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SUMMARY 

Characterization, isolation and properties of thyroid glycosidases : P-Galactosidase, /3-N- 

acetylglwosaminidase and a-mannosidase 

I. Sheep thyroid gland is relatively rich in glycosidases with an acid pH 

optimum : ,&galactosidase, ,8-N-acetylglucosaminidase and u-mannosidase, as identi- 

fied using nitrophenylglycosides. Some of their properties are reported. 

2. These enzymes show a subcellular distribution and a structure linked latency 

compatible with their main localization in lysosomes, a very heterogeneous group of 

particles in the thyroid tissue. 
3. Starting from particulate pellets, three partially purified glycosidases have 

been isolated using gel filtration and ion exchange chromatography: a 6.6 S B-N- 

acetylglucosaminidase, a 10.0 S a-mannosidase, and a rg S ,!-galactosidase (more or 

less convertible into a 5.6 S species). 
4. In spite of a partly prevented instability on storage, these purified glycosi- 

dases are able to sequentially release with various yields carbohydrates from sialic 

acid freed thyroglobulin glycopeptides. With desialized thyroglobulin, low yields are 

observed, which are largely increased in the presence of thyroid proteases. 

INTRODUCTION 

Le metabolisme degradatif de la thyroglobuline a suscite depuis longtemps 
l’inter&t car il est un prealable a la liberation des hormones iodees. Diverses donnees 
morphologiques et biochimiques ont contribue B clarifier cet aspect essentiel de la 
fonction du follicule thyroidien. Par un mecanisme d’endocytose que controle la 
thyreostimuline, s’effectue une capture intracellulaire de “gouttelettes de colloide”, 

c’est-a-dire essentiellement de vacuoles de thyroglobuline : celles-ci vont ensuite 
fusionner avec des lysosomes, particules caracterisees par leur contenu en phosphatase 
acidel-3 et de faGon g&r&ale riches en diverses hydrolases de pH optimum acide. 
La presence d’enzymes proteolytiques dans les lysosomes thyroidiens a CtC demontree 

par des etudes 4 biochimiques - * et l’on dispose par ailleurs d’un certain nombre de 
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donnees sur la proteolyse de la thyroglobuline par des endo- et exopeptidases thyroti- 

diennesg-15. On ne possede par contre aucune information sur le devenir des groupe- 

ments heteropolysaccharidiques de la thyroglobuline et l’on ne sait pas de quelle 

faqon leur catabolisme est lie temporellement a l’ensemble du processus degradatif 

conduisant a la liberation des hormones. 
Au tours de ce travail nous avons etudie l’equipement de la glande thyro’ide 

de mouton en diverses glycosidases susceptibles d’intervenir dans la degradation des 

copules glucidiques de la thyroglobuline: B-galactosidase (EC 3.2.1.23), P-N-acetyl- 

glucosaminidase (EC 3.2.1.30) et a-mannosidase (EC 3.2.1.24). Elles presentent les 

caracteres generaux d’enzymes lysosomaux, avec une distribution subcellulaire com- 

parable a celle de la “phosphatase acide” (EC 3.1.3.2). L’isolement, en petites quan- 

tit&s, de ces glycosidases partiellement purifiees a permis d’en preciser quelques pro- 

pri6tCs et d’etudier leur action d’une part sur des glycopeptides de thyroglobuline, 

d’autre part sur une thyroglobuline (prealablement prives de leurs residus terminaux 

d’acide sialique). Les resultats obtenus suggerent qu’in situ diverses proteases doivent 

intervenir en synergie avec les glycosidases lors de la degradation de la thyroglobu- 

line*. 

MATkRIEL ET Ml?THODES 

Toutes les solutions sont en eau bidistillee et les produits chimiques de qualite 

analytique. 

Dbtewknation des activitb enzymatiques 

L’activite des glycosidases est mesuree a 37O dans un volume de 0.5 ou I ml 

comprenant un tampon citrate-phosphate de sodium 0.04 M, pH 4.7, et l’un des 

substrats suivants (Sigma Chem. Co.) : +itrophenyl-/3-n-galactoside 5 mM (quelque- 
fois lorsque mentionne, o-nitrophenyl-B-D-galactoside 5 mM), P-nitrophenyl$-D-N- 

adtylglucosaminide 5 mM, P-nitrophenyl-a-D-mannoside 2 mM. Les glycosidases 

purifiees sont, pour etre testees, diluees en presence de serum albumine (I mg/ml; 
120-360 pg/ml dans l’essai). GCnCralement aprbs une heure d’incubation, la reaction 

est arr&tee par l’addition d’un volume &gal de tampon carbonate-bicarbonate de 

sodium 0.2 M, pH 10.8. On centrifuge si necessaire avant d’estimer l’absorbance du 

nitrophenol lib&e, a 400 rnp pour le p-nitrophenol (EM = 18.10~) B 430 rnp pour 

l’o-nitrophenol (EM = 2.10~). L’unite enzymatique est la quantite lib&ant I ,umole 

de nitrophenol par min. L’activite specifique est le nombre d’unites par mg de pro- 

teines. Dans nos conditions de travail les quantites de nitrophenol lib&C varient 

lineairement en fonction de la quantite d’enzyme et du temps; la proportion de 

substrat hydrolyse n’excede pas 10% de la quantite engagee. 
La Phosphatase acide est mesuree a 37’, pendant 15 min en tampon acide aceti- 

que-acetate de sodium 0.1 M, pH 5.0, soit a l’egard du p-nitrophenylphosphate 
(Sigma) 12 mM, en presence de M&l, 2.5 mM, EDTA 2 mM, la reaction &ant arr&tCe 
par l’addition de 15 vol. de NaOH 0.1 M, soit a l’egard du /I-glycerophosphate de 
sodium 50 mM, la reaction Ctant arr&tCe par l’addition d’acide trichloracetique pour 

* Certains de ces rCsultats ont BtB bribvement rapport& dans une communication pr&entCe 
a la &me R6union de 1’Association Europeenne de Recherches sur la Glande Thyro’ide, Marseille, 
France, Sept. 1968. 
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obtenir une concentration finale de 5%. On estime alors soit le P-nitrophenol soit l’ion 
orthophosphoriquer6. 

L’activitk protkolytique est mesuree a 37’ en tampon acide adtique-acetate de 
sodium 0.066 M, pH 3.7, vis-a-vis de l’hemoglobine denaturee4J4115. L’unitC enzyma- 
tique est la quantite lib&ant sous forme soluble dans l’acide trichloradtique a 10% 
l’equivalent de 0.1 ,umole de tyrosine. 

La cytochrome oxydase (EC 1.9.3.1) est do&e selon COOPERSTEIN ET LAZAROW~‘. 

Fractionnement subcellulaire 

Les thyro’ides de mouton conservees a o0 pendant environ I h avant d’etre 
disdquees, sont divisees en tranches minces puis homogeneisees dans 5 vol. (ml/g de 
tissu) de saccharose 0.25 M, avec un appareil Ultra-Turrax (vitesse semimaximale 
pendant 15 set). Ces homogenats sont soumis a divers fractionnements, rCa.lisCs a 
des temperatures de o-4”. 

(I) Afin d’avoir une idee g&&ale de la repartition subcellulaire des glycosi- 
dases, on a pro&de a une centrifugation diff&entiellel* d’un homogenat prealable- 
ment filtre sur gaze de nylon. Les centrifugations successives ont &C a 1000, 3300, 
10 000 et 25 000 x gmax p endant IO min (rotor SS 34, Sorvall RC,) enfin a 145 ooo x g 
pendant 60 min (rotor 40, Spinco L,). A l’aide d’un homogeneiseur Potter peu serre, 
muni d’un piston en teflon, les sediments issus de chaque centrifugation successive 
sont remis en suspension dans un volume reduit de saccharose 0.25 M et l’on effectue 
une deuxieme centrifugation identique dans un nombre restreint de tubes; les sur- 
nageants obtenus sont reunis a ceux de la premiere centrifugation et l’ensemble est 
alors soumis a la centrifugation suivante. Les sediments successifs (P,,, P,,, P,,,, 
P,,, et P14& sont conserves dans la glace ou congeles. 

(2) Si l’on desire seulement recueillir l’ensemble des particules riches en glyco- 
sidases, l’homogenat est soumis a une centrifugation de IO min a IOOO x g, ce qui 
Climine debris cellulaires et noyaux, et le surnageant postnucleaire filtre sur gaze de 
nylon, est alors soumis a une centrifugation de IO min 8. 25 ooo x g. Le sediment 
obtenu, “sediment 25 ooo x g”, contient une proportion &levee des glycosidases 
thyroidiennes. 

