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Comportement chromatographique de lbL-fucosidase s6rique humaine 
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(Rgu ie 28 dkcembrc, 1978) 

Une activitC a-L-fucosidasique (a-r_-fucoside fucohydrolase, EC. 3.2.1.51) a 
it6 mise en Cvidence chez I’Homme dans divers organes (foie, rein, lymphocytes, 
placenta) et dans le sang circulant - . 1 3 Les rkultats public% jusqu’alors sont assez 
disparates, en particulier en ce qui conceme la masse ~oltkulaire de I’enzyme. 

Certains auteurs font &at, dans le tissu hkpatique et le placenta, de deux 
formes de masses molkulaires 200,000 et 5O,CUO, obtenues par chromatographie sur 
gel de Sephadex’p3. D’aprh Robinson et Thorpe’, ces deux formes se retrouveraient 
dans le serum humain. Des travaux &cents postulent l’existence dans difT&ents tissus 
de plusieurs isoenzymes de mCme masse mol&zulaire. L’isolement d’une enzyme de 
faible masse moleculaire correspondrait alors B une dissociation aiske d’un titramire 
thermostable en monomere thermolabile5. 

Devant cette grande dispersion des r&ultats, nous avons tent6 d’ktudier les 
variations du comportement chromatographique de !‘a-L-fucosidase serique. I! est en 
e&t actuellement reconnu que les glycoproteines, et en particulier les sialoglyco- 
protkines,.groupe dans lequel se trouve !‘a-t--fucosidase skique, ont un comportement 
particulier lors de la filtration sur ge16s7. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

lIPtermination de l’activitt? enzymatique 
L’activitC enzymatique est determinie en utilisant comme substrat soit: 
(a) Le para-nitrophinyl-a-L-fucoside (solution 1.5 x 10m3 M dans un tampon 

citrate-phosphate, 0.1 M, pH 5.4). Le dosage du para-nitrophkol lib&lest efkctuC 
par photometric B 405 nm. 

(b) Le methyl-4-umbellifiryyl-a-L-fucopyranoside (solution 1 x 10m3 M dans 
un tampon citrate-phosphate, 0.1 MT pH 54). Le dosage de la methyl&umbeilif&one 
1ibtrCe est efkctuC par fluorimetrie (excitation ti 360 nm et emission B 450 nm). 

Ciwomatographie SW gel de Sephadex G-200 
Le s&rum (0.5 ml) est chromatographie sur deux colonnes (30 x 1 cm) de Sepha- 

dex G-200 (Pharmacia, Uppsala, Suede) montk en serie et Cquilibrees & l’aide d’ur 
tampon atitate (0.05 M, pH 5), addition& d’EDTA (0.001 M). L’elution est realike 
B l’aide de ce meme tampon, 5 raison d’une fraction de 1 ml toutes les 15 min. 
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Chromatograptrie SW U1trogeI AcA34 
Ee serum (0.6 ml) est chromatographie sur une colonne (I 20 x 1.5 cm) d’ Ultro- 

gel AcA34 (LKB, Stockholm, Suede), Cquilibree avec un tampon citrate-phosphate 
(0.05 M, pH 6.4). L’elution est realisee par le m&ne tampon h raison dune faction 
de 2.5 ml toutes les 15 min. 

R&ULTATS ET DISCUSSIONS 

Devant les resultats divergents obtenus par les diErents auteurs lors de la 
purification sur gel de Sephadex de l’a-L-fucosidase de diverses origines, nous nous 
sommes adresses a une technique chromatographique utilisant un support de nature 
diErente, I’Ultrogel AcA 34 (acrylamide-agarose). 

Darts ce cas, l’activite enzymatique serique est Cl&e en un pit assez aigu et 
symCtrique, correspondant a une protCine de masse mol&ulaire 160,OQQ f lQ,flOO 
(Fig. 1). Ce resultat n’etant pas en accord avec ceux de divers auteurs qui suggerent 
l’existence dans le serum’ et le foie3 de deux formes de masse mcl&zulaire 2OQ,OOO et 
50,000, nous avons B notre tour CtudiC le comportement chromatographique ‘de 
l’enzyme sur gel de Sephadex G-200. En utilisant des conditions analogues B celles 
utilis&zs par Robinson et Thorpe3 pour le fractionnement de I’enzyme hepatique, 
l’activite enzymatique serique est CluCe en un pit majeur de masse moEculaire 
d’environ 100,004) et en un pit mineur de masse mol&zulaire d’environ 50,QOO (Fig. 2). 
Cette divergence des resultats obtenus lors des chromatographies sur Sephadex peut 
etre attribuee aux anomalies de comportement des sialoglycoproteines lors de la 
filtration sur gel de Sephadex6. Ces anomalies conduisent a leur attribuer, comme L’a 
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Fig. 1. Chromatographie sur Ultrogel AcA-34: @B, tampon citrate-phosphate (0.05 H, pH 6.4); 
A, tampon zdditionnk de 0.1 oA de dodkcylsulfate de sodium; I, tampon additionne.de mercapto- 
ethanol 10.01 M). Activiti enzymatique erprimke en nmoles de m&hylumbellif~rone litike X h-‘. 
Elution des protCies italons: a = &glucuronidze; b = aldoke; c = albumine bovine; d = 
ovalbumine. 
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montr6 rCcemment Alhadeff et Janowsky5 lors d’une Ctude sur l’a-L-fucosidase hepa- 
tique, une masse mol&ulaire sup&ie-ure & celle obtenue par la meme technique pour 
la pro!Cine d&ialyI6e. Dans ce cas. on pourrait invoquer 1’inBuence de variations de 
la teneur en acide sialique de l’enzyme. 
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ml 

Fig. 2. Chromatographie sur Sephadex G-200. ActivitC enzymatique exprimk en nmoks de 
parani&phknol lib&k x h-l_ Elution des protCines &aIons: (a) zldolase; (b) albumke bovine; 
(c) ovalbumine. 

II semble que nos rCsultats doivent plut6t @tre attribuCs au fait que I’Q-L- 

fucosidase rCsulte de l’association de quatre rnonom&es dont I’Ctat d’agrggation 
depend des conditions phy?ico-chimiques du milieu, conditions conduisant aisement 
a leur dissociation partielle ou totale en dim&es et monom&es Cgalement actifs. Au 
COUHS de la ridaction de ce travail, nous avons en effet pris connaissance des rCsultatsde 
ihorpe et Robinson* mettant en Cvidence l’influence du pH et de la concentration en 
electrolytes du tzmpon d’ilution utilisk lors de Ia filtration SW gel, sur l’ag&gation 

de I’enzyme hkpatique. I\ partir de la mCme enzyme, ces auteurs caractirisent, soit 
une forme de masse moKculaire 6lev& (200,ooO) associ& g une forme de faible masse 
moltiulaire (50$00), soit une forme de masse mol6culaire 100,000 (Tableau I). Nos 
~Csultats obtenus par chromatographie sur gel de Sephadex G-200 ne semblent pas 
en contradiction avec ces r&zents resultats puisque nous avons adopte des conditions 
d’Clution intermediaires quant & la molarit du tampon. 

ear variation des conditions chromatographiques, ii nous a &C possible 
d’obtenir, soit la dissociation totale de l’enzyme en son monomkre, soit sa r&sso- 
ciation sous forme d’un oligom&re de masse molCculaire d’environ 200,000. En effet, 
la ckromatographie sur Ultrogel AcA 34, &alis& en prisence de 0.1% de dod&yl- 
sulfate de sodium, conduit B 1’Clution de 1’activitC enzymatique en un seul pie corres- 
pondant & une masse mol&uIaire de 50,OQO (Fig. l), identique Zt la forme de faible 
masse mol6culaire signalCe par la plupart des auteurs. Une chromatographie sur le 
meme support mais rCalis6e en presence de mercaptoCthano1 1 mM a permis d’attri- 
Suer B l’enzyme une masse molCculaire de 200,000 (Fig. 1). 



L’emmbfe de ces r&&&s n5stsmt5 SH Ie Tableau I est en faveur de h n&t& 
oIigom&ique de I’c-x.-fucosidase skique; En eEe+ fes pratiizxes poss&kat des gmupe+ 
me&s tbiols existectt g&fk&emezzt sous fame d”oIigom&es w-C ia forme 
biofogique normafe de Ia prot6ine. _- . . 

La dissociation aike de cet oligomh-e expliquerait Ies divergences d&s Zes 
r&&ats obtenus par fes diErents auteurs Ions de Iz d&xmimztion de la maSse moE- 
culaire de I’enzyme. 


