAc) 2(Man) 5(1cliAc témoin

Sepharose-4B-glycopeptides de sérotransférrine + Endo & 3

Sepharose-4B=glycopeptides de sérotransferrine

Sepharose~4B=-glycopeptides d'ovalbumine
Sepharose=4B=glycopeptides D'ovalbumine

Mannosides témoins

-

+ Endo &

+ Endo & 37°C

+ Endo &

4°C

H : Eau de lavage de Sepharose=-4B-glycopeptides d'ovalbunine




% D ' HYDROLYSE

% D ' HYDROLYSE

80 -

60 [

40 k-

20 =

60

40 -

20

-T6 =

, Mfwo

s 40 45 S0 85

|

Figure 20 : Chromatographies d'affinité .

(les conditions expérimentales sont décrites 2 la page 4_8)

® ———— ¢ : gctivité N-acétyllactosaminique

M e : activité oligomannosidique

A : colonne de Sepharose 4B-glycopeptides de la sérotransferrine
B : colonne de Sepharcose 4B-glycopeptides de l'ovalbumine

Les flaches indiquent 1'application du tampon contenant JaCl C,5 17 .
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Les m&mes résultats sont obtenus avec la colonne de Sepharose 4B~

glycopeptides d'ovabumine (fig 20B, page 76) .

G - DISCUSSION SUR LA PURIFICATION DE L'ENZYME

Comme nous venons de voir, les méthodes classiques de purification
d'enzymes, nous ont permis d'éliminer lz plupart des proté&ines contami-
nantes, afin d'obtenir une fraction enrichie en endo-N-acétyl—(i-D—gluco—
saminidase . '

L'étape de purification sur hydroxyapatite Ultrogel nous a permis
d'éliminer les pigments qui génent énormément la purification des produits
d'hydrolyse .

Les exoglycosidases sont &liminées tout au long de la purification .
Seule une faible activité emo—N—acétyl—p—D—glucosaminidasique est éluée
avec 1'Endo . Cette contamination est toujours présente, m&me aprés une
purification plus longue ( 39) ; elle est aussi observée dans d'autres
préparation d'Endo, comme 1'Endo FT et F2 et 1'Endo de l'oviducte de
poule (57, 115) .

. Les activités Endo sur les substrats de type oligomannosidique
et de type N-acétyllactosaminique, sont toujours éluédes ensemble avec
un enrichissement semblable tout au long de la purification . Les autres
méthodes de purification, comme la chromatofocalisation, l'isoélectrofo-
calisation, la chromatographie d'affinité et la chromatographie d'affinité a
basse température réalisée par JAISSON ( 39), n'ont pas permis de séparer
cezs deux activités . Ces premiers résultats sont donc en faveur d'une
seule enzyme. responsable des deux a.ctivitég .

Les tableaux VI et VII pages 78 et 79, résument les &tapes de la
purification . Nous avons choisi la fraction obtenue aprés chromatographie

sur Biogel agarose A 0,5 M, pour étudier les propriétés de 1'Endo .



ligomannosidique

e 0

Activité

[3
.

Tableau de purification de 1'endo-N—acétyl—P-D—élucosaminidase

Pableau V1

rendement
%

H
H
H
.
(3

*0

o
[o]
a
o
(¢}
o4
%
g
[N

0 60 o0 6 o
. @O
-
oy
Pl I

Al
3BRE
o

49 S8 20 5 e
]
+© 0
ol )~
PadD
- »E
58~
a

!

H
.
-
*
.
°
L3
3

volumes
(m1)

protéines
(mg)

s o0 80 00 00

100

0,027

143,5

5000

6750

milieu de culture

. 68 8 b

0

81

4,7

116,1

e e s oo

1160 200

concentration

sur PM 10

e ee

47

"% o5 o

0,145

[ L]

68,1

e o8 o0

125

HA-Ultrogel

0

*"e

s 06 o0 oo

24

120, 8

2,56

34,5

“es oo

57

s oo

13,46

DEAE-trisacryl M |

e v 08 oo

LU L

16

342,9

22,8

3,13

[3
.
.
.

agarose A 0,5 M

- 78 =

ey



Tableau VII : Tableau de purification de 1'endo-N-acétyl—FLD—glucosaminidase s activité N-acétyllactosaminique

o 0% 00 g0 W8y so

§
=]
]
.M =R
['))
-
" 60 8 " g &0
§
3
o]
Q
o
Gt
i
(<N
® -
w o
—
19
R S ]
5o B
e B
S B s
n

3
tH
H
H
$
$

(mU)

actividvé
totale

as o6 S 00 o0) e

volumes
(m1)

:
$
H
H
H

protéines
(mg)

s o0 oo as o] se

90 ¢0 80 o8 ocejee o0 s v

100

0,048

. oo

324

e oo

5000

6750

milieu de culture

"

*»

e 0 so oo

concentration

82

: 4,7

0,229

265,64

e oo s

200

1160

e o0

sur PM 10

*0

5T

LA ]

8,2

: 0,393

185,06

125

HA—Ulfrogel

se_oo 88 ge

29

57

. o

13,46

DEAE-trisacryl M E

e

(23

18

e sa oo

380

e s oo

18,24

a8 oo o8

57,10

e se oe

3,13

es oo e

agarose A 0,5 M

.08 sa @8

-79 -

.0




II - MISE EN EVIDENCE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES CONTAMINANTES

Avant d'étudier les propriétés de l'endo—N-aace’tyl-P—D-glucosidase
du Basidiomyc¥te sporotricum dimorphosporum, sur la fraction obtenue
aprés chromatographie sur Biogel & 0.5 M, nous avens recherché les acti-

vités contaminant encore cette préparation .

A - ACTIVITES PROTEASIQUES

Plusieurs méthodes ont été utilisg‘es pour détecter l'activité
protéasique ; les protocoles sont décrits & la page 55 .

En utilisant la. sé;‘otransferring et l'ova_.lbu{nine natives, marguées
a 1l'iode 125, comme substrat, nous avons détec'té upe.gctivité protéasique
inférieure & 1% d'hydrolyse aprds 45 heures d'incubation® 37°C ou 50°C .

L'analyse en électrophordse sur gel de polyacrylamide de 1'hydrolysat
de la sérum albumine bovine par la préparé.t ion enzymatigue, ne met. pas en
évidencewdg fragments pép'bidii;ﬁ'es plus petits .

Ces résul't:ats_, montrent que la préparation enzymatique ne renferme

pas d'activité protéasique détectable .

B - ACTIVITES NEURAMINIDASIQUES

Le dosage par ‘la méthode deMDIOFF ( 1}, nous donne une activité
neuraminidasique ayant une activité spécifique de l'ordre de 1676 u / mg
de protéines . )

Commg le montre la figure 21 page 81 y quandr le sialyllactose est
incubé avec la préparation enzymatique, l'ana;ysg par chroma.tographie sur
couche mince montre qu'il n'y a pas libération de lactose ( fig 21 B )y

contrairement & ce que l'on observe quand le sialyllactose est incubé
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Figure 21 : Test d'activité Ol=neuraminidasique sur le
sialyllactose : analyse par chromatorrzphie sur
couche mince .

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 56 )
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avec 2,2 10~ U de neursminidase isolée de vibrio cholerae (Boehringer),

(fig 21 D) .
Ces résultats montrent que la fraction enzymatique renferme une

quantité négligeable de neuraminidase .

C - ACTIVITES (-GALACTOSIDASIQUES

Pour rechercher les activités p-galactosidasiques, nous avons
utilisé plusieurs méthodes dont les .protocoles expérimentaux sont décrits
3 la page 37T .

Comme le montre le tableau VIII, page 83, nous n'avons détecté -
gqu'une activité /}—gala,ctoéidasiq_uernégligea,ble .

Quand 1'oligosaccharide [33] (Gé.l)z(GlcNAc)z(Man) y01oliko, ou les
glycopeptides de la sérotransferrine renfermant des résidus de galactose
tritiés en position terminale non réductrice, sont mélangés avec la prépa-
ration enzymatique, nous n'avons pas observé de libération de galactose
radioactif, contrairement & ce que l'on obe;'ve lorsque ces m&mes substrats
sont incubés avec la f-D-galactosidase isolée de la fdve Jack (fig 22 p 84y .

Ces résultats montrent que la préparation enzymatique ne contient pas

dlactivité P-gala.ctosidasique détectable .

D - ACTIVITES N—Agggﬁ-D—GLUCOSAMINIDASIQUES

Les conditions expérimentales sont décrites & la page .

Comme le montre le tableau VIII page 83, avec le pNP~Glellac,
nous avons détecté une faible achivité H—e.cétyl—{j—i)—giucosaminidasique .

Cette activité est toujours présente dans la préparation d'Endo, mfme
aprés une purification plus poussée . En effet, d'aprés les travaux de
JAISSON (39), la chromatographie d'affinité sur E~amino-caproyl-N-acétyl-
P—D—glueosa.minylamine couplée sur sepharose 4B, n'z pas permis d'éliminer

cette contamination .




Tableau VIIT : Test dtactivité exoglycosidasique sur les

p-nitrophénylglycosides .

(les conditions expérimentales sont décrites

- 83 -

& la page 57)
: H Gal-ase : GlcNAc—ase ¢ Man-ase ;
. ACTIVITE . )
. SPECIFIQUE : 1,210 & 4,31073 & 0,15 10°

(U/mg) -

u
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Figure 22 : Test d'activité galactosidasique : analyse par
chromatographie sur papier .

(Yes eonditions expériméntales sont décrites 2

la page 53)
A [3H] (Ga1)2(GchAc) 2(Man)3GlcNAc + galactosidase
B : [31{] (Gal)z((}lcNAc)z(Man) 40lcliAc + FEndo
C Glycopeptides Gal [SH] + galactosidase
D : (Glycopeptides Gal [33] + Endo
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Cette activité exo-N-acétyl-f-D-glucosaminidasique est particulidre
elle n'est que trés peu inhibée par la N-acétyl-glucosaminolactone qui
est un inhibiteur puissant des N-acétyl-f-D-glucosaminidases (tableau IX
page 86 ).

Quand des oligosaccharides renfermant des résidus de N-acétylgluco-
samine 1iés par des liaisons (1-4) ou (1-2) en position terminale non
réductrice, sont incubés avec la préparation enzymatique, nous n'avons pas
observé de dégradation (fig 23C p 87), alors que dans les mémes conditions
(m&me pourcentage d'hydrolyse du pNP-GlcNAc que la préparation d'Endo),
1texoglycosidase isolée de féve Jack libére des oligosaccharides plus
petits (fig 23 A p 87) .

Ces résultats montrent que la préparation enzymatique renferme une
activité exo-N—a.cétyl—(l—D-glucosaminida.sique, active uniquement sur le
pNP-GlcNAc . Cette contamination ne sera donc pas génante pour 1l'étude
des spécificités de 1‘endo-N—acétyl—(}-D—glucosa.minidase, réalisée sur des

substrats naturels .

E = ACTIVITES o-D-MANNOSIDASIQUES

Pour détecter les activités o-mannosidasiques, nous avons utilisé
des substrats synthétiques (pNP-Man) et des substrats naturels (mannosides) .
Les conditions expérimentales sont décrites & la page 59 . |

Les résultats représenté dans le tableau VIII page 83 , montre que
nous n'avons pas détecté d'activité O(—mam\xosidasique sur le pNP-Man .

Les résultats de l'hydrolyse de l'oligosaccharide (Ma.n)9GlcNAc sont
représentés dans la figure 24 page 88, Nous_. n'avons pas observé de dégra-
dation de l'oligosaccharide quand il est incubé avec la préparation d'Endo,
contrairement & ce que l'on observe avec l'0~mannosidase isolée de fave

Jack .
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Tablean IX : Influence de laxN-a.c\étylglucosaminolactone sur llactivité
exo—N—a.cétyl—fT-D-glucosaminidasique de la priparation
d'Endo et de l'exo-N—a.cétyl—F—D—glucosaminidase purifiée

de fave Jack .

: : exoglycosidases de : =~ ’ :
H H ' : préparation d'Endo :
: s la f&ve Jack : :
] ; * .3
P témoin PNP-GloNAc | 0,036 : 0,036 :
*  témoin enzyme 9,012 : 0,010 :
!  enzyme + lactone 0,026 0,028
} enzyme + pNP-GlcNAc 2,4 X 0,71 :
enzyme + pNP-GlcNAc . :
: S o0 o0
N + lactome : X i
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Figure 23 : Test d'activité exo-Neacétyl-glucosaminidasicue :
analyse par chromatographie sur couche mince

L'oligosaccharide utilisé est : GchIAc({Z1-4)I\Ian((X,1-3)I~§an

[(p1-4)

GlcliAc

L'hydrolyse est effectuée avec 0,01 ml de la préparation
d'Endo ou 0,01 ml de N~acétyl-glucosaminidase de féve
Jack, et 0,06 mg d'oligosaccharide pendant une heure &
60°C . Ly chromatographie est réalisée dans le solvant

n butanol/acide acétique/eau (2:1:1) avec 2 migrations .

A : oligosaccharide + N-acétyl-glucosaminidase

B : oligosaccharide témoin

C : oligosaccharide + Endo '
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Figure 24 : Test d'activité Of-mannosidasique sur (Ma.n)gGlcNAc :

analyse per chromatographie sur couche mince .
(1'hydrolyse est effectuée avec 0,01 ml de préparation
d'Endo ou 0,01 ml d'&-mannosidase de féve Jack et
0,06 mg d'oligosaccharides pendant 1 heure & 60°C .
La chromatographie est réalisée dans le solvant

n buta.nol/acide acétique/eau (2:1:1) avec trois

migrations successives )

A: (Man)9G1cNAc +  Endo

B : (Ma.n)gGlcNAc témoin

C: (Ma.n)9GlcNAc +  mannosidase de la f3ve Jack

D : mannosides témoins ST
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Ces résultats montrent que la préparation d'Endo ne renferme pas

d'activité Ob=D-mannosidique détectable .

-

P - DISCUSSION SUR LA PURETE DE LA PREPARATION ENZYMATIQUE

La préparation d'Endo obtenue aprés chromatographie sur Biogel
agarose & 0,5M est débarrassée des enzymes contaminantes suivantes :
protéagses, neuraminidases, F—galactosida.ses,d—matmosidases et glucosidases
(ces dernidres sont le but de la production de Basidiomyces par la gociété
La Rapidase ) \.

Elle renferme encore une faible activité exo—N—acétyl—ﬁ—D—glucosamif-
nidasique active uniquement sur le pNP-GlcNAc et qui n'est pas éliminée
aprés chromatographie d'affinité sur sepharose 4B-E-aminocaproyl-N-acétyl-
| P—D—glucosaminylamine' (139) . Cette activité est différente des activités
exo-N-acétylglucosaminidasiques classiques car elle n'est pas inhibée par
la N-acétylglucosaminolactone . Elle pourrait &tre une activité secondaire
de 1'Endo .

Dtautres auteurs n'ont pas réussi 3 éliminer les contaminations par
les exo-N-a.'cétyl-?ﬁ-l)—glucosaminidases, en particulier dans le cas des
Endo FI et FII isolées de la sdve de figuier ( 58), de-1'Endo d'oviducte
de poule (115), et des préparations commerciales d'Endo D (75),
mais ces auteurs n'ont pas étudié cette contamination plus précisément .

En conclusion, la préparation enzymatique est débarrassée des princi-
pales exoglycqsidases et des protéases qui pourraient géner 1l'étude des

propriétés et de la spécificité de 1'endo-N-acétyl-F—D—glucosa.minida.se .
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III - DETERMINATION DES PROPRINTES ENZYMATIQUES ET PHYSICO-CHIMIQUES

A -~ PROPRIETES ENZYMATIQUES

1 - pH_optimum

Le pH optimum d'activité sur les deux types de substrats a é&té
déterminé: 3 l'aide de plusieurs sclutionstampons dans une zone de pH
comprise entre pH 2,5 et pH 9,0 .

Comme le montre la figure 25 page 91: s 1'activité enzymatigue est
optimale & pH 4,5 sur les substrats de type N-acétyllactosaminique, et &
pH 5,5 pour les substrats de type oligomannosidique , Ces résultats montrent
qu'il y a une différence assez importante entre les pH optim des deux
activités .

Les courbes obtenues montrent aussi que les activités sur les deux
types de substrats diminuent rapidement pour des pH inférieurs & 4,0 .

I1 est difficile de comparer les pH roptimums qbtenus avec ceux des

autres Endos, -cependant, il faut remarquer que l'activité de type N-acétyl-

lactosaminigue :poss‘egle un. pH op¥imum plus acide gque Ilactivité oligomannosidigue

< o7 C ;-,‘ﬁ" . ; v y
Ceci est aussi observé pour les autres Endos (voir tableau V, page 37) .

- ~2

2 - Température optimale

Comme le montre la figure 26 page 92 , l'activité enzymatique est
maximale & 60°C pour les deux types de substrats .

Nous ne pouvons pas comparer cette valeur 3 la température optimale
des autres Endos, car aucune étude n'a été réalisée sur ce sujet jusqu'a
présent . Les auteurs se limitent & utiliser les enzymes & 37°C .

Nous pouvons aussi constater que les vitesses d'hydrolyse augmentent

rapidement pour des températures de 40°C & 60°C .
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Figure 25 : Détermination du pH optimum
Le pH optimum d'activité Endo sur les substrats de type N-acétyl-
lactosaminique et oligomannogidique est déterminé avec plusieurs
solutions tampons dans une zone de pH comprise entre 2,5 et 9,0 .
0,01 ml de fraction enzymatique, préalablement dilués au 1/25.’-:me

par les solutions tampon sont ajoutés & 5 nmoles de glycopeptides

N—acétylés [140] « Le mélange est porté a 37°C pendant 30 minutes .

Les produits sont ensuite znalysés par chromatographie sur papier .

o—9 ¢ Activité U-acétyllactosaminique

Que====( ¢ Activité oligomannosidigue
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Fizure 26 : Détermination de la température optimale d'actirits ,

i ————

’

C,1 ml de tampon de ilc ILTAINE (62 ) au pH opbtimum (Z,5 pour llactiwvitéd

MT-acétyllactosaminigue e% 3,5 pour l'activité oligomanncsicdique) et 3CC.nmolas

-

de zlycopeptides N-acdtylés. [ 4C] sont préincutés 2 diffirentes fempéraivre
pendant 5 minutes . 0,05 ml d'enzyme sont alors ajouids . Pendant des

temps wariables des alisuotes de C,01 ml sonts.prélewrds et la riaciion =st
arr8tée par addition, & froid ie $,C1 ml de 01 C,1 I, Las profuits
d'ayirolyse soan% enzuite anal

le solvant prridine/acéiate i'éﬁxﬁle/acide acéticusz/eatn '5:13:1:3) rendans

1€ heuvres .

A——— ¢ activité J-acdtyllaciosaminique

A

activité cligcmannosidique



3 - Paramétres cinétiques : Km et Vmax

La constante de Michaelis (Km) et la vitesse maximale d'hydrolyse
(Vmax) ont été déterminées & partir de la représentation graphique de
LINEWEAVER et BURK (60 ) .

Les résultats‘obtenus’ sont les suivants :
~ Le Km et le Vmax sont respectivement de 0,67 mM et 0,28/cm01e / min / mg
de protéines vis & vis du glycopeptide (Man—)é(Glcl'\TAc)zAgn . |
- Vis & vis du glycopeptide (Gal)a(GlcNAc)z(Ma.n)3(GlcNAc)2Asn,. nous
avons obtenu un Km de 0,91 mM et une Vmax de 0,0S)Amole /’c'min / mg de
protéines . |

D'aprés ces résultats, nous voyons que l'enz_yme présente une affinité
et une vitesse d'hydrolyse plus grandes pour les substrats de type oligo-

mannosidique .

B. ~ PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

1 - Masse moléculaire

La masse moléculaire de l"enhymé a été déterminée par gel-filtration
dans les conditions décrites page 63 .

Comme le montre la figure 27 page 94 , les deux activités Endo sont
éluées ensemble, entre le pic de l'ovalbumine (Mm 44 O00) et le pic de la
gamma. globuline ;bovine (Mn 148 000) .

La détermination graphiqué d'aprés la droite log(Mm) = f(%%) repré-
sentée dans la figure 28 page 95 , nous donne une masse moléculaire de

89 000 .
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Figure 27 : Détermination de 1z magse moléculaire

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 63)

Témoins d'étalonnage -~ 1 : thyroglobuline (MM 670 000)

2 : gammaglobuline (MM 108 000) 3 : ovalbumine (MM 44 000)
4 : myoglobuline (MM 17 000) 5 ¢ vitamine Byo (M 1 350)

: activité oligomanmosidigue

Q
e

activité Neacétyllactogaminique
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Fgure 28 : Détermination de la masse moléculaire : représentation

1, B PPRY
*9 (1] L1}

graphique de log(Mm) = f ( % )
(les conditions expérimentales sont décri‘ces & la
page 63) .