Extraction des enzymes particulaires 
Elle est obtenue de diverses fa$ons selon les objectifs. 
(I) A partir de sediments non congeles suspendus en saccharose 0.25 M a o0 

(2.5 ml/g de tissu initial), l’addition de 0.2% (v/v) de Triton X-100 (Sigma) conduit 
en quelques minutes a une liberation maximale des activites enzymatiques (estimee 
dans le surnageant d’une ultracentrifugation a 145 ooo x g pendant 40 min). Par 
suspension en divers milieux salins hypotoniques on obtient, a volume &gal, une 
solubilisation moins importante. 

(2) Les sediments congeles (qui conservent pendant plusieurs semaines sans 
modification appreciable leurs activites enzymatiques potentielles) sont remis en sus- 
pension dans des volumes variables de diverses solutions salines hypotoniques, even- 
tuellement avec deux congelations et decongelations. La solubilisation des activites 
hydrolases depend de l’ensemble des conditions mises en jeu (congelation(s), force 
ionique, rapport de volume); elle est obtenue plus facilement que celle de la cyto- 
chrome oxydase. 
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Purijcation de la /I-galactosidase, de la B-N-ac&ylglucosaminidase et de l’a-mannosidase 

Elle est effect&e a partir de sediments 25 ooo x g, ce qui Climine une part 

importante de la thyroglobuline des homogenats. Toutes les operations sont effect&es 

a o-4’. Dans une experience type les sediments provenant de 25 g de thyroides sont 

extraits par 62 ml de NaClo.015 M en s’aidant de deux congelations et decongelations. 

Le surnageant d’une ultracentrifugation a 145 ooo X g pendant 40 min est addition& 

de (NH&SO4 a 80% de la saturation. Le precipite obtenu est redissous dans 5 ml 

d’eau et la solution est dialysee pendant 16 h contre un tampon phosphates de sodium 

0.05 M, pH 6.5, NaCl 0.1 M. 

Elle est alors filtree sur Sephadex G-200 (Pharmacia) Cquilibre en ce m&me 
tampon. Une colonne de 2.1 cm x 87 cm reqoit 126 mg de proteines, la vitesse d’ecou- 

lement est de IO ml/h, les fractions recueillies de 5 ml. Les fractions correspondant a 

trois pits d’activites glycosidases relativement bien s&pares (regions I, II et III) sent 

regroupees et concentrees si necessaire par dialyse contre du polyethylene glycol 

(Carbowax 20 M, Union Carbide Corp.). Ces echantillons sont conserves a o” avant 
d’etre equilibres par dialyse contre le tampon initial de l’operation suivante, une 

chromatographie d’echange d’ions. Pour la p-galactosidase de la region I, l’echangeur 

d’ions est le DEAE-Sephadex A-50, et pour les deux autres enzymes (regions II et 

III) le CM-Sephadex C-50. Ces echangeurs d’ions ont &C cycles selon les recommanda- 

tions de Pharmacia, avant d’etre Cquilibres avec chaque tampon initial. 

La colonne de DEAE-Sephadex (2.3 cm x 37 cm) a re$u 49.8 mg de proteines. 

On etablit avec un dispositif Varigrad un gradient lineaire de NaCl allant de 0.02 a 

0.32 M dans un tampon phosphates de sodium 0.01 M, pH 6.4, MgCl, 5 mM, EDTA 

0.5 mM, ,%mercapto&hanol IO mM. La vitesse d’ecoulement est de 20-15 ml/h et les 
fractions recueillies de 3.5 ml. Chaque tube contient a l’avance IOO ~1 d’une solution 

saline NaCl 2.5 M, MgCl, 0.14 M. On regroupe les fractions correspondant a l’activite 

b-galactosidase, on concentre comme precedemment et on Cquilibre par dialyse contre 

un milieu stab&ant ayant la composition suivante: NaCl 0.1 M, MgCl, 5 mM, phos- 

phate de sodium 0.01 M, pH 6.4, EDTA 0.5 mM, /I-mercaptoethanol IO mM. 

La colonne de CM-Sephadex (environ 1.7 cm x 41 cm) recoit le materiel issu 

de la region II (IO mg de proteines) ou III (14 mg de proteines) du fractionnement sur 

Sephadex G-200. On Ctablit un gradient lineaire de NaCl allant de 0.005 a 0.34 M, 
dans un tampon acide adtique-acetate de sodium 0.01 M, pH 5.8, EDTA 0.5 mM, 

/%mercaptoCthanol IO mM. Le rythme est de 18-15 ml/h, et les fractions de 3 ml. 

Elles sont recueillies dans des tubes contenant a l’avance IOO ,ul d’une solution saline : 
NaCl 2.1 M, MgCl, 0.3 M. On regroupe et on concentre les fractions correspondant a 
l’activite a-mannosidase ou a l’activite B-N-adtylglucosaminidase. Elles sont con- 

servees a o’, Bquilibrees par dialyse contre le milieu stabilisant decrit plus haut. 

Action des glycosidases puri$Les SW des glycopeptides de thyroglobuline et SW une thyro- 
globuline prtfalablement privb d’acide sialique 

Les glycopeptides non dialysables resultant de l’action de la pronase sur une 
thyroglobuline de mouton sont prives des residus terminaux d’acide N-adtylneura- 
minique par hydrolyse en HCl 0.02 M pendant I h a 80” puis dialyses contre eau19. 
L’action des glycosidases thyroidiennes est etudiee avec 5.5 mg de glycopeptides par 

essai de 5 ml, en tampon citrate-phosphate de sodium 0.04 M, pH 4.7 (contenant 
aussi NaCl 0.025 M, MgCl, 1.25 mM, EDTA 0.125 mM, /I-mercaptoethanol 2.5 mM), 
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et avec un nombre variable de mUnit& pour chacun des enzymes (enzymes introduits 

sequentiellement ou simultanement). Ces essais, addition& de quelques gouttes de 

toluene, sont places a 37’ et des quantites aliquotes sont prelevees a intervalles 

reguliers. 
Une thyroglobuline de mouton purifiee sur DEAE-cellulose est privee de 87% 

de ses residus terminaux d’acide N-acetylneuraminique par l’action d’une neuramini- 

dase depourvue d’activite proteolytique (Behringwerke AG), puis filtree sur Sephadex 
G-200. L’action des glycosidases thyroidiennes est etudiee dans les memes conditions 

que pour les glycopeptides mais avec 27.6 mg de substrat par essai dans un volume 

de 6.5 ml et avec davantage de mUnitCs enzymatiques. 

Dosage des glucides combinb et des glztcides libk&s 

Les glucides combines sont doses apres une hydrolyse acide adequate. Les 

glucides lib&Q enzymatiquement sont doses apres elimination par centrifugation du 

materiel insolubilise (important dans les essais avec la thyroglobuline asialique) et 
apres dessalage sur colonne (0.8 cm x IO cm) de &sines Dowex 50-X8 (200-400 mesh, 

forme H+) et Dowex 1-X8 (200-400 mesh, forme HCOO-). Les oses neutres sont 

recueillis en t&e avec la N-acetylglucosamine. Le galactose est estime par une me- 
thode mettant en jeu la galactose oxydase (Galactostat Worthington), la N-acetyl- 

glucosamine selon une modification du pro&de de Morgan-Elson20. Afin d’estimer 

les autres oses neutres, on a recours a une separation chromatographique sur papier, 
suivie d’une Clution par eau et d’un dosage par la reaction a l’orcino120. 

Au&es d&terminations chimiques 
Les proteines, RNA et DNA sont dosees comme preddemment dCcrit21. 

RBSULTATS 

Quelques pro@iWt% des glycosidases thyroidiennes 

On observe tout d’abord que relativement a d’autres tissus animaux22-25 la 

glande thyroide de mouton est riche en activites /3-galactosidase, /3-N-adtylglucosa- 

minidase et a-mannosidase. Le nombre d’unites enzymatiques par g de tissu frais 
est du m&me ordre que pour le foie de rat, alors que dans la thyroide la proportion 

de cellules epitheliales (et de DNA) est inferieure, du fait de l’existence de l’espace 
“collo’ide”. Le nombre d’unites par mg de DNA est, respectivement pour les trois 

activites enzymatiques: 0.41, 6.16 et 0.98 (moyenne de 3 experiences; DNA 1.1 mg/g 

thyroide). Des essais preliminaires ont Cgalement montre la presence d’une sialidase 

(EC 3.2.1.18) active vis-a-vis du sialyllactose. 
L’effet du pH sur les activites /3-galactosidase, P-N-acetylglucosaminidase et 

a-mannosidase est indique sur la Fig. I. Les courbes sont assez cornparables qu’il 
s’agisse d’enzymes solubilises a partir de sediments 25 ooo x g, des residus particu- 

laires correspondant ou de surnageants cytoplasmiques. Cette similitude suggere 
qu’une part importante de l’activite des surnageants pourrait resulter de dommages 
infliges aux particules lors de l’homogeneisation. On observe un plateau plus large 
pour l’optimum d’activite de la /?-galactosidase (pH 3.5 a 5.2) que pour les fi-N-adtyl- 

glucosaminidase et a-mannosidase (pH 4.0 a 4.8). 
Les valeurs de K, obtenues vis-a-vis des p-nitrophenylglycosides sont les sui- 
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Fig. I. Effet du pH sur l’activit6 enzymatique a 1’8gard des P-nitroph6nylglycosides (unit& 
pour I g de thyroides). Fraction soluble apr&s extraction par NaClo.015 M d’un sediment 25 ooo x 
g : O- 0, B-galactosidase : A-A, /?-N-acCtylglucosaminidase ; H, a-mannosidase. q - 0, 
activit& enzymatiques dans les fractions skdimentables correspondantes. +- - -+, activit& 
enzymatiques dans les surnageants cytoplasmiques apr&s centrifugation B 25 ooo x g pendant 
10 min. 

vantes: 1.5 *IO-~ M pour la j3-galactosidase, 0.9 *IO-~ M pour la p-N-acktylglucosa- 
minidase et 0.85 * IO-~ M pour l’a-mannosidase. Vis-a-vis de l’o-nitrophknylgalacto- 
side, la ,%galactosidase a un Km de 1.4. IO-~ M. Les tracks selon LINEWEAVER ET 

BURK~~ sont essentiellement linbaires (Fig. 2). Pour la /3-galactosidase on note un 

0 S~O.NITROPHENYL.R.D.GALICrOSlOE 
z 
UJ 
I 
ti 

0 I 

S:P.NITRGPRENYL.N.ACETYL.B.D.OLVCOU\MINIDE 

0.5 1 1.5 [SIxlO-'M 

Sz p.NITROPHENYL .jS.D.GALACTOSIDE 

5 '0 vly 

1 2 3 [Sl x 1O-s M 
5: p.NIlROPHENYL.U.D.MANNOSlDE 

Fig. 2. valeurs de K,, dCtermin.&es avec l’extrait par NaCl 0.015 M d’un sediment 25 ooo x g. 
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TABLEAU I 

ACTION DE DIVERS&S SUBSTANCES SUR LES GLYCOSIDASES THYROiDIENNES 

RCsultats exprimes en o/0 de l’activite de t&moms Saw effecteurs. 

Effecteur /3-G&&- 
sidase 

MgCl, 5 mM IO0 
IO mM I04 

MnCl, IO mM IO0 
ZnSO, IO mM 87 
EDTA 20 mM 94 
/l-Mercaptoethanol ImM IO0 

100 mM 128 
p-Chloromercuriphenylsulfonate 

de sodium 0.01 mM 2I 
0.10 mM 0 
0.50 mM 0 

,!-N-AcCtyl- 
glucosami- 
nidase 

a-Mannosi- 
dase 

118 100 
118 IO5 
I27 106 
5’ II* 

100 90 
108 IO0 
108 96 

74 
37 

0 

100 
100 
100 

leger effet inhibiteur du substrat au-de18 de 2. IO-~ M (P-nitrophenylgalactoside) ou 
3 * IO-~ M (o-nitrophenylgalactoside) 

L’action de diverses substances sur l’activite des glycosidases est indiquee dans 
le Tableau I. On voit que la /3galactosidase est t&s sensible a l’action d’un agent 
bloquant les groupements sulthydryles, la p-N-acetylglucosaminidase un peu moins 
et l’a-mannosidase apparemment pas. Le zinc, inhibiteur de l’activite des deux pre- 
miers enzymes, augmente au contraire l’activite du dernier. Ces essais et l’observation 
de ce que l’addition de NaCl a la concentration 0.1 M ralentit une inactivation pro- 
gressive a o0 pour des temps longs, nous ont guide dans le choix du milieu stabilisant 
utilise au tours de la purification des enzymes (voir M~THODES). 

Le caractbre de latence des glycosidases a Cte 6valuC comparativement a celui 
de la phosphatase acide a partir de sediments zg ooo x g non congeles. C’est en 
presence de Triton X-100 que l’activite solubilisee est la plus grande (Tableau II). 
Une solubilisation efficace est egalement obtenue avec un tampon phosphate de 
sodium 0.01 M, pH 6.5, ou avec NaCl 0.015 M apres deux congelations et decongela- 
tions: ces observations sont compatibles avec une appartenance au groupe des lyso- 

TABLEAU II 

LATENCE DE DIVERSES HYDROLASES DANS LES SdDIMENTS 25 000 X g 

Reprises par 2.5 ml de chaque milieu pour I g de tissu initial. Resultats exprimes en y0 de l’acti- 
vite solubilisee, mesurfk apres ultracentrifugation a 145 000 x g pendant 40 min (moyenne 
3 experiences, sauf*: I experience). 

Extrait @-Gala&- P-N-Ace’tyl- a-Manno- Nitrophdnyl- 
sidase glucosami- sidase phosphatase 

nidase 

Saccharose 0.25 M 6.5 6.1 6.1 5.5 
Saccharose + 0.2% Triton x-100 89.4 97.7 81.1 77.8 
Phosphate de sodium 0.01 M, 

PH 6.5 67.7 87.7 31.0* 41.3 
NaClo.015 M congCl.-decongel. 76. I 86 46.5 41.5 
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somesz7. On remarque pourtant que ces diverses hydrolases acides n’ont pas exacte- 
ment le mCme comportement en milieu hypotonique : les proportions solubilisees sont 
plus elevees pour la /?-galactosidase et la ,!I-N-acetylglucosaminidase que pour l’a- 
mannosidase et la phosphatase acide. Nous n’avons pas recherche si cela provient 
pour ces deux dernieres d’une &adsorption preferentielle sur les sediments membra- 
naires elimines par ultracentrifugation ou reellement d’une localisation plutot mem- 
branaire au sein des lysosomes. 

R@artition subcellulaire 

Au tours d’une centrifugation differentielle, la repartition des trois glycosidases 
thyroidiennes est comparable a celle de la phosphatase acide (Fig. 3). Tandis que la 
cytochrome oxydase est preferentiellement localisee dans la fraction P,,,,, les activites 

% PROTEINES 

Fig. 3. Repartition subcellulaire de divers enzymes (moyenne 2 experiences). Les fractions 
successives sont dans l’ordre de leur isolement, de gauche a droite P,,, P,,, P,,,, P,,,, P,,,, et 
surnageant postmicrosomal (voir M~THODES) En ordonnee : activite specifique relative (unitCs/mg 
proteines de la fraction/unit&/mg proteines de l’homogenat) ; les determinations enzymatiques 
sont faites apres extraction par le Triton X-100 mais sans &miner le materiel sedimentable. En 
abscisse : o/o de proteines. Les fractions particulaires successives contiennent respectivement par 
g de thyroi’de: 11.2, 1.84, 5.7, 4.2, 8.7 mg de proteines; et 380, 47, 141, 244. 607 pg de RNA. 

hydrolases correspondent a une population de particules sedimentant de facon assez 
ma1 definie, plus encore que dans le cas du foie 22. Le parallelisme observe dans la 
repartition des /?-galactosidase, @-N-acetylglucosaminidase a-mannosidase et phos-, 
phatase acide est pourtant en faveur d’une localisation largement lysosomale pour 
tous ces enzymes. 

Avec la glande thyrolde comme avec le tissu lymphoide24~28, la proportion des 
activites glycosidases et phosphatase acide dans les surnageants postmicrosomaux est 
plus Clevee qu’avec le foie: ici 30 a 45% des activites totales, selon les enzymes 
(moyenne z experiments). L’ensemble des particules sedimentant entre IOOO et 
25 ooo x g (IO min) detiennent ici de 42 a 50% de ces activites totales et dans d’autres 
experiences, jamais plus de 64%. Ces proportions ne sont pas modifiees par l’emploi 
de saccharose 0.44 M, au lieu de 0.25 M. Les conditions d’homogeneisation auxquelles 
on doit recourir avec ces tissus sont plus violentes qu’avec le tissu hepatique ce qui 
pourrait avoir pour consequence l’eclatement d’un plus grand nombre de particules 
lysosomales4*7,2g. 
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A partir de sediments 25 ooo x g remis en suspension dans le saccharose 0.25 M 
nous avons essay6 par centrifugation isopycnique et par centrifugation de zone en 

divers gradients de saccharose (0.25-1.8 M, rotor SW 25, Spinco L,) de preciser la 

repartition des hydrolases acides comparativement a celle de la cytochrome oxydase. 

Des resultats preliminaires montrent (I) que pour des centrifugations correspondant 

a des gmin eleves, les particules detenant les activites hydrolases sklimentent en 

majorite au-de18 de la cytochrome oxydase, (2) que pour des centrifugations corres- 

pondant a des gmin faibles30, il existe a la fois des particules sedimentant moins vite 

et d’autres sedimentant plus vite que les mitochondries. 11 reste a determiner dans 

quelle mesure ceci traduit surtout une hMerog6neite fonctionnelle des lysosomes2s~31~32 

ou peut-&tre aussi la presence d’activites glycosidases et phosphatase dans d’autres 

structures subcellulaires. 

Isolement de petites quantith de glycosidases purifibes 

Le bilan dune experience type est resume dans le Tableau III. Les rendements 
de la purification partielle des trois glycosidases sont assez bons au niveau de la filtra- 

TABLEAU III 

PURIFICATION DES GLYcOsIDAsEs THYROIDIENNES 

Purification type r&lisCe B partir de 25 g de glandes. 

NO. Fraction /3-Galactosidase 

Etapes 1-5 

m Unilks mlJnite’s/ 
totales 

;L%nes 

Surnageant 
postnuclkaire 8500 1.2 

Extrait s6d. ooo x 25 g 2200 9.1 
Prbcipite (NH,),SO, 2020 16 
Sephadex G-200 978 19.5 
DEAE-Sephadex 728 450 
CM-Sephadex 

,6-N-Ace’tylgluco- 
saminidase 
Etapes I, 2, 3, 4, 6 

m lJnitf& m Un&k/ 
totales mg 

prote’ines 

268 ooo 39 
85 000 355 
68 ooo 572 
44 ooo 3 050 

44 000 29 500 

a-Mannosidase 

Etapes 1, 2, 3. 4. 6 

m Unitds m Unitdsl 
totales 

;%%aes 
~_ 

19 000 2.7 
3 800 16.1 

2 780 22 

I 970 215 

830 2380 

tion sur gel, des chromatographies d’echange d’ions et de la recuperation des enzymes 
apres ces operations. 

On voit sur la Fig. 4 que la filtration sur Sephadex G-200 conduit a la separation 
de trois zones relativement bien distinctes d’activitb glycosidases: pour une large part 
l’activite p-galactosidase est exclue; elle est suivie de l’a-mannosidase puis de la 

p-N-acetylglucosaminidase au niveau de laquelle se situe aussi une certaine activite 
/I-galactosidase. L’activite proteolytique test&e est assez largement retard&e au dela 
des glycosidases. 

Dans les operations que resume le Tableau III, seule la /I-galactosidase exclue 
du Sephadex G-ZOO (region I, Fig. 4) est utilisee pour la chromatographie sur DEAE- 
Sephadex, qui permet d’eliminer largement la thyroglobuline (Fig. 5). 

La chromatographie sur CM-Sephadex de la region III de la filtration sur 
Sephadex G-zoo, oh se trouvent a la fois la B-N-acetylglucosaminidase et une activite 
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20 30 40 SO 60 

NI FRACTIONS 

Fig. 4. Filtration snr Sephadex G-zoo de l’extrait provenant de sediments 25 ooo x g (voir 
MI~THODES). L’absorbance de p-nitroph6nol lib&6 (400 m,~) est Bvaluke avec des prises d’essai 
differentes pour chaque glycosidase: o-0, ,&galactosidase; n-n, /3-N-ac6tylglucosaminidase; 
to, a-mannosidase. --, absorbance B 280 m,~. x - -X , absorbance B 280 m,~ dans le 
test d’activitk protkolytique. 

,&galactosidase conduit B l’exclusion de cette p-galactosidase tandis qu’une proportion 

ClevCe de la /3-N-ac6tylglucosaminidase est dchangCe (Fig. 6a). Dans des conditions 
cornparables sur CM-Sephadex, la mannosidase de la rCgion II de la filtration sur 
Sephadex G-zoo, CchangCe elle aussi, est kluCe & une force ionique lkggrement sup& 
rieure 8. celle Cluant la j3-N-acktylglucosaminidase (Fig. 6b). 

Si l’on effectue une chromatographie dire&e sur CM-Sephadex d’un extrait 
salin de sddiment 25 ooo x g, on note qu’il est alors difficile d’Cviter une contamina- 
tion de la N-acktylglucosaminidase et de l’a-mannosidase par une activitd protColyti- 
que (Fig. 7). 

Quelques $ro@!teL des glycosidases purijt!es 

Les glycosidases deviennent tri% instables au tours de leur purification. La 
congklation ainsi que la lyophilisation sont alors A proscrire. Une stabilisation satis- 

N” FRACTIONS 

Fig. 5. Chromatographie snr DEAE-Sephadex du mat&e1 exclu du Sephadex G-zoo (voir 
M~THODES). O-0, B-galactosidase d’aprks absorbance B 400 mp; -, absorbance B 280 mp. 
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0.0’05 M gradient NaCI 0.54 M 

I 1 
0.005 M gradient NaCI 0.34 M 

!bl 

ZV SU bU 1uu 120 140 
NI FRACTIONS 

Fig. 6. Chromatographie sur CM-Sephadex (voir M~THODES). (a) Ikhantillon provenant de la 
rCgion III de la filtration sur gel (Fig, 4). a,n, B-N- ac&ylglucosaminidase d’aprks absorbance 
B4OOnl,u~, absorbance & 280 m,u. (I?) Echantillon provenant de la region II de la filtration 
m-s gel. to, a-mannosidase. 

faisante est pourtant obtenue pour des periodes de plusieurs jours a O’ dans un milieu 
salin faiblement reducteur et faiblement complexant (voir M~~THODES). Les tests en- 
zymatiques a l’egard des nitrophenylglycosides sont maintenant effectues avec des 
enzymes prealablement dilues en presence de serum albumine (I me/ml). 

L’e$et ah $H sur l’hydrolyse des p-nitrophenylglycosides est inchange par rap- 
port aux enzymes non purifies, tant pour la p-galactosidase exclue du Sephadex G-200 
et purifiee sur DEAE-Sephadex (plateau assez large) que pour la p-N-acetylglucosa- 
minidase. Par contre l’a-mannosidase manifeste maintenant un pH optimum plus 
acide d’environ une unite de pH. 

Les valeurs de K, vis-a-vis des p-nitrophenylglycosides sont les suivantes: 
1.5. IO-~ M pour la /!-galactosidase (exclue du Sephadex G-zoo, CchangCe sur DEAE- 
Sephadex), 0.90 .IO-~ M pour la p-N-adtylglucosaminidase et 0.85 *IO-~ M pour l’a- 
mannosidase, valeurs indentiques a celles trouvees a partir d’extraits non purifies 
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(voir plus haut). Une petite quantite de /I-N-acetylglucosaminidase exclue du CM- 

Sephadex (Fig. 6a) manifeste un K, identique a celui du pit principal khan& Pour 

la /?-galactosidase primitivement localisee avec la @-N-acetylglucosaminidase sur 

Sephadex G-zoo et plus tard exclue du CM-Sephadex, le Km est de 0.76. IO-~ M. 
L’analyse par ultracentrifugation en gradient lineaire de saccharose (5-20%, en 

phosphates de sodium 0.05 M, pH 6.98, NaCl 0.05 M, 23 h a 4’, 24 ooo rev./min, 

Rotor SW 25, Spinco L,) donne un ordre de grandeur des masses moleculaires, deja 

suggerees par la filtration sur Sephadex G-200. Par reference a une thyroglobuline 

N’ FRACTIONS 

Fig. 7. Chromