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

Les récents progrès en biologie cellulaire, ont demontré que l a  

part ie  g1yca;nnique de certains glycoconjugués, jouaient un rôle c le f ,  par 

exemple dass Les mécanismes de reconnaissance . Ces progrès n t m t  pu être 

réal isés  que gr&e à 1 'amélioration des techniques permettaab ia déglyco- 

sylat ion de ces molécules . 
Pendant longt emps , l e s  méthodes de dég1ycosyLa-t; ion furent des 

méthodes chim5ques (hydrazinolyse par exsrn~le) . Mais ces méthodes sont 

drast iques puisqu ' è l les  détruisent l a  part i e  prot &que , ne permettant 

l'étude que de la par t is  glycannique de la molécule . 
L l ïxxt roduct ion des mét hades emiymatiqnes de déglycosylat ion, owre 

une ère nomelle darrs l'étude des glycoconjugués . 
- Les premigres enzymes u t i l i sées  sont l e s  exoglycosidases ( 46 ), 

qui dégradent la copule glycaasnique d'me façon récurrente, et spécifi- 

quement selon l a  nature et  l*momérie des monosaccharides . 
D'autres enzymes M e n t  ensuite introduites, comme les  endo- P* 

maamnases ( 8 ) l e s  endo-fULgalact osidases 6 04 27 , 76 ) , l e s  end0-X- 

aoétyl-PD-galactos~dases ( 22 , 127), l e s  endo4-acétyl gluco- f 
mirridases ~7,11?,37~I3,8$, l l7~ l l9 , /2 ,~4,~5) ,  et récemment les  N-peptidases 

(107 ,508 ,i 20 ) , qui iiMrent l e s  parties glycaanique e t  prat éique intacies . 
L1utilisation de ces enzymes, nécessite une connaissance parfaite 

de leurs propriétés physico-chimiques et  de leur spécificité . 
La  recherche des act iv i tés  glycosidasiques dans l e  mo3t de fermen- 

ta t ion du Basidiomyc5te sporotricum dimorphosporum , fourni par 12 Société 



Ls Fiapidase, nous a permis de m e t t r e  en &idence l'existence d'une 

endo-N-acétyl~ILgluc~samin~~dase, active 3 la fo i s  sur l e  mélange des 

glycope@ides de ltoyalbumbe !s%lllc&mes de type oligomannosidique et  

mixte) et sur Les glycopeptides de la sérotransferrine (structures de 

type N-acétyllact osaminique) . 
L' introduct ion de cet te  enzyme a;u laboratoire, représente un out il 

trits intéressant pour l 'étude des glycoprotéuies, aussi bien sur le  plan 

structural que sur l e  plan biologique . 
Nous avons donc entrepris sa purification, - l a  dét erminat ion de ses 

proprletés physico-chimiques, et  1' étude de sa spécif ici té  . Les résui- 

t a t s  que nous avons obtenus font l 'objet de ce mémoire . 
C'exposé de ces travazllc sera précédé de gbé ra l i t é s  concernant 

la;  structure des glyco pro* éines et la.. spécificité des dU?f &mt es 

8 i ~ é t y l ~ l u c o e a m i n i d a s e s  décrittes â ce jour dans la 



G E N E R A L I T E S  

L e s  glycoprot6ines résul tent  de l 'association par des l ia i sons  

covalent es, de p ro tanes  avec des monosaccharides ( GlcNAc , Man, G a 1  .. . ) 
plus ou moins conjugués, appelés glycannes . Pendant f o r t  longtemps on 

leur a a t t r ibué  un r61e secondaire pas rapport à ce lu i  des acides 

nucléiques e t  des protéines . De ce f a i t ,  leur  s t ructure n'a é t é  étudiée 

que t r è s  récemment . Cette méconnaissance e s t  aussi dûe à l a  grande 

hétérogénéité des structures e t  au manque de méthodes f ines  d'exploration . 
Ce n'est  qu 'à  pa r t i r  des années 68, que l e s  glycoprotéines ont 

reçu leurs  l e t t r e s  de noblesse grâce à de nombreux travaux, e t  en 

~ r t  i c u l i e r  ceux réa l i sés  au Laboratoire, qui  ont pQ demontrer au' e l les  

jouaient un r61e extrêmement important du point de vue biologique . Cette 

importance est  vé r i f i ée  dans cer tains  cas pathologiques (glycoprot éinoses) . 
Grâce au développement des méthodologies chimiques, physiques e t  

enzymatiques, la structure d'un grand nombre de glycannes a é t é  déterminée, 

permettant de classer  l e s  glj~coprotéines d'origines l e s  plus diverses, 

arrimale , végétale , e t  bactérienne', en un pe t i t  nombre de familles au 

sein desquelles il exis te  des séquences oligosaccharidiques communes . 
La l ia ison covalente qu i  r e l i e  l e  glycanne à la  protéine peut ê t r e  

de deux types, conduisant à deux grands groupes : 

- l e s  O-glycosylprotéines 

- l e s  N-glycosylprotéines 



A - LES O-GLYCOSYLPROTEm 

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. r6siw d'hydroxylysine et un 

résidu de galactose . 
Des exemples de structures de O-glycopeptides sont représentés - 

sux Eii figure 1, page 5 . 

LES N-GLYCOSYLPROTEINES 

Dans ce groupe, la liaison glycanne-protéine est de type 

N-glycosidique . Jusqu'à présent seule l'association entre un résidu 
d'asparagine et un résidu de N-acétylglucosamine a été caractérisée . 

Tout es les N-glycosylprot éines , à quelques except ions près, 

possèdent un noyau, oligosaccharidique commun . Ce noyau est une séquence 
pentasaccharidique formée de l'association, par une liaisoz 6-gryco- 

sidique d'un mannotriose et d'un résidu de N,N1-diacétylchitobiose, lié 

lui-même à l'asparagine (fig. 2, page 6) . 
Au noyau pentasaccharidique, peuvent venir se greffer des motifs 

glucidiques qui conferent aux copules polyszccharidiques, leur 

particularité . La nature de ces motifs glucidiques permet de classer 
les N-glycosylprotéines en trois grands types : 

- N-acétyllactosaminique 
- oligomamnosidique 
- oligomannosido-N-acétyllactosaminique ( ou mixte ) 



F i m m  ? A : Structure du chondroïtine-&sulfate (59) 

Figure 1 B : Structure du glycopeptide de glande sous 

maxillaire de Porc ( 4 ) 

Erne  1 C : Structure du glycopeptide de glande sous 

maxillaire de Mouton ( 5 ) 



Figure 2 : Noyau pentasaccharidique des N-glycosylprot6ines 



1 - N-glycosylprot éines de t;yr>e N-acétyllactosaminiaue 

Dans ce type de N-glycosylprotéines, le noyau pentasaccharidique 

est substitué par un nombre vasiable de résidus de N-acétyllactosamine, 

d'acide sialique et de fucose (fig. 38, p. 8 ). La substitution par 

deux résidus de N-acétyllactosamine conduit aux glycames biantennés . 
Comme exemples, nous pouvons citer les sérotraasfsr*Fines : h-ine (97) 

et de lapin (53) et llorosorm;icoIde humain (20, 26) . 
Les glycmes 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 (5l).La substitution par quatre résidus de 

W-scétyllactosamine conduit aux glycannes tétraantennés . 
Sur la figure 4, page 9 , sont représentées les structures des 

asialoglycannes bi, tri, et tétraantennés de l~orosomucoïde humain . 

2 - N-glycosylprotéines de type oligomannosidiaue 

Les glycannes de cette famille, forment un groupe plus homogène 

puisqulils résultent de la substitution du noyau pentasaccharidiq~e, 

uniquement par des résidus de mannose ( fig. 3B, p. 8) . Toutes les 
structures semblent dériver dlune structure limite qui renferme neuf 

résidus de mannose ( f ig. 5, p. 10 ) , comme dans la lactotransferrine 
bovine où les glycannes renferment de neilf à cinq résidus de 

mannose (127 ) l 

Il existe cepenht des exceptions, aussi bien dans le nombre 

de résidus de mannose, que dans la façon dont ils sont enchaînés, par 

exemple les glycannes de la lectine de soja (61) ( fig. 6, p. IO), ou 

les rnannanes de Saccharomyces cerevisiae ( T T ) ,  (fig. 7 ,  PO 11 ) 



Figure 3A : Schéma général de structure des N-glycosylprotéines de 

type N-acétyllactosaminique 

Figure 3B : Schéma gén6ral de structure des N-glycosylprotéines de 

type oligomannosidique 



Figure 4 : Structure des asialo-glycannes bi, tri, et tétraantennés 

de l~orosomcoïde humain ( 20, 26 ) 



F i m e  5 : Structure l imite  des glycannes de type oligomannosidique 

Figure 6 : Structure des glycames de l a  lec t ine  de soja  ( 61, ) 



Figure 7 : Structure du manriane i s o l é  de S. cerevisiae ( 77 ) 



Daas cette famille de N-glycosylprotéines, se trouvent sur le 

même noyau pentasacchasidique des enchaînements 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 glycames de l'ovalbumine (35) qui est l'une 

des glycoprotéines les plus étudiées, et celle que nous avons choisie 

pour déterminer la spécificité de l1endo-N-acétyl- -D-glucosaminidase 

de Basidioqyces, décrite dans ce mémoire . 
f 

4 - Structure des glycopept ides de l'ovalbumine 

Lf isolement d'un glycope~t ide à partir d'un hydrolysat trypsique 

d'albumine d'oeuf a été réalisé en 1938 par lEE3ERGE.R (22) . A la fin des 
années 50, plusieurs auteurs ont déterminé la nature du point d'attache 

glycame-protéine comme étant B GlcNAc-Asn (41 , 439 64, 1 30 ) . A 1 ' époque 
les auteurs pensaient qu' il n'existait qu'un seul glycanne ( 18) dans 

l'ovalbumine et propos&rent des structures renfermant, 6 Man pour 3 GlcNAc 

(859 42, 25 ) , 4 Man pour 2 GlcNAc ( 41 3, 6 Man pour 3 GlcNAc (52 ) , 
6 Man pour 4 GlcNAc ( 31 .). 

Les glycopept ides résultant de l'hydrolyse pepsique (1 18) ou 

pronasique ( 129) montrent une très grande hétérogénéité et peuvent être 

fractionnés par chromatographie sur résine échangeuse d' ions (85, 4 4 )  . 
Eh 1970, IXü&VG - et al. ( 34 ) ont modifié cette méthode de fractionnement 

pour améliorer la séparation des fractions et ont obtenu cinq groupes 

de glycosyl-asparagines de compositions différentes . 



Le prof i l  d 'élution type obtenu par c e t t e  métbode de fraction- 

nement e s t  représenté sur la f igure 8, page 14 , 

Plusieurs auteurs ont étudié l a  composition de chacune de ces 

fract ions . Cette étude est  rendue plus précise par l e s  méthodes 

d'analyse modernes comme l a  R.M.N. ( 9 ) . La structure des d i f fé rents  

glycopeptides e s t  représentée dans l e  tableau 1 . 
a )  p i c  A 

YAMASHITA - e t  al. (131 ) n'ont détecté qu'un seul glycopeptide 

(GP-1) qui  renferme du galactose . D'après CARVER e t  a l .  ( 8 ), c e t t e  

f ract ion est  sûrement hétérogène avec, cependant un glycopeptide majeur 

(AC-A~) qui  possède la même structure que GP-1 . Ces auteurs n'ont pas 

donne la s tructure des autres composés . 
b) p i c  B 

D a  glycopeptides de s t ructure mixte, GP-IIB e t  GP-IIB ont é t é  

caractér isés  par YAMASHITA e t  al. ( 1  31 ) . GP-IIB contient du mannose 

e t  de la N-acétylglucosamine a lo r s  que GP-IIA renferme en plus du 

galactose . Dans la même fract ion,  NAR.A.5IId.R.W e t  a l .  ( 39) ont i s o l é  un 

glycopeptide semblable à GP-IIB , 

c)  p i c  C 

Cette f ract ion es t  aussi  hétérogène e t  d'après TAI e t  al. (104) 

e l l e  renferme t r o i s  glycopeptides, GP-IIIA, GP-IIIB, e t  GP-IIIC . Corne 

l e  montre l e  tableau 1, le s  s t ructures  de CF-IIIA e t  GP-IIIC sont de type 

mixte, ne renfermant pas de galactose, ce l l e  de GP-IIIB est  de type oligo- 

mannosidique avec sept residus de mannose . D'autres équipes ont trouvé 

les mgmes ré su l t a t s  (8, 79, 104, 17, 3) 



pic 'C 
- 

pic B 

- - pic D 

. 
1 I I 

f i a c t  ions 

F i m e  8 : P r o f i l  obtenu l o r s  du fractionnement des  glycopeptides 

de l'walbumîne par chromatographie sur Dowex 50W z 2 

selon la méthode de HUANG e t  al  (34) 



Tableau 1 : Structure des différents  glycopqtides de l ' w a ~ m n i n e ,  obtems 

par fractiannemmt sur Dowex 50 71 x 2 (34) . 

: Pics : Structures 

- - . . 
: Noms : Références : . . . . - . : Gal(f31-4)~1c~~c(f31-4), . 

, ~ ( a l - 3 )  : 
GlcNAc(B 1-2) \ : GP-1 : 131 . G~CWAC(B 1-4)~an($1-4)~ : . . . . &(al-3), / e . 

: A : / ~ m ( u 1 - 6 )  . Man(a 1-6) 

: AC-Al : 8 
: 2 glycopeptides de s tructure non déterminée : . . 

: AC-A2 : 8 



- 16 - 
. . . 
* 

01cl?Ac (()r-4), . 
. - . &n (al-3) . 

. . / \ . . G1cmc(P1-2) ~lo~~o(~1-4)Nan(~l-4)~ : a . / :GP-IIIC : 79, 105 
~ ( u I - 3 )  - lan(ai-6) : C : . 

: (suite) : . . . 
(31an) (mciuc) $Sn 3 3 

: 
. 

( c h )  (~lc??Ac) Asn . 3 5 95 
. . 

: 

: GP-m : 3, 95,  

4 glycopeptides de structure ncn détermin5e, 

: 2 glycopepéides de structure non déterminée : 

bb,n(C&1-j)-Man(41-6) 



Mais dtapr8s ATHINSON - e t  al, ( 3  ), il existe  un autre  glycopeptide 

qui  e s t  (Man)3 ( G ~ C N A C ) ~  Asn (AC-c~) .SBEPtWD e t  MûNTGOMERY ( 95 ) ont 

trotnré, pour c e t t e  même fract ion,  des r é su l t a t s  d i f fé rents  : il ont 

caractér isé  deux glycopept ides,  ( Maa) ( G ~ G N A C ) ~  Asn e t  ( h) ( G ~ C N A C ) ~ A S ~  . 
d) p i c  D 

l Dtapr&s TAI e t  al. ( 103)~ ce t te  quatrième fract ion est  pure e t  

renferme uniquement l e  glycopeptide  an)^ ( G ~ C N A C ) ~  Asn (GSIV) . 
ATKINSON e t  al. ( 3 ) e t  SHEPRERD e t  al. ( 95 ) ont caractér isé  un autre  - - --.- - - - -- 

glycopeptide qui  es t  ( ~ a n )  ( G ~ C N A C )  Asn (AC-D, ) e t  en ont détecté 
t 4 4 

t r o i s  autres ( 3 ), mais leurs  structures restent  à determiner . Tandis 

que NARASIMKBN e t  al. ( 79) ont caractérisé (Man) (OlcNAc) Asn q u ' i l s  3 5 
ont appelé (iN GN (a) e t  un au t re  glycopept ide non ident i f  i é  . 

e )  p i c  E 

Le glycopeptide majeur de ce t te  cinquième fract ion est  

(Man) ( G ~ C N A C ) ~  Asn, il a é t é  caractérisé par tous l e s  auteurs . Ef l à  
5 

I encore, une hétérogénéité a é t é  démont~ée par kmCINSON et a l .  ( 3) en 

u t i l i s a n t  la R.M.N., mais l e s  structures n'ont pas é t é  déterminées . 
f )  g i c  F 

TAI et al. (105) ont caractér isé  une sixieme fract ion qui renferme 

uniquement (Man) ( G ~ C N A C ) ~  A m  (OP-VI) . Le même glycopeptide a é t é  
4 

aussi  caractérisé par NARASIMKAN e t  a l .  ( '79) . 

C - CATABOLISME DES GLYCOPROI'EINES EX' GLYCOPRCITEINOSES 

Il est  connu que l e s  lysosomes jouent un r61e essent iel  dans l a  

dégradation des glycoprotéines . En e f fe t ,  ces organites ce l lu la i res  

renferment une collection complète dtenzymes.capables d'h:rdrolyser aussi  



bien la partie glycannique que la partie protéique d'une glycoprotéine . 
Cette dégradation libère des. monosaccharides et des acides aminés qui 

passent la membrane lysosorniale pour être dégradés ou recyclés dans 

le cytoplasme . 
Mais ce mécanisme peut être profondément perturbé dans les cas 

de glycoprotéinoses où une déficience en enzymes lysosomiales provoque 

une accumulation de produits dans les tissus et les urines des malades 

(fig 9 p. 19) . Ces maladies apportent une information supplémentaire à 

la compreîiension du catabolisme des glycannes des glycoprotéines qui 

n'est encore que fragmentaire . 
Eh effet, l'analyse des produits, dans les urines des malades, 

montre d'une part, qu'il y a une accumulation d'oligosaccharides qui 

possèdent un résidu de N-acétylglucosamine en position terminale . 

réductrice auquel est lié en position 4, un résidu de mannose ; f 
d' autre part , dans certaines maladies comme 1 ' asparagit~l-N-iicétyl- 
glucosaminurie ( 4  ), on observe une accumulation de résidus 

dlasparaginyl-N-acétylglucosamine . 
Sur la base de ces observations, une hypothèse 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,Nf-diacétyl- 

chitobiose du noyau pentasaccharidique , en libérant la copule 
polysaccharidique, qui est ensuite dégradée par les exoglycosidases ( 100, 

68) . Cette enzyme est l'endo-N-acétyl- D-glucosaminidase . f- 



endo-N-scétyl-&D-gluco saminidase 1 

1 

1 NnJiE(U2-6)kl(p1-4)~l~~~~(pl~)~sn(~-3), 

i. I 
Man(pl-4)~lc~~c(pl-4) GICNAC (pl - )bsn 

~stillc(d2-6)Gal(~l-4) ~lc~~c(~l-2)>lan(dl-6)' 1 &O 

SIALIDOSES OCneuraminidase 
FUCOSIDOSE3 

Gal(~1-4) ~lc~~c(p1-2)~(~1-3), 

/ Man(pl-4) GlcNAc ~al(~l-4)~lc~Ac(~1-2)Man(dl-6) t 

prot éase 

I /3-qalactosidase ASPARAGI- 

NYL GMJCO- 

fic(~1-6) 1 
R2 

L anannosidase 
Ilan + GlcNAc 

a-fucosidase 1- - 

GlcBAc + Asn 

Figure 9 : Schéma général du catabolisme des N-glycosylprotéines (1~6) 



Les endo-N-acétyl-PD-glucosaminidases (EZ 3. 2, 1. 96) hydrolysent 

la liaison (~-O~CNAC-( 1 4 4)- P-GlcNbo du noyau pentasaccharidique des 

N-glycosylprot Bines en libérant une partie glycannique qui renferme un 

résidu de N-acétylglucosamine en position terminale réductrice, et un 

autre résidu de N-acétylglucosamine en pusition terminale non réductricei. 

lié lui-même à un résidu d'asparagine de la chaîne protéique . 
la réaction catalysée par les endo-N-acétyl-~D-glucosaminidases 

est représentée figure 10 page 21 , 

B - C'rlES LES MICRO-ORGANISMES 

1 - Diplococcus pneumoniae 
Eh 1971 , MURANATSU (70) a caractérisé une activité endo-glyco- 

sidasique dans une culture de Diplococcus pneumoniae type 1, qui libère 

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

à m i r  des gamma-globulines myélomateuses de souris . A l'époque, 
1 'activité exacte de 1 ' enzyme n' 4tait pas définie, dt où son appellation 

d' endo-glucosaminidase . Ce n' est qu'en i 974, que KOIDE et iMüRANATSU ( 47) 

ont purifié et déterminé les propriét es d'une endo-N-acétyl -lLgluco- f 
saminidase, qu'ils ont baptisée endo-N-acétyl D-glucosaminidase D 7B- 
(endo D) ( 47,74 ) . La purification de 1 ' enzyme a été améliorée en 1978 

par les mêmes auteurs (75) . 



Figure 10 : Réaction catalysée par 1 ' endo-N-acétyl-,&ILglucosaminidase 



l Eh électrophorèse sur gel de polyacrylamide, l'enzyme donne une 

1 bande homoene correspondant à une masse moléculaire de 250 000, mais 

en milieu dénaturant, cette bande passe à 130 000, montrant que la 

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

L'étude de la spécificité de l'enzyme montre qu'elle est active 

sur les glycopeptides de type N-acétyllactosaminique monoantennés 

~ fucosylés ou non ( 47) . Les glycopeptides biantennés des IgG bovines 

doivent Gtre, au préalable, dégradés par les exoglycosidases : neura- 

minidase, P -galactosidase , et N-acétyl- f3 -D-glucosaminidase ( 45, 102) 

Les travaux de ITO - et al. ( ) ont montré que si le résidu de a-Man 

( souligné sur tableau II page 23) branché sur le C du , p- mannose du 3 
noyau pentasaccbidique est enlevé, le glycopept ide n' est plus 

hydrolysé . D'après TAï - et al. (103), ce résidu de Q-mannose doit 

rester libre . L'enzyme n1hydro'lYse pas le glycopeptide (Man)l (G~CNAC)~ Asn 

mais elle hydrolyse (Idan)) ( G l c ~ h ) ~  Asn (113) 

&uant aux structures de type oligamannosidique et de type mixte, 

seul (Man) (GlcNAc)* Asn est hydrolysé, le mélange de glycopeptides 
5 

dtovalbumine n'est hydrolysé qu'à 20 % ( 75) . Selon MüRA.bIATSU (7'4) 

l'oligosaccharide (Man) GlcNAc - GlcNAc est hydrolysé pax l'enzyme, 
5 

alms gnFil ne l'est pas dtaprès : TARENTINO et MALEY (103) . D'après 
KOIDE et MüRAIUTSU ( 48) , 1 ' act ivit é enzymat ique est inhibée par le 

mannose et ses àérivés, comme le p. nitrophénylmannoside ou le 

méthylmannose . 

L'&do D est la premi3re enzyme commercialisée qui scit capable 

d'hydrolyser les structures de type X-acétyllactosaminique . Ivlais sa 
spécificité reste lirnitée car elle nth;?drolyse pas les structures 

biantennées . Le glycopeptide (Man) (G~CNAC)~ Asn est hydrolysé par 
5 ..- 

,..3. 



Tableau II : Glycopeptides hydrolysés par les E$do D, CI, et FI 

l Li 

T Y P E :  S T R U C T U R E S  : NOMS : 

0. . 
oligo- 1 

. 
manno- ~an(a1-3) 

/ 
Man(f3 ~ - ~ ) G ~ c N A c ( B ~  -4)Glc~Ac( 61- )~sn : GP-V : 

: : (ovalbu-: 

: sidique 1 >Man(a14) : mine) :. . 
Man(al-6) 

. 
, : mixte : néant 

O 

lac-basa-: . 

/ 
M~~(B~-~)G~CNAC($I-~)G~CNAC(~~- )Asn : IgG : 

I . 
h(a1-6) FUC ( al -6) . 

• RI = B, Man ou ~al(gl4)Glc~~c 
l 

générale: 

l . : R = FI, peptide, ou protéine . 
O 3 . 

1 



l'enzyme . Le rapport entre l'activité sur les glycopeptides rnonoantennés 
des IgG, et celle sur (Man) (G~CNAC)~ Asn est de I / 0,83 (47 ) . 5 

Elle a été utilisée par de nombreux auteurs, pour l'étude des 

relations structure - fonction des glycoprotéines ( 71 9 '1 149 72, 73, 49,89923956) 

Les glycopept ides wdrolysés par 1' endo D, ainsi que leur structure 

générale, sont représentés sur le tableau II page 23 . 