Mm : Masse moléculaire

Ve : Volume d'élution ;,‘E
&)
Vo : Volume mort de la colonne

Thyroglobuline (Mm = 670 000) 2 : Cammaglobuline (Mm = 158 0CC)

Ovalbumine (Mm = 44 000) 4 : Myoglobuline (¥Mm = 17 00C)

..

Vitamine B,, (Mm = 1 350)
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2 - g,
Nous avons tenté de déterminer le pHi de l'enzyme par isoélectro-
focalisation en veine liquide dans la zone de pH comprise entre 7,0 et 2,5 .
Les conditions expérimentales sont décrites & la page /(5 . Le
résultat obtenu est représenté dans la figure 18 page 73 . Nous voyons
que les deux activités, oligomannosidique et N-acétyllactosaminique, migrent
vers l'anode, dans la zone de pH 2,9 . Cette valeur reste cependant 3

vérifier car elle est trop proche de l'extrémité du gradient formé par

les ampholines qui est de 2,5 . Cependant, nous pouvons dire que 1'endo-N-

acétyljﬂ-D-glucosaminidase du basidiomycéte sporotricum dimorphosporum

possede uwn pHi extrémement acide .

3 - Stabilité

a) stabilité au pH

La stabilité de l'enzyme au pH a été étudiée dans les conditions
expérimentales décrites page 63 .

Comme le montre la figure 29 page 97 , les activités sur les deux
types de substrats présentent la m&me courbe de stabilité entre pH 2,0 et
pH 9,0 , avec une bonne stabilité entre pH 4,0 et pH 8,0, aprés incub?tion

pendant 30 minutes & 37°C .

b) stabilité & la température

Afin de vérifier 1'existence d'une ou deux enzymes, nous avons
étudié la stabilité de l'activité enzymatique sur les deux types de
substrats en fonction de la température, & la fois & pH 4,5 et & pH 5,5 .

Les conditions expérimentales sont décrites & la page 62 .
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Figure 29 : Stabilité au pH .

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 62)

® : activité N-acdtyllactosaminique

O———Q : activité oligomannosidique
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4 la page 61) ’§\I>
\ LILLE
A : 40°C et 50°C 3 B : 60°C 3 C : 65°C 3 D s 70°C .

H

Activité N—acétyllactosaminique :0—Q (pd 4,5);V—V (o 5,5)

Activité oligomannosidique :0---0(pH 4,5) ;A----A (pH 5,5)
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A pH 4,5 comme & pH 5,5 les deux activités sont stables jusqu'a
50°C (figure 30 4, page 98 ) .

4 60°C, il y a une légdre dénaturation (environ 15%) pour les deux
activités aprés une incubation de 5 heures & pH 4,5 . & pH 5,5 les deux
activités restent stables (figure 30 B, page 98 ).

A& partir de 65°C (figures 30 C et D), la dénaturation est plus impor-
tante, avec cepandant, la méme cinétique pour les deux activités tant 2
P2 4,5 qu'& pH 5,5 . 4 TO°C, les deux activités sont compldtement détruites
aprés 3 heures de chauffage & pH 4,5 et aprés 9 heures de chauffage i
BH 5,5 . |

Ces résultats montrent que les deux activités sont sensibles 3 la
température & partir de 65°C et que le pH joue un r8le trds important dans
la dénaturation de l'enzyme par la chaleur .

Nous pouvons aussi remarqguer que les deux activités possédent une

stabilité identique & la température »

c) stabilité au stckage

A 1'état soluble, avec une concentration en protéines de 0,07 mg/ml,
et conservée & pH 5,0 4 4°C , les activités enzymatiques sur les deux types
de substrats restent stables pendant plusieurs années sans addition d'agent
stabilisateur .

Nous n'avons pas observé de perte d'activité de l'enzyme soluble
aprés plusieurs congélations et décongélations successives .

Aprés lyophilisation, nous avons retrouvé 85 % d'activité sur les
deux types de substrats .

Une colonne .d'enzyme insolubilisée sur Sepharose 4B permet une

utilisation continue a 20°C et 37°C pendant plusieurs mois .



- 100 -

C - DICUSSION SUR LES FROFRITES ENZYMATIQUES ET PHYSTCOCHIMIQUES

Les résultats des principales propriétés enzymatiques et physico-
chimiques sont résumés dans le tableau X page 101 .

- Les deux activités possddent une m&me température optimale, une
méme masse moléculaire, un méme pﬂi, et présentent une stabilité au pH
et & la température identique . Ceci est en faveur de l'hypothese que les
deux activités sont portées par une seule enzyme . La différence entre
les pH optimum des deux activités peut &tre expliquée par une ionisation
différente, soit des substrats, soit du site actif unique pour les deux
substrats 4 soit des sites actifs différents pour les deux substrats .

~ L'étude de la stabilité & la température nous z aussi permis
de débermine;f 13‘5 cond:itions d'utilisation de 1" enzyme 3 Il'hydrolyse.
prolongée des :su}:s_t;-atg de type oligmrannosidique peut &tre réalisée
dans les conditions optimglgs g_lg fogctioz;nement de -_1'enzyrx):e (pH 545 et
60°C), alors que c_elle- des substrats de 'l:ype N-acé’by_llactsaminiqge doit ( izi'/g/’
8tre réalisée soit au pH.optimum'(pH 4,5) et & 50°C , soit & la tempé-
rature optimale (60°C) et & pH 5,5 afin de limiter la dénaturation de
1'enzyme . Cette dénaturation peut aussi 8tre compensée par addition
d'enzyme toutes les 8 heures .

= L'enzyme que nous avons préparée posséde une trés grande stabilité,

ce qui facilite beaucoup son stockage . Cette promriété est observée chez
1z plupart des Endos purifides . En effet d'aprés TARENTINO et MALEY (112),
1'Endo H présente une tr2s grande stabilité aprés congélations et décon-
gélations successives et lyophilisation . Elle se dénature rapidement 2
pH inférieur & 4,5 & 3T7°C mais reste stable & cette température entre
pH 4,5 et pH 8,5 . Selon KOBATA ( 45), les Endo Cr et CII restent stables

34 - 20°C pendant plus d'une année . Et selon TARENTINO et MALEY (115),

I'Endo de l'oviducte de Poule peut &tre conservée a =70°C ou a +4°C avec -



Tablean X : Principales propriétés physico~chimiques de 1'Endo

de Basidiomycéte gporctricum dimorphosporum .

- 101 =

ACTTIVITE ACTIVITE
FROFRIEIES ! WACETYLLACTOSAMTNTQUE :  OLIGOMANNOSIDIQUE
: () 0,91 0,67
o optimm 4,5 555
température optimale (°C) 60 : . 60
pH; 2,9 2,9
: masse moléculaire (dalton) : 89000 ' 89000
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une goutte de toludne, pendant une année, mais conservée entre -~ 10°C et
- 20°C, elle devient inactive .

- L'utilisation de l'enzyme immobilisée est trés intéressante: pour
1'étude de la structure et de la fonction des parties glycannigques ou
protéiques des N-glycosylprotéines . En effet, elle permet d'obtenir des

produits d'hydrolyse non contaminés par les composés contenus dans la

préparation enzymatigue .
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IV - SPECIFICITE

A - SPECIFICITE SUR LES SUBSTRATS DE TYFE N-ACETYLLACTOSAMINIQUE

1 = Glycopeptides et oligosaccharides

Différents glycopeptides possédant des structures de type N-acétyl-
lactosaminique gont soumis & l'action de 1'Endo . La structure de ces
glycopeptides, ainsi que le résultat de leur hydrolyse, sont rassemblés
dans le tableau XII page 104. .

Les glycopeptides biantennés, ne renfermant ni Fuc ni Neudc, sont
hydrolysés & 90 % par 1l'enzyme .

Les structures biantennées mono et difucosylées sont hydrolysées
respectivement & 21 et & 15 % . La présence d'un ou deux résidus de Fuc ne
semble donc pas inhiber l'activité de l'enzyme mais elle ralentit fortement
la vitesse d'hydrolyse .

Le glycopeptide biantenné monosialylé est hydrolysé & 15 % alors que
le méme glycopeptide disialylé n'est pas hydrolysé par l'enzyme .

Les glycopeptides triantennés ne sont pas hydrolysés par l'enzyme
quand la réaction est effectuée & 37°C pendant une heure . Mais si celle-ci
est effectuée & 60°C, nous obtenons un taux d'hydrolyse de 25 % .

Les glycopeptides tétraantennés\zgolés de l'orosomucoide ne sont pas
hydrolysés par 1l'Endo, méme & 60°C .

La vitesse d'hydrolyse de 1'oligosaccharide (Gal)a(GlcNAc)z(Man) 3(Glc;m.c)2
est beaucoup plus faible que celle du glycoasparagine de méme structure .
Ce qui montre que le résidu d'asparagine joue un réle important pour
1l'hydrolyse par 1l'Fndo . Cette propriété est aussi observée pour 1'Endo H
(118), pour 1'Endo D (74 ), et pour 1'Endo d'oviducte de poule (116) .

Cependant, TACHIBANA et al. ( 102 ), ont trouvé que 1'Endo de foie de rat




Tableau XI

-
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: pourcentage d'hydrolyse des substrats de type H-acétryllaciizaninizue

H H
: STRUCTURES : FOURCENTAGE :
: : D'EYDROLYSE :
: lcuc(aa-é)(kl(B1-4)¢;1cﬁlc(81-2)hn(u1-3)\ :
s Man(B1-4)GlcNAc(B1=4)GlcNAc(B1= )Asn 0 s
; Neuho(a2-6)Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1=6)" t s
$ H -
H $ H
: GlcHAc(g1=2 ) Man(a1=3
: Neudc(a2-6 fal(81-4) (81-¢)Mea(s )\lm(a1-4)01enc(s1-4)mcuc(e1- )Asn t 15 &
: ' (B1-4)01cHAc( B1-2)Man(a1. * )/ : :

3. $
: (p1-2)aa(a1-3) : :
: Gal( 314 )ClcNAc(f1=2)Man(a1=3 : : : : :
t (1) (81-4) e - \ha(p1-4)GchAc(F1-4)GIcHAc(PT- JAsn ¢ 90 3
: Gal(f1=4)G1cNAc(p1-2)Man(a1-6)" : :
H H H
Nac(p1-2) -3 :
: cu(p1-4)01cuc(/s -2 an(at )\nm({n-4)01cnu(lz1-4)c1cnu(fs1- JAsn 21 :
: m(,‘;1-4)c1cnu(/s1-z)m(a1.6)/ rad(a16) . :
: A ) :
: ) s :

~4)CleNAc(f1-2)Man(a1=3 : ) - :

: \Go.l(p1 ) '(P o )\hn(/!?-d»)GlcNAc(,ﬂ-d»)Glcm(/ﬂ- JAsn = 15 :
: th([}1-4)clcllc(/31-2)lm(c1-6)/ . rocl1.6) : :
H - & 3
: Fac(af-3) s :
H H $
H . . H 3
: ca(p 1-4)31"“(/”-‘)m(m-3)\n-n(/;1-4)clcnu({;1-4)c1wu : 7 :
: m(/h-4)a1em(/sv-z)u(m-6)/ : .
H : b :
: : ]
: Gnl(/}1-4)61cﬂlc(/§?—4)}m @13) |
) Gal(p1-4)Clalbc(pr-2Y . Kan((31-4)GLeRAc(31-4)GLaNAc (1~ Jimm 25
: m(/:u)cuxu(p-z)m(m-s)/ ' : :
$ H $
; Fac(®1-3) : :

H $
: M(B14)Glclh(/§1-4)\ 3 :
: s (g1—)C1eBac(proay ) : : )
3 t :
: g (/” lan(f‘l-‘t)clclu(/}‘l-ﬂclcm::(ﬁh )JAsn o} :
: Ga.l(81-4)GchAc(/ﬂ-2)\ / : :
) ¥an (X 1=6) s :
: a.1(e1-4)c1cmc(/31-6)/ i :
$ H
X sérotransferrine humaine désialylée {2 glycannes identiques & (1)) f ]

1C0

sérotransferrine de lapin désialylée (1 seul glycanne identique A (1))
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hydrolyse les oligosaccharides et les glycoasparagines avec la mé&me
vitesse . D'apréds ces m€mes auteurs, l'enzyme n'hydrolyse plus les

oligosaccharides lorsqu'ils sont réduits en itol .

2 - Glycoprotéines

La sérotransferrine humaine désialylée est hydrolysée & 50 % alors
que la sérotransferrine de lapin est hydrolysée & 100 % . Cette différence
d'activi‘!_:é sur le m&me type de chaine glycannique montre bien le rfle
important que joue la copule protéique dans la reconnaissance du substrat

par l'enzyme .

3 - Conclusion

Lt endo—N—acétyl—F—D—glucosaminidase du Basidiomycete sporotricum
dimorphosporum est lz premidre enzyme capable d'hydrolyser les structures
N~acétyllactosaminiques biantennées . En gffe'b, les auitres enzymes comme
1'Endo D, 1l'Endo F‘I ou: 1'Endo CI n'hydrolyséent les glycopeptides biantennés
que s'ils sont préalablement dégradés par les exoglycosidasgs jusqu'aun
Man 1lié sur le 03 du Man du core pentasaccharidique .

Une autre enzyme du méme itype, isolée du foie de rat, a été ensuite
décrite au laboratoire par PIERCE et al. (90 , 91 ) .

I1 faut remarquer gqu'aucune Endo décrite & ce jour, n'est capable
d'hydrolyser des glycopeptides disialylés alors que des oligosacharides

disialylés ont été isolés de l'urine de malades atteints de sialidose .
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B - SPECIFICITE SUR LES SUBSTRATS DE TYPE OLIGOMANNOSIDIQUE ET MIXTE

1 - Hydrolyse d'un mélange de glycopeptides de la lactotrans-

ferrine bovine

Comme indiqué dans le tableau XII page 107, le mélange des glyco-—
peptides de l=z laqtotransferrine bovine N-acétylés [140] est hydrolysé
32 92 % par l'enzyme . Les .conditions expérimentales sont décrites page 59 .

L'analyse des oligosapcha;rides libérés a partir des glycopeptides

non marqués’(voir conditions expérimentales p.60) en chromatographie sur couche
mince dans le solvant n. butanol / acide acétique / eau (2 : 1 : 1) a permis
de mettre en évidence (fig 31 C P.108)cing bandes d’oligpsaccharides .

Pour identifier ces oligosaccharides, nous les avons comparés & des
mannosides témoins, isolés de l'urine de malades atteints de manncsidose,
dont la composition en monosaccharides est connue (fig 31 A et 31 F p.108) .

D'a.prés les valeurs des rapports de migration de chagque bande
oligosaccharidique, par rapport au mannose (RMan)’ rassemblées dans le
tableau XIII page 109, les produits libérés par l'hydrolyse enzymatique
comigrent avec les mannosides témoins (Man)9GlcNAc, (Ma.n)eGlcNA.c, (Man),(GlcNAc,
(Man)GGlcNAc et (Ma.n)sGlcNAc .

La structure des deux oligosaccharides les plus lourds a été décrite
par G. SPIK et confirmée par R.M.N. (128) comme étant bien (.Man)gGlcNAc et
(Man)eGlcNAc . la structure des autres oligosaccharides est en cours de

détermination .

2 - Hydrolyée du mélange de glycopeptides de 1'ovalbumine

Comme indiqué dans le tableau XII page 107, 60 % des glycopeptides
N-acétylés [140] sont hydrolysés par 1'enzyme . Ce taux d'hydrolyse est

atteint aprés une heure d'incubation, et il reste constant apr2s une




Tableau XII : Pourcentages d*hydrolyse des glycopeptides

[1

N-acétylés

et mixte .

( Les conditions expérimentales sont décrites

4

& la page 39/ .

] de type oligomannosidique

- 107 -

GP-E' est obtenu par traitement de GP-E par la N=acétyl-glucosa—~

minidase .
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“________ Ma.nzGlcNAc

Figure 31 : Hydrolyse des glycopeptides de la lactotransferrine bovine
et de l'ovalbumine par 1' Endo : analyse des produits d'hydro-

lyse par chromatographie sur couche mince .

( 1'hydrolyse a été réalisée avec 0,02 ml de solution enzymatique, 0,06 mg
de glycopeptides et 0,02 ml de tampon de Mc ILVAINE, pH 5,5 pendant une
heure & 60°C . La chromatographie a été réalisée dans le systéme solvant

n butanol/acide acétique/eau (2:1:1) avec 3 migrations successives . )

A et P : mannosides témoins

B ¢ glycopetides de la lactotransferrine bovine

C : glycopeptides de la lactotransferrine bovine + FEndo
D t glycopeptides de 1l'ovalbumine

E : glycopeptides de 1l'ovalbumine <+ Endo
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Tablesu XITI : Valeurs de Ry (migration par rapport au manncse en
chromatographie sur couche mince) des différents
mannosides témoins et des oligosaccharides libérés par
action“de_}'Endo sur un mélange de glycopeptides de la

lactotransferrine bovine (L1 & LS) et de l'ovalbumine

(0, & 03)
s oligosaccharide : RMan :
(Man)gGlcNAq : 0,09 :
: (Man) salcmc’ : 0,12 :
: (Ma}i);falcm_: : 0,16 :
: () (GloNAc : 0,22 :
: ‘(ﬁa)gmcmc : 0,28 :
: L1 : 0,09 :
: L, : 0,12 :
: Ls : 0,16 :
: L4 : 0,21 :
: L5 : 0,28 :
: 0:1 H 0,15 :
: @2 : 0,21 s
s 03 s 0,27 s
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incubation plus longue (24 heures et malgré 1'addition d'enzyme ) .

La figure 31 B page 1C§ montre 1'analyse par chromatographie sur

couche mince des produits d'hydrolyse‘obtenus a parti: de glycopeptides
nonvmarqués + Par comparaison avec les glycopeptides témoins non hydroly§és
( fig 31 D, nous pouvons voir trois bandes d'oligosaccharides libérés par
l'enz&me (oligosaccharides'01, 0,9 03) .

Comme pour l'hydrplyse des glycopeptides de la lactotransferrine
bovine, ces oligosaccharideg gont identifiés par rapport & des manncsides
témoins . D'aprés 1és valeurs_des 3Manrassemblées dans le tableau XIII _
page 109 ,1'o0ligosaccharide O1 comigre avec (Man) 5GlcNAc et l'oligosg.ccha.ride
uéavgc (Ma.n)sGlcNAc . Le Ryan 4 l'oligosaccharide 03 est légérement
inférieur & celui de (Man)7GlcNAc, et 1'aspect de la bande montre qu'il
existe une hétérogénéiﬁé'. Cet#e bande est en fait un mélahge, composé
de (Man)wglcNAc et d'un oligosaccharide plus lourd .

‘ Nous‘pouvons aussi observer spr»la ?igure 31 E, qu'il reste encore
des produits au point de @épart’dg chromatogrammg » Ceci confirme 1l'hydro-

; lyse incompléte obtenue avec les glycopeptides de l'ovalbumine N-acétylés

[*4c] .

3 - Hydrolyse des glycopeptides de 1l'ovalbumine fractionnés

sur Dowex 50 W x 2

Cpmme nous venons de le voir précédgmment, 1'hydrolyse des glyco-
peptides de 1l'ovalbumine n'est pas compléte . Nous avons donc tenté de
| déf;uir.la spépificité de 1'Endo en utilisant les glycoasparagines de
1'ovalbumine fractionnés sur Dowex 50 W x 2 selon la méthode décrite par
HUANG et a1. (30) .
Nous avons utilisé deux groupes de glycopeptides obtenus par cette

méthode :
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Le premier. groupe est celui des glycoasparagines témoins GP-I,
GP-IJA, GP-IIB, GP-IITA, GP-IIIB, GP-IIIC, dont les structures sont
parfaitement définies ( TAI et_al. ( 104), YAMASHITA et al.(131), NARASIMHAN
et al.( 79 ) qui nous ont été données par les Professeurs A. KOBATA et
H. SCHACHTER . Les structures de ces glycopeptides sont représentées dans
le tableau I page 15 .

Le deuxigdme groupe est celui des glyc;qaspa.ragines fractionnées
au laboratoire . Le profil de fractionnement est le m8me que célui obiemu
par les autres auteurs (figure 8 page 14) . Les cing pics obtenus ont été
appelés de GP-A & GP-E . Leurs compositions molaires en monosaccharides
sont représentées dans le tableau XIV page 112 .

Pour t¢hague pic, nous avons déterminé :

-~ le pourcentage d'hydrolyse des glycoasparagines
N-acstylés | ] .

' - La nature des oligosaccharides 1libérés & partir de
glyccpeptidés non marqués, par comparaison de leur migration en chromato—
graphie sur couche mince, avec celle des mannosides témoins isolés des
urines de malades atteints de mannosidose .

- La composition molaire en monosaccharides des
oligosaccharides libérés par l'enzyme et des glycopeptides non hydrolysés

fractionnés par chromatographie liquide haute performsnce .

&) Hydrolyse des glycoasparagines N-acétylées [MC]

Les pourcentages d'hydrolyse des glycoasparagines N-acétylées [140]
sont rassemblés dans le tableau X page 107 .
L'Endo que nous avons caractérisée dans le mot de fermentation du

Basidiomycéte sporotricum dimorphosporum est capable d'hydrolyser respecti-

vement 3 90 % et 80 % GP-IIIA et GP-IIIB . Les glycopeptides GP-I, GP-IIA,
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Tableau XIV : Rapports molaires en monosaccharides des différents pics

de glycopeptides d'ovalbumine fractionnés surDoyex 50 W x 2 .

40 00 se s oo
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s 60 e s e
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20 o0 o0 o»
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GP-IIB et GP-IIIC ne sont pas hydrolysés par l'enzyme .
Parmi les glycopeptides préparés au laboratoire, l'enzyme hydrolyse
GP-B, GP-C, GP-D, et GP~E respectivement & 45, 80, 87, et 60 % « Ces taux
d'hydrolyse sont atteints aprés une heure d'incubation et restent constants
aprés une incubation plus longue (24 heures) avec une nouvelle additien
d'enzyme , exepté pour GP-E oli letaux d'hydrolyse peut atteindre 88 %

aprés T2 heures d'incubation (fig 32 p 114) .

b) Détermination de la nature deg oligosaccharides libérés

par chromatographie sur couche mince .

Les différentes glycoasparagines préparées au laboratoire (de
GPLK“-aiGPLE) sont soumises & l'action de l'enzyme et les oligosaccharides
1libérés sont analysés par chromatographie sur couche mince dans le solvant
n. butanol / acide acétique / eau ( 2 : 1 : 1) . Les protocoles expéri-
mentaux sont décrits & la page 60 .

Les résultats sont rassemblés dans la figure 32 page 115. GP-4 a
1'état natif n'est pas hydrolysé par l'enzyme . L'hydrolyse des glycopeptides
GP-B, GP—C, GP-D, et GP=E libérent respectivement les oligosaccharides
I,et\II,.II; et IV, V, VI et VII. . Lla migration de chague oligosaccha_
ride est comparée i celle des mannosides témoins (tableau XV page 116 ) .

D'aprés ces résultats, nous voyons que les oligosaccharides I st IV
comigrent avec le mannoside (ﬁan)6G1cNAc, IiI et 'V avec (Man)sGlcNAc,
et VI avec (Man)4GlcNAc . La valeur du Ry de 1'oligosaccharide IJ est
légdrement inférieure & celle du mannoside (Man)7GlcNAc et l'aspect de lz
bande montre une hétérogénéité . L'oligosaccharide VI migre entre les
mannosides (Man)4GlcNAc et (Man)sGlcNAc .

En conclusion, l'étude des hydrolysats par chromatographie sur
couche mince permet de visualiser les oligosaccharides libérés par

1'enzyme mais elle ne permet pas de déterminer leur structure exacte .
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Figure 32 : Hydrolyse des glycopeptides [140] de 1l'ovalbumine

fractionnés sur Dowex S0 W x 2

(les conditions expérimen‘bales sont décrites & la page 59)

V- V : GPeA 3 O=——O: GP-B ; A——A : GP-C ;
O——0Q : GP=D ; W—M: GP-E ;
GP-E traité par la N-acétylglucosaminidase

- 114 -
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Man 4GlCNAC
‘ Ma.nSG].cNAc
|

> / —~Man (GltiAc

ManTGlcNAc
:,_j- MangGlelNac

g — HangGlollAo

Figure 33 : Hydrolyse des glycopeptides de 1l'ovalbumine fractionnés
stir Dowex 50 W x 2 : analyse par chromatographie sur couche
mince .

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 60)

A: GP-A F i GP-C
B : GP-A +_’Endo G : GP-C <+ Endo
C, H et M : mannosides témoin I : GP-D + Endo
D : GP-B + Endo J : GP-D |
E : GP-B ¥ : GP-E

L ¢ OP=E + ZEndo



Tableau XV : Valeurs de Ry (migration per rapport au mannose en

chromatographie sur couche mince) des différents
mannosides témoins et des oligosaccharides libérés par
action.de 1'Endo sur les glycoasparagines de l'ovalbumine

fractionnées sur Dowex S0 W x 2 .
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I et IT, IIT et Iv, V; VI et VII, sont les oligosaccharides
libérés respectivement & partir de GP-B, GP-C, GP~D et GP-E ,

. oligosaccharide - RMa.n ;
(Man)gGlcNAc 0,09
(Man)eGlcNAc 0,12
(Mg.n)TclcNAc 0,16
: (Man ) GloNAc 0,22
(Mgn)salcm;c 0,28
" (Man) 4G1eNc 0,37
I : 0,15
T 0,22 :
: 11T f 0,22 :
- v . 0,28
v 0,28
VI 0,33
: vII : 0,37
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c) Analyse des produits d' olyse chromato ie

liguide haute performance

Afin de déterminer avec précision la composition des oligosaccharides
1ibérés par l'enzyme, nous avons utilisé la chromatographie liguide haute
performance (H.P.LsCe)} suivie de la méthanolyse . Les protocoles expéri-
mentaux sont décrits 3 la page 118 « Dans les figures 34 4, 34 B, 34 C,
U Det ME paéés 118 & 122 » Somt rassemblés les chromatogrammes
obtenus pour les différentes glycoasparagines et leurs hydrolysats .
Chague fraction collectée est analysée par chromatographie sur
couche mince et révélée par pulvérisation d'une solution d'ercinol
sulfurique . Les oligosaccharides sont séparés par trois migrations
successives dans le systéme solvant n butanol / acide acétigue / eau
(2:1:1) . Les fractions renfermant des oligosaccharides purs (fig 35p 123)
sont rassemblées et leur composition est déterminde en chromatographie
phase gazeuse aprés méthanclyse et trifluoroacétylation .
Les rapports molaires en meonosaccharides de ces oligosaccharides
sont rassemblés dans le tableau XVI page 124 . Dans ce m8me tableau sont
représentés les rapports molaires en monosaccharides des glycoasparagines

avant 1l'hydrolyse par l'enzyme .

Comme le montre la figure 34 - page 118 , GP-A est fractionné en
trois glycoasparagines GP-‘-&1 ’ GP-AZ, et GP—A.3 . GP—A3 ne renferme pas
de Gal mais posséde cependant une structw e de type mixte avec 5 résidus
de GlcNAc pour 5 résidus de Man . Cette glycoasparagine correspond denc
3 GP-IIB décrit par YAMASHITA et al. (131 ) .

GP-A_ et GP-A_ renferment toutes les deux un résidu de Gal et

2 3
respectivement 5 résidus de GlcNAc pour 4 résidus de Man et 5 résidus de
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Tableau XVI : Fractionnement en H P.L.,Ce des différents glycopeptides
d'ovalbumine et de leur hydrolysat par 1'Endo : Temps de rétention,
et rapports molaires en monosaccharides des pics obtenus .

Gp-A, GP-B, GP-C, GP-D, GP~E scnt des glycopeptides d' ovalbu-
mine fractionnés sur Dowex 50 Wx 2 ;3 A, B, C, D, E sont les oligo-
saccharides obtenus 2 partir de ces glycopeptides aprds action de 1'Endo ;

(entre‘parenthéses sont indiqués les rapports molaires corriges

en fonction des résultats obtenus en H.P.L.C et sur couche mince )

: P mmps | RAPPORTS .HMOLAIRES :
: PIC . DE . - - :
: | RETENTION Gal ' Glolac ) Man )
t g, 4 e FogE2(s) P 3(5) ]
Y 53,5  : 0,734 (1) 1 2,590 (5) : 3 (4) 3
P op-ay ) 59,8 Poo0,846 (1) 1 3,030 (5) ) 3 (5) .
: GP—B1 : 4752 T 0,605 . ': 1’958. : 3 f
: : | * fo,760% P [2,T2m : * :
. OBy 52,8 {6;893 s {2,857 : {3 :
; GP-3, + 54,9  : ‘traces E 1,765 ©3 :
: GP-B, :: 58,8 : traces . 1,017 . 3 :
. B, : 21,5 3 - t 0,450 (1) : 3 (8) :
B, 24,0 - R PY CLINC )R N G :
: B, 3 27,6 3 - T 0,430 (1) : 3(7) :
: GP-C, : 43,1 : 0,326 ; 1,182 ; 3 ;
: GP-C, o 47,6 3 - 1,216 (2) : 3 (5) :
ooy, 51,4 . - . 1,089 (2) 1 3(6) ,
: C, g 17,8 2 - : 0,650 (1) E 3 (5) :
: , : 22,4 - S 0,494 (1) ] 3 (6) ;
:  OPLD, : 37,4 : - ' 1,698 : 3 :
P oD, ] 47,6 - . w1 () o 3(5) :
. D, : 17,8 : - : 0,605 (1) ; 3 (5) :
i or-E : 32,5 : - . 2,813(3) 1 3(3) ;
:  COP-E, : 4441 : - : 1,583 (2) : 3 (4) :
E, 1z - . 1ot [ 3(3) :
: E, : : - : C,740 (1) f 3 (4) :

* Rapports molaires déterminés avant l'hydrolyse par 1'Endo .
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GlcNAc pour 5 régidus de Man ., Ces glycoasparagines correspondent donc
a4 GP-ITA et GP-I décrits par YAMASHITA-et al. ( 131)

Aucun de ces trois glycopeptides n'est hydrolysé par l'enzyme . Ce
résultat est en accord avec celui cbtenu auparavant avec les glycoaspara~

gines témoins GP-I, GP-IIA et GP-IIB (voir page 111) .

- bydrolyse de GP-B

GP-B est fractionné en 4 pics GP-B GP-—BZ, GP-B

1! 3!
page 119). La composition melaire en monosaccharides de chague pic est

et GP-B, (fig 34 B)

déterminée avant et aprés hydrolyse par 1'Endo . Aprés l'hydrolyse nous
pouvons noter lz disparition de GP—BB et GP-B 4 et wm changement de compo-
sition de GP—Bé (fig 34-B et tableau XVI) . Il apparaft un pic correspon-

dent & GlcNAc—-Asn et trois pics oligosaccharidiques B,, B, et B, .

1? "2 3

L'analyse de lz composition en monosaccharides de ces derniers
(tablean XVI page 124 ), montre que B, et B3 ont des structm*gs de type
oligomannosidigue avec respectivement 6 et 7 résidus de Man pour * résidu
de GlcNAc . 5 posséde une structue de t:fpe mixte avec 5 résidus de
Man pour 3 résidus de GlcNAc .

Les oligosaccharides Bz, et 33 proviennent probablement respectivement

de GP‘-B3 et GP--B4 « Tandis que 31 provient D'une glycoasmaragine contenue

> dans GP-B, .

Ces résultats montrent 1'hétérogénéité qui peut exister dans les
différents pics de glycoasparagines cbtenus aprés un seul fractionnement
‘én H.P.L.C. « La composition de ces glycoasparagines reste donc & vérifier
avec des produits purs obtenus aprés plusieurs fractionnements successifs
en H.P.L.C. 4 en changeant le gradient d'élution OU le type de colomne .

La pureté des oligosaccharides obtenus, est vérifiée par chromato-
graphie sur couche mince, comme le montre la figure35. page 125, leurs

rapports molaires en monosaccharides donnés dans le tableau XVI page 124

sont donc exacts .
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- Eydrolyse de_GP-C
Comme le montre la figure 34 C page 120, et le tableau XVI page 124 .

- GP—-C est fractionné em trois pics : GP—CT, GP=C,, et GP=C

27 3°
Aprés 1l'hydrolyse par l'Endo, nous pouvons constater la disparition

totale de GE"C}" et l'apparition_‘ de GlcNAc—-Asn et des oligosaccharides

1
Prespectivement de GP-C

C, de composition (Kan)SGlcNAc et de C, ( (Man)st}lcNAc ) qui proviennent
2 et d.e‘ GP--C3 .

GP-C3 qui est la..'glypoaspa.ragine majeure de ce groupe, correspond
4 QP-IV décrit par TAT et al ( 103) , GP-C, provient probablement de la
contamination de GP=C par un glycopeptide de GP-D . GP=C 17 qui posséde

une structure de type mixte avec un résidu de galactose, n'a pas encore

été décrit dans la littérature et sa structure-reste & déterminer .

Comme le montre la figure 34 D, page 121, @P~D renferme deux

glycoasparagines, G}.“‘--D1 et GE"--D2 .

L'hydrolyse par 1'Endc conduit & une disparition totale de GP-D1

et & 1'apparition de I'oligosaccharide D, ( (Man)SGlcNAc }, voir tableau
XVI page 124; G‘.P-I!1 correspond & GP-V décrit par TAI et al, K (103 ) .

GP—]Z"2 n'est pas hydrolysé par 1l'enzyme .

- hydrolyse de GP-E
GP-E est composé de deux glycoasparagines, GP-’-E1 et ('}}?--E!2 N

L'hydrolyse de ces derni3res libére les oligosaccharides E, st E2

1
dont la composition est respectivement (Man) 4GlcNAc et (Man) 3(GIcMAc)2 .
Ces oligosaccharides ne sont pas bien séparés de GIcNAc—-Asn dans les

conditions décrites & la page 50 , mais nous avons obtenu une bonne

séparatien en utilisant une élution isocratique avec le systéme solvant
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acétonitrile/esu (60:40) . GP-E, correspond donc & GP-VI décrit par
| TAT et al. ( 105 ) et posséde comme composition (Man) 4(GlcNAc)2Asn ’
| tandis que GP~E, a pour composition GlcNac(Man) (Gchc)-aAsn . Cette

glycoasparagme n'a pas encore été décrite dans la llttera:ture .

L'etude de sa structure par methyla.t:.on montre l'absence totale
du dérivé 2 mono-O-méthyl mannose et la présence des dérivés 2,3,4,6
tétra;-O—méf;hyl mannose, 2,3,6 tri-O-méthyl mannose, 2,4 di-O-méthyl -
ma.nnose,\ 2,6 di-O-méthyl N-acétylglucosamine, et 3,4,6 tri~O-méthyl
Neacétylglucosamine dans des rapports équimolaires « Ces résultats sont
confirmés par la spectrométrie de masse .

La présence du dérivé 2,4 di-O-méthyl mamnose, comme l'absence
du dérivé 2 mono~O-méthyl mannose, exclue la possibilité de substitu-
tion sur le C, du Nem per un résidu de GlcNAc .

Lz présence du dérivé 2,3,4 tri-O-méthyl mannose montre qu'il y a
un résidu de Man dont 1le C 4 est substitué, probablement, par un résidu
de N~-acétylglucosamine . La structure exacte de G'P-—E2

déterminée, faute d'une quantité suffisante de produit «.

n'a pas pu 8&tre

. ~
v -
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En conclusion, grice au couplage de la H.P.L.C. avec lz méthanolyse;
il est possible d'une part de déterminer la strume des glycopeptides
de l'ovalbumine, et d'autre part d'analyser les ocligosaccharides libérés
par 1l'Endo .

Les .résu.lte.ts obtenus montrent Aque l'endn-N-acétyl.-fx-kglucosaminida:se
de sporotricum dimorphosporum est capable d'hydrolyser les structures
suivantes : (Man)7(G1cNAc)ZAsn

(lla.n)a(GlcNA.c)zAsn

(Ma.n)s(GlcNAc)zAsu

(Maz) ,(GloNAc) Aen
(GlcNA‘c)z(Man)s(GlcNAc)ZAsn
(GlcNAc)1(hTan)3(GlcNAc)zAm ‘

Les structurés de type mixte, renferment des résidus de galactose
ne sont pas hydrolysées . L'hydrolyse de ces structures deviemt possible
quand on effectue un décapage préalable de la molécule par les exoglycow
sidases . Le meilleur exemple est fourni par GP-4 , qui n'est hydrolysé
par l'enzyme, qu'aprés l'action associée de lz glactosidase et de lz
N-acétyl-glucosaminidase (fig 35 page 129 ) .

Liutilisation de 1'H.P.L.C. pour la détermination des activités de
1'Endo est une méthode avamtageuse puisqu'elle permet de visuzliser sur
le m&me chromztogramme tous les produits d'hydrolyse : GlcNAc-Asn, ocligo-
saccharides zinsi que les_ glycopeptides non hydrolysés par L'ezxzyme .

Les autres méthodes utilisées pour déterminer l'activité enzymatbigme

nécesgitent l'utilisation d'un margueur fluocrescent ou radiocactif .

B s o R e R estar i etons e AR S s
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Figure 35 : Hydrolyse de G?—A apr3s l'action des exoglycosidases .

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 61)

A : GP-A
B: Gal

C s GP-A + Endo

o

GP-A + Gal-ase <+ BEndo
E : GP-A + GlcifAc~-ase + Endo

F ¢« GP=-A + Oal-ase <+ (GlcliAc-ase + Endo

]

¢+ mannosides témoin

- 129 -
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Les méthodes de séparation des produits d'hydrolyse les plus
courantes, ne permettent de caractériser gue, soit GlcNAc—Asn et les
glycopeptides non hydrolysés ( chromatographie sur papier, électrophorése,
chromatographie sur Con—-& (16,12@), soit les oligosaccharides libérés et
les glycopeptides non hydrolysés (chromatographies sur couche mince ou
sur papier ) .

LI et al. (56) ont sussi utiligé / 1'H.P.L.C. pour déterminer
1'a¢‘bivité end.o—N—a.cétyl-/)fD-glucosaminida;sique, mals uniquement pour
visué;liser C_!lcNAcf-A.sn dansylé .

La méthod.g que nous avons utilisée, est inspirée des méthodes de
LT et al. (56 ), et de TURCO (126} et MELLIS et al. (65) qui séparent les
oligosa.ccharideﬁien H.P.L.C. .

Ce'Et.e techmiquenous a a;umsi» permis de-montrer Ia grande hétéro-
ge'héité des glycopeptides de 1l'ovalbumine, et de mettre en évidence la
présence de plusieurs structures gqui n'ont pas encore été décrites dans

la littérature .

4 - Hydrolyse des r"g;lybcﬁrb‘ﬁéines

a) hydrolyse de l'ovabumine native

Nous avons fractionné l1'ovalbumine sur colonne de Con & . Par cette
méthode, nous avons cbtenu trois pics (fig 36 page 131) . Le pic 1 n'est B
pas retenu sur la colonne, alors que les pics 2 et 3 sont retenus par
la lectine, et élués par une solution d'@-méthyl-glucoside 50 mM .

Sur chacune des trois fractions, nous avons fait réagir 1'Endo .

Les produits d'hydrolyse sont analysés par deux méthodes, comme décrit a

la page 6C .,
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Figure 36 :+ Fractionnement de l'ovalbumine par chromatographie sur

Con 4 .

10 mg d'ovalbumine sont chromatographiés selon les méthodes
décrites 3 la page 49 .
(12 fl3che indique l'application de l'@-méthyl-glucoside

0,1 M dans le tampon d'équilibration )
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Lt'analyse par chromatographie sur colonne de Con A, nous donne les
résultats représentés sur la figure 37 4 et B page 133 : Nous ne
constatons aucun changement dans les profils d'élution des pics 2 et 3,
aprés l'incubation avec 1'Endo . Ceci montre, que soit 1l'enzyme n'ms aucune
activité sur la glycoprotéine, soit elle n'a gqu'une activité partielle
conduisant 2 une molécule encore reconnue par la lectine .

Come le montrent les résultats rassemblés dans le tableau XVII
page 134, l'analyse des produits d'hydrolyse par méthanclyse et trifluo~-
roacétylation des précipités obtenus aprds précipitation éthanolique,
ne montre aucune différence dams la composition en monosaccharides de la
glycoprotéine, avant et aprés l'incubatiom avec l'enzyme . L'analyse de
la composition en monosaccharides des surnageants n'a pas donné de résultat .

Ces résultats montrent gque 1'Endo ne posséde pas d'activité détec-

table sur les trois pics de l'ovalbumine .

b) Hydrolyse de la lactotransferrine bovine native

Nous avons utilisé la lactotransferrine saturée en fer . Les
produits d'hydxfolyse sont analysés par les m&mes méthodes que pour
1'ovalbumine, et @mr chromatographie sur couche mince (voir méthode
page 61 ).

Comme le montre la figure 37- C page 133, par chrometographie sur
Con A, il n'y a pas de différence entre les profils d'élution obtenus
avant et aprés incubation avec 1'Endo . Donc, soit 1l'enzyme ne posséde
pas d'activité sur la lactotransfei'rine, soit l'hydrolyse n'est pas totale .

L'analyse des produits d'hydrolyse par méthanolyse et trifluorcacé-
tylation, nous montre un changement dans la composition en monosaccharides
des précipités éthanoliques (tableau XVII page 134), plus précisément,

une baisse des taux de Man et de GlcNAc .
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FRACTIONS

Jijed e 37 : Hydrolyse des glycoprotéines, ovalbumine et lactotransferrine
borine : analyse per chromatograpnie d'affinité sur Con A .
(les conditions expérimeniales sont décrites & la pege £C)

o: Iydrolysat -

A ¢ Cyalbumine pic 2 ;3 2 : Cwalbumine pic 3 3 C : L.2.B
Les fléches indiguent l'application de 1'@=D-méthyl-glucoside C,1 i

dans le tamvon de départ .
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Tableau XVIT : Rapports molaires en monosaccharides des précipités

éthanoliques de l'ovalbumine et de la lactotransferrine

bovine avant et aprés incubation avec 1'Endo .

: Gal Man GlcNAc
. oEMmE :
:  Pic 1 : 0,10 " 0,54 : 7
Pic 1 + ©Endo 0,11 0?53 1
:  Pic 2 : 0,10 : 0,98 1
: Pic 2 + Endo 0,10 . 0,97 1
Pic 3 ; traces 2,02 1
Pic 3 <+ Fndo traces . 2,03 1
.  LACTOTRAISFERRDNE : L :
. LTB : 1 12,47+ 3,23
: LTB + BHndo ¢ 1 : 8,13 : 2,49




Man 4Gl«::lﬂ'Ac:. ——t

Men CleMAe—~— . |
Ma.nsGlcNAc\"- ‘
MGBTGICI*TAC\.'

Man Sclcmc-——--:
Ma.n9slcmc-/""'§ '

. Figure 38 : Hydrolyse de la lactotransferrine borine : analyse par

chromatographie sur couche mince .

(les conditions expérimentales sont décrites & la page 61)

- A : mannosides témoin
R : lactotransferrine bovine <+ Endo

C : lactotransferrine bovine
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L'analyse de l'hydrolysat en chromatographie sur couche mince
(fig 38 page 135 ), montre des bandes d'oligosaccharides libérés par
1'enzyme . Ces oligosaccharides sont semblables A& ceux obtenus lors de
1'hydrolyse des glycopeptides de la lactotransferrine bovine (voir page 108).
L'engemble de ces résultats montre que la lactotransferrine bovine
native est hydrolysée par 1'Endo, mais que cette hydrolyse n'est pas

totale .

C — DISCUSSION SUR LA SPECIFICITE

L'endo-N-acé’cyl—P—D—glucosaminidase que nous avons isolé du moft

de fermentation du Basidiomycéte sporotricum dimorphosporum, posséde la

spécificité sujivante =

1 - Spécificité sur les glycopeptides de type N-acétyllactosaminique

L'enzyme posséde une trés grande activité sur les asialoglycoaspa—
ragines biantennées . Cette propriété la différencie des autres enzymes,

comme 1'Endo D, 1'Endo C, et If‘ihdo FI gui n'hydrolysent que les structures

I
monoantennées, dégradées jusqu'au O=Manm 1ié€ sur le 03 du résidu de (J—Man
du noyau pentasaccharidique des N-glycosyl-asparagines .

L endo-N,—acé‘tyl—F—D-glucosaminidase du Basidiomycéte sporotricum

dimorphosporum est la premidre enzyme capable d'hydrolyser les asialo-

glycoasparagines biantennées intactes . Par la suite, dans notre labora~
toire, PIERCE et_al. ont montré que 1'Endo de foie de rat possédait aussi
cette propriété (90)

La présence d'un résidu d'acide N—ac&tylneuraminique diminue de

85 % 1'activité de l'enzyme . La présence de deux résicus de Neulc
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1'inhibe totalement . Aucune Endo décrite & ce jour, n'est capable
vd'hydrolyser les structures sialylées . Or des oligosaccharides biantennés
sialylés ont été caractérisés dans les urines de mzlades atteints de
sialidose, laissant supposer l'existence d'endo—N—acétyl—/)—D—giucosamini—
dases capables d'hydrolyser ce type de structure . Ce qu:. peut s'expliguer
par l'hypothése d'Endos inductibles par l'accumulation de glycopeptides
sialylés .

La présence de résidus de fucose sur la molécule, ralentit aussi
lactivité enzymatique, sans toutefois 1'inhiber totalement .

Les structures triantennées ne sont gque faiblement hydrolysées par

l'enzyme, les structures tétraantennées ne le sont pas du tout .

2 - Spécificité sur les glycopeptides de type olizomannosidigue

et de type mixte

Sur les substrats de type oligomannosidique, 1l'enzyme est active
sur les glycoasparagines de (Ma.n)3(GlcNAc)2Asn a2 (Man) 9(GlcNAc)2Asn .

Parmi les structures de type mixte, seules les glycoasparagines
(GlcNAc)z(Man)s(clcNAc)zAsn et (GlcNAc)1(Man)3(GlcNAc)2Asn , sont hydro-
lysées, alors que les glycopeptides renfermant des résidus de Gal ne le
sont pas o

Ces résultats nous permettent de tirer les conclusions suivantes :
Lla substitution sur le 03 et le C, du Man 1ié en ©1-6) sur 1ePMan, et
la substitution sur le C, du Man 1ié en @®1-3) sur le-pMan, n'inhibent
pas l'activité enzymatique (voir tableau XVIII, page 138, structure
générale des substrats de 1'Endo ) . La substitution sur le C 4 du résidu
de Man 1ié en (¥1-3) sur 1le FMan, diminue l'activité de l'enzyme .

Les résultats que nous avons obtenus montrent que 1'Endo de Basi-

diomyces , posséde des propriétés analogues & celles décrites par TAI et al.

(105) pour 1'Endo- CII de Clostridium perfringens .
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3 ~ Spécificité sur les protéines

En ce qui concerne les protéines renfermant des glycannes de type
N~acétyllactosaminigue, l'enzyme hydrolyse & 100 % la sérotransferrine
de lapin désialylée, mais & 50 % la sérotransferrine humaine .

En ce qui concerne les protéines renfermant des glycannes de type
oligomannosidique et de type mixte, l'enzyme n'est pas capable d'hydro-
lyser l'ovalbumine, par contre, elle est active sur la lactotransferrine
bovine .

L'ensemble de ces résultats, montre que 1l'activité enzymatigue
peut &tre contr8lée par plusiuers facteurs :

~ l'encombrement stérigue créé, soit par la copule protéique, soit
per des glycannes non hydrolysables par 1"enzyme‘ .

- la conformation des glycannes eux-m&mes .

Ces résultats permettent aussi d'émettre l'hypothése que le cata~
bolisme des glycoprotéines, commence par l'action des protéases . Les
glycopeptides ainsi formés, sont ensuite dégradés par les endoglycosidases
puis par les exoglycosidases . Cette hypothése, émise au laboratoire,
par STRECRER et MONTREUIL ( 100}, permet d'expliquer l'accumulation d'oligo-
saccharides dans les urines de malades présentant une déficience en

enzymes lysosomiales . (voir figure 9 page 18)

Dansg le tableau XIX page 139, nous avons comparé la spécificité

de 1'Endo de Basidiomyces, avec celle des Endo H, D, C_ et C

I I °



Tableau XIX : spécificités comparées des Endo D, CI’ 3, CII avec celle

de 1'Endc de Basidiomycéte sporotricum dimorprosporum

( Endo B) .

R = GlcNAc(F‘I-‘r)GlcNAch‘I— YAsn

STRUCTIRES

st C

ZT0 D

(5]

IO C.,._

W

N=ACETTLLACTOSAITTIUES

Netwc(az-é)Ga.l(P1-4)GlcRAc(/!1—2)lan(d1-3)\

m(/s1-4)n
xeuc(az-s)su(m-a,)cunu(p-z)m_(m-é)/

Cal(14)GloNAc(f1-2)Nan (®1=3)\

Teuvdc(@®2-5)
Ga.l(P1-4)GlcNAc(f!‘l-2)laa(¢1-6)/

Hm({‘i‘l-‘&)k

aaiqn-o,)cu::m(,n-z)uaa(m-;)\

Han{31-¢)R
Gal(/l1-4)Gch?A.c(P1-2)l-’an(d-1-6)/ ({3

n.n(m-s)\
/l(an(/31-4)3
cug)1-4)c1czmys1-z)um@n-6)

TJDe

OLIGONANIOSIDIQUES

lhn(&1-3)\
van(P1-4)R
Van(@1-6)” ‘mya

Man(a1-3)
 Man(81-4)R

“ﬂ(: 1-3)— hn( a1=6 )/

Man(a1=3
/hn(s1-4)n

h.n(ﬁ1-2)—h-n(a1-3)
Man( g1=4)R
/

pand 01-3)\ Man(a1=6Y

Man(a1-2)Man(a1-6)"




(suite)

Man(a1-3)
Man(a1-2), | Men(a1-3 ¥an(g1-4)R
: 3 (@ )>Man(a1-6)/
Man(a1-6)
Man( a1-2)Man(01=2 ) —eMan(a1-3}

\
¥an(@1-2)Man(a1=3 /Ma.n( B1-4)R

Man( o1~6
Man(o1-2)ban( ad Y )

MIXTES

Man(m-s)\
GlcrIAc(:/S‘l-é!-) Ko 016) /Ha.n({}1-4)ﬂ

GlcNAc(g1=2 Y—dan(a1-3)

GlcNAc(g1=4)Fan(B81-4)R
Man{ a1 -3)\

Man(at-6 )/
Glcrmc(31-4)\
Man(a1-3)

GleNAc( 31-2)/
GlcNac(g1-4)Man(81~4)R

Man(a1-6)

Man(a1-3)Man(al=6)

GlcNAc( 51-4)\
/Ma.n(cn
GlcNAc(B1-2)
GlcNAc(B1-4)Man(B1-4)R
Man( a1-3)\

Man(a1-6)"

-3
N
Man(a1=5)

Gal( 81=4)GleNac( 31-4)\
7 Man(a1-3)
GlcNAc(81-2)
GloNAc(R1-4)Man(81~-4)R

Man(a1-3) —Man(a1-6)

Ga.l(81-4)GlcNAc(B1—4)\
/Man(a1-3)

GlcNAcfp1-2)
GleNAc(R1-4)Man(g1-~4)R
Ma.n(a1-3)\

Man(a1-6)
van@i=6)”

T.D. Tele Tede




V ~ Y-A-T'IL UNE CU DEUX ENZYMES ?

Comme nous venons de voir précédemment, 1'Endo du Basidiomycs est
active & la fois sur les substrats de type oligomannosidique et N-acétyllacto-
saminique . Afin de vérifier si ces deux substrats sont hydrolysés par une
seule enzyme ou par deux enzymes ou deux sites catalytigques différents nous
avons réalisé 1l'hydrolyse simultanée des deux substrats .

Comme le montre la figure 38 page 142, la vitesse d'hydrolyse
du mélange des deux substrats N-acétylés [14C] est supérieure a chacune des
vitesses d'hydrolyse de chague substrat seul, mais elle reste inférieure
& la somme de ces dernidres .

L'hydrolyse des glycopeptides N-acétyllactosaminiques N-acétylés [140] est
inhibéepar la présence des glycopepti&es oligomannosidiques N-acétylés froids
(fig 39 A page'145a) . Par contre, 1l'hydrolyse des glycopeptides oligomanno-
sidiques radiocactifs n'egt pas perturbée par la présence des substrats
N-acétyllactosaminiques froids (figwe 39 B page 143 ) .

Ces résultats excluent donc l'hypoth2se qu'il existe deux enzymes
ou deux sites catalytiques complétement indépendants . En tenant compte des
autres résultats obtenus au cours de la purification et de la détermination
des propriétés physico-chimiques, ces résultats nous apportent aussi une
preuve supplémentaire de l'existence d' une seule enzyme responsable des
deux activités, et nous pouvons émettre 1'hypothése que cette enzyme porie
deux sites catalytiques . L'un des sites est gpécifique & l'activité oligo-
mannosidique, il n'est pas perturbé par la présence de substrats de type
N-acétyllactosaminiques . Tandis gque l'autre site est responsable de l'activité
N-acétyllactosaminique . Cette activité est inhibée par la présence de

substrats de type oligomannosidique .
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Fi e : Hydrolyse du mélange de glycopeptides ASTF [140]

et des glycopeptides d'ovalbumine [140]

( 60 nmoles de glycopeptides ASTF et 60 nmoles de glycopeptides
d'ovalbumine sont repris par 0,01 ml de tampon de Mc ILVAIFE
pH 5,0 et 0,01 ml de préparation enzymatique . L'hydrolyse est
effectuée a4 6C°C pendant des temps variables . Les produits

d'hydrolyse sont séparés par chromatographie sur papier .

b~ b 3 Ny drolyse de ASTF [14C]seul

A
o : nydrolyse de zlycopeptides de 1'ovalbumige [“c] seuls

44 14
+ ¢ nydrolyse de ASTT [“’C] + ovalbumine ['L’C]: résulsat obienu

em—emm—=es 3 nydrolyse de ASTF [ ~c| + ovaltumine | 'G): résulses +thdorigue
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Figure 39 : hydrolyse de mélange de substrat radicactif et de substrat

froid .

(Le mélange de 60 nmoles de glycopeptides [140] et de glycopeptides froids

a4 concentrations wvariables sont repris par C,C1 ml de tampon de ic ILTVAIIE

i 5,0 et C,01 ml de préparation enzymaticue . L'hycrolyse est effectuée
34 4C°C pendant des temps wariables . Les produits d'hydrolyse sent

séparés par caromatographiie sur papier . )

: 14 e o s 1 ‘e i 1
A ¢ ASTE [ 4C + owvalbumine freid 3 B ¢ ovaliumine 46 + AT freid
" 14~
A—————4 : zlycopepiides | 4b‘ seuls
' . 14 . . - P B
) ® : zlycopepiides c Zlycopeptides froids 3 m.

3
.

+
glycopeptides i Cl + zlycopeptides froids 15 mi
+

0 : glycopeptides L14c1 glycopeptides froids 30 mi
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CONCLUSION GENERALE

L'étude que nous avons réalisée sur 1'endo—NLacétyL7@-D-glucosami—

nidase du Basidiomycéte sporotricum dimorphosporum a porté sur la purifi-

cation de 1l'enzyme, la détermination de ses propriétés physico-chimiques
et enzymatiques, et sur sa spécificité . Nous pouvons en tirer les
conclusions suivantes @

1 - La préparation enzymatique que nous avons obtenue aprds les
étapes de purification, ultrafiltration, chrématographie sur colonne
d'hydroxyapatite, chromatographie sur colonne de DEAE - trisacryl N,
chromatographie sur colonne de Biogel - agarose A 0.5 M, est débarrassée

des principales activités exoglycosidasiques et protéasiques contaminantes

e

I1 subsiste cependant une faible activité exo—N—acétyl7B—D—glucosaminie
dasique, méme aprés une purification plus longue . Cetie activité n'est
pas inhibée par la N-acétylglucosaminolactone qui est pourtant un puissant
inhibiteur des exo-N-acétylglucosaminidases . Elle est aussi observée

dans plusieurs préparations d'Endo décrites dans la littérature .

2 - L'enzyme posséde une plus grande affinité pour les substrats
de type oligomannosidiqué (Km = 0,67 mM), que pour les substrats de type
N-acétyllactosaminique (Km = 0,91 mM) .

Les principales propriétés physico-—chimigques gque nous avons déter—
minées montrent que les deux activités poss3dent, une méme température
optimale (60°C), une méme stabilité & la température et au pi, une méme

masse moléculaire apparente (89 000), et un méme pﬁi (2,9) .
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3 - L'endo—N—ace’tyl—,?—D—glucosa.minidase du Basidiomycdte sporotricwn

dimorphosporum est active sur les glycopeptides de type N—acétyllactosa—

minique désialylés biantemnnés . C'est la premidre enzyme décrite, capable
d'hydrolyser ce type de substrats .

L'enzyme est active sur les glycopeptides de type oligomannosidique,
renfermant de 3 &2 9 résidus de mannose .

Parmi les glycopeptides de type mixte, seuls (Man)s(GlcNAc) 4Asn et
(Mzn) 3( GlcNAc) 3Asn sont hydrolysés

En ce qui concerne les glycoprotéines, l'enzyme hydrolyse totalement
la sérotransferrine de lapin, tandis cue la sérotransferrine humaine
est hydrolysée & 50 p. 100 . L'ovalbumine ne semble pas &tre hydrolysée
par l'enzyme alors que la lactotransferrine bovine llest .

L'ensemble de ces résultats montre que cette enzyme peut &tre
classée dans le groupe de 1'Endo CII de Clogtridium perfringens 4, en ce
gui concerme la spécificité sur leg subgtrats de types oligomannosidique

et mixte .

4 - La propriété de l'enzyme d'hydrolyser & la fois les substrats .
de types oligomannosidique et N-acétyllactosaminique, nous améne & poser
la question ¢ y=a~t'il une ou plusiesurs enzymes responsables de ces deux
activités ? A cette question, nous pouvons répondre gqu'il existe proba~
blement une seule enzyme responsable des deux activités, car :

~ Les différentes méthodes chromatographiques utilisées lors de la
purification, ainsi que d'autres, comme la chrematofocalisation, l'iso-
électrofocalisation, et la chromatographie d'affinité n'ont pas permis de
diszocier les deux activités .

- Ces activités ont un taux d'enrichissement semblable tout au long

de la purification .

I
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- La plupart de leurs propriétés physico~chimigues sont identigues
(m8me stabilité & la température et au pH, m8me masse moléculaire apparente,
méme pHi)

De plus; les réactions croisées entre les deux types de substrats
montrent que l'enzyme posséde deux sites catalytigues « Le site de l'activité
oligomannosidique n'est pas influencé par la présence de substrats
Y-acétyllactosaminigques . Par contre L'activité N-acetyllactosaminigue

est inhibée par les substrats cligomannosidigues .

5 =~ Nous avons aussi mis au point la technique d*analyse '
de l'activité Endo par chromatographie liguide haute performance . Cette
technigue est trés avantageuse car elle ne nécessite aucun marquage
préalable du substrat, et permet de visualiser sur le m8me chromatogramme

tous les produits d'hydrolyse, et éventuellement de les récupérer .

Cette technique, nous a permis de metire en évidence la présence,
dans 1l'ovalbumine, de plusieurs glycopeptides dont la structure n'est pas
encore décrite dans la littérature .

Les performances de cette technique pourraient &tre améliorees
gréce a l'apparition dans le commerce, de nouveaux types de colonnes,

et grice & une meilleure connaissance des conditions de chromatographie .

6 - L'Fndo que nous avons caractérisée et partiellement purifide,
presente une excellente stabilité, aussi bien dans son utilisation que
dans son stockage . Ce critdre est appréciable pour la production de
l'enzyme .

De plusy le Basidiomyces, d'oll provient 1'Endo, n'est pas pathogine,
consrairement aux bactéries qui ont servi 3 produire les enzymes possidant

des propriétés semblables, comme 1l'Endo D (Diplococcus Dneumoniae), ou las

Endo CI et CII (Clostridium verfrinzens) .
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T - L'endo-N—acétyl—/j-D—glucosaminida.se qﬁe nous avons purifiée,
a servi aux études suiventes :

- Btude structurale des glycannes de la lactotransferrine bovine
par G. SPIK et B. CODDEVILLE .

-~ Btude du r8le des glycannes de la sérotransferrine de lapin par
D, LEGER .

- Premi®re approche de 1l'étude structurale des glycannes des IgM
normales et pathologiques par A. CAHOUR .

-~ Hssai sur la hyaluronidase par J.C. MICHALSKT .
Ces études ont été réalisées, soit avec l'enzyme immobilisée , soit avec

-1'enzyme soluble .
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L'étude gue nous avons réalisée sur 1l'endo-ll-acétyl- -—D-glucosaminidese

du Basidiomycés Sworotrycum Dimorphosporum est portée sur la purification

de 1'enzyme , la détermination de ses propriétés phisico-chimigues et

enzymatigues et sur sa purification

La préparation enzymatigue que nous avons obtenue aprss les étapes

de purification par ultrafiltration , chromatographie sur colonne d.'hydro:tyapa’cité

chromatographie sur colonne de D.E.A.E. trisacryle M et chromatographie sur

colonne de Biogel-agarose A 0.5 M est dévarrassée des principales activités

exoglycosidasiques et protéasiques contaminantes et est enrichie de 350 fois

en activité endo-N—acétylglucosaminidasique .

L'enzyme posséde un Km de C,91 mM pour le glycopeptide
(Ga,l)2(GIcI?Ac)z(BIa.n)j(GI‘CEIAc)zAsn et 0,67 mi pour le glycopeptide
(Man) 6(GlcNAc)2Asn . Le pH optimum d'activité est de 4,5 pour le premier

substrat et 5,5 pour Ie second . Les deux activités posszdent une mfme

température optimale (60°C) , une mme masse moléculaire apparente (89CCO) ,

un m@me pHi (2,9) , une mBme stakilité & la température et au pH .
L'étude de la spécificité montre que l'enzyme est active sur les
structures de type N-acétyllactosaminiques biantennées désialylées , sur

les structures de type oligomannosidigues renfermant de 3 & © résidus de

O]

marmose et sur les structures de type mixtes (I-Ia.n)s(i}lcNAc),,Asn et

(Man) 3( GlclAc )3Asn. ‘

N OuBS, . CululS

Endo~ll-acétylzlucosaminidase , déglycosylation enzymatique , catabolisme

glycoprotéines .
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