2 - Streptomyces miseus - Streptomyces plicatus 

Eh 1972 TARE2JTINO et al. ( 105) ont caractérisé une enzyme répondant à 

la définition d'endo-N-acétyl-f-D-glucosaminidase dans une préparation 

commerciale de chitinase produite à partir de Streptomyces griseus - 

(A.T.c.c. No 27800) . Eki 1974, deux activités enzymatiques ont été 
fractionnées et purifiées à partir d'un filtrat de culture de ce même 

micro-organisme 11) . Une fraction renferme une enzyme zctive siir les 
substrats du type (~lc~~c)~-Asn ou q i g h  mannose typett d'où son 

appellation dlEndo R . L'autre fraction renferme une enzyme active sur 
les substrats Oe type (G~cNAC)~-&~~ ("hw mannose typet1) , d'où 
l'appellation d'&do L . 

Eh 1976, la souche a été caractérisée comme étant un Streutomyc*, 

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

La masse moléculaire de l'&do H est de 27 000 ( 711). L'analyse 

en electrophorèse..our .gel de polyacrylamide, donne une seule bande 

possèdant 1 ' activité eneymat ique . 



Comme indiqué dans le tableau IIIp. & 28, l'%ude~ de la spécificité 

de l'&do H montre que cette enzyme est surtout active q r  les substrats 

de type oligomannosidique et de type mixte, et cornplsatement inactive sur 

les structur es de t n e  N-acétyllact osaminique, m8me part iellement 

dégradées (2, 111, 114) . 
L'enzyme n'hydrolyse pas ou très peu le glycopeptide 

(Man), (GlcN~c)~ Asn. ( 2, 111 ) , et d'aprhs KO&ITB (45.) elle n'est pas 

active sur (G~CNAC)~ Asn ; alors que selon TRIXEII& et al. (12.3), 

' l'enzpne dégracie les glycopeptides. de (G~CNAC)~ Asn à 

(Man) (G~CNAC)~ Asn, avec une vitesse maximale d'hydrolyse pour 
9 

Toutes les structures mixtes contenues dans l'ovalbumine sont 

hydrolysées ( 104,131) . D1apr&s TARENTINO - et al. (117) l'enzyme est aussi 

active sur les o f i ~ s ~ c ~ d ~ s  présentan* un résidu de N,N'-diacétyl- 

chitobiose à l'extrémité réductrice . 
LI act ivité de 1' enzpe a été aussi testée sur des glycoprotéines 

Certaines de ces glycoprotéines sont hydrolysées sous leur forme native 

comme la ribonucléase B, la deoqyribonucléase A, ou l'unité A de la - 
thyroglobuline . D'autres, doivent être dénaturées pour être hydrolysées 
conmie llovalbumine, les IgM, ou llinvertase ( 15,111Z, ) . Certaines 
autres, comme la/)-glucuronidase, ne sont que partiellement déglycosylées 

sous leur forme native ( 80 ) 

L'hydrazinolyse de ces glycoprotéines aprss action de l'&do R, 

libère des glycannes qui sont habituellement hydrolysés par l'enzyme 

à partir de glycopeptides (32j . La chaîne peptidique joue donc un rôle 
de protection des groupements glycanniques vis à vis de l'enzyne . 



Les applications de c e t t e  enzyme, dans l 'étude des structures e t  

fonctions des glycannes des glycoprotéines sont c i tées  dans l e s  

Les glycopeptides hydrolysés par l'&do 3, et l eu r  structure 

générale, sont représentés dans l e  tableau III page 27 . 

L'&do L donne une seule bande en électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide, pour une masse moléculaire de 49500, a l o r s  qu 'e l le  en 

donne deux en isoélectrofocalisation, aux points isoélectriques de 

L'étude de sa spéc i f ic i té ,  montre qu ' e l l e  est  ac t ive  sur des pe t i t s  

substrats ,  de type (Man), ( G l c ~ A c ) ~  Asn ; (Man)? (GLcNAc)~ Asn es t  

faiblement hydrolysé, a lors  que (Man) ( G ~ C N A C ) ~  Asn es t  résis tant  à 3 
l'enzyme . Eh 1973, *TRIMBLE e t  a l .  (124) ont montré que l e s  oligosaccha- - 
r ides  t e l s  que (G~CNAC) ou ( G ~ C N A ~ )  sont de meilleurs substrats que l e  3 4 
glycopeptide (Man) [ G ~ C N A C ) ~  Asn . En e f f e t ,  pour ce dernier glycopeptide 

Kk et V,, sont respectivement O,? mM, e t  3,8 mol / min / m g  de protéines, r 
a lors  que pour l 'oligosaccharide ( G ~ C N A C )  ces valeurs sont respectivement 

3 
de 0,23 d e t  de 5,1 /<mol / min / mg de protéines . L'enzyme n 'es t  

pas ac t ive  SU l e  N,Nt -diacétylchit obiose n i  sur ( G ~ C N A C  ) réduit en 3 
( G ~ C N A C ) ~  GlcNAc-itol mais e l l e  est  active s u  l'oligosaccharide ( G ~ C N A C ) ~  

réduit en ( G ~ C N A C )  GlcNAc-itol . 3 

L'&do L est  donc plutôt spécifique des oligosaccharides que 

1 

des glycopeptides . 



Tableau III : Glycopeptides hydrolysés par llEhdo H 

1 . . 
: TYPE S T R U C T U R E S  : l'TOMS 

Uian(a1-3), : GP-VI 
~ 1 a n ( f 3 ~ 4 ) ~  . I / Uian(ûll-3)-~an(al-6) : (ovalbumine) : 

: GP-V 
~(a1-3)\ 

: ( ovalbumine ) : 
~an(a1~)' 

~an(c~1-2)-h(al-3) 
: GP-IV : 

h ( a  1 -3)\ 
k ( a k 6 )  : (ovalbumine ) : 

iaancai -6)' 

: GP-IIIB : 

: (ovalbumine) : 

: unité A de : 

: la t h y r o -  : 

: globuline : 

: 
. de veau : 

: mixte : 

f (ovalbumine) f 

G~C?<TAC(~ 1-41, 
Y ~an(al-3) . GP-IITC 1 

\ G~C~IAC(BI-~) . 
~lc~Ac(gl-4)~an( 67-4)R (ovalbumine): 



. : Gai( 81-4) G~cNAc(~~-~), . / -(a1 -3) 
1 mixte 
l \ GF-IIA : 

Glc~Ac( 131 -2) 
l ~lc~~c(f37-4)Man(~ 1 4 ) ~  

: f (suite) / 
f (ovalbumine) f 

~an(a1-3) -h (a1 -6 )  . 
: ~al(f31-4)~ic~~c(B1-4) 

\h(al-3} . 
/ G~CNAC(BI-2) \ GP-1 . . . . G ~ c N A c ( ~ ~ - ~ ) M ~ ~ ( B  1-4)~ . . ~kn(al-)}\ / : (ovalbumine) : . . ~an(al-6) 

&n(a 1-61' . . : . . . 
:N-acétyllac-: 

néant 
: tosaminiqùe: 

: . . . . RI-( -3) . \ . R ( -4)- Man( B ~ - ~ ) G ~ c N A c ( ~ ~ - ~ ) G ~ c N A c ( ~ ~ -  1-R4 : 

2- / 
: ~ ~ - b ( ~ l - 6 )  : . 

: structure : . 
: générale : R~ = H, Man, ou oligosaccharide 
: . . 

: R p  = II, ou GlcNAc 

: Rj = H, ou oligosaccharide 

: R = H, peptide ou protéine 
4 

-L_./ 



Clostridiwn perfringens 

& 1975, CHIEN e t  al. (12) ont ! m i s  en évidence dans une prépa- 

ration commerciale de neurbtinidase, ex t r a i t e  de Clostridiwn perfringens 

une contamination par des ac t iv i t é s  endo-N-acétyl- D-glucosaminidasique e 
e t  prot éasique . La même année, ITO - e t  a l .  ( 37) ont f r ~ c t i o n n é  deux 

formes d'enzymes q u ' i l s  ont appelées endo-N-acéty1-P-D-glucosminidase 

CI (&do CI) e t  end0-N-a~éty1-~-D-gluc0saminidase CII c ~ n d o  CI=), à 

par t i r  d'une culture de Clos t r id im p e r f i i n ~ e n s  (A.T.C.C. No 10873 ) . 

La spéc i f ic i té  de l'%do C a é té  t r è s  peu étudiée . Elle es t  
I 

capable d'hydrolyser l e s  substrats  de type N-acétyllactosaminique 

monoantennes fucosylés on non ; e l l e  hydrolyse en outre l e  glycopeptide 

(Man)) ( G l c ~ A c ) ~  Asn (45) . Le rapport entre  l ' a c t i v i t é  sur l es  substrats  

de type N-acétyllactosaminique monoant ennés e t  ce l le  sur ( Wn) ( G1c~A.c ) Asn 
5 

est  de i / 0,63 ( 37) . L'enzyme n'est  capable de dégrader n i  

( G ~ C N A C ) ~  Asn n i  (k)l (GICNAC)~ Asn . Comme pour l'&do D, l e  

résidu de OLmannose (souligné dans l e  tableau II page 23), substitué sur 

l e  C du résidu de $mannose du noyau pentasaccharidique, doit r e s t e r  3 
l i b re  (45 ) . 

Les glycopeptides hydrolysés par ltEhdo CI, sont l e s  mêmes que 

ceux hydrolysés par l'&do D e t  sont représentés dans l e  tableau II 

page 23 



La spéc i f ic i té  de l'&do CII a été étudiée plus en dé ta i l  et 

a é té  comparée à ce l le  de l'&do H . 
Elles  sont toutes  deux inactives sur l e s  s tmctures  de type 

N-acét y l l a c t  osaminique, même monoant ennées . 
D'après TAI e t  a l .  (966) , aucune de ces deux enzymes n'hydrolyse 

l e  glycopeptide (b) ( G l c ~ A c ) ~  Asn, a lors  que TRIKBIBLE e t  al. montrent 3 

que ce glycopeptids peut ê t r e  dégradé par 1 '&do H ( 124), (tableau 

page 22) . Par contre e l l e s  hydrolysent toutes  l e s  deux, l e  glycopeptide 

Man ( a l - 3 )  ( G Z C N A C ) ~  Asn, montrant l e  rdle  essent iel  que joue l e  

résidu de mannose supplémentaire dafis l a  reconnaissance du substrat par 

l'enzyme . Il existe cependant une différence dans l e s  v i t e s ses  dlhy&o- 

lyse : pour llEhdo H, l ' o rdre  des vi tesses  d'hydrolyse e s t ,  

(h) ( G ~ c N A c ) ~  Asn ) (GLCNAC)~ Asn > (G~CNAC)?  Asn, 5 
alors  que pur l'&do CI*, cet ordre est  l e  suivant : 

( G ~ C N A C ) ~  Asn > ( G ~ C N A C ) ~  Asn > (Man)5 ( ~ l c ~ ~ c ) ~  Asn 

Les deux enaymes n'ont pas non plus la &me s séc i f i c i t é  sur l e s  

substrats  de type mixte . D1aprBs TAI - et a l .  (105,106 ) , 1 'aido CI, 

nthydrolyse pas toutes l e s  s t ructures  de type mixte contenues dans 

ltwalbumine, a lors  que ltEhdo H l e s  hydrolyse toutes  . Dtapr5s l e s  

mhes auteurs, l e  résidu de rnannose (souligné dans l e  tableau I V  page32) 

sabst i t u é  sur l e  C du ~ m o s e  du noyau pentasaccharidique doit être, 3 
so i t  l i b r e  comme dans GP-VI, so i t  uniquement substi tué sur l e  C corne 2 

dans GP-IIIA ou l ' un i t é  A de la thyroglobuline de veau (38) . La subst i tut ion 

de ce résidu de mannose sur l e  C comme dans GP-IIIC, GP-II et  GP-1, 4 ' 
rend ces glycopeptides r é s i s t an t s  à l ' a c t i v i t é  de 1' enzyme (pour l a  

s t ructure des glycopeptides, voir  pages 15 e t  16) 



Ces r é s u l t a t s  démontrent bien que 1 '&do H e t  1 '&do CI. n'ont 

pas la  même spgci f ic i té  . 

Les glycopeptides hydrolysés par l'&do C I ,  a ins i  que l eu r  

s t ructure générale, sont représentés dans l e  tableau XV page 32 . 

Bacillus c i r c u l a s  

& 1974, BXUJZMA e t  BALLûU (79 ) ont cul t ivé une bactér ie  sur l e  

mannane ext ra i t  d'un mutant de Saccharonlyces cerevisiae ( X  2180 - 1A - 5) . 
Cette bactérie , appelée auss i  par ces aut eurs , llMannan-degrading 

bacteriumtt, e s t  ident i f iée  comme étant un Bacillus circulans , bien que 

lfabsence de spores la rapproche plut6t du groupe dlAchromobacter . 
L'analyse des produits de dégradation du mannane, dans l e  milieu 

de cul ture  laisse supposer I fex is tence  d'une enzyme, répondant à la 

déf in i t  ion d1 andc-N-acétyl~~glucosamini&se, qui  se ra i t  secrét  ée 

par la  bactérie . Eh e f f e t  ce l le -c i  hydrolyse l e  mannane &rait de 

S. cerevisiae ( figure ,page t$,  ent re  l e s  deux résidus du GlcNAc du 

noyau pestasaccbar5diq~:e . . 

5 - Flavobact erium meningosept icum 

Récemment, ELDER - e t  al. ont decri t  une act i t r i té  endo-R-acétyl 7- 
glucosarninidasique produite par ce t t e  bactér ie  . Ces auteurs ( 3 0 ) ,  l'oit 

appelée &do F . Son a c t i v i t é  n'a été t e s t ée  que sur des g lyco~roté ines  . 
Certaines .:Je.- ces glycoprotéines sont dégradées sous. leur forme native, 

d'autres (ovalbumine, fé tuine,  ovomcoïde, orosomco~de, par exemple) , 
ne sont déglycosylées que sous leur  forme dénaturée . 



-1 L ~ J L z E ~ ~ u  -.. FT : Sl j copep%i<~es  k jd ro lyses  par Pes Endo CTT e t  3' - - II 

. 
S T R U C T U R E S  : TYPE : NOMS : 

-. 
bn(al -J) \  : GP-VI 

Man(f31-4)R . / ~an(rr1-j)-~an(al-6) : (ovalbwnine) : . 
~an(a1-3) . 

\ / b ( 8 1 - 4 ) R  : GP-V . ~an(a1-3), 
b~an(a1-6) : (ovalbumine) : 

Man(al-6 )' 

. bn(a1-2)-~an(a1-3) 
\ : GP-IV : 

/Nkn(B14!R Man(a1-31, 
~an(a1-t.6) : (ovalbumine) : . ~an(a14 ) '  

: olige- : 
hian(a1-2) -~an(W-3) . 

:mannosidique : \ : GP-IIIB : 

/ Mail(4-3), 
k ( a 1 - 6 )  : (ovalbumine) : . ~an(a î -2 )~~~l (a1-6} '  

. . [ 
h ( a ? - 3  ) : unité A de : 

;Man(i31-4)R 
: Man(a1-2)) Man(a1-3)\ , h ( a 1 - 6  : la thyro- : 

Vhn(a1-6) 

 an( al -2)~lan(al-2)-~4an(a1+=3) : globuline : 

~ m ( a 1 - 2 ) ~ a n (  al-3}, 
,, hlan(u1-6) : de veau : 

~an(a1-2)blan( ai - 6 )  

. 
G~CNAC(B! -2 ) -~ lan(  al-3) t 

\ GP-IIIA : . mixte ~lcl?tzc(@1-4)~:m(~1-4)R 

/ h7lan(al -3) (ovalbumine) 
\o~m(ol-6) 
/ b ( a l - 6 )  

: N-ac ét y llac- : 
néant 

: t O saminique : 



l 
1 - 32 bis  - 

1 

1 

. . 
O . 

l 

: structure : 
l 31an(/31-4)R : . 
1 

l . : générale : R,( -2)Lb@1-3)> 

. 
R4-( -6) 

. . O 

: R e t  R = IQ, Man ou oligosaccharide . 
3 4 

: R = Glclicp, GlcllAc2Asa ou GlcNAc2-eptide 



C - CHa LES VEGErAUX 

Extrait  de figue 

Dans l e  règne végétal ,  seul l e  f iguier  a é t é  étudié jusqu'à 

présent . Eh 1977, OGATA-ARAKAWA e t a l .  ( 86) ont m i s  en évidence une 

act  i v i t  é endo-N-acét yl-/3 -D-glucosaminidasique dans un ex t ra i t  de figue . 
Ces auteurs n'ont caractér isé  qu'une seule enzyme, act ive sur l e s  

substats de type oligomaanosidique corne (Man) ( G ~ C N A C ) ~  Asn, 5 
( ~ l d ~ c ) ~  A m ,  l e  glycopepti.de de l ' u n i t é  A de la thyroglobuline 

de veau, e t  une part ie  du GP-III de l'ovalbumine . N i  l e s  structures 

mixtes de l'ovalbumine (GP-1 e t  GP-TT), n i  l e s  struct-m es  de type 

X-&cétyllactosaminique in t ac t  e s  ou pa r t i e l  lement dégradées ne sont 

hydrolysées, montrant que c e t t e  enzyme a l a  même spécificitézque 1' &do Cn 

Sève de figuier 

La même année, CXIZX et  al. ont i so lé  deux formes enzymatiques qu' i l s  

ont appelées endo-N-acétyl+D- glucosaminidase FI ( h d o  FI) e t  endo- 

N-aoéty1-P-D-glucosaminidase FII (&do F ~ ~ )  . L'&do FI hydrolyse l e  

glycopeptide (Man) ( G ~ C N A ~ ) ~  Asn plus v i t e  que (Man) ( O ~ C N A C ) ~  Asn e t  
, 3  5 

(Man)o ( ~ l c N A c ) ~  Asn, a l o r s  que llEhdo FII hydrolyse ces deux derniers 

glycopeptides mais pas l e  premier ( '13)  . 
Eh 1981, LI - et a l .  ( 57) ont légèrement amelioré la sur i f ica t  ion de 

ces dewr enzymes et ont retrouvé l e s  même spéc i f ic i tés  que ce l ies  décr i tes  

par CKiEm e t  al. ( 13 ) . 
7 

Les substrats hyrolysés par l'&do FI sont les  mêmes que pour 

l'&do D e t  CI et sont representés dans l e  tableau II page 23 . L'&do FI* 

possède l a  meme spéc i f i c i t é  que l t h d o  CII ( tableau IrJ page 32) . 



D - CHEZ LES BNIMAUX 

Foie de porc 

La dérnonstrat ion d'une ac t  i v i t  é endo-W-ac6tyl D-gluco saminidasique P 
dans l e s  tissus animaux ( fo ie ,  r a t e  et  r e i n  de r a t  ou de ~ o r c ) ,  a é t é  

apportée en 7974 par NIS'dIGAKI e t  al. (84) . Ces auteurs ont partiellement 

déterminé la s p é c i f i c i t i  de l'en&-N-acétyl &glucosaminidaçe de fo ie  P 
de porc . 

Cette enzyme es t  active sur l e s  gïycopeptides  an) ( G ~ C I ? A C ) ~  Asn, 
5 

(Man)6 ( G l c ~ A c ) ~  Asn e t  ( G l c ~ A c ) ~  Asn ; e l l e  n'hydrolyse n i  l e s  

glycopeptides de l ' un i t é  A de la thyroglobuline de veau, n i  1~ 

glycopept ides de type N - a c é t  y l l ac t  osaminique m ê m e  part i ellement dégradés, 

ce dernier résu l ta t  ayant &té récemment contredit  par la même eQuipe (101)~ 

qui  n l a  pas apporté de précisions supplémentaires . 

2 - Oviducte de poule 

En 7976, TARlWTINO - e t  al. ( q19 ont i s o l é  e t  étudié la -  spéc i f i c i t é  

d'une endo-N-ac4tyl -D-glucosaminidase dloviducte de poule . Y 
Cette enzyme es t  act ive sur les  glycopeptides (h) ( ~ l c N A c ) ~  Asn, 

5 
( w ) ~  ( G ~ c N B ~ ) ~  Asn e t  ( G ~ C N A C ) ~  Asn . ~h outre  l'enzyme es t  

capable d'hydrolyser l e s  glycopeptides (Man) ( G ~ C N A C ) ~  Asn e t  3 
(Fuc) (Man)) ( G ~ C N A C ) ~  Asn . 

D'après ces résu l ta t s ,  l'&do dloviducte de poule possède une 

spéc i f ic i té  semblable à ce l l e  de llEhdo D e t  à ce l le  6e l'&do H . Grrâce 

à une étude de compétition entre  l e s  substrats  ( G ~ C N A C ) ~  Asn e t  

(FUC)   an)^ ( G ~ C N A C ) ~  Asn, l e s  mêne auteurs ont conclu q u ' i l  n 'ex is ta i t  



qu'une seule enzyme possédant à l a  fois  l e s  act ivi tés oligornannosidique 

et  N-acétyllactosaminique , mais i l s  obtiennent plusieurs bandes prot éiques 

en électrophor&e sur gel  de polyacrylamide . 

3 - Foie de ra t  

Dam notre laboratoire, PIWCE et  al. (89990) ont caractérisé une 

endo-X-acéty1~lLglucosaminidase active sur l e s  substrat s de type 

N-acétyllactosaminique biantennés, dans l e  foie de rat  . TACHIBIL.lA e t  al.  

(yo1) ont confirmé ces résultats  e t  ont déta i l lé  l a  spécif ici té  surtout 

sur les  sbb&-a de type oligornannosidique e t  mixte . 
bas snbrstxa-bs do type oligomannosidique sont. hydrolysés de 

(h)) ( G l c ~ A c ) ~  ibn à ( G l c ~ A c ) ~  Asn . Les glycopeptides 

(W) ( ~ l c ~ A c ) ~ ~ w ,  I(an. ( G ~ C E A C ) ~  Asn e t  ( G ~ C N A C ) ~  A s n  ne sont pas, ou 

t r è s  peu hydrolysés par l'enzyme! . 
Les structures de type N-acétyllactosaminique sont hydrolysées mais 

à une vitesse nettement inférieure à celle des Substrats de type oligo- 

mannosidique . L'enzyme est capable de dégrader l'oligosaccharide 

(Gai)* ( G ~ C N A C ) ~  (Man) (G lc~Ac)~ ,  mais pas quand celui-ci est réduit en 3 
i t o l  . Le substrat fucosylé, Fuc (Han) ( G ~ C N A C ) ~  Asn est t r è s  faiblement 3 
hydrolysé par rapport à (Man) ( G ~ C N B ~ ) ~  Asn . 3 

Les glycopeptides de type mixte de 190valbumure, GP-1 et CF-IIB, ne 

sont pFat iquernent pas hydrolysés (respect ivement à 0,7 et à 4 ,6 p. 100) . 
Le glycopeptide GP-IIIA est dégradé à XI p. 100 et GP-IIIC à 7,9 p. 10C 

( l a  structure de ces glycopeptides est représentée dans l e  tableau 1 

Page 15)  



A v e c  l e s  r e su l t a t s  donnés par ces auteurs-  il est  d i f f i c i l e  

de compares la spéc i f i c i t é  de 1'Elnd.o de f o i e  de rat, avec ce l l e  des autres 

enzymes, mais il semble qu 'e l le  est  plus proche de l'&do CII que de 

l'&do R, en ce q u i  concerne llhydrolyse des substrats de type oligoman- 

nosidique et de type m i x t e  . 
Eb ef fe t ,  l'hydrolyse de GP-1 es t  t r o p  faible  pour e t r e  s ignif icat ive 

et l 'hydrolyse de GP-Il3 e t  de GP-IIIC pourraient s'expliquer par une 

dégradation de ces substrats par des exo-IT-acétylglucosaminidases : . 

la solut  ion enzymatique u t i l i s é e  par ces auteurs, es t  ur, extrai t  brut de 

foie de rat e t  l'absence dlexo-N-acétylglucosaminidase n'a é té  v é r i f i é e  

que sur un oligosaccharide renfermant un résidu de GlcNAc l i é  en position 

3, a l o r s  que GP-II3 e t  GP-IIIC possèdent des GlcNAc l i é s  W. position 2 

et en position 4 . 

4 - Tissus humains 

Eh 1975, BOERSMA e t  al. ( 6 )  ont détecté une ac t  i ~ i t é  endo-N-acétyl- 

/)-ILglucosminidasique dans l e  fo ie  humain . Et en 1981, O V E E D I J K  e t  a l .  

( 8#') ont signalé la présence du même type dterzyme dans l e  re in  humain . 
Mais ces  enzymes n'ont pas é t 6  étudiées plus en dé ta i l  . 

D - COrJCLUSION 

Nous avons rassenblé dans l e  tableau V page 37, l tactiviUé des 

l principales endo-N-acétyl- -P-glucosaminidases sur 13s t r o i s  types de 1 
N-glycosylprotéines, a ins i  que leur p3 optimum et l e m  masse moléculaire . 
DtaprSs ce tableau, nous pouvons remarquer : 



S T R U C T U R E S  H Y D R O L P S E E S  

r r r 
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1 - D'après leur  spéc i f ic i té ,  l e s  endo-N-acetylglucosaminidases 

peuvent ê t r e  classées en t r o i s  groupes : 

a )  p o u p e  de l'&do D : appartiennent à ce groupe, tou tes  l e s  

enzymes capables d'hydrolyser l e s  substrats  ue type N-acétyllactosaminique 

monoantennés . El les  ne dégradent, n i  l e s  substrats  de type oligomannosi- 

dique (sauf (Man) ( G ~ C N A C ) ~  Asn ) , n i  l e s  substrats de type mixte . Avec 
5 

l'&do D, on peut c lasser  l'&do CI , e t  l'&do FI . 
b) groupe de l l h d o  CII : l e s  enzymes de ce groupe hydrolysent 

tous l e s  substrats  de type oligomannosidique . Les substrats  de 5ype 

N-acétyllact osaminique mono ou biant ennés ne sont pas du tout dégradés, 

tandis que l e s  glycopeptides de type mixte ne sont hydrolys6s que s i  l e  

r6sidu de Otmannose branché en position 3 sur l e  mannose, est s o i t  l i b re  P 
so i t  subst i tué uniquement en position 2 . I)ans ce groupe, on peut également 

classer l'&do FII 

c)  groupe de l'&do H : dans ce groupe, l e s  enzymes dégradent 

tous l e s  substrats  de type oligomannosidique e t ,  à la différence du 

groupe de l'&do CII, e l l e s  hydrolysent tous l e s  glycopeptides de t n e  

mixte de l'ovalbumine . Les substrats  de type IY-acétyllactosaminique 

ne sont pas hydrolysés . -s ce groupe, on ne peut c lasser ,  pour 1 'instant 

que 1 'Endo H . 
La spéc i f ic i té  des autres  endo-N-ac6tyl -lLgluco saminidases n ' es t  f 

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

ces t r o i s  groupes . 

2 - D'aprSs l e s  valeurs de pH optimum, on peut constater que 

l ' a c t i v i t é  sur l e s  substrats de type X-acétyllactosaminique necéssite un 

pH plus acide que l ' a c t i v i t é  de type oligomannosidique . 



3 - D'apSsles  masses moléculaires : l e s  enzymes act ives  sur l e s  

substrat s de type oligomannosidique ont des masses moléculaires plus 

fa ib les  que l e s  enzymes qui  hydrolysent l e s  substrats de type 11-acétyl- 

lact  osaminique . 

Les endo-N-acetyl1)-D-glucosaminidases deviennent un o u t i l  de 

t r a v a i l  de plus en plus u t i l i s é  pour l a  détermination de la structure 

ou de la fonction de ,la partie glycannique des glycoprotéines (46) . 
Dans notre laboratoire, la  caractérisation d'une a c t i v i t é  

enzymatique de ce type dans un moût de fermentation de & s i d i o ~ $ * ~  

( ~ ~ o r o t r i c u m  dimorphospomun) nous a amené à purif ier  l'enzyme, e t  à 

déterminer ses  propriétés physico-chimiques e t  sa sp&ci f i c i t é  . 
Ces r é su l t a t s  font l 'objet  du présent mémoire . 



M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

M A T E R I E L  

1 - PRODUITS RADIOACTIFS 

L'anhydride acbtique [l4C] (11 m C i  / mole) ,  l e  borohy-e de 

potassium [%] (20 C i  / mole)  e t  l ' iode [1251] nous ont été fournis 

par l e  C.E.A. . 

Les r&ines echangeuses d t  ions, Dowex 1 x 2 (290-400 me&, sous 

+ 
forme CX3~00-), Dower 50 W x 8 (50-100 mesh, sous forme B 1, 

Dowex 1 x 8 (50-700 mesh, sous forme HCOO-) e t  Dowex 50 W x 2 (200-400 mesh, 

sous forme CH COC-) aiasi que l e s  Biogels agzrose-B 0.5 M e t  1.5 14 3 
F e t  F2 sont des produits Bio-Rad . 
4 

LI hydro-uyapat it e-Ultrogel , la DWJILt r i sacry l  M e t  la  CM-trisacryl M 

sont fournis par I.B.F. . 
Le support de ~ h r ~ ~ t ~ f ~ ~ ~ l i ~ a t i ~ n  ,PIE 94, la concanavakine A- 

Sepharose 4B e t  l e  Sepharose CL 4B sont des produits Pkrmacia . 
La  calonne de chromatographie l iquide haute performance (s.P.L.c.) es t  

une collonne anaxytique Micropak AX-10 (0,4 x 30 cm) de Varian . 
L e s  papiers de c-bomatographie Whatman 3 sont fournis par Whatman e t  

l e s  plaques de Si l icagel  G (20 x LO cm) par blerck . 



III - SUBSTRATS 

A - St.S'l!RATS STMI?-IE]PIQUES 

Les p-nitrophényl-2-acétanido-2-déoxy- -D-glucopyrmoside P 
( p ~ ~ - ~ l c ~ & c ) ,  pnitrophényl- -D-maopyranoside (p~~-Man ) , p n i t  rophhyl- 

P - P g a l a c t o ~ a n o s i d e  ( p ~ - ~ a l )  sont des produits Koch L i&t  . 

B - SUBSTRATS NATURELS 

1 - Clycoprot éines 

Les glycoprotéines sont toutes préparées au laboratoire à 

I'exept ion de ltovalbumine grade III qui e s t  un produit Sigma . 
La sérotransferrine humaine est  purif iée  à partir de la fract ion IV 

de COET ( 9 2 )  . La séro t rmsfer r ine  de lapin est  préparée selon la 

m6thode de UXBR e t  al. ( 53) . 
7 

La lactotransferrine humaine et  la lactotransferrine de vache 

sont préparées respectivement selon l e s  méthodes décri tes  par 

SPïK - e t  a l .  (98) e t  CKWON - e t  al. (10 ) . 
L1 orosomucoïde humain e s t  obtenu selon la inéthode de SCHMïD e t  a l .  ( 74) . 

* 
2 - Glycopeptides 

Les glycopeptides que nous avons u t i l i s é s  ont é t é  préparés par 

2iydrolyse pronasique des glycoprot éines selon la néthode décrite par 

MGTJSIGXY e t  a l .  ( 66) . - 
Les disialoglycoasparagines de l a  séro t rmsfer r ine  sont obtenus pa r  

l a  méthode de SPIK e t  fYIOP?REUIL ( ç6 ) . Les monosialo e t  les  asialoglycc- 

asparagines sont obtenus par hydrolyse pa r t i e l l e  ou t o t a l e  des glgco- 

asparagines s ia ly lés ,  soi t  par l a  neuraminidase ( X I ) ,  soi t  par 3 SO 2 4 '  



Nous u t i l i sons  1'asialoglycoasparagine de l a  sérotransferrine comme 

substrat standard pour l e  type N-ac6tyllactosaminique ; sa structure es t  

l 
I représentée dans la  f igure ?l page 43.  

Les gPjcopeptides de l'ovalbumine GP-1, GP-IIA, GP-IIB, GF-IIIA, 

GP-IIIB, e t  GP-IIIC nous ont é t é  donn&s par l e  Docteur A. K O W A ,  e t  
1 

l e s  glyccpeptides B (OP-II) e t  C p  (OP-IIIC) par l e  Docteur K. SCHACIPW . 
Les s t ructures  de ces  glycopept ides  sont par fa i t  ernent définies ( E ,  79, ' 1 32 ) 

e t  sont représentées dans le tableau 1 page 95 . 
Les glycopeptides de 1' ovalbumine (de GP-A à GP-E) sont préparés au 

laboratoire selon la  méthode de HUANG et  al. ( 9 ) . 
Nous avons u t i l i s e  l e  mélange de tous l e s  glycopeptides de l 'oval- 

l 
bumine comme substrat  standard pour l e  type oligomannosidique et  l e  type 

mixte . 
Les glycopeptides de la lactotransferrine bwine sont obtenus selon 

la-méthode de C m O N  e t  al. (10) . 

35 3 - Oligosaccharides 

Les mannosides de ( ~ a n ) ~ G l c ~ ~ A c  à (Man) GlcNAc sont isolés à 
9 

partir des urines de malades a t t e i n t s  de mannosidose ( 9 9 )  . 
L' oligosaccharide ( Gal) *( G l c ~ ~ c ) ~ ( M a n )  3 G 1 ~ N A ~  e s t  i so lé  à p a r t i r  

des urines de malades a t t e i n t s  de gaagliosidose à GM 1 . 
Les autres oligosaccharides sont aussi  préparés au laboratoire 

à par t i r  des urines de malades &te jn t s  de maladies métaboliques . 

X 
Xous rmercians vivenent G. SPIK et  G. sEGxKEE qui  nous ont 

fourni l e s  glycoprotéines , glycopept ides e t  oligosaccharides 

iniiis?ensables p m  12 réal iszt ion de ce t r a v a i l  . 



F"iffure 11 : Structure des glycopeptides de la sérotransferr ine 

humaine ou de l a p h  désialylés 



l La pronase (EC 3. 4. 24. 4 e t  M: 3.. 4. i t .  4 ) e t  la neuraminidzse 
1 

1 

(EC j. 2. 1. 18) sont des produits Sigma . 
Lar-D-galactosidase (EC 3. 2. 1. 23), l a  N-acétyl -2-glucosamini- f 

dase (EX 3. 2. ?. 30) e t  ltt%-mannosidase (EC J. 2. 1. 24) sont préparées 

1 au laboratoire à p a r t i r  de la  fève Jack selon l a  méthode de L I  e t  L I  (54,55) 
l ~ modifiée par BOUQUELET ( 7 ) . 

La  galactose oxydase (EX 1. 1 . 3. 9) nous est fournie pa r  Kahi . 

Ltacétoni t r i le  (U.V. grade ) est  un produit Fisons Scient i f ic  

Apparatus . 
Les appareils de chromatographie l iquide haute performance sont 

des appareils Spectra Physic . 
Les appareils dtisoélectrofocalisation sont fournis par L.K.B. . 
Les témoins d'étalonnage pour f i l t r a t i o n  sur ge l  soct des 

produits Bio-Rad . 
Le tampon d élut ion de chrornat of ocal i sat ion ( lybuf f e r  74) est  

fourni par Pharmacia . 



A - CHROMAT'OGRAPEIE SUR COLDNNE D'IEDROXYAPAI'ITELULI'RCGn 

Une colonne (5,4 x 23,S cm) contenant lthyroxyapatite-Ultrogel ,(ml 

e s t  équilibrée en tampon phosphate de sodium 10 mM pEI 6,8 . Après 1 ' i n  jec- 

1 t i o n  de la solution enztymatique, la colonne es t  lavée par l e  t m ~ n  

d'équilibration (1,5 1 )  avec un débit de 25 ml/h e t  des frzct ions de 15 m l  

sont recuei l l ies  . 
Les produits adsorbés sont elués par un tampon phosphate de sodiun 

200 mM pH 6,8 . 

B - CHROEsIATOG3APHIE SUR COIBNNE DE DEBE-'ISACRYL M 

La solution enzymatique es t  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 es t  lavée par 1,5 1 du même tampon . Les 

produits retenus sont élu& par un gradient continu croissant de force 

ionique, formé par l e  mélange de 200 m l  de tampon phosphate de sodium 

10 mM pE 6,8 e t  de 200 m l  du même tampon contenant 1 M N a C l  . Le débit 

d' élution e s t  de 25 ml/h . Les fract ions recuei l l ies  sont de 15 m l  . 

La so lu t  ion enzymatique es t  chromat ographiée sur une CO lonne de 

Biogel-agarose A 0.5 M ( 2  x 730 cm) équilibrée en tarn~on phospha-t e de 

sodium 0,2 M acide acétique 0,1 DI pH 5 ,O ( 62) contenant 0 , l  14 XaC1 . 



L e  débit d'élut ion e s t  de 15 ml/h e t  des fract ions de 15 m l  sont 

recuei l l ies  . 

D - IS~TROFûCALISATION EN VEINE LIQUIDE 

Les expériences sont réa l i sées  selon la  méthode de T l E S m E R G  e t  

SVENSSON (128) . Les appareils d t  isoélectrofocalisat  ion et l e s  solut ions 

d'ampholine sont fournis pas L.K.B. . 

t - Réactifs 

a )  solution dense 

- 30 m l  de glycérol 8'1" p. 100 

- 22 m l  d'eau d i s t i l l é e  

- 2 m l  de solution d'ampholïne pH 2,5 - 7,O 

b)  solution légère 

- 5. m l  de solwtion enzymatique préalablement dialysee contre une 

solution de glycecolle 4 p. 100 

- 48,3 m l  d'eau d i s t i l l é e  

- O,? m l  de solution d'anpholine fl 2 ,s  - 7 , O  

c )  solut ion anodique 

- 10 m l  d'eau d i s t i l l é e  

- 0,2 m l  d'acide phosphorique 

PE 1,5 

d) so lut  ion cathodique 

- 75 g de saccharose 

- ?O m l  d'eau d i s t i l l é e  

- 0,2 m l  dl éthylène diamine 



2 - Mode opératoire 

La solution ca*hodique e s t  introduite au fond de la  colonne . Le 

gradient de densité e s t  ensuite formé dans la  colonne, en mélangeant la 

solution dense avec la solution légère, à l ' a i d e  d'un appareil  à gradient 

L.K.B. . Puis on introdui t  La solution anodique . L'électrofocalisat ion 

est réa l i sée  à 4OC avec une puissance constante de 11 watts ( 1  2 mA) , 
pendant 24 h . 

La  colonne e s t  éluée avec un débit de 85 ml/h . Des fract ions de 

4 ml sont recuei l l ies  e t  sur chacune sont mesurés l e  pH e t  llabsorbance 

à 280 IUI . 

? - Principe 

La chromatofocalisat ion permet, comme 1 ' isoélectrofocalisat  ion, de 

séparer l e s  proteines suivant leur  point isoélectriqua . Les produits 

retenus sont élués par un gradient de pH . Ce dernier es t  r éa l i sé  par 

neutralisation progressive, grâce à un tampon (p lYbuf fe r  74 de chez 

Pharmacia ), des groupements chargés portés par un supyort (po~ybuffer  

exchanger ou PEE) . 
2 - Mode opératoire 

Une colonne (1,5 x 22 cm) contenant 30 m l  de support PIIE 94 e s t  

équilibrée dans un tampon imidazole 0,025  ilCl Cl piFf 7,1 . Uri mélange, 

formé de 0,5 ml Cs solut ion enzyma* ique e t  de 1 ,5 m l  du tampon précedent , 
est i n j e c t é  sur la  colonne . Apros lavage par  100 m l  de tampon d'équili-  

bration, l ' é lu t ion  e s t  effectuée avec 75 ml de polybuffer 7 4 / ~ ~ 1  p;i 4,O 

avec un débit de 8 m l / h ,  et  des fractions de C,5 m l  sont r ecue i l l i e s  . 



Les protéines encore adsorbées sur  la colonne sont éluées par 30 m l  

d'une solut  ion de N a C l  1 M . 

Nous avons u t i l i s é  l e  Sepharose 4B pour insolubi l iser ,  so i t  l e s  

substrats  (glycopept ides  on glycoprotéines ) , so i t  1 ' enzyme . 
f - Réactifs 

- solution de bromure de cyanogène à $ g/ml  dans l l a c é t o n i t r i l e  

- solution de carbonate de potassium 2 M 

- solution de bicarbonate de sodium 0,2 M 

- solution d' éthanolamine O, 1 W 

2 - Mode opératoire 

a) activation du Sepharose 

20 g de Sepharose 43 sont lavés par f 1 d'eau préala5lement refroidie  

à 4"C, l e  Sepharose e s t  ensuite repris  par X m l  de carbonate de potassium 

2 M . La solution e s t  ensuite agi tée e t  re f ro id ie  dans un bain de glace . 
Quand l a  température se  s i t u e  &re 4OC e t  6 O C ,  on ajoute sous 

agi ta t ion,  1 m l  de la  solution de bromure de cyanogène . Apres 2 minutes, 

l e  gel  ac t ivé  est  lavé s r  plusieurs l i t r e s  d'eau à 4OC pour éliminer 

l e s  t races  de bromure de cyanogène . 
b)  couplage du ligand 

L e  ligand (1 mg de glycoprot éine *, 0,5 mg de glrcopefi-t ides o 'o~ral-  

bumine ou 0,173 mg d1 endo-N-acétylf3-'D-plucosaminidase) e s t  dissout d u s  

;10 m l  de bicarbonate de sodium 0,2 12, puis mélmgé au Sepharose 4B act i~ré, 

agi té  à 4OC penàant 48 h et  lavé sur buchner par 500 m l  de bicarbonate de 



sodium 0,2 M . 100 m l  d' éthanolamine 0,1 N sont ensuite a joutés e t  la  

1 suspension es t  encore agitées pendant une nui t  à 4 O C  , AprSs un nouveau 

l 
I lavage à l 'eau, l e  ge l  est h u i l i b r é  dans l e  tampon de chromatographie, 

puis monté dans la  colonne . 
Nous avons a ins i  préparé : 

- glycopeptides d'ovalbumine - Sepharose 4B (0,8 x 21 cm) 

- giycopeptfiaerJ d& sératransferriue - Sepharose 4;8 (0,8 x 21 cm) 

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

1 Une colonne de concaaavaline A-Sepharose 4B (0,8 x 21 cm) e s t  

équilibrée en tampon acétate de sodium 5 rnM fi 5 , Z  renfermant NaCl 0,1 14, 

&Cl2, MgC12, e t  CaC12 1 mM . Après l ' in jec t ion ,  l e s  produits non retenus 

sont éliminés paz lavage avec fe même tampon (60 ml) e t  l e s  produits 

retenus sont élués par l e  tampon dt  équilibration contenant de l l~D-mMhyl -  

glucoside O , d  I . Le débit dlélut ion es t  de 6 ml/h e t  des fractions de 

7,5 m l  sont recuei l l ies  . 
Les protéines sont détectées par mesure de l'absorbante à 280 nm . 

Le mélange des p r o d ~ i t s  à analyser e s t  déposé sur une f e u i l l e  de 
- 

papier Whatman 3 . La chromatographie descendmte es t  effectuée dans l e  

syst bme solvant pyridine/acetat e d' etki;yle/acide acé-: ique/eau ( 5 :  5: 1 :3 v/v) 

de. 3TSC3ER e t  XfZEXL ( 24) à 20°C . 
Les temps de migrg.tion sont de : 

- 8 h pour l e s  monosaccharides 

- 18 h pour ClciTAc-Asn 9-acétylé P 4 C ]  

- 5 à 10 jours pour l e s  oligosaccharides 



La f eu i l l e  de chromatographie est  ensuite séché sous une hot te  

ventilée pendant 2 à 3 h, découpée cm par cm e t  l a  radioact ivi te  est  

mesurée en scint illat ion liquide . Les monosaccharides ou O l i~osaccha- 

rides non radioact i fs  sont révélés par pulvérisation d'une solut ion 

d'oxalate d'aniline (8 mg d'aniline dans 400 m l  d'éthanol e t  600 m l  

d'acide oxalique à 25 p. 9000) . 

Les solutions à analyser sont déssalées par passage sur des ~~~~es 
+ 

de résines échangeuses d'ions Dowex 50 W x 8 (sous forme H ) e t  Dovex 1 x 8 

( sous forme ECOO-) . La chromatographie ascendante peut ê t r e  réa l i sée  

dans l e s  deux systèmes solvants suivants : 

- ----- solvant ragi&e : n-butano l/éthano l/eau/acide acét ique/pyridine 

(?O:TOQ:N:I;:IQ v/v)' 

- ------ sol~rant lent : n-but anol/acide ac&ique/eau (2: 7 : t' v/v) 

La durée de migration va r i e  entre 76 13. (une seule migration) e t  

40 h ( t r o i s  migrations successives) selon l a  nature des produits à 

séparer . 
Les monosaccharides neutres sont révélés par pulvérisation d'une 

solution d'orcinol sulfurique e t  chauffage pendant 5 à 10 niinutes B lîOeC . 

3 - CT:BOMATOGRAPHIE LIQUIDE EAUTE F%IQOMAlJCE (E.P.L.c. 1 

Les solutions à analyser sont d'abord f i l t r é e s  sur une rnenbrae 

IfIillipore de 0,45 y m  avant d 'ê t re  lyophilisées . Le résidu est  r ep r i s  

par 0,05 m l  d'eau . Des aliquotes de 0,02 m l  sont injectées  dans l a  

colonne analytique Kicropak AX-10 (0,4 x 30 cm) k u i l i b r é e  en solvmt 



acétonitrile/eau (65 :35'v/v) dégazé à l 'hélium . L'élut ion est  effectuée 

par un gradient acétonitri le/eau de la façon suivante : 

- temps O m i n  : 65:35 (65 p. 100 asétoni t r5le  e t  35 p. 100 eau) 

- d e  30 à 60 min : de 60:40 à50:50 

- de 60 à 90 min : 50:50 

Le débit e s t  de 1 ml/min e t  des fract ions de f m l  sont recuei l l ies  . 
La détection des produits e s t  effectuée,par mesure de à'absorbance à 200 m 

Les différents  appareils de chromatographie liquide h u t e  performance sont 

des appareils Spectra Physics e t  l i acé ton i t r i I e  (U.V. grade) est  un produit 

Fïsons Scient i f ic  Apparatus . 

x.I - PREPARATION DES SUBSTRATS RBDIQACTIFS 

A - MARQUAGE PAR IT-AC~YLATIOIB 

1 - Marquage des glycopeptides 

Les résidus d'asparagine des substrats  sont E-étylés par l'anhy- 

dride acétique [14C] selon la méthode de KOIDE e t  MURAMATSU ( 48) . Le 

protocole expérimental es t  l e  suivant : 

A 5 mg de glycopeptides dans 0,2 m l  de NaKCO 0,1 M, on ajoute C,2 ? C i  
3 

dlanhyd-ide acétique [144 r ep r i s  à f ro id  (-300~ dans un bain de carbo- 

glace/acétone) OPar 0,l m l  de N q  O, 1 M . La réaction s ' effectue à t empé- 

rature  ambiante pendant une heure . Elle e s t  compl>tée par add-ition de 

0,5 mg d'anlcydii.de acétique f r o i d  e t  incubation pendant une heure 2 

ternphra-bure ahnbiante . L'arrêt de l a  réaction se f a i t  par addition de 

O,8 m l  de TaHCO, C ,1 51 puis congSlat ion à -2C°C . 
1 

Les glgcoasparagines N-acétylees ["Cl sont ensrii5e pur i f i res  par 



chromatographie sur colonne de Biogel P ( 2  x 1 5 C  cm), .équilibrée en 
4 

eau d i s t i l l é e ,  avec un &$oit de 8 ml/h . Des fractions de 1,5 in1 soiit 

recuei l l ies  . Les glycopeptides marqu~s .sont repérés par comptage 6e la  

radioact i v i t  4 en sc in t i l l a t ion  liquide e t  par r h é l a t  ion à 1 ' orcinol- 

sulfurique ou au phhol-sulfurique (21 ) . Le prof i l  d 'é lut  ion type 

obtenu est  représenté daas la figure 1 2 4 ,  page 53 . 

La N-acétyla.Cion e s t  r k l i s é e  dans l e s  même conditions que pour l e s  

glycopeptides . b i s  la purification des proC;uits radioact i fs  se f a i t  p r  

électrophorèse préparative sur papier 'ldhatman 3 &Rd sous une tension de 

400 v o l t s  (7 volt  s/cm) pendant 1 heure dans le tampon pyridinelacide acé- 

tique/eau ( 3  : 1 : 387) à pEF 5,4 . Après repérage de la radioact ivi té ,  l e  

produit N-acBtg-lé p4C] e s t  elue par de l 'eau d i s t i l l 6a ,  f i l t r é ,  lyaphi l iso 

e t  repr i s  dans l 'eau . 

3 - wQUAG3 A LA GALACTOSE OXYDASE ETP REDUCTIOP.1 AU I30Ii0IlJCDPLURE 

Les substrats renfermant des résidus de galactose en position 

terminale non réductrice peuvent ê t r e  marqués en effectuant une oxydz;t ion 

de ce résidu par l a  galactose-oxydase suivie d 'me réduction de l'hexo- 

dialdose formé par l e  borohydrure de potassium t r i t i é  selon l a  mGthode de 

KORELL e t  a l  ( 69) . Le protocole expérimental es t  l e  suivant : 

2 mg de gljrcopeptides sont mélangés avec 50 U de galzctose-o:rjdase 

e t  0,5 m l  de tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 7,O . Apr8s une incubation 

de 2 hewres à JT°C, l e  milieu réactionnel es t  amené à pK 9,O par adsi t ion 



F R A C T I O N S  

F i m e  12 : Purification des substrats radioactifs 

B : Substrafs N-ac6tyl6s p4C] 

B : Substrats marqués à la galactose oxydase puis 

réduits au borohydrure t r i t i é  - : Fractions recueillies 



1 de KCB I O  mM . 078 m C i  de borohydrure de potassium t r i t i é  en solution 

1 

l dans 0,05 m l  de KOH 10. mivl sont ensuite ajoutés . La réaction s 'effectue 
l 
i 
I à température ambiante pendant 2 heures . A Î i r ,  de réduire l e s  hexodi- 

aldoses res tan ts  éventuellement , t  mg de borohydrure de potassium f ro id  

sont a joutés  e t  l a  réaction e s t  poursuivie à 4OC pendant une nuit . 
La purification e t  l e  repérage des produits radioact i fs  se f a i t  

comme dans l e  cas des glycopept ides N-ac&tyles [I4c] . 
Le p ro f i l  d 'eluti  on type obtenu est représenté dans la  figure 12 B 

Pase 53 * 

Nous u t i l i sons  1s méthode de GREETGdOOD e t  al. (28) 

1 - Réactifs 

- NaBC03 0,02 M 

- IIa 1 2 5 ~  (21 3 mCi / m l )  saps entraîneur . 10 1 dans 0,99 m l  de 

- N a 1  f ro id  

- Chloramine T : 1 m g / m l  dans lTaHC03 0 ,O2 M 

- l e t a b i s u l f i t e  de sodium : 1 %/ml dans Ni~i.Yc0 0 ,O2 M 3 

- Ki : 10 %/in1 dans NaECO 0,02 1 3 
2 - Mode opératoire 

A 1 mg de protéines C1 marquer, reprrses par O,5 m l  de XaFTCEI 0,02 I:¶, 
3 

sont ajoutés 0,05 m l  de N ~ " ~ I ,  0,02 in1 de Na1 froid e t  0,10 m l  de C n l o r b  

mine .I! comme agent oxydant . Le mélange est  ag i t é  pendant 2 minutes . O,1 nl 

de metabisulfite de sodium sont a lors  ajoutés pour r é d ~ i r e  l ' iode l i b r e  

en iodure qui est  ensuite dilué par addition de 0,8 m l  de K I  . Les proteines 

marquées sont purifiées par chromct;to,.raphie sur colonne de Sepi~~dex G 25 

(colonne PD-10 de ~narniaciaj  e t  éluées par l ' eau  d i s t i l l é e  . 



II - MISE E;N EPIDEKCE DE3 ACTIVITES E N Z Y W T I ~  

l A - MISE EN EViDE%TCE DES ACTIVITES PROTEASI!&JES 

Id, présence des protéases es t  mise en &idence par t r o i s  mé-i;hodes : 

- méthode de CHIBA e t  a l  ( 11 ) 

- hydrolysa de protéines marquées Zi l ' iode (1251) 

- hydrolyse de protéines non radioactives 

1 - Méthode de CEIBA e t  a l  ( 11) 

0,5 mg dlazocolle sont r ep r i s  par 0,4 m l  de tampon phosphate de 

sodium d1,2 M pH 7,0 e t  0,1 m l  de fraction enzymatique . Le mélange e s t  

incubé pendant une heure 2~ 3T°C ou 60°C , Après la réaction, l 'azocolle 

qui  n 'a  pas é t é  hydrolysé est  elimine par centrifugation . 
Ltabsorbance du surnageant es t  mesurée à 520 nm .La présence des 

protéases e s t  déterminée qualitativement par comparaison avec l e  r e su l t a t  

obtenu p o u  un témoin ne contenant pas l a  f rac t ion  enzymatique . 

2 - mdrolyse des protéines marquées à l ' iode ( l i5  I > 

0,4 mg de protéines marquées sont solubi l isés  dans O , 5  m l  de 

tampon phosphate de sodium O,& M pH 7,0 et 0,1 m l  de fract ion enzymatique . 
Le mélange e s t  incubiS B 37OC pendant des temps variant entre  1 e t  72 h , 

La réaction es t  arr8tée par  précipitation avec 0,4 m l  d'acide phospho- 

tungstique à 5 p. 100 dans HC1 2 Ei ', 

Après c6;lltrifuga.t ion, 1 ' a c t i v i t é  prot éasique est  d-ét erainée par 

mesure de la. radioact ivi té  dans l e  surnageant e t  dans l e  précipité . 



3 - 3ydrolyse des protéines non marcruées 

0,2 mg de sérum-allxunine bovine sont mélangés avec 0,1 m l  de 

f rac t ion  enzymatique et 0,1 m l  de tampon phosphate de sodium 0,2 1 pE 7,O . Le 
milieu réactionnel est b c u b é  à 37°C pendant 24 heures . Une aliquote 

de 0,02 m l  est lyophilisée, puis analysée par électrophorèse sur plaque 

de polyacrylamide à 10 p. 100 en tampon T r i s  Glycine pH 8,6 (migration de 

4 heures à 20 vobts par centimètre) . Après coloration au bleu de Coomassie, 

1 ' a c t i v i t é  prot éasique es t  estimée en comparant l e  résu l ta t  obtenu avec 

celui  d'un témoin sérum-albumine native . 

MISE ECJ ETIDEXCE DE L'ACTIVITE MmmIDASIQm 

Les act i v i t  6s neuraminidasiques peuvent gtre  déterminées s o i t  en 

détectant l e  lactose l ibéré  à par t i r  du s ialyl lactose,  so i t  en dosant 

l 'acide sialique l ibéré  par la  méthode d'AMINOFF ( 1  ) . Nous décrivons 

la  première méthode : 

0,02 mg de s ia ly l iac tose  sont solubi l isés  dans 0 ,O2 m l  de tampon 

phosphate de sodium 0,2 M acide ci t r ique 0,1 M p3 5,O e t  0,02 m l  de 

solution enzymatique . Après incubation à j TQC ou 60°C pendant 1 heure, 

l e s  produits d'hydrolyse sont analysés par  chromatographie sur couche 

mince . Trois aigrations successives sont réal isées  dans l e  système 

solvant n-butanol/acide acétique/eau (2 : 1 : 1 v/v) . L6s oses neutres 

sont révélés par  pulvérisation d'une solution d'orcinol sulfurique (voir 

dé ta i l s  p.50) . L'act ivi té  neurarninidasique est  déterminée par comparaiçcn 

avec un témoin ne contena-t pas l'enzyme , a ins i  qu'avec u.i témoin lclctoso . 



C - gISE EN WIDENCE DE L'ACTITQTE f3-D-CllLACTOSIDASIQUE 
i 

Cette a c t i v i t é  peut ê t r e  déterminée en u t i l i san t  t r o i s  types de 

substrats  : 

- l e  p. nitrophénylf D-galactoside (w-  al) 

- l e s  asialoglycopeptides e t  oligosaccharides marqués sur l e s  

galactoses terminaux non réducteurs 

- l e s  oligosaccharides non marqués 

Hydrolyse du, pNP-Ga1 

a )  principe 

Les /3-galactosidases hydrolysent l e  PIF-Ga1 en galactose d'une 

part, e t  en p. nitrophénol d'autre part . Le  p. nitrophenol l ibéré  devient 

jaune en milieu a l ca l in  . 
b) mode o ~ é r a t o i r e  

0 , l  m l  de pNP-Ga1 5 mhl sont mélangés avec 0,2 m l  de tampon phosphate 

de sodium 0,2 M acide ci t r ique 0,1 EB pH 5 e t  0,l  m l  de fract ion e n r ~ . a t  ique . 
Apres incubation à 3T°C cm 6G°C pendant une heure, la réaction est  arr6"ve 

par  addition de O,5 m l  de carbonate de sodium 1 M . La densité optique 

de l a  solution es t  mesurée au spectrophotomètre à @O nm . 

2 -q.ydrolyse des substrats  marqués sur  l e  galactose 

a) principe 

Dans ce cas, des sxibstrats renfernant des résidus de @lactose 

terminaux non réducteurs t r i t i é s  sort  u t i l i s é s  . La déternination de 

l ' a c t i v i t é  /3-galactosidasique consiste à rechercher l e  Ga1 [%] l ibéré  

par 1' enzyme . 



b) mode opératoire 

0,07 m l  de glycopeptides ou d'oligosaccharides marqués (20 000 cpm) 

sont mélangés avec 0,02 m l  de tampon pkosphate de sodium 0,2 M acide , 

c i t r ique  0,1 M pH 5,0 e t  0,02 m l  de fract ion enzymatique . Après une 

incubation d'une heure à 37OC ou 60°C, l e s  produits d'hydrolyse sont 

séparés par chromatographie sur papier en solvant pyridine/acétaie dd'ét:hyle/ 

acide acétiqueleau ( 5 : 5 :  1 :3 v/v) . Apres une migration de 8 heures, l e  

galactose tritié est  repéré par mesure de la  radioact ivi té  en sc in t i l l a t ion  

l iquide e t  par comparaison avec l e  galactose t r i t i é  l i b é r é  par l a  

/3-galactosidase isolée de la feve Jack e t  avec un témoin galactose . 

3 - 3ydrolyse des oligosaccharides non radioact i fs  

a )  principe.. ., : ; 

Le principe est  l e  même que celui de l'hydrolyse des substrats 

radioact i fs  . Eh e f fe t ,  l a  det erminat ion de 1 'ac t iv i té  de la -galact o- P 
sidase consiste à rechercher l e  galactose l ibéré,  mais e l l e  permet en plus 

de mettre en évidence la dégradation de l'oligosaccharide . 
b) mode opératoire 

0,02 mg d'oligosaccharides sont solubi l isés  dans 0,02 m l  de taxpon 

phosphate de sodium 0,2 1 acide citrique O , l  M pH 5 e t  0,02 m l  de 

fract ion enzymatique . 
L a  réaction est  éff ectuée à 37OC ou 600C pendant une heure e t  l e s  - 

produits d''hydrolyse sont séparés par chromatographie sur couche mince 

en solvant lent . Les oses neu-tres sont révélzs par ~1vériszt ia .n 

à l ' o r c i n o l - s u l f ~ i q u e  . 



D - HISE EN EVIDENCE DES ACTIVITES ~ ~ O S I D A S I Q U E  EI' 

Pour detect e r  les act i v i t  6s #manzlosidasiques e t  N-acétyl- D-gluco- P- 
saminidasique, nous avons u t i l i s é  deux types de substrats  : 

- l e s  p. nitroph6nylglycosides (PNP-M~~ ou p ~ - ~ l c ~ a c )  

- l e s  oligosaccharides renfermant des résidus de Man ou de GlcI3ac 

en posit ion terminale non réductrice 

Le principe e t  l e  mode opératoire sont l e s  mêmes que pour la détermination 

des act  i v i t  6s -galact osidasiques P 

E - MISE EW EVIDESTCE DES A C T N I T E S  m ï l X ) - N - A C ~ D - G ~ J C O S ~ % i r T I D A S I Q ~  
1 

1 - l&drol;yse des rlycopeptides 

Deux types d'hydrolyse ont é té  r éa l i sé s  : 

- hydrolyse analytique 1 

- hydrolyse préparative 

a) hydro lgs e analgt i q  ue 

'Sous avons u t i l i s é  des substrats  so i t  radioact i fs  so i t  non 

radioact i fs  . 
1 O - hydrolxse des substrats  radioact i fs  -- -------------- 

Le protocole expérimental es t  l e  suivant : 

0,02 m l  de fract ion enzymatique sont mélanges avec 0,ûZ m l  de tmpon 

phosphate de sodium 0,2 &I acide ci t r ique O,?',I pK 5 e t  0,01 m l  de 

glycopeptides radioact i fs  (20 000 cpm) . Après une incuPa$ion d'une 

heme à 6 0 ° C ,  l e s  produits d'hydrolyse son% séparés par chromatographie 

sur papier dans l e  syst Srne, solvant pyridine/acétat e dl eit hyle/acide acet ique 

/eau (5 :5: 1 : 3 v/v) e t  détectés  pâr comptage en sc in t i l l a t ion  liquide . 



- 60 - 

ZQ - ~JC&~EJLSL des s u . s t r g t g  gag r a g g a g t t f s  

Le protocole expérimental es t  l e  suivant : 

l ~ 0,OZ m l  de fraction enzymatique sont malangés avec 0,06 mg de gljcopeptides 

e t  0,82 m l  de tampon phosphate de sodium 0,2 1 acide c i t r ique  0,l I $3 5,5 . 
1 

Apr&s incubation à 60a6 pendant une heure, l e s  produits dth;r.drolyse sont 

chromatographiés sur couche mince ( 3  migrations succèssives en so1vm-t 

n butanol/acide acétiqueleau (2:l:'l v/v) . Les oses neutres sont r&élés 

par pulvérisation à lTorcinrzl sulf'uir;que . 

b ) hyciro lyse pr  éparat ive 

Le protocole expérimental est l e  suivant : 

1 mg de glycopeptide e s t  r ep r i s  par 0,05 m l  de tampon phosp1h.te de sodium 

0,2 H acide c i t r ique  0,1 PI 5,5 et 0,05 m l  de so1ut;ion e n m a t  ique . Le rn6lage 

... est  incubé à 60*c pendant 8 heures , O,@ m l  de fract ion enzymatique 

sont a l o r s  de nouveau a jait és e t  1 hydrolyse se  poursuit pendant 16 heures . 
etes produits dl%ydrolyse sont s6pa.rés par chromatographie l iqu ide  

haute performance .. Chaque f r a c t  ion CO l l e c t  6e est analgs6e par chroma* ographie 

sur couche mince e t  l e s  f ract ions renfermant des produits purs sont rassem- 

blées . Ltacétoni t r i le  est  eliminé par h p o r a t i o n  . 

2 - Hydrolgse des glycoprotéines 

hydrolyse de 1 novalbumine native 

3 mg de glycoprotéine sont repris par 0,3 m l  de tampon acé ta te  d~ 

sodium 5 mM pIE 5,2 renfermant N a C l  0,1 X, Vrz1Cl2, CaC12, e t  wlZ 1 rnc et 

O ?O5 m l  de fraction enzymatique: . Apr3s incubation de 24 heures, 2, 50°C, en 

présence de tolu>ne, l9hyckoljsat est analysé paz deux méthodes : 



- précipitctction des pmt6inea pas lt&hanol : 

0,65 ml dV6thanol sant a jout6s B llhydrolysat . &p&s centrifu&ion à 

3500 tours par minute pendant fO  minwbes, la composition en monosaccharides 

da précipitg et du 8-t . est ddtenainee par chromatographie en phase 

@z;euse après m8thenolyse et tsifluorosceitplation ( 133 ) . 
- chromatogrsphie sur colanng de conc-valin-A : 

L'bydrolysat est ohromatogmphié selon la methode décrite page 49 . 

b) hydrolyse de la lactotrsnsferrine bovine 

L1hydrolgse de la lactotransferrine bovine est réalisde dans les 

mees oonditims que @elle de l t d b u m i a e  ; les produits d'hydrolyse 

sont ensuite analysés conmie prdcedemment ainsi que pn? chromatographie 

sur couche mince de silice dans le système s o l m t  n butanol/cscide ac€tique/ 

e w  (2: 1 : 1 v/v) selon la mdthode dhrite page 50 . 

IV - ACTIOW DES ~ O G L Y C O S I D W S  DE LeC FWE JACK 

Les glycopeptides de ltovalbumine, renfermant des résidus de 

N-acétyl-lactosamine terminaux non réducteurs, qui sont résistants à une 

première action de llen&N-acétyl D-glucosaminidase sont soumis à -r- 
l'action de la -D-galactosidase et de la N-acétyl -D-glucosaminidase P f 
isaldes de la fève-Jack . Les glycopeptides qui ne renferment que des 
résidus de N-acétyl-glucosamine sont soumis directement à l'action de 

la N-acétyl -D-glucosaminidase . f 



0,06 mg de glyoopeptides solubilisés daas 0,02 m l  de tampon 

phosphate de sodium 0,2 H acide citrique O,? I pH 3,5 sont mélangés &. 

70 mu de P - ~ l a c t o s i d a s e  e t  incubés B 37OC pendant 16 heures . 

HPDROLYSE PAR LB N-AC--D-GLUCOSAMINIDASE 
I 

L e  mélange réaot ioanel obt a u  précedenmient est chromatographié 

sur Dowex 50 W x 8 e t  Dawex îi:x 8 . A ce t te  solution sont a joutés 0 ,O4 m l  

de tampon phosphate de sodium 0,2 Bi1 acide citrique 0,1 M pH 5,8 et 95 mU 

de 8-~c~tylfD-g1ucosaminidase . L'hydrolyse est réalisée à 37OC 

0,5 m l  de fraction enzymatique sont dilués dans 0,5 m l  de tampon 

phosphate de sodium 0,2 M acide citrique O,? M pH 4,5 e t  pH 5,5 . Le 
mélange est chauff65 à des températures cornpriaes entre W 0 C  et 70°C 

Après des temps variables d'incubation, des aliquotes de O,@ m l  sont 

prélevdes e t  refroidies dans un bain de glace pendant 5 minutes . 0,01 m l  

de substrat (glycopeptides de la lactofransferrine bovine ou de la sero- 

transferrine) sont alors a lors  ajoutés e t  l'hydrolyse est réalisée ai. 60°C 

pendant une heure 

La dénaturation de l'enzyme est déterminée par rapport à l ' ac t iv i té  

d'une méme quantité d'enzyme non chauffée . 



I 
r r i  0,5 ml de fracticm enzymatique sont dilués dans 0,s m l  de différentes 

solutiats tampon de compris entre 2,5 et  9,O . Le maange est s tab i l i sé  

a 37OC pendant 30 minutes . Des aliquotes scmt préledes  e t  ajoatées à 

0,07 m l  de tampon phosphate de sodium 0,2 M aoide citrique O,? M pH 4,5 

et  5,5 . A p r h  lladdition de 0,01 m l  de glycopeptides .KacBtylés P 4 C ]  , 
l'hyümlyse est réalisde B @ O C  pandant une heure . 

La dénaturation de l'enzyme est déterminée p w  rapport à 1 'activi té 

dlune m&e quantité d t e n m e  stabil isée ak pH 4,5 et 5,s . 

T - &iaoim 

La -se moléculaire de 11en2;me est déteminée graphiquement à 

partir d'une combe dtslon log ai = f(2) où Iaa, Ve et  Vo représentent 

respectivement la masse moléculaire, l e  vo&ume d'élution e t  l e  volume 

mort de la colonne . La courbe étalon est obtenue en chromatographiant 

des protéines dont la masse est  parfa5tement connue . 

2 - &de opératoire 

2,5 m l  de fraction enzymatique (ou de témoins d' étalonnage) sont 

chromatographiés sur une colonne de Biogel agarose A 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 XaC1 . Le débit est de 15ml/h et des 

fractions de 2,5 m l  sont collectées . 
L'activité endo-N-acétyl-f3-D-glucosaminidasique est déterminée 

avec 0,0? m l  de fraction enzymatique et 0,01 m l  de substrat radioactif . 
L'hydrolyse est effectuée Cr 60°C penàant une heure . 



Comme nous l e  montre la figure t 3  page 65 , l'incubation des 

glycopeptides de ltovalbumine et  des asialoglycopeptides de la sérotrant~- 

ferrine ~ ~ é t y l é s  [14C] ,avec l e  mat de fermentation du Basidiomycète 

sporotricum dimorphosporum, libère un produit qui commigre, en chromate- 

graphie sur papier dans la systeme solvant de FIS- e t  IEBEZJ ( 24 ), 

avec 01c~àc - ~ s n  - ~-actiityl [''CI témin . 
D'autre part, ltincnbation avec les  glycopeptides de la sérotrans- 

ferrine renfermant des résidus de galactose t r i t i é s  en position terminale 

non reductrice, l ibère tan produit qui cornmigre avec lloligosaccharide 

biantenné [ 3 ~ ]   al)^( O~CNAC) 2(Man) 3 ~ 1 ~ ~ ~ c  témoin . 
Ces résultats  montrent que l e  moût de fermentation renferme une 

enzyme répondant à la définition dtemdo-N~cétyl~-~lucos8mini&se 

(M: 3.2.1.96, voir définition page 20) . 
En plus de cet te  enzyme, nous avons détecté des act ivi tés protéâsiques, 

~%neuraxninidasiques, r l - ~ o s i d a s i q u e s  , t-D-galact osidasiques , N-acétyl- 

13 -il-gluco saminidasiques , e t  (3-D-glucm s ibs iques  . 

1,5 1 de moat de fermentation sont concentrés à 300 m l  par ul trû-  

f i l t r a t ion  dans une cellule Amicon équipée d'une membrane PM 10 (seuil de 
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F i m e  13- :  Pest d 'ac t iv i té  &do dans l e  moût de fermentatian : arialyse 

par chromatographie sur  papier . 
( l e s  conditions expérimentales sont décrites B l a  page 59 ) 

B : hydrolyse des asia1o~;rcopeptides de la  s é m t r a x f  er-ire [144 

il : [)Z] GalZGlcXAcF GlcNAc témoin 3 
E : hydrolyse des a s i a ~ o g 1 y ~ o ~ ~ ~ t i d e ~  de la sérotransferrine [ %] 

pour A, B, e t  C l a  migration es t  de 18 heures . Pour D e t  E e l l e  e s t  de 5 j w s  



rétention 16 OQCT de masse moléculaire) . Cette solution est  ensuite 

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

C - CHIK)MATOGRAPKIE SUR COWNWE D'HYRROXPAPATI!CEML~OGEL 

50 m l  de la solution précédente sont chromatographiés sur hydroxy- 

apatite,  comme décrit pa,ge 45. L e  profil  dtélution obtenu est représenté 

dans la figare 14 page 67. 

A cet te  étape de purification, les  ac t iv i tés  &do sur les substrats 

de type oligomannosidique et  de type N-acétyllactosarniqùe sont éluées par 

un tampon phosphate de sodium 0,2 M pH 6,8 , alors que la plupart des 

exoglycosidases, en paigticulier la p-D-glucosidase, la  r-D-gdlactosidase 

et  la N-acétyl-PD-gluc~saminidase ne sont pas adsorb6es sur l a  colonne . 
Cependant, une partie des t-D-glucosidases , des a-D-~irannosidases e t  des P 
B-acétyl~~lucosaminidases  sont adsorbées eLéluées en mBme temps que 

l ' a d 0  . 
Eh conclusion, la chroma* ographie sur hydroqyapat it e permet d ' obtenir 

une fraction enzymatique renfermant l'&do débarrassée en majeure partie 

des exoglycosidaees contaminantes . Elle permet surtout d'éliminer l a  

plupart des pigments contenus dans l e  modt de fermentation . 
Les fractions renf ermaait 1 'activité &do sont rassemblées. puis 

concentrées à 50 m l  par u l t raf i l t ra t ion sur une membrane Amicon PM 10 et 

dialysées contre l e  tampon phosphate de sodium 10 mEiI pH 6,8 . 
A cet te étape de purification, l e  facteur d'enrichissement est  de 

6,8 pour l ' ac t iv i té  sur les substrats de type oligomannosidique e t  de 4,7 

pour 1 ' activi té  sur l es  substat s de type N-acétyllactosaminique . 



Pro te ines  

F ihwe  14 : Chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite-Ultrogel . 
( les  conditions expérimeitales sont décr i t es  à la page 45) 

Les f l éches  indiquent l e  chmgement de tanpon phosphate de 
W... 

sodium C,2 M , pIi 6,8 . 1 

/ - _ _' 



O - CHROMATOGRBHUE SUR COiAMiSE DE DEAB-TRISaCBn ld 

40 m l  de la salution enzymatique obtenue B l'étape précedente, . . - - .  - .  

1 sont chromstogrsphi6s sur une colonne cirr DEAE&trisacryl dans les  conditions 

décrites page 45 . . . - .  
Comme l e  montre la figure $5 page 69, une partie des axoglycosidases, - -  -. - - --. 

en part i ~ l i e r  les glucosidases e t  certaines N+ét yl-(3-D-glucosaminidases , . - -" - ., 

sont élu6es par le tampon d'équilibration . üne autre partie des exogIyco- .- - .. ..* 

aidases est éluée au debut du gradient de force ionique . - > 

Les activit6s &da sont éluées par l e  gradient de farce ionique, 
. - 

contaminées paz une faible ac t iv i té  N-~cétyl  D-glucosaminidasique . La f 
(3-galactosidase est  BWe à la f in  du gradient . 

,.. - . - . -  

Les fractions renfermant les  act ivi tés Eh&, sont rassemblées e t  
- -  -. --  - -. - - - 

concentrées paz ul t raf i l t ra t ion sur une mepibranne PBT 10 . 
B cette étape de purification, l e  facteur d'enrichissement es t  de 

P=,8 pour l t a c t i v i t é  sur les  substrats de type oligomannosidique e t  de 

145,6 pour l t a c t i v i t 6  sur les  substrats de type N-acétylIsctoszminique . 

E - CHROMATOGRAPHIE SUR COUINNE DE BIOGEL-AGAROSE A 0.5 1 

5 m l  de la fraction enzymatique obtenue précédemment scnit chromato- . . 

graphies sur Biogel-agasose dans l e s  conditions décrites page 45 . . .. - .  

La figure 16 page 70, montre que les  deux activi tés &do sont éluées 
.> - . .. - - 

avant l e s  act ivi tés exoglycosidasiques, qa i s -cs l l s s  c i  -sent' encore conta- 
. , 

minées par une fa ible  ac t iv i té  N-acétyl- D-glucosaminidasiqne . 
. - B- - 

Les fractions renfermant les act ivi tés Eh&, sont rassemblées puis 
. . 

concentrées à. 5 m l  par u l t raf i l t ra t ion sur une membranne Amicon PM 10 . . - 

A cet te  étape de purification, l e  facteitr d'enrichissement es t  de 

342,9 pour l ' ac t iv i té  sur les  substrats de type oligomannosidique e t  de 

380,0 pou. l ' ac t iv i té  sur les  substrats de type N-acétyllactosaminique . 



Pr6t é ines  

Figure 15 : Chromatographie sur colonne de D W - b i s a c r y l  IJi . 
( l e s  condit ions expérimentales sont d-écrites 2 L a  page 45) 

Les f l sches  indiquent 1 ' appl icat ion du s a d i e n t  de Bac1 

.de O 2 1 X . 
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Figure 16 : Chromatograpliie sur colorme d-e Eiogel-agarose A C.5 M . 
( l e s  conditions expérimentales sont décri tes  à l a  pag? 45 ) 

Les fleches indiquent l e  volume mort de la  colonne . 



Les méthodes chromiatographiques que nous venons de! décrire ne 

permettent pas de separer l ' a c t i v i t é  Eh& sur les substrats de type 

o l m a s i d i q u e ,  de l t a c t i v i t 6  Eh& sur l e s  substrats de type N-acétyl- . .  

lactosaminique Nous avom essaye ' 3 . autres méthodes chromatograph5ques 
- .  . - 

pour vér i f ier  si celles c i  sont dissociables : 

1 - Chr0ma.t afocalisat ion 

1 m l  de la fraction enzymatique obtenue après chromatographie sur - .  - - 

hydroxyapatite, sont soumis à une chromatofocaIisation . Le principe et  - . .  - .  . - 

le. protocole expérimental de cet te  t echuitque sont décrits à la page 47. 

Comme l e  montre la figure î'7 page 72, plusieurs pics de protéines ,. - 

sont élués dans la sone de pEï comprise entre 7,4 e t  4,8 . Une faible -. 

autivit6 Eh* (inférieure à 7 p. 100 d'hydrolyse) sur les  del= types de - 

sabstrats est élu6e sur totrte l'étendue du gradient . La quasi t o t a l i t é  - .  

des deux act iv i tés  &do est adsorbée sur la colonne, e t  est éluée par une 

solution de N a C l  1 M . 
* - . - 

C e t t  ef t echn2que ne permet donc pas de s4parer lei deux act ia i t& . -- 

Ehdo, mais e l l e  permet de savoir que ~wi: pHi ést infkieini à 4,8 a 

2 - Isoélectrofocalisation en veine liquide 

2 m l  de la fraction enaymatique obtenue après chromatagraphfe sur 

hydroxyapatite, sont soumis à une isoélectraifocalisation selon l a  

méthode décrite B l a  page 46 . 
Le gradient de pH formé par les  ampholines se situe entre pH 7 ,O  e t  

PH 2,5 . Comme nous l e  montre l a  figure f 8 page 72, les deux activi tés 



Fi,gure 17 : Chromatofocalisation . 
( l e s  conditions expérimentales sont décrit  es 2 ?a page 47 ) 

Les flBches indiquent 1 'application d-e solution de :TaCl 1 IV? . 

01 nes ProtLL 



Figure 18 : Isoélectrofocalisation en veir-e liquide . 

Protéines 

(les conditions expérimentales sont décrites à la page 3 6 )  . 



oligomannoaidique et ET-ac6tyllactosamù2iqne se retrouvent à 1 'amde, 

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

pH inférieur limite des ampholines, pour 8 t r e  considérée comme étant la 

valeur du pHi de 1' m e  . 

Chromat ograrihie d * af f i n i t  6 

Nous avons aussi tenté de s 4 p e r  les deux activi t6s &do par 

chromatographie d la f f in i t& snr glycopeptides de la s&trtransferrIle ou 

de llovalbumine, insolubilis6 selon la mdthode d6crite page 48. 

Pour ce t t e  expérience, il est nécessaire d 'ut i l iser  une prdparation 

d'&da débarrassée des exoglycosidases ; n<ms avons donc choisi la 

fraction enzymatique obtenue après chroPiatographie su r  Biogel agarose 

A 0,5M . 
Comme l e  montre l a  figure 19 page 75, l e s  glycopeptides insolubilisés 

sur  Sepharose 4B, peuvent encore &tre hydrolgsés par l'&do ; en effet 

l'incubation des Sepharose 4bglycapeptides mec l'enzyme, libère des 

oligosaccharides qui migrent en chromatographie sur couche mince, soi t  

comme ( ~ a l ) ~ ( ~ l c ~ A k ) ~ ( ~ ( a i i )  GlcNâc dpis l e  cas da 1s sérotransferrine 3 
( f i g  l9C e t  D) , soi t  avec (.Maxi) GlcNAc dans le cas de l'ovalbumine 

6 
( f i g  19E et  P) . Les figures 19A et EP montrent bien 1 'absence de glyco- 

peptides l ibres dans l e  milieu . 
Le, figure 19 montre que l e  substrat insolubilisG est aussi reconnu 

pa.r l'enzyme B 4 O C ,  mais la vitesse dlbydralyse est nettement plus faible 

qu'8 S U C  . Min de limzter la d é g r m i o n  des substrats, nous avons réa- 

lis6 les  chromatographiesr sur colonne à 4 O C  , 

Sur colonne de Sepharose 4B-asialoglycopeptides de! sérotransferrine, 

l e s  deux activi tés Endo sont éluées ensemble, avec un léger décalage par 

rapport au volwna mort de la colonne ( f ig  208, page 76 ) . 



F i p e  19 : Tests d'activité &do sur les glycopepti3-es immobilisés sur 

Sepharose4B : analyse par chromatographie sur couche mince . 
A : Eau de lavage de Sepharose-4%-glycopeptides de sérotransferrine 

B : (~al)~(~lcli~c)~(b?an) GlcNAc témoin 
3 

C : Sepharose-4ILglycopeptides de sérotransférrine + &do à 3T°C 

D : Sepha,rose-4Ebglycopeptides de sérotransferrine + Ehdo à 4 O C  i-J 

E : Sepharose-4B-glycopeptides d'ovalbumine + &do .5 3 7 O C  

F : Sepharose-4B-glycopeptides D1walbumine + Ehdo à 4 O C  

G : Mannosides témoins 

3 : Eau de lzvage de ~e~haros8...Wglycopeptides d'OvalbuMne 



5 - 10 15 4o - - 45 _ - _  5 O --- 55 6 O 

FRACTIONS 

Figure 20 : Chromatographies d ' a f f i n i t é  . 
( l e s  conditions expérimentales sont décr i t  e s  à l a  page 48 ) 

: a c t i v i t é  3-acét~llactosaminique 

. ---  ---. : a c t i v i t é  oligornannosidique 

A : colonne de Sephamse 4?-glycopeptides de la  sorotransferr ine  

$1; j 
B : colomie de Sepharose A%glycopep+,ides de 1 'o~ralbumirie LILLE 

Les flbches indiquent l ' app l ica t ion  du tarnpon contenaiit *TaCl  C,5 ;: . O 



Les m8mes résultats sont obtenus avec la colonne de Sepharose 4% 

glycopeptides dlovatnunins (fig 2ûB, page 76 ) , 

C - DISCUSSI0N SUR L4 PURIFICATION DE LIEN!ZYMZ 

Comme nous venons de voir, les m6thodes classiques de purificatiam 

d'azymes, nous ont permis d'éliminer la: plupart des prot&nes contami- 

nantrts, afin d'obtenir une f'raction airich5e en endo-N-acétyl D-gluco- -C- 
sazninidsse. 

L1&ape de purificdion sur hydroxyapatite Ultrogel nous a permis 

dfêiiminer les pigments qui g4bn-t énormément la purification des preduits 

d'hgdrolyse . 
Les exoglycosi&ses sont aliminées tout au long de la purificatian . 

Seule une faible. activité ax~-&c%yl-~I)Ig1ucu~inidasique est élu& 

avec 1 '&do . Cette contamination est toujours présente, m h e  après une 
purification plus longue ( 39) ; elle est aussi observée daas d'autres 

prbparstion d'&do, comme 1 *&do Ft et F2 et l'&do de llwiducte de 

pamïe (57, 135 ) . 
Les activitds &do sur les substrats de type oligoma~asidique 

et de type El-&c&ylla.ctosaminique, sont toujours éïuées ensemble axec 

un enrichissement semblable t m t  au long de la purificatian . Les autres 
m&bdes de purification, comme 1s chronsatofocalisation, l'isoélectmfo- 

calisat ion, la chromatogra;phie dl affinité et la chromatographie d' affinité à 

basse température réalisée par JAISSON ( 391, n'ont pas permis de séparer 

ces deux activit6s . Ces premiers résultats sont donc en faveur d'une 
seule enzyme. responsable des deux activités . 

Les table- VI et VïI pages 78 et 79, résument les étapes de la 

purification . Nous avons choisi la fraction obtenue après chromatographie 
sur Biogel agazose A O,5 My pour étudier les propriétés de l'&do . 



Tableau VI : Tableau de purification de 1 endo-~-ao6t~l-~~-~lucosaminidase : Activité oligomanno sid ique 

. a a a : : 9 

: prot6inoe a volumes :I ac t iv i t6  : m t i v i t 6  : purification : rendement : . 8 : to ta le  t spécifique : a : 
'.(mg) : (ml) . (mu) 8 (mu/mg) : a % : 

. : : : : : : 
t 6750 I t t 5 0  143,5 : 

a 
milieu de culture . 0,021 g 3 

: 700  : 
: . : : : 8 

. : : : : : : 
concentrat ion 

: 11 60 : 200 i 116,1 : : . : O?"OO * 417 8 : 
: 82 : 

: : sur PM 10 
: . 9 . . . ' a a : a . : : : a : : 



Tableau VI1 : Tableau de pur if icat ion de 1 ' e n d o - ~ - a c d t ~ l - ~ l u c o s ~ i n i d a s e  : act ivit  6 N - a ~ ~ t ~ l l ~ ~ t ~ ~ ~ i ~ i ~ ~ ~  

! - 

: protdinos : volumes : activS66 : activit6 : purification : rendemmt : - 
: : : : totale : spécifique 8 : : 
: . (mg) : ( m l )  : (mu) t : 5 - : (mu/mg). : 
: . : : : : : 

: : 6750 : '  milieu de culture . 5000 324 0,048 
: ? : 100 : 

: : . : : : : 
: : : . : 
: : . : -8- : : concentrat ion : 

: 
: 1160 . 200 : 265,64 0,229 

: : 497 t 82 : 
: : . : : a 

sur PM 10 : 
: . . . : : : : 



- .  8 .  

&vaut dt étudier l es  pmpriét 6s de 1' endo-N-&cétylf-%lucosidase 

du Basidiomycète sparotricmn d i m o ~ s p o r n m ,  sur la fraction obtenue 

après chromatographie sar Biogel â 0 . 5  M, noas amns recherché les  acti- 

vit& contaminant encore cet te  preparation . 

- *- - 
Plusieurs méthodes ont ét6 ut i l i sées  pour détecter l ' ac t iv i té  

protéasique ; l e s  protocoles sont décrits à la page 55 . 
Eh uti l isant  la sérotransferrine et l'ovalbumine natives, marquées 

à l 'iode 725, comme substrat, nous avons détecté une ac t i v i t e  protéasiqae 

inférieure à 1% d'hydrolyse aprhs 45 heures dtincubatior,b 37'C ou 5O0C 

L t a n a l g s e  en électrophorèse sur gel de polya~rylamide de l'hydrolysat 

de la s 6 m  albumine bovine par la prémat ion  enzymatique, ne metl pas en - .- 

évidence de fragments peptidfques plus pe t i t s  . 
Ces résultats  montrent que la préparation eneymat ique ne renferme 

-. 

pas d'act i r î t é  prot &sique dét ectable . 

- ,  

Ce dosage par . la  méthode d1AbKD?OFF ( t 1, nous donne une  act i v i t g  

newiaminiüaskpe -t une ac t iv i té  spécifique de l'ordre de 1 f 6  U / m g  

de protéines . 
Comme l e  montre la figilre 21 page 81 , quand l e  sialyllactose est 

incubé avec la préparation enzymatique, l'analyse par chromatographie sur 

couche mince montre qu ' i l  n'y a pas libération de lactose ( fig 25 B ), 

contrairement à ce que l'on obse.rve quand l e  siaîylLactoset est incubé 



Fïgure 21 : Test d'activité OG-neuraminidasique sur le 

sialyllactose : analyse par chrornato ?rcphie SUT 

c m c h e  mince . 
(les conditions expérimentales sont décrites à la page 55 ) 

A : sialyllactose ténoin 

B : sialyllactose + &do 

C : lactose témoin 

D : sialyllactose + neuraminidase 



avec 2,2 1 0 - ~  U de nemaminidase i s o l k  de vibrio cholerae (Boehringer), 

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

quanti té  négligeable CLe: neuraminidase . 

c - ACTIVITE~ ~~GALACTOSIDASIQUES 

Pbur rechercher les  aot i v i t  Ba F s l a c t  osidasiques, nous avons 

I u t i l i s é  plusieurs méthodes dont les  protocales expérimentaux sont décrits 

à l a  page 37 . 
Corne l e  montre l e  tableau V I I I ,  page 83, nous n'avons détecté 

qu'une act iv i t  4 pgalact osidasigue négligeable - 

Quand 1 '01igosaccha.ride [)a] (Gal)2(~lc~~c)2(11an) GlcNAc , ou les  3 
glycopeptides de l a  s6rotransferrine renfermant des résidus de galactose 

tritiés en position terminale non réductrice, sont mélangés avec la prépa- 

rat5 on enzymatique, nous n'avons pas observe de libération de galactose 

FaPdioa&if, contrairement à ce que l'cm observe lorsque ces mêmes substrats 

sont incubés mec la /3-ILgalactosidase isolée de la féve Jack (fig 22 R 84) 

Ces résultats  montrent que l a  préjmrat ion e n m i q u e  ne contient pas  

d 'act ivi té  -galactosidasique dét ectable . r 

Les condit ions expékimentales sont décrites à la page . 
Comme l e  montre l e  tableau V I 1 1  page 83 , avec l e  pW-GldJAc, 

nous avons d6tect é uns fa ible  ac t iv i té  lY-ec&ylP~Iucosuninidasique . 
Cette ac t iv i té  est toujours présente dans l a  préparation d'Eh&, même 

après une purification plus poussée . Eh effe t ,  d'après l e s  travaux de 

JAISSON ( 39), l a  chromatographie d' a f f in i t  é sur &-amino-caproyl-N-acétyl- 

P-D-glucosaminylamuie coupl6e sur sepharose 4B, n l s pas permis d' é l  iminer 

ce t te  contamination . 



Tableau VI11 : Test d'activité exoglycosidaçique sur l e s  

pnitrophénylglycosides . 
( l e s  condit ions expérimentales sont décrit es 

à la page 57) 



dépôt 
front du 
solvant 

O 10 20 30 40 
niigrat ion f cm) 

F i m e  22 : Test d'activité galactosidasique : analyse par 

chromatûgraphie sur papier . 
( ~ e e  canditlons expérim&taleb sont décrites à 

C : Glycopeptides Ga1 [ h] 
D : Glycopeptides Ga1 [%] 

+ galactosidase 

+ &do 



C a t t  e act ivi t  & exo-~-&cétyl-~-~-gluco~&minidasi~ue est  particulière 

e l le  n'est que t r è s  peu inhibée par la N-acétyl-glucosaminolactone qui 

est un inhibit aur p u i s m t  des N-acétyl-PD-glucoseuninidases (tableau IX 

w 86 ) Q  

Quand des oligosaccherides renfermant des résidus de N-acétylgluco- 

samine l i é s  par des liai sons ( 7 4 )  ou (1-2) en position terminale non 

réductrice, sont incubés avec la p r & p s t  ion enzfnnat ique , nous n'avons pas 

observ6 de d&gTadation (fig 23C g 8?), alors que dans l e s  mêmes conditions 

(mhe pourcentage d'hydrolyse du pMP-GlcNAc que la preparation d'&do), 

l~exoglycosidase isolée de fève Jack libère des oligosaccharides plus 

pet i t s  (fig 23 A p 87) 

Ces rêsult at s montrent que la préparation en~ymat ique renf eme une 

act i v i t  Q ero-N-ét yl-~ILglucosaminidasique , active uniquement sur l e  

pNP-GlcNAc . Cette contamination ne sera donc pas génante pour 1 ' étude 

des sp6cificit6s de ltendo-N-acétyl-PD-glucosaminidase, réalisée sur des 

substrats naturels 

E - ACTMTES kD-MANNOSIDASIQUES 
Pour détecter l es  ac t iv i tés  U-ma,nnosidasiques, nous avons u t i l i s é  

des substrats synthétiques ( p ~ ~ r - k )  et des substrrPts naturels (mannosides) 

Les conditions expérimentales sont decrites à la page 59 . 
Les résultats  repr&ent 6 dans le  tableau VI11 page 83 , montre que 

nous n avons pas dét ect 6 d'act i v i t  6 CC-mannosidasique sur l e  pNP-Man . 
Les résultats de l'hydrolyse de lloligosaccharide   an) GlcNAc sont 

9 
représentés dans l a  figura 24 page 88. Nous n l avons pas observé de dégra- 

datian de lloligosaccharide quand il est incubé avec l a  préparation d1&60, 

contrairement à ce que l 'on observe avec l'a-mannosidase isolée de fève 

Jack , 



Tableau IX : h f  luence de la .N-ac6-k ylglucosaminolact one sur - -  1 * act - ivit  é 

d'&do ei. de l ' e x o - N ~ & y l ~ D - ~ 1 w o s a m i n i d s s e  purifiée 

ae fève Jack . 

. : . . 
- - - : exoglycosidases de : : 

: prépasation d'&do : 
: la fève Jack : . 

. . 
enzyme + pNP-GlcNAc 

. - - 
0,WO 0,095 . a lactane . 

: . . 



F i w e  23 : Test d'activité exo-~J-acéty1-glucosmini~sique : 

analyse par chromatographie sur couche mince 

L'oligosaccharide utilisé est : G ~ C B A C ~ )  1-4)~hn(~~1-3)t~'b.n 
I (pi-4) 

G 1 cI3Ac 

L9hyc?rolyse est effectuée m e c  0,01 ml de la préparation 

d '&do ou 0,01 ml de ILacBtyl-glucosa.ninidase de fève 

Jack, et 0,06 mg dloligosaccharide pendant une heure à 

6 0 0 C  . La. chromato~apfiie est r6alisée dans le solvant 
n bntanol/acide acétique/eau (2:l: 1 ) avec 2 ~i g r a t  ions . 

B : oligosaccharide témoin 

C : oligosaccharide + &do 



_ Bh8GlclJAc 

-Bilan GlcNAc 
9 

Figure 24 : Test d'activité ollmannosidasique sur ( k h )  GlcBAc : 
9 

-lyse ~r chromatographie & couche mince . 
(lthydrolyse est effectuée avec O,Ol ml de préparation 

dlEhdo ou 0,Ol ml d'LX-mannosidase de fève Jack et 

0706 mg d~oligosaccharides pendarit 1 heure à 60% . 
La chromatographie est réalisée dans le solvant 

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

migrations successiveç ) 

A : (Man) GlcBAc 
9 

+ Ehdo 

B : (Y=) GlcNAc témoin 
9 

C : (blan) GlcNAc 
9 

+ mannosidase de la fSve Jack 

D : mannosides témoins 



Ces résuftats montrent que l a  préparation d'&do ne renferme pas 

d'activité CG-D-maanosidique dét ectable . 

F - DISCUSSION SUR LA PURETPE DE LQ PREPARATION ENZYMATIQUE: 

La préparation dlEndo obtenue après chromatographie sur Biogel 

agarose & O,  5M est  débarrassée des enzymes contaminant es suivant es : 

protéases, neuramini&sesy -galactosidas~s,~-mannosidases et  glucosidases B 
(ces dernières sont l e  but de la production de Basidiomyces par l a  sociét6 

L a  Rapidase ) 

Elle renferme encore une faible act ivi té  exo-Ndcétyl D-glucosami- r 
nias ique  active uniquement sur l e  PNB-GlcNAc e t  qui n'est pas éliminée 

après chromatographie d 'af f in i té  sur sepharose W-aminocaproyl-N4tyl-  

/3-I&glucosaminylamine ( '39 ) . Cette ac t iv i té  est  différente des act i v i t  6s 

exo-N-sc6ty lg luco~idsss~ues  classiques car e l l e  n'est pas i nh ibb  par 

la N-scétylglucos2uninolacfone . Elle pourrait ê t re  une ac t iv i t é  secondaire 

de l'&do . 
D'autres auteurs n'ont pas réussi à éliminer les  contaminations par 

les  exo-N-acétyl D-glucos~inidasesy en particulier dans l e  cas des f 
&do BI et  FI. isolées de l a  sève de figuier ( 58 ) , de .1' Wdo dlwidncte 

de poule (1 75 ) , e t  des prépsrat ions commerciales d'&do D (75), 

mais ces auteurs n'ont pas étudié cet te  contamination plus précisément 

Eh conclusion, la pq6paration enzymatique est dgDarrass6e des grinci- 

pales exoglycosidases e t  des protéases qui pourraient gèner l'étude des 

propriétés et de l a  spécificité de llendo-N-acétyl- I)-glucosaminidase . P 



Im - -ATION DES PROPRI- WZYMBT2- EIP PKPSICO-Cffia(lIeUES 

A, - FfZOPRIm EàPZYMBTfQuEs 

1 - pH optimum 

Le pH optimum d'activité sur les  deux types de substrats a é t é  

\ 

détermin6: B l 'aide de plusieurs salirtionstampons dans une %one de pH 

comprise entre pH 2,5 et pEï 9,O . 
1 Comme l e  montre l a  figure r j  page 97, , l ' ac t iv i té  enzymatique est 

optimale à pH 4,5 sur les  substrats de type N-scétyllactosaminique, et à 

pH 5,5 pour les  substrats de type o l i g o ~ o s i d i q u c  , Ces résultats  montrent 

qu ' i l  y a une différence assel; importante entre les  pH optimum des deux 

Les courbes obtenues montrent aussi que les act ivi tds sur l e s  deux 

types de substrats diminuent rapidement pour des pli inférieurs à 4,0 . 
Il est d i f f i c i l e  de comparer les  pH optimums obtenus avec ceux des 

autres Endos, -cependant ,- il faut - .  remarquer que 1 'activitd de type N-acétyl- 

Esbctoartinique possède un gH opizil~ewn plus acide que l'activité o l i g o m ~ o s i d i q u e  
,-*A 

Ceci est  sussi  obsemé pour l e s  autrds a d o s  (voir tableau V, page 37) 

2 - Température optimale 

Comme l e  montre l a  figure 26 page 92 , l la&ivi t& enzymatique est 

maximale à 600C pour les  deux types de substrats . 
Rous ne pouvons pas comparer cet te  valeur à la température optimale 

des autres fidos, car aucune étude n'a é t é  réalisée sur ce sujet jusqu'à 

présent . Les auteurs se limitent à u t i l i s e r  les  enzymes à 37OC . 
Nous pouvons aussi constater que les  vitesses d'hydrolyse augmentent 

rapidement pour des températures de 40°C à 60°C . 



EYme 25 : Détermination du pIi optimum 

Le pi3 optimum d'activité &do sur l e s  substrats de type N-acétyl- 

l a c t o s ~ ~ u e  et oli~maânasidlque est  d é t e m h ~ é  avec p lus ieus  

solutions tanpons daus une zone de pK conprise entre 2,s et 9 , O  . 
0,01 m l  da fraction en-tique, préalablement dilués au 1/25'"~ 

pzr les  solutions tanpan sont ajoutés à 5 moles de glycogeflides 

ET-acétylés [14c] . Le nélange est po r t s  B 37OC pendant 30 nimztes . 
Les pro6uits sont ensuite 2~?a lys6s  pax c . h r o m t ~ ~ ~ a y i ~ i e  a%w papier . 

@- : Act i v i t  6 i ~ I ~ c é t f l l a c t  osj.3Fiiq~1e 

O---- -O : Act i v i k  é O ligomzmo s i d i q ~ e  



T E K P E R A P O R Z  ( O C )  

Figrne 26 : 3étermination 23 19. tern~ératvre  optirnzle cLtacti+-t5 . 
c , I m i  de tampon de ::c IL'~AL:X 62 ) au p9 ûpt irr,,um ( L ,q pour 1 ' ac t  i ~ r i _ t  6 

3-acSt~rllzctosaminique e-; j ,5 pour 1 ' a c t i v i t é  o l i g ~ r a n n o s i ~ ~ i q ü e )  e t  ~ C C ,  nco:rs 

de g lycopp t ide s  N-acétylés. [14C]  sont pr4incutér $ C i f f l r m t  z s  t ezp6rzti.z-es 

pelzctant 5 minutes . 0,C5 nl dte~z ;me soxt a l o r s  aj3u54s . Pe93aat des 

.L ,,erips ~ ~ a r i a b l e s  des al iquotes  de C,T1 n l  son5. .prSle-r4i e t  1~ ?5?.c;ior_ bzst 



3 - Paramè$res cinétiques : Kin e t  Vmaa 
1 
l 
I La constante de Michaelis (Km) et la vitesse maximale dthydrolyse 

(~niax) ont ét é d6t erminées à partir de la repr6senta-t ion graphique de 

Les résultats  obtenus sont les  suivants : 

- Le. Iün e t  le Vmax sont respectivement de 0,67 mM et  0,28 mole / min / mg r 
de protéines vis  à vi-s du glyoopeptide (~den)~(Glc~Ac)~Asn , 

- V i s  à v i s  du glycopept ide ( ~ a l ) ~ ( ~ l c N ~ c )  ( h l 3 (  G~CNBC)  2 ~ s n  ,. nous 

avmis obtenu un Km de O , 9 l  mM e t  une Vmaa de 0,05rmole / min / mg de 
1 

protéines , 

D'après ces résultats,  nous voyons que l'enzyme présente une aff in i té  

e t  une vitesse d'hydrolyse plus grandes pour les  substrats de type oligo- 

13L - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES 

9 - Masse moléculaire 

La masse moléculaire de l'enqme a é t6  déterminée par gel-filtration 

dans l e s  conetions décrites page 63 

Comme l e  montre la figure 2'7 page 94 , les  deux activités Ehdo sont 

éluées ensemble, entre l e  pic de l'ovalbumine (h 44 000) et l e  pic de l a  

gamna globuline bovine ( ~ m  748 000) , 

Ve La  détermination graphique dVapr6s la droite log(Mm) = f(K) repré- 
1 

l 
I sentée dans l a  figure 28 page 95 , nous donne une masse moléculaire de 
I 

89 ooo . 



F2we 27 : Détermination de la masse moléculaire 

( l e s  conditions expérhentales sont décri tes  à la page 63) 

A : Témoins dt btalonnage - 1 : thyroglobuline (MM 670 000) 

2 : gammag1obulins (MM 108 000) 3 : ovalbumine (&III 44 MXi) 

4 : qroglobuïine (llIM 117 000) 5 : vitamine B (~531 1 350) 12 

B : a c t i v i t é  oligomannosidique 

C : act ivit é N-ac6tyllact o h i n i q u e  



F~fure 28 : Détermination de la masse moléculaire : représentation 

Ve 
*phique de ïog(h) = f ( ) 

( les condit ions expériment ales sont décrit es à la 

page 63) 

Mm : Masse moléculaire 

Ve : Volume dtélution 53s 
LI tLE  

Qo : Volume mort de la colonne 0 
1 : Thyroglobuline ( t h  = 670 000) 2 : Gaiilobuline (1.1n; - 158 OOC) 

3 : &albumine (b = 44 000) 4 : bIyoglobuline (Zn = 17 000) 

5 : Vitamine B ( ~ m  = 1 350) 12 



Nous avons t en té  de déterminer l e  pH. de l'enzyme par isoélectro- 
1 

focalisation en veine liquide dans la zone de pH comprise en t re  7,O e t  2,5 . 
Les conditions expérimentales sont décri tes  à la  page &S . Le 

résu l ta t  obtenu es t  représenté dans la figure 18 page 7 3  . Nous voyons 

que l e s  deux ac t iv i t é s ,  oligomamosidique e t  N-acétyllactosaminique, migrent 

vers  l'anode, dans la 5one de pH 2,g . Cette valeur res te  cependant à 

vér i f i e r  car  e l l e  e s t  t rop proche de l 'extrémité du gradient formé par 

l e s  ampholineq qui  est  de 2,5 . Cependant, nous pouvons d i re  que ltendo-N- 

acétyl-/3-D-glucosaminidase du basidiomycète sporotricum dimorphosporum 

possède un pH. extrèmement acide . 
1 

3 - S t a b i l i t é  

La s t a b i l i t é  de llenzyme au pH a é t 6  étudiée dans l e s  conditions 

expérimentales décri tes  page 63 . 
Comme l e  montre la figure 29 page 97 , l e s  ac t iv i t é s  sur l e s  deux 

types de substrats  présentent la même courbe de s t a b i l i t é  entre  pH 2,O e t  

pE[ 9,O , avec une bonne s t a b i l i t é  entre pH 4,O e t  pH 8,0, après incu3ation 

p* 30 ~rminutes à 3 7 O C  . 

b) s t a b i l i t é  à la température 

Afin de v é r i f i e r  l 'existence d'une ou deux enzymes, nous avons 

étudié la s t a b i l i t é  de l l a c t i v i t é  enzymatique sur l e s  d m  types de 

substrats  en fonction de la  température, à la f o i s  à pH 4,5 e t  à pH 5,5 . 
Les conditions expérimentales sont décri tes  à la  page 62 . 



Figure 20 : Stabil i té  au pK . 
( les  cond.itions exp6rirnentales son"L6cri t e s  à l a  gaze 52) 

a- : activitB X-acétyllactosaninique 

O- 0 : activité oligomannosidique 
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l 
A 

i 
l 

B 

C 

, O 1 2 3 4 5 

Temps de chauffage (heur=) 

Egure 30 : Stab i l i t é  à la température 

( l e s  conditions expérimentales sont décri tes  

à la page 6 1 ) 

A : 40°C e t  50°C ; B : 6 0 O C  ; C : 65OC ; D : 7G°C . 
Activité N-acétyllactosminique :O--0 ($3 4,~);v-v (PR 5 9 5 )  

Activité oligomannosidique : O---O (PB 4 , ~ )  ;A----A(P~ 5,5) 
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A pH 4,5 comme à pH 5,5 l e s  deux aet ivités sont stables jusqulà 

50VC (figure 30 A, P W  98 1 
A m O C ,  il y a une légère deilaturatfon (environ 15%) pour les  deux 

l activi tés après une incubation de 5 heurces à pH 4,5 . A pH 5,5 l e s  deux 

activi tés r e s t d  stables (figure 30 B, page 98 ). 
1 

A mir da 65°C (figures 30 C et D) , la dénaturat icm est plus impor- 

tante, avec cepandaut, la m h e  cinétique pour l es  deux act iv i t  6s tant à 

pI3 4,5 qut& pl3 5,5 . A 70vC, les  deux activi tés sont compl&tement détruites 

après 3 henres de chauffage 2i. pH 4,5 et après 9 heures de chauffage à 

Ces résultats montrent que les  deux activi tés sont sensibles à l a  

température à part ir  de 65OC et  que l e  pH joue un rôle t r3 s  important dans 

la dé2lEFtmtion de llemy?ne par la chaleur . 
Nous pouvons aussi Pemarquer que les deux activi tés possèdent une 

s tab i l i t é  identique à: la température . 

c) s t ab i l i t é  au stckage 

A l ' é ta t  soluble, avec une cuncerrtréction en prot é h e s  de 0,07 mg/ml, 

et conservée à pH 5,O à 4OC , l es  activités enzymatiques sur les deux types 

de substr?ats restent stables pendant plusieurs années sans addition d'agent 

stabiliarteur . 
Nous n'avons pas observé de perte d'activité de l'enzyme soluble 

après plusieurs congélat ions et décmgélat ions successives . 
Après ïyoplailisatian, nous avons retrouvé 85 % d'activité sur les 

deux types de substrats . 
Une coloaucb.dlenzyme insolubilist5e sur Sephazose 4-B permet m e  

uti l isat ion continue à 20aC et 37OC pendant plusieurs mois . 



Les r&mltats des principales propriétds enzymatiques et  physico- 

chimiques sont résumés dans l e  tableau X page 101 . 
- Les deux activi tés possèdent une même température optimale, une 

même masse moléculaire, un meme @. et présentent m e  s t ab i l i t é  au pH 
1 ' 

e t  la tempésature identique . Ceci est en faveur de l'hypothèse que les  

deux actfvit6s sont p r t é e s  par uae seule enzyme . LEE différence entre 

lenr pfE optimum des deux activités peut être expliquée par une ionisation 

différente, soit des substrats, soit  du site actif unique pour l e s  deux 

substr&s , soi t  des s i t e s  ac t i f s  différents pour Les deux substrats . 
- L1 étude de la  a tab i l i t6  ô la tempérdure nous a aussi permis 

de dt4t m i n e r  l e s  condit ions d'ut ilisat f on de 1 ' enzyme : L'hydrolyse 

prolong& des dbstyat  s de type ~1:'tgamannosidique peut ê t re  réalisée 

&ans l e s  condltiuns optimales de fonctionnement de 1' enzyme ( pH 5,5 et 
,Ga 

60%), alors que celle des substrats de type N-acétyllact saminique doit \  IL^; ' 
LJ' 

&tre  réalisée soi t  au pH optimum Çprx 4,5) et  B ~ U ~ C  , soit  à l a  tempé- 

d u r e  optimale ( 6 0 0 ~ )  e t  à: pH 5,5 af in  de limiter l a  dénaturation de 

1 ' enzyme . Ceti e dénaturat ion peut aussi ê t re  compensée par d d i t  ion 

d'enzyme toutes l es  8 heur- . 
- L'enzyme que nous avons pré@e poss5Oe une t r è s  grande s tabi l i té ,  

ce qu i  f ac i l i t e  beaucoup son stockage . Cette p rop ié t6  est observée chez 

1s plupart des &dos purifiées . h effet d'après TARENTIN0 et  MALEX ( 1  ?2), 

l'&do H présente une t r9 s  grande s tab i l i t é  après congélations et décon- 

gélations successives et lyophf l isat ion . Elle se dénature rapidement à 

pE inférieur à 4,5 à 37OC m a i s  reste stable à cette température entre 

@ 4,5 et pH 8,5 . Selon KOBATA ( 45), les  h d o  CI e t  CII restent stables - 

à - 20QC pendant plus d'une année . Et selon T - t m I 1 J O  et (1 i 6 ) , 
l'&do de l 'widucte de Poule peut ê t re  conservée à -TO°C ou à +4OC avec 



Tableau X : Principales propriétes physic~~~himiques de 1 'Endo 

de BasidiomycSte sporutricum d b o ~ s ~ m r m  . 

t 
- 

: température optimale ( O C )  : 



l 
l une goutte de toluéne, pendant une année, mais conservée entre - 1OUC et 

l 
- Zû°C, elle devfent Lnactive . 

- L'utilisation de l'enzyme immobilisée est -t&s int dressant es. pour 

l'étude de la structure et de la fonction àes parties glycanniques ou 

pratéiques des N-glycosylprotéines . Eh effet, elle permet d'obtenir des 

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

préparakion enzymatiques . 



TV - SPECIFICITE 

A - SPECIFICITE SUR LES SUBSTRATS DE 'PYPE N-ACETYLLACTOSAMINIQUE 

1 - Glycopept ides et oligosaccharides 
Différents glycopeptides posshdant des structures de type N-acétyl- 

lactosaminique sont soumis à l'action de l'Eh& . La structure de ces 
glgcopept ides, ainsi que le résultat de leur hydrolyse, sont rassembl6s 

dans le tableau XII page 104. 

Les glycopeptides biantennés, ne renfermant ni Fbc ni NeuBc, sont 

hydrolysés à 90 par l'enzyme . 
Les dructures biantennées mono et difucosylées sont hydrolysées 

respectivement à 21 et à 15 $ . La présence d'un ou deux résidus de Fuc ne 

semble donc pas inhiber l'activité de lten%yme mais elle ralentit fortement 

la vitesse d'hydrolyse . 
Le glycopeptide biantenné monosialylé est hydrolysé à 15 % alors que 

le même glycopeptide disialylé n'est pas hydrolysé par l'enzyme . 
Les glycopeptides triantennes ne sont pas hydrolysés par l'enzyme 

quand la réaction est effectuée à 3T°C pendant une heure . Mais si celle-ci 
est effectuée à 60*C, nous obtenons un taux d'hydrolyse de 25 % . 

\ 

Les glycopeptides tétraantennés ipolés de l~orosomcoïde ne sont pas 

hydrolys6s par ~'Ehdo, même à 60°C . 
La vit esse dthy&olyse de 1 'oligosaccharide (Gal)2(~lc~~c)p(~) ( G ~ C I ~ E C )  

3 
est beaucoup plus faible que celle du glycoasparagine de même structure . 
Ce qui montre que le résidu d'asparagine joue un r6le important pour 

l'hydrolyse par l'&do . Cette propriété est aussi observée pour l'&do H 

(118), pour l'&do D (74 ), et pour l'&do d'oviducte de poule (116) . 
Cependant, TACHIRANA et al. ( 102 ) , ont trouvé que l'&do de foie de rat - 



TabIeau XI : pourcentage d1W*olyse des substrats de t ; ~ e  IT-acétyliac~iza-:ini;l_üe 

- . 
x : 
t S T B U C T U B E S  POOBCQJTP[ZE : 
: x 3' HIDROLYSE : 
s 

: ; ~~(a&)oli(614)~10io&(Bf-2)~(~1-3)\ : 
t 1~n(e i4 )acs lc (e i4 )~1&&(e~. -  )las : O t 
; ~. i ib (a24) lk l (b14)01oi0~(B1-2)m(a1b )/ : 
: : 
I : 

~(fl14)01~10&(~14)1lirr(a1-3)\ t 1 ; O d ( e - 6  ~ ( ~ 1 4 ) ~ l 0 1 9 A C ( 8 ~ 4 ) G l ~ ( B ~ -  )ibn : 15 
: t 8 
: : 
: t : 

a ir1 (814)0 lcs lo (p1~)~(a l -3 ) \  A I : 
: (1) ~ ( ~ 1 4 ) 0 1 d & ( ~ l 4 ) a c B h ( P T -  )L.ll : 90 : 

a i r 1 ( ~ 1 4 ) a e ( p l - 2 ) b ( a f 4 ) '  . : 
: : 

: 
w(~i4)"c~u.s(pl-2!1lui(a1-3)\ : 

b ( ( p l 4 ) ~ ~ & ( ~ 1 4 ) G l c ~ k ( ~ ~ -  )h : 21 
~ ( ~ 1 4 ) ~ 1 & & ( ~ 1 - 2 ) k ( a ~ ~ ) ~  1 : 

: Are (a l4 )  t 
: : : 
: 5 : 
: 1 4 G 1 1 2 a 1 3 '  14)(iiCIIICpt- )b r : 2 

I). ' P i  
'15 t 

a : 
-(O1141 t t 

Fuc(aT-3) : : 
: . . . . : 
x . I : 
: GU( P 1 4 ) a ~ i U ~ ~ l - 2 ) b ( a 1 - 3 ) \  : : 
t ~liri I - ~ ) c ~ ~ A c (  IJ)G~&AC : 7 t f' : w ( p l 4 ) a a r o ( p u ) b ( a 7 4 ) '  : x 
a 3' 

t 1 

8 : 
: 

1 4 ) ~ c N A C ( p 1 = 4 ) G l ~ A ~ ~ l -  Ib 25 
t : 

0lcl( /I t4)~lCH&(lj l- i!)~(ot~~-6) : : 

: I : : 
: : : 
: rbrotraisferrine humrine d6i ia4lée  ( 2  glycaanes identiques A (1 ))  ' 50 : 

: rCr*~t;.rrnsferr'he de lapin dh ia ly lée  (1  id gîycrpne identique (1 )) 1CO 
: 



hydrolyse l es  oligosaocharides e t  l e s  glycaasparagines avec l a  mgme 

vitesse . D'après ces memes auteurs, l'enzyme n'hydrolyse plus les 

oligosaccharides lorsquli ls  sont réduits en i t o l  . 

2 - Glycoprotéines 

La sérotransferrine humaine désialylée es t  hydrolysée à 50 $ a lors  

que la sérotransferrine de lapin est hydrolysée à 100 $ . Cette différence 

d 'act ivi té  sur l e  même type de chaîne glycannique montre bien l e  r61e 

importast que joue l a  copule protéique dans la reconnaissance du substrat 

par 1' enzyme . 

3 - Conclusion 

dimortihosmrum est la premihre enzyme capable d'hydrolyser l es  structures 

W-acétyllactosaminiques biântennées . Eh effe t ,  les  autres enzymes comme 

l'&do D, l'&do FI ou l'&do CI nlhydralysent l es  glycopeptides biantennés 

que s * ils sont préalablement dégradés paz l e s  exoglycosidases jusqul au 

Man l i é  sur l e  C du Man du core pentasaccharidique . 3 
Une autre enqyme du même type, isolée du Tais de rat, a ét6 ensuite 

d&rite au laboratoire par PIERCE et  al .  (90 , 91 ) . - 
Il faut remarquer qu'aucune &do décrite à ce jour, n ' est capable 

d'hydrolyser des glycopeptides disialylés alors que des oligosacharides 

disialylés ont é t é  isoles de l 'urine de malades a t te in ts  de sialidose . 



-- A - - - ----- 
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B - SPECIFICITE SUR LZS SUBSTRATS DE TYPE OLIGO~OSIDIQUE FIP MIXTPE 

1 - Il;gdsoLyse d'un mélange de glgcopeptides de la lactotrans- 

f err ine bovine 

Comme indiqué dans l e  tableau XTI page 107, l e  mélvlge des glyco- 

peptides de Ir lactot-sferrins bovine N-acétylés [140] est hydrolysé 

& 92 $ par l'enzyme . Les .conüiticons expérimentales sont décrites page 59 . 
L'analyse des oligosaccharides libérés à pax-tir des glycopeptides 

non marqués (voir conditions expérimentales ~ ~ 6 0 )  en ehromatagratphie sur couche 

mince dans l e  solvant n. butanol / acide acétique / ean ( 2  : f : T )  a permis 

de mettre en évidence (fig 31 C p.108)cinq bandes d'oligpsaccharides . 
Pour identif ier  ces oligosaccharides, nous les avons comparés à des 

ma~os ides  témoins, isolés de l 'urine de malades a t t e in t s  de maiuiosidose, 

dont la composition en monosaccharides est connue ( f i g  31 A et  31. F ~ ~ 1 0 8 )  , 

~ ' a ~ & s  les  valeurs des rapports de migration de chaque bande 

oligosaccharidique, par rapport au mannose ( 
%an)* 

rassemblées dans l e  

tableau X I I 1  page 109, les produits libérés par l'hydrolyse enzymatique 

comigrent avec les  m s ~ o s i d e s  témoins (Man) GlcNAc, ( & u ~ ) ~ ~ l c ~ d c ,  (Man) GlcNAc, 
9 7 

( ~ ~ L ) ~ G ~ C N A C  et  (Maa) GlcNAc . 
5 

La structure des deux oligosaccharides l es  plus lourds a été décrite 

pas G. SPIK et  confirmée par R.W.N, (128) comme étant bien (w) GlcNAc et 
9 

( h ~ ) ~ ~ l c ~ d c  . La structure des autres oligosaccharides est  en cours da 

dét erminat ion . 

2 - Qydrolyse du mélanpe de glycopeptides de l'ovalbumine 

Comme indiqué dans l e  tableau X I I  page 107, 60 $ des glycopept ides 

N-acétylés [14c] sont hydrolysés par l'enzyme . Ce taux d'hydrolyse es$ 

atteint après une heure d'incubation, et  il reste constant apres une 



Tableau XII : Pourcentages d%ydroiyse des glycopeflides 

N-aoBtylés [ ' 4C] de type o l igoma~osid igue  

e t  mixte .  

( Les conditrons exp&mentales sont dé, p r i t  es 

à la pagét gj * 

GP-El est obtenu par traitement de GP-E par Pa  1:-acétyl-glucosa- 

minidase . 

: de 19~ lbumule  
* 

O * - " GP-A . 
GP-B . 
GP-C 

m b  

GP-E 

CP-E' 

GP-IIIB 

GP-IIIC 



Man GlcNAc 5 
Yri~n~Gl CNAC 

EiIan GlcNAc 
9 

A B C D E F  

Figure 31 : :Hydrolyse des glycopeptides de la lactotransferrine bovine 

et de l'ovalbumine par 1' &do : analyse des produits d'hydro- 

lyse par chromatographie sur couche mince . 
( l'hydrolyse a été réalisée avec 0,02 ml de solution enzymatique, 0,06 mg 

de glycopeptides et 0,02 ml de tampon de Mc ILVO-INE, pH 5,5 pendant une 

heure à 600C . La chromatographie a été réalisée dans le système solvant 
n butanol/acide acétique/eau (2:1:1) avec 3 migrations successives . ) 

A et F : mannosides témoins 

B : glycopetides de la lactotransferrine bovine 

C : glycopeptides de la lactotransferrine bovine + Ehdo 

D : glycopeptides de l'ovalbumine 

E : glycopeptides de l'ovalbumine + Ehdo 



Tableau X i 1 1  : Vulnus de & (migration par rapport au maanase en 

chromatographie sur couche mince) des différents 

mannosides t b a i n s  et des oligosacchasides liber& par 

sction de l'En& sur un rndlarage de gly~ope~tides de la - - 

lactotransferrine bovine (L, à et de l'ovalbumine 4)  
(0, 



1 incubation plus longue (24 heures e t  malgr6 l 'addition d' enzyme . 
l 1 

1 

La figure 3i  E Page 108 montre l'analyse par chromatographie sur 1 
~ couche mince des produits d'hydrolyse obtenus à prtir de glycopeptides 
l 

non marquk . Par comparaison avec l e s  glycopeptides témoins non hydrolysés 

( flg 31 4 ,  .nous pouvons voir  t r o i s  bandes d'oligosaccharides l ibérés  par 

1 'enzyme (oligosaccharidea -0, , 02, 9) . 
Comme pour l'hydrolyse des glycopeptides de la l a ~ t o t r a n s f e r r i n e  

bovine, ces oligosaccharides sont ident i f iés  par rapport à des marunosides 

témoins . D'après l e s  valeurs des rk,rassemblées dans le tableau XII1 

page 109 ,l 'oligosaccharide O1 comigre avec (Man) GlcNAc e t  1 ' oligosaccharide 5 
%avec ( ~ a n ) ~ ~ l c ~ d c  . Le R de l'oligosaccharide 0 est légèrement 

Man 3 
infér ieur  à celu i  de (Man) GlcNAc, e t  l'aspect de la bande montre q u ' i l  7 
existe  une hétérogénéité . Cette bande est  en f a i t  un melange, compose 

de (Man) GlcNAc e t  d'un oligosaccharide plus lourd . 
T 

Nous pouvons aussi observer sur la figure 31 E, q u ' i l  r e s t e  encore 

des produits au point de départ du chromatogremme . Ceci confirme l'hydro- 

lyse  incomplète obtenue avec l e s  glycopeptides de l'ovalbumine N-acétylés 

3 - Hydrolyse des glycopeptides de l'ovalbumine fractionnés 

sur Dowex 50 W x 2 

Comme nous venons de l e  voir  précédemment, l'hydrolyse des glyco- 

peptides de l'ovalbumine n'est pas complète . Ncnrs avons donc tenté  de 

définir  la spéci f ic i té  de 1 'Endo en u t i l i s an t  l e s  glycoasparagines de 

l'ovalbumine fractionnés sur Dowex 50 W x 2 selon la méthode décri te  par  

HUANG et  a l .  

Nous avons u t i l i s é  deux groupes de glycopeptides obtenus par ce t t e  

méthode : 



Le premier.groupe es t  ce lu i  des glycoaspaxagllies témoins CP-I, 

W-IIA, GP-ID, GP-IIIA, GP-1113, GP-IIIC, dont les structures sont 

parfaitement définies ( T U  - e t  al. ( 104), YAMASHITA e t  al. (1 31), NAUSnlKBN 

e t  al ,( 79 ) qui nous ont é t é  données par l e s  fiofesseurs 8. KORAT'A et - 
H, SCHACEfPER . Les s t ructures  de ces glycopeptides sont représentees dans 

la  tableau 1 page 15 . 
I Le deuxième groupe e s t  ce lu i  des glycoaaparagines fractionnées 

au laboratoire . Le prof i l  de f r a c t ~ ~  es t  le même que c e l u i  obtenu 

par l e s  autres  auteurs ( f igu re  8 page 14) . Les cinq pics obtenus ont é t é  

appelés de 8 - A  à GP-E . Leurs compositions molaires en monasaccharides 

sont reprhentées  dans l e  tableau XIV page 11% . 
Pour &haque pic,  nous avons détermin6 : 

- l e  pourcentage d'hydrolyse des glycoasparagines 

- La nature des 01igosacch;uiides l ibérés  B partir de 

glycopeptides non marqués, par comparaison de leur migration en chromato- 

graphie sur couche mince, avec ce l le  des mannosi.des témoins i so lé s  des 

urines de malades a t t e i n t s  de mannosidose . 
- La composition molaire en nionosaccharides des 

oligosaccharides l ibérés  par l'enzyme e t  des glycopeptides non hydrolyses 

fr&ionnés par chromatographie liquide haute Ferfo1?mce 

a) mdroïyse des giycoasparaginas N-acétyiées [ '4C] 

Les pourcentages dlhydrolyss des glycoasparagines N-acétylées [14Ç] 

sont rassemblés dans l e  tableau P W  707 

L'&do que nous avons caractérisée dans l e  rnofft de fsrmentation du 

Basidiomycète sporotricum dimorphosporum es t  capable d'hydrolyser respecti- 

vement à 90 $ e t  80 $ GP-IIIA e t  GP-III3 . Les glycopeptides GP-1, GP-IIA, 



. - -  

Tableau XIV t Rapports molaires a monosaccharides des diffgrent s p i c s  - 
de glycopeptides dlovalbutnine fractiannés s u r h a  50 w x 2 . 

. . . 
: . 8: . 0,85 3,27 3 
: : . . * . B Q,29 : 2 , O l  3 . . . . . . 

c : traces 7936 3 . . . . D . - . 7 ,O9 3 . . . . . . E - .r ,78 3 . . 



GP-IIB e t  GP-IIIC ne sont pas hydrolysés par l'enqme 

l Parmi l e s  glycopeptides pr@ar& au laboratoire, 1' enzyme hydrolyse 1 
I GP-B, OP-C, GP-D, et GP-E respectivement à 45, 80, 87, e t  60 $ . Ces taux 

1 d ' hydrolyse sont a t t e i n t s  après une heure d1 incubation e t  restent constants 
1 

, apr&s une uicubation plus longue (24 heures) avec une nouvelle addition 

dl enzyme , exepté pour GP-E où letaux d'hydrolyse peut at te indre 88 5 

I après 72 heures d incubation ( f ig 32 p 11 4) . 

par chromatoqaphie sur couche mince . 
Les d i f f  h e n t  es glycoasparagines préparées au laboratoire (de 

GF-A ' & W-E) sont soumises B 1 'act ion de 1 ' enzyme e t  les oligosaccharides 

l ibérés  sont analysés p m  chromatographie s u r  couche mince dans l e  solvant 

n. butanol / acide acétique / eau ( 2 : 1 : 1) . Les protocoles expéri- 

mentam sont décr i t s  à la page 60 . 
Les rdsul ta ts  sont rassemblés dans la figure 32 page 715- GP-A à 

l ' é t a t  n a t i f  n t  est  pas hydrolysé par l'enzyme . Lfhydrolyse des glycopeptides 

GF-B, GP-C, GP-D, e t  GP-E libèrent respectivement l e s  oligosaccharides 

1 et II, .III et IV, T, Vï et I l I I  . La migration de chaque ol igosaccha 

ride est comparée à c e l l e  des mannosides t&noins (tableau XV page 116 ) . 
D'après ces résul tats ,  nous voyons que l e s  oligosaccharides I: et  

comigrmt avec l e  mannosida ( H ~ ~ ) ~ G ~ ~ N A C ,  III et  V avec (Man) GlcNAc, 5 
et avec ( ~ l s n ) ~ ~ l c ~ d o  . lir valeur du & de l to l ipsacchar ide  U. est  

légèrement inférieure à ce l l e  du mannoside (Man) GlcNAc e t  l 'aspect de la 7 
bande montre une hét érogénéitd . L1oligosaccharide PI migre entre l e s  

mannosides (Man) GlcNAc e t  (Man) GlcNAc . 
4 5 

Eh conclusion, l 'étude des hydrolysats par chromatographie sur 

couche mince permet de visual iser  l e s  oligosaccharides l ibérés  par 

l'enzyme mais e l l e  ne permet pas de déterminer leur s t ructure exacte . 



1- 2 3 O 5 24 

Temps dghydrolyse (heures) 

Figure 32 : 7yiydrolyse des glycopeptides [14C] de l'ovalbumine 

Îract  ionnés sur Dawa' 5U W x 2 

( l e s  conditions expérimentales sont décrites à l a  page 59) 

V- V : GPPA ; 0- 0 : G P 4  ; A-A : GP-C ; 

-0 : GP-D ; .-m: GP-E ; 

a-. : GP-E t r a i t é  par la ~T-acétglglucosaminidase 



Figure 33 : H$Clrolyse des glycopeptides de l'ovalbumine Îractionnés 

Dowex 50 W x 2 : analyse par chromatographie sur couche 

mince . 
( les conditions expérimentales sont décrites à la page 60)  

A : GF-A 

B : GP-A + Endo - 
C, 9 et M : mannosides témoin 

D : GP-9 + Endo 

E : GP-B 

F : GE'-C 

G : GP-C + EYicto 

1 : TF-3 + BxcLo 

J : 'GP-D 

:( : GP-E 

L : B?-E + Xiido 



Tabl-u XV : Valeurs de (migratim pu rapport rai maMose en 

chrodiatogmpaiie sur cache mince) des diffe5rcsnts 

mannosides t &oins et des oligosaccharideis libérés par 
- - -  - -  . 

action& 1'3Mo sur les glycaaspazagines de I'ovalbumine 
-. 

Fractionnées sur Dowex 50 W x 2 . 
A . - 

1 et II, III et TV, Q, nI, sont les ~ligosaccharide~ 

libérés respectivement à partir de CP-B, GP-C, GP-D e t  GP-E 
- 

: oligosaccharide %a, 
: . . . t • 



c) Analyse des p r o d ~ t s  dtbxdralyss par chroma;tog~ib.phie 

liquide haute performance 

&fin de déterminer avec précision la composition des oligosaccharid~s 

libérés par l*m?cyme, nous avons u t i l i s e  la chromatographie liquide haute 

performânce (&P.L,c.] suivie de La m&hanolyse . L e s  pratocoles expéri- 

m e n t e  sont décri ts  à la page l e s  f i m e s  34 A, 34 3, 34 Cs 

D 34 E ms 13% 122 , srnt rasseniblBs l e s  ohrumafogranmiss 

@Menus pur  les  diff6mntes glycoasparraginea et leurs hydroïyds . 
Chaque f h c t i o ~  coLlect6e est analysée par chroma2;ographie sur 

couche mince et r&élée par pul'érisation d'une solution d'orcinol 

sulfurique . Les oligosacchaz2des sont séparés par t r o i s  migrations 

successives dans le système solvant n butanal / acide. acétique / eau 

(2: t :i) . Les fractions renfermant des oligasaccbarides purs ( f i g  35 g 123) 

sont rassemblées et leur compositfon est déteminée an chmmatographie 

Les rapports molabes en monosaccharides de ces oligosacchar5des 

sant rassemblés dans le tableau XVI page 124 . Dans ce meme tableau sont 

rb.pz6sentés les rapports mola3res en rnonosaccha3.jides des g l y c o a s p ~ e s  

avant l'hydrolyse pax l'enilyme . 
- & d r o l ~ s e  de GP-A : -- ----- 
comme l e  montre la figure 34 . page. 11 8 , GP-A est fractionné en 

tmis glycoasparagines GP-A,, GP-5, et DP-A3 . OP-A ne renferme pas 3 
de G a l  m e s  possède cependant une structwa de type mixte avec 5 résidus 

de GlcNAc pour 5 résidus de Man . C e t t e  glycoaspasagllle correspond donc 

à CP-ID décrit pas XâMBHïTA et  al. (1 31 ) . 
GP+ et GP-A renferment toutes les  deux un résidu de G a 1  e t  

3 
respectivement 5 résidus de GLcNAc pour 4 résidus de Man et  5 residus de 



1 

10 28 39 40 Sb 6'0 - fo  80 - 
T E M P S  (min) 



FLi,b~;.e 34 B : &droPjse de GP-B : amuse pszr chroms.to~~,pl?i= l i q d à e  

hzute performznce . 
( l e s  condit ioas expérineztt+les scnt d é c ~ i t e s  R lo p q e  5 ~ )  

-:TF,< b r  n ~ i : : - ~ ~ l ~ @ r  : z:r:::..L 11.0-r' -, rc?-;rr~. ; V ~ ; . i t c l .  p I t i n r  : a-in'.; 7 fl1-r .- ~->l- i :  -O ,- cz - . 



T E h1 P S (min) 

F i r m e  34 C : IY@rolyse de GP-C : analyse par cAbcrria,togrs&ie l iquiGo 

haute perfomirnce . 
( leu  conditions exp5rinmtal-s sont decr i tes  à l a  spze 50) 



T E M P S (min) 

kï;cu_re 34 D : ~ ~ d r n o l y s e  de GP-D : analyse par c h r o m t o g a ~ h i e  liqr!.de 

b u t e  performance . 
( l e s  conditions expérimentales sont décri tes  à la page 50) 



T E ET P S (min) 

f i m e  : M E  : :3ydrolyse de GP-E : amlyse par  c:xroïiz.+03e?hie l i gü i5e  

haute perfo=ce . 
( l e s  condi~tlons e q l i r i ~ e n t a l o s  soxt &Oc-ites à l a  P-2 je) 

. . .. . , ~y;.?.i;r r,;Lclfiz : r:.q:->r If ---'---fi h z ~  i + z  ~ c ~ n - ~ i ~ ~ e ~  : ~- . r c . - - t  1 '::>:c.;-cL~ - ?  -< . L, -y - . 



F i ~ p ~ ~ r e  35 : Ana,Lyse en c?iror?atogray>!lie s v r  couche ;.,ii?ce des o l i g o s s c c i a ~ i ~ e s  

obtenus en 3.P.L.C. 

( l e s  condi2  ion^ expbriment?*les son t  ?-écrites pzoe 6 ~ )  

A : 'I;.droly~cI. de GF-3 

R : ::;ri;~ol:rca: Ze GF-C 

C : :Jg;rol:rrnt dc UP-3 



Tableau lCfTI : &actionnement en H.P.L.C. des d i f f é r en t s  glycopeptides 

d'ovalburmSe e t  de l eur  hydrolysat par l'&do : Temps de ré ten t ion ,  

e t  rapports  molaires en monosaccha,ridss des p ics  obtenus . 
GP-A, GP-B, GP-C, GP-D, GP-E sont des gl.:rcopeptic?es d t  ovalbu- 

1 mine f ract ionnés  sur Dowex 50 W x 2 ; A, B, C, D, E srnt l e s  oligo- 

saccharides obtenus à p a r t i r  de ces glycopeptides après act ion de l'&do . 
(en t re  parenthèses sont indiqués l e s  rappor ts  molaires corr iges  

en fonction des r é s u l t a t s  obtenus en HoPoLoC e t  sur couche nince ) 

. . 
m d ~ s  R A P P O R T S  Z i . u . L a I R E s  . 

FTC DE 
RECBJTION G a 1  Fm . 

j 2,812 (5) f 3 (5) 49 
. 

, -  . 
53,5 : 0,734 (1)  : 2,590 (5) : 3 (4)  

.- 
. 

0,846 (1) 3,030 (5) 3 ( 5 )  
f 

59,8 

4792 : 0,603 .. : 1,958 3 

GP-B, 54,9 : trcices 3 
J . . : 1,oTI GP-B4 . . 58,8 t r a c e s  3 

*, 2.i 95 - : 0,490 (1) : 3 ( O )  

GP-E, 4.491 - : 1,5e3 (2) : 3 (4) 

* Rapports molaires déterminés avant l 'hydrolyse par 1 l&do . 



GLdAc p o ~ n  5 r6sidns de Nau . Ces g l y c o a ~ e s  currespmdent donc 

& LZE-IZB et OP-1 décri ts  pas YJUUHIT&-& al. ( 131) . 
1 Aucun de ces t r o i s  glycogmidea n'est bydmlys6 par  I'mzyme . Cef 
l 
l 

résultat  ast; en a ~ o o r d  avec celui u'trtmu auparmant mec l e s  glycoaqara- 

girres témoùls GB-I, GF-IïA et @II3 (voir page 111) . 
- h;vàrolgSe de GP-B -- ----- 
GP-B sat frmti-é sn 4 pics GP-B?, CP-B2, W-B3, at GP-13 (fig 34 8 )  

4 
page 1 19). L e  mmposit ion ma3-e ea monoaaccharides de chaque pic est 

d&min& amnt et a.près hyàmïpe par 1 'Endo . Après l'hydrolyse nous 

pouvons noter las  dispanition de GP-B et GP-8 et un c h a p e &  de compu- 3 4 
s i t ion de GP- ( fig 34 -8 et tableau X O I )  . Il appparalt un pic correspon- -- 
da& B GlcNAc-&m et tmis gics oligmsaccliandZques B1, B2 et B3 . 

L'analyse de la.compos5tion en nionos4~c-.ides de ces deTnrers 

(tablean XVI page 124 ), muntra <lue BI et B ont des structwes de type 3 
o l ~ ~ ~ s i ~ a ( r  avec respectivement 6 et; 7 residus de BéaLn pour ? résidu 

cie Gl&& . B;! passèdc une s t ruc t i re  de ty-pe rn5xte avec j résidus de 

Man pour 3 résiftus de GlcNac . 
Les oligosaccbarides B2 et B p m v i e ~ &  probablement respectivement 3 

de CPLB3 et OP-B . Tandis que B prorient D'une glycaasplmgbe omtemue 4 1 

/ 

Ces résultats  montrent l*Mt&ag&é5~é qui part exister dans les 

dsfférent s pics de glycoasrparagines obtenus après un seul  fractionnement 

-- 
en E.P.L.C. . 'La compositian de ces g l y c o a s ~ e s  res te  donc à vérif ier  

avec des produ5ts purs obtenus après plusieurs fractionnements successifs 

en H.F.L.C. , en changeant l e  gradient d'élution ou le type de 

La pureté- des oiligasaccharides obtenus, est vérif iée par chrornato- 

graphie sur couche mince, comme l e  nontre la figure 3, page 1 23 , leurs 

rapports molaires en monosacchrides donnes dans l e  tableau XDZ 124 

- 
sont donc exacts . 



- igdrolxse de GP-C -- ---CI 
Conme le montre la figure 34 C page f ZO , e t  l e  t ableaa XVI page 124 . 

- OR.C est fractionné en t r o i s  pics : OP-Cf, GIr-C2, et W-C3 . 
&près llhydrolyse par l'Ehd.0, naus'pouvons constater la disparition 

to ta le  de DP-C3, et l 'apparition de GlcNAc-Asn e t  des oligosaccharides 

C, de composition (Ilan) GlcNk et de C2 ( ( M a n ) 6 ~ l c ~  ) qui proviennent 
5 

GPIC qui est la glycoasparagiae majeure de ce groupe, correspond 3 .  
à GF-IV décrit  par T â I  et a l  ( 1°3 ) . OP-C2 provient probablement de la 

contamination de GP-C par un glycopeptide de OPID . DP-C, , qui possède 

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

6'cé décrit dans l a  littérature et  sa structure.reste à déterminer . 

- Elydroly.se de GP-D -- ----- 
Comme le  montre 1s f i g u r e H  Dl page 121 , GB-D renferme deux 

glycoasparagines, GP-Dl. et GP-D2 . . . 

L1hgdroIyse par 1'3hdo conduit Bune disparition to ta le  de GP-D t 

et à 1' apparition de I1oligosacchazide Dl ( (Man) GlcNAc ) , voir tableau 
5 

XVI page 1 24 . DP-ll? correspond à OIcV décrit par T U  - et  a1 , ( 103 ) . 
GPII12 n t  est pas hydrolysé par l'enzyme . 

- h ~ & g I ~ s ~  &eeE-2J 

GP-E est  composé de deux glycoaspara.&nes, W E I  et OP-E2 . 
L'hydrolyse de ces derniken libère l e s  oligosaccharides E e t  E t 2 

dont la composition est respectivement (3b.a) GlcNAc et ( o k r n ) 3 ( ~ ~ c ~ ~ c ) p  . 
4 

Ces oligosaccharides ne sont pas bien séparés de GIcITAc-Asn dans l e s  

conditions décrites à la page 50 , mais nous avons obtenu une bonne -- 
séparatim en utilisant une élution isocratique avec le  syst8me solvant 



scétonitrile/eau (60~40) . GP-E, cornespond dono iL GF-VI décrit pin. 

T I  - et al. ( 105 ) et posseds comme composition (h) (01o~ ~ c ) ~ ~ s n  , 
4 

tandis que G&E2 a pour compsition ~ l o ~ ~ c ( l < a n )  ( G X C N ~ ) +  . Cette 
3 

glycoasparagine n'a pas encars et6 d&r-s dans la littérakure . 
. .- - - - -  - - - - - -- .--- -- ---- 

L'étude de sa structure par métlrylation montre l'absence totale 

du dérivé 2 mano-û-méthyl mannose et la  présence des dérivés 2,3,4,6 

N-acétylglucosamine dans des rapports équimolaîres . Ces résultats sont 

confirmés pa.r la spectrom&rie de masse . 
La présence du dérivé 2,4 di-0-méthyl ma.rmose, comme l'absence 

du dérivé 2 mono-e)diéthyl mannose, exclue Ia possibilité de substitu- 

tion sur l e  C du D9an par un résidu de GlcNAc . 
4 

La présence du dérivé 2,3,4 tri-û-méthyl rn&oss montre qu ' i l  y a 

un résidu de Man dont l e  C est substitué, probablement, par un résidu 4 
de N-ac&ylglucosamins . La structure exsct e da OP-E2 n'a pas pu étre 

daerminée, faute d'une quantité suffisante de produit s .  



Eh conclusiun, &s au couplage de la &P.LaCa arec la m&iranoïyse; 

il est possible d'une part de deteminen? la atm&we des glycopeptides 

de l*mzlhmhe, et d'autre part dlaaalyser les oligosaccharides libérés 

par l l E h & o .  

bs r6saltate obtenue m o n t r d  que l l ~ - a c B t y l  -D-glucosamYùdase 

da sisaratricanr ~ s w z n m i  

7 
est cspable d l h g d r o l g s ~  les stlpctlires 

Les stracrt;arés de type mlate, sen;ferm;Etnt des résidns de galactose 

ne SOI& p88 4ydrolyséea , Ltbydrolyse de oea structures deriest poss5ble 

quaad an effectue un décapage prealable de la molécuïe pax l e s  exoglyco- 

sidaaes . L e  meflleur exemple eat fourni par GF-8 , qui n l est hydrolysé 

par l'enzyme, qu'après l'action associée de la glactosidase et de la 

L1ntilisé&ion de 1'KP.L.C. pour la détermylation des a c t i v i l é s  de 

ll'Ehdo est une méthode avantageuse puisqu'eile permet de visuzi iser sur 

le même chwmctogramms tuus les produits d'hydrolyse : GlcXAc-Bsn, oligu- 

s~cckarides ahsi que les glycopepi;ides non hycl"olysés par I'etzqme . 
Les adres méthodes u t i l i s ées  pour déterminer 1 'act ivité  enz;yna;tiquz 

nécessit en-t L lut i l isat ion d'un maxqueur fluorescent ou raàioactif . . 



illan GlcNAc 
7 

A B C O E F G  

F i p e  35 : i-Tydrolyse de GP-A apr3s l ' a c t i o n  des exogl;fcosidases . 
( les condit ions  expérimentales sont déc r i t e s  à la p=e 61 ) 

A : GP-A 

B : Gal 

C t OP-A + Ehdo 

D : GP-A + Gal-ase + Endo 

E : GP-A + GlciUc-ase + Ehdo 

F : GP-A + ?al-ase + G1c;:Ac-ase + Z a i o  

S : nannosides timoin 



Les méthodes de séyaratfon des produits d'hydrolyse les  plus 

courant es, ne pemetteirt de cmact&ises que, soit GlcUAc-Asn et  l e s  

glycopeptides non hydrolysés ( clnramatographie sur pap i e~ ,  électropho&se, 

chromat ographiie sar Con-lk ( 16,1 ?U)* soit l e s  O ligosaccharides libérés et 

l e s  glycopptides non hydrolysés (chromatographies sur couche mhce ou 

sur papier ) , 

L I  et  al ,  ( 5 6 )  ont aussi u t i l i s é  ,; 1'H.P.L.C. pour déterminer - 
1 tact ivit é &N-acétyl I ) -g~~osminidasique,  mais uniquement pàur f 
visualiser  GlcNAc-Am dansylé . 

La méthode que nous avons ut i l isée,  est  inspirée des méthodes de . . 

L I  e t  al. (56 ), e t  de mJRCO ('126). e t  REIJXS et  a11 (65) qui sépas& les - - 

gthéit é des glycopeptides de Il mlbumine, et de mettre en évidence l a  

présence de plusieurs structures qui n'ont pas encore eté décrites dans 

la litt ckarture , 

/ '  

4 - Egdrolyse des gl;vco@ro%'èines 

a) hydrolyse de l'ovâbumine native 

Nous avons fractionné I1walüumùie sur colonne de Con A . Pzs cette 

méthode, nous avons obtaiu t r o i s  pics (fig 36 page 131) . Le pic 1 n'est - 

pas retenu sur la colonne, a lors  que les  pics 2 et 3 sont retenus par 

l a  lectine, et élués par  une solution dW-m%hyl-glucoside 50 .a . 
Sur chacune des t ro i s  fractions, nous avons f a l t  réagir l'&do . 

Les produÏts d'hydrolyse sont analysés p m  dewr méthodes, comme décrit  à 

l a  page 60 . 



Pic t 

B R A C T I O B S  

Figure 36 : F'ractionnemeat de llovalbumbe pas chromatogra~hie mr 

Con A . 
10 mg dl ovalbumine sont chromat ographiés selon les  n6t:iodes 

décrites à la page 49 . 
( l a  f l3che indique 1 l application Ce 1'-ét-~l-glucoside 

0,1 14 dans l e  tanpon d16quilibration ) 



L'analyse par chmmtogrzptiie sur colonne &e Con A, nous donne l e s  

résultats représerrth sur la figure 3'? 9 et B 133 8 Nous ne 

constatona aucun changem+mt dans l e s  prof i l s  d161ution des pics 2 e t  3, 

aprèis I1 incubatian avec l'&do . Ceci montre, que so i t  1 ' mqme n'a aucune 

aGtiv5té sur la glycaprotéine, so i t  e l l e  n 'a qu'une a c t i v i t é  pa r t i e l l e  

conduisant B urne molécule encore recoanae la lect bne . 
Comme l e  montrent les résultats rassamiblés dans l e  tableau XVïI 

page 134 , l 'analyse des produits d1bp3rolyse par méthanalyse et t r i f luo -  

rtlac&tylat ion des préo5pités obtenus après précipi ta t ion éthnoi ique,  

ne mcmtre aucune d i f f b c e  d m  1æ composition en  mon~saccharides de la 

glycoprot élne, amnt et e s  1 ' incubatioia avec 1 ' enzyme . L'analyse de 

la composhtfon en monosaccharides des surnageants n'a pas dom4 de résulte& . 
C e s  r é su l t a t s  montrent que ll&& ne wssède pas d 'act ivi té  détec- 

t ab le  sur l e s  t r o i s  p ics  de l'ovafbumine . 
Wdrolyse de la lactotransferrine bovine native 

Nous avons u t i l i s é  l a  lactatransferr ine saturée en f e r  . Les 

produits dlhydrolyse sont analysés par l e s  mgmes méthodes que pour 

1 'mlbumùie , et pl r chromatographie sur couche mince (voir  méthode 

e 61 )a 

Comme l e  montre la figure 37 C page 1 33, par chromzt agraphie sur 

Con A, il n'y a pas de différence entre l e s  prof i l s  dlélut ion obtenus 

avant e t  après incubation avec llEhdo . Donc, so i t  l'enzyme ne possède 

pas d ' ac t iv i t é  sur la  lactotrânsferrine,  so i t  l'hydrolyse n'est p s  t o t a l e  . 
L'analyse des produits d'hydrolyse par méthanolyse e t  trifluoroacé- 

tylat ion,  nous montre un changement dans la composition en monosaccharides 

des précipi tés  éthanoliques (tableau XVII page 1.34), plus précisement, 

une ba isse  des taux de Han e t  de GlcNAc . 



bovine : analyse par chromaVopapnie dTaffiEi-bé sui. Co2 .4 . 
( l e s  ccnditions q é r i m e n t e l e s  son t  décrites S l a  9 % ~  SC) 

: -r- --@ro 1;~s z-b : 5l;7co;e-3f i5-eE 5é-.3izS - - 

Les f lêches indiquent l '-plication de lU-h.et:1y1-~lccoside C ,  1 Ci 

dans l e  tzcpon de départ . 



Tableau XVTZ : IZapports molaires en monosacchar5des des précipités 

éthanoliques de ltwalbumine e t  de l a  lactokransferrine 

bovine avant et après incubation avec l'&da . 
: . Ga1 : Bilan : GlcNllc 

. 
ov- . 
--LI- 

Pic 1 

P i c 1  + &da : 

Pic 2 . . 
Pic 2 + &do : . 
Fit 3 

Pic 3 + Ehdo : 

0,lO 

0,lO . . 
traces : 

traces : 

. . 
: --------- LIICTOTRBN-~INE : . . . 
: L T B  . 1 : 12,4? : 3923 . . . 
: L T B  + &do : 1 : 8913 : 2,49 . 



F i m e  38 : Hydrolyse de la lactotransferrine b r i n e  : analyse par  

chromatogra,phie sur couche mince . 
( l e s  conditions expérimentales sont décri tes  à l a  page 61) 

A : mannosides témoin 

2 : 1actotra.nsferrine bovine + EnCo 

C : lactotransferrine bociine 



Z1analyse de 1 'hydrolysat en chrotmtographie sur couche mince 

(fig 38 page 735 ), montre des bandes dloligosmchasides libérés par 

1 l enzyme , Ces oligosaccharides sont semblables à ceux obtenus lors  de 

l'hydrolyse des glycopeptides de 1s litctotransferrine bavfne (voir page 708). 

L'ensemble de ces résultats  montre que la lactotramsferrine bavine 

native est  hydrolysée par llEhdo, mais que ce t te  hydrolyse n'est pas 

to ta le  . 

C - DIS(=LTSSrON SUR ri4 smmc1m 

LT wdo-N~cétyl~-D-@;1ucosaminidas~ que nous avons isolé du moût 

de fermentation du Basidiamycèts sporotricum dimorphosporum, possède l a  

ec i f ic i té  suivante r 

Spécificité sur l e s  glycopepi; ides de type N-acétyllactosaminiq ue 

L'enzyme possède une t r6 s  grande ac t iv i t é  sur l e s  asialoglycoaspa- 

&es bimtennées . Cette propriéte l a  différencie des autres enzymes, 

came 1 &do D, 1 'Eridu CI Bt 1 %ùda PI qui n 'hydrolysent que les structures 

monomtennées, dégradées jusqutaiu CX-ikr l ié  sur l e  C du résidu de 3 
du noyau pentasaccharidique des N-glycosyl-asparagines , 

L* endo-H-acét y1 -D-glucosaminidase du Basidiomycèt e sporot ricwn 13 
dimorphospom est la première enzyme capable dfhycïrolyser l es  asialo- 

glycoasparaghes biantennées intactes , Par la suite, dans notre labor- 

toire,  PIERCE et al. ont montré que 1'EhzÙo de foie de ra t  possédait aussi 

cette propriété (30) 

La  présence d'un résidu d ' acide N-ac5tylneuraminique diminue de 

85 % l ' ac t iv i t é  de l'enzyme . La présence de deux résicus de Nodc 



- 137 - 
l ' inhibe totalement . A u c u n e  M o  décrite ce jour, nt est caqable 

dlhyùroiyser l e s  structures sialyl6es . O r  des olrgosacchasides b i a n t m é s  

sialg.16~ ont é té  caractérisés dans l es  urines de malades a t te in ts  de 

sialidose, laissant supposer l 'existence d'@nd&-ac6tyl D-giucosamuli- P 
dases capables d'hydrolyser ce type de structure . Ce qui peut s'expliquer 

par 1'bypothèse d'&dos inductibles par llaccumsrlation de glycopeptides 

sialylés . 
La présence de résidus de -ose sur la molécule, ralentit aussi 

l lac t  %vit6 enzymatique, sans tout efols 1 ' inhiber totalment . 
Les structures triankennées ne sont que faiblement hydrolysées par 

1 ' e n m e ,  les  structures t étraantenn4es ne l e  sont pas du tout . 

2 - Spécificité sur l e s  glycopeptides de type 01i;totnannosidiaue 

e t  de type mbke 

Sur l e s  substrats de type oligomannosidique, 1' m-zyme est active 

sur l e s  glycoasparagines de ( ~ ) 3 ( ~ l c ~ k o ) @ s n  à (Man) ( G ~ C N A C ) $ ~ S ~  . 
9 

Parmi les  strmctures de type mixte, seules l es  glycoasparagines 

( GICNA~) , ( i l k n ) 5 ( ~ l c ~ ~ ~ ) # s n  e t  ( G~CNAC) (icsn)3(~lc~~c)2Asn , sont 4ydro- 

lysées, alors que les  glycopeptides renfermant des résldus de G a l  rie l e  

sont paa . 
Ces résultats  nous permettent de t i r e r  l es  coirclusions suivantes : 

La substitution su r  le  C3 et l e  Cg du Man l i é  en (al-6) sur l e  Man, et P 
l a  substitution sur l e  C2 du Man l i é  en (al-3) sur l e  Man, n'inhibent P 
pas 1 'act ivi té  enzymatique (voir  tableau XVïII, page 138 , structure 

générale des substrats de l'&do ) . La substitution sur l e  C du résidu 4 
de Man l i é  en (al-3) sur l e  &ka, diminue l lac t iv i tS  Üe l'enzyme . P 

Les résultats  que nous avons obtenus ,nontrent que l'&do de Basi- 

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

(105) pour 1 '&do. CII de Clos-kridium perfrinfiens . 



Spécificité sur les  protéines 

Eh ce qui concerne les  wotéines renfermant des glycannes de type 

N-acétyllactosaminique, l'enzyme hydrolyse à 100 $ l a  sé ro tmsfer r ine  

de lapin désialylée, mals à 50 $ la sérotraxsf m i n e  humaipe . 
En ce qui concerne les protéines renfermant des gP~cannes de type 

oligomannosidique et de type mixte, llen!qme n'est pas capable d'hydro- 

lyser l'ovalbumine, par contre, e l l e  est active sur la lactotransferrine 

bovule 

L? ensemble de ces résultats  , montre que 1 'act ivi té  enzsmat igue 

peut ê t re  contrôlée par plusiuters facteurs : 

- l'encombrement st6riqire crée, soit  par la copule protéique, soi t  

p x  des giycannes non hgdrolysables par l'azyme . 
- l a  conformat ion des glycannes emc-m@mes . 
Ces résultats permettent aussi d'émettre 1 ?iqypothèse que l e  c a t e  

bolisme des glycoprotéùres, commence par l 'action des protéases . Les 

glycopeptides ainsi formes, sont ensuiCe dégradés par l e s  endoglycos~dases 

p i s  par les exoglycosidases . Cette hypthèse, émise au laboratoire, 

par  STR- te-b  IL ( 1°0), permet d1 expliquer 1 ' a c c d a t i o n  dt  oligo- 

saccharides dans l es  urines de malades présentant une déficience en 

enzymes iysosomiaîes . (voir figure 9 page 18) 

Dans l e  tableau page '39, nous avons'comparé l a  spécificité 

de l'&do de Basidiomyces, avec cel le des Endo H, D, CI e t  CII . 



Tableau XD( : specificit6a comparées des &do D, CI, 3, CII avec celle 

de l'&do de 3asidionycète sporotricu~ Zizorphosmrm. 

( Rldo B) . . 
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V - Y-A-T'IL 'D?'E OU DEDX EZJZk"r*lES ? 

Comme nous venons de vo i r  précédemment, 1 '&do du Basidiomyc3s est  

active à l a  fo i s  sur l es  substrats  de type oligornannosidique et  W-acétgllacto- 

saminique . Afin de vé r i f i e r  si ces deux substrats  sont ;iydrolysés par m e  

seule enzyme ou par deux enzymes ou deux s i t e s  catalytiques différents  nous 

avons r éa l i sé  l 'hydrolyse simultanée des deux substrats . 
Comme l e  montre la  f igure 38 page 142, l a  vi tesse d'hydrolyse 

du mélange des deux substrats  N-soétylés [I4C] es t  suparieure à chacune des 

vi tesses  d'hydrolyse de chaque substrat  seul, mais e l l e  res ta  infér ieure 

à la somme de ces dernieres . 
L 'hydm lyse des glycopept ides  N-acétyllactosaminiques Ir-acétyllés [' 4Ç] est  

inhibéepar l a  présence des glycopeptides oligom-osidiques :ù-acétylés froids  
/, 

(fig 39 A P W  343 * )  . P a r  contre, lthZ.drolyse des glycopept ides oligonanno- . . #  

d 

sidiques radioact i fs  n'est pas perturbée par la  présence des substrats  

N-acétyllactosaminiques f ro ids  (figure 39 page 94.3 ) 

Ces r é su l t a t s  excluent donc 11hypoth3se qu ' i l  exis te  deux enzpnes 

ou deux s i t e s  catalytiques complètement indépendants . Eàa tenant compte des 

autres résu l ta t s  obtenus au cours de la purification e t  de l a  détermination 

des propriétés physico-chimiques, ces r é su l t a t s  nous apportent aussi  une 

preuve supplémentaire de l 'existence d' une seule enzme responsable des 

deux ac t iv i t é s ,  e t  nous pouvons émettre ilh;ypoth&se que ce t t e  enzyme porGe 

deux s i t e s  catalytiques . L'un des s i t e s  e s t  spécifique à l ' a c t i v i t é  oligo- 

mannosidique, il n 'est  pas perturbé par l a  préseilce de substrats de type 

N-acétyllactosarniniques . Tandis que l ' au t re  s i t e  est  responsable de l ' a c t i v i t é  

3-acétyllactosaminique . Cette ac t iv i t é  est inhib8e par l a  présence de 

substrats  de type oligoniannosidique . 



~~ D ~ ~ O L Y S E  (min) 

=pure 38 : wdrolyse du mélange de glycopeptides ASTF L"c] 
e t  des glgcopept ides  d t  ovalbumine [14C] 

( 60 nmoles de glycopeptides ASPE> e t  60 moles  de glycooeptides 

d'ovalbumine sont r ep r i s  par  0,01 ml de tampon 6e bIc 1CJXI:X . 

pR 5,O e t  0,01 mï, c?e préparation enzymatique . L'hydrolyse es t  

effectuée à 6O0C pendant des temps vaziables . Les produits 

d'hydrolyse sont séparés pr chr0matoil;raphie sur papier . 
A r : hy&rolyse de ASW [14~]seul - 

O o : l@rolrse de lycopept ides  de 1 l ~ a l b u n i ~ e  [l4C] seuls 

+ +  : bydxolyse de AS' ["Cl + ozraSmine [''Cl : résultat 0 3 3 e m  



TE8ZPS D I Z E X X ' I S E  (min) 

Figure 39 : hydrolyse de méïange de subs t r a t  r ad ioac t i f  e t  de su'uctrzt 

f r o i d  . 
( ~ e  mélange de 60 nmoZes de glycopeptibes [l4C] e t  cie g rnopep t i de s  froiCs 

à concentrat ions vaz iab les  sont r e p r i s  p a r  C,01 nl. de tanamson de 3;c IïJ.4-IIIE 

p3  5,0 e t  C,01 n l  de préparation enz-ynatique . L!:qrLnolyçe e s t  e l f e r t c é e  

à 6C°C pendant des temps ~azici=ales . Les pro?uits <'lq~?rol;rse scn t  

séparés par chromatogzphie s m  pz-ier . ) 
A : -i<51 [14c] + o z  r o i  ; S : o v d - x i n c  

A- : ~1ycopep t ide r  

: ~lycopepticïeç.  12oii:s j iri. 

x x : jLjrco?eptides froids 15 vi.i.; 

0 0 :  ~ l 7 c o ~ e p t i c i e s  f r o id s  30 pl: 



C O X C L U S I O N  G E W E R A L E  

LV étude que nous avons réal isée sur 1 ' endo-H-acét yl D-glucosami- f- 
nidase du Basidiomycète sporotricum dimorphosporum a porté sur la  purlfi-  

cat  5on de 1 ' enzyme, la détermination de ses  propriét 6s physico-chimiques 

e t  enzymatiques, e t  sur sa spéc i f ic i té  . Nous pouvons en t i r e r  l e s  

conclusions suivant es  : 

1 - La préparation enzymatique que nous avons obtenue après l e s  

P t  apes de purification, u l t r a f  i l t r a t  ion, clzromat ograpbie sur colonne 

dVhydroxyapatite, chromatographie sur colonne de DEAE - t r i s a c r y l  14, 

chromatographie sur colonne de Biogel - agarose A 0.5 M, est  débarrassée 

des principales ac t iv i t é s  exoglycosidasiques e t  prot éasiques contaminant es  ; 

11 subsiste cependant une f a i b l e  ac t iv i t é  exo-N-acétyl -&glucosamini- -P 
dasique, même après une purification plus longue . Cette a c t i v i t é  n'est 

pas inhibée par l a  N-acét ylglucosaminolact one qui  es t  pourtant un puis sant 

inhibiteur des exo~-acétylglucosaminidases . Elle e s t  aussi  observée 

dans pluskeurs preparations dtEndo décri tes  dans la l i t t e r a t u r e  . 
l 

2 - L'enzyme possède une plus grande a f f i n i t é  pour l e s  substrats  

de type 01igoma;nnosidique (En = 0,67 a), que pour l e s  substrats de type 

~J-acétyllactosaminique (Km = 0,91 m ~ )  . 
1 Les principales propriétés physico-chimiques que nous avons de-ter- 
1 

minées montrent que l e s  deux ac t iv i t é s  poss5dent, une même température 

optimale (60°c), une même s t a b i l i t é  à la température e t  au pH, une mêne 

masse moiéculaire apparente ( 89 000) , e t  un mêne pX. (2,3) . 
1 



3 - Ltendo-N-acétyly-D-glucosaminidase du Basidiomycbte sporotricum 

dimorpho sponun est  act  ive sur l e s  glgrcopept ides  de type I k c é t  y l lac t  osa- 

minique désialylés biantennés . C'est la première enzyne décrite,  capable 

d'hydrolyser ce type de substrats  . 
L ' enzyme est  ac t ive  sur l e s  glycopept ides  de type O ligomannosidique , 

renfermant de 3 à 9 résidus de mannose . 
Parmi l e s  glycopeptides de type mixte, seuls (Mm) ( ~ 1 c ~ ~ c ) ~ ~ s n  et 5 

($fan) j ( ~ l c ~ ~ c )  Am sont hyd~olysés  . 3 
Eu ce qui concerne l e s  glycoprotéines, l ' e n w e  hydrolyse totalement 

la sérotransferrine de lapin, tandis  que l a  sérotransferrine humaine 

est  hydrolysée à 50 p. 100 . L'ovalüumÎne ne semble pas ê t r e  1ijrdrolysée 

par 1 'enzyme alors que la lactotransferrine barrine 1 'es t  . 
L1 ensemble de ces  r é su l t a t s  montre que c e t t e  enzyme peut ê t r e  

classée dans l e  groupe de l'&do CI= de Clostridium perfringens , en ce 

qui concerne l a  spéc i f ic i té  sur l e s  substrats de types oligomannosidique 

e t  mixte . 
4 - La propriété de l'enzyme d'hydrolyser à l a  f o f s  l e s  s u b s t ~ a t s  

de types oligomannosidique et  N-acetyllact osaminique, nous amène à poser 

la  question : y + t l i l  une ou plusieurs enzymes responsables de ces deux 

ac t iv i t é s  ? A ce t t e  question, nous pouvons répondre q u ' i l  exis te  probctr 

blement une seule enzyme responsable des deux ac t iv i tés ,  car : 

- Les différentes méthodes cinromatographiques u t i l i s é e s  lors  de la  

purification, a ins i  que d'autres, comme l a  chrematofocalisation, l ' iso- 

électrof ocalisat  ion, e t  l a  chromatogrzphie d l a f f  bit é n'ont pas permis de 

dissocier l e s  de= ac t iv i t é s  . 
- Ces ac t iv i tés  ont lm taux d'enrichissement seri5lable tou t  au long 

de l a  purification . 



- La plupart de leurs  propriétés physico-chimiques sont identiques 

(rr,ême s t a b i l i t é  2, l a  température et  au ?II, meme masse moléculaire apparente, 

I De plus; l e s  réactions croisées entre  l e s  deux types de substrats  

1 , montrent que l'enzyme possède deux s i t e s  catalfiiques . Le siVe de l ' a c t i v i t é  

oligomannosidique n 'es t  pas influencé par l a  prSsence de substrats 

TT-acétykl~tosaminiques , P a  contre 1' ac t  i*t é X-acetylf act  osaminique 

est  inhibée par Tes substrats oligomannosidiques , 

5 - Nous avons auss i  m i s  au point la  techniq.l;re d'analyse ' 

de 1 'act i v i t e  &do par chromatographie l iquide haute perf ormace . Cette 

technique est  t r è s  a a t a g e u s e  car  e l l e  ne nécessite aucun inparquage 

préalable du substrat ,  e t  permet de v isua l i ser  sur l e  même chromatogrem.e 

tous l e s  produits d'hydrolyse, e t  éventuellement de l e s  récupérer . 
Cette technique, nous a permis de mettre en évidence l a  présence, 

dans 1' ovalbumùle, de plusieurs glycopeptides dont la  structure n t  e s t  pas 

encore décri te  dans la l i t t é r a t u r e  . 
Les performances de c e t t e  technique pourraient ê t r e  améliorées 

grâce à l 'apparit ion dans l e  commerce, de nouveaux types de colonnes, 

e t  grâce à une meilleure connaissance des conditions de ~ l z r o ~ ~ t o g r a p ' r i e  . 
6 - L'&do que nous avons caractérisée e t  partiellement purifiée,  

I presente une excellente s t a b i l i t é ,  aussi bien dans son u t i l i s a t ion  que 
l 
1 dans son stockage . Ce cr i t9re  es t  apprSciable pour lz protluction de 
l 

l'enzyme . 
I 

De plus, l e  Basidiomyces, d'on provient 17Ehd-O, n'est  ppas patiioene, 
l 
1 con;rairernent ZJX bactéries qui  ont  servi à produire l e s  enzzmes soss3cteat 

des sropriétés  senblables, corne l'%do D ( ~ i ~ l o c o c c u s  na~wioniae), ou 1 5 ~  

h d o  CI et C ( ~ l o s t r i d i u m  perfriniens) . II 



7 - L1endo-N-acétylIfD-glucosaminidase pue nous avons purifiée,  

a servi aux études suiv~,~ntes : 

- Etude structurale des glycannes de la lactotransferrine bovine 
1 

i pax G. SPTK et B.  COD^^ . 
l 

1 - Etude du rôle des g1yca;nnes de la sérotransferrïne de lapin pos 

1 D- W E R  

- Première approche de l'étude structurale des glycannes des IgM 

normales et pathologiques par 8. CAXOUR . 
- Essai sur La hyaluronidase par J,C, 3lIC:-IALSII=I . 

Ces études ont été réalisées, soit avec l'enzyme imrnobil5sée , soit avec 
l'enzyme soluble , 
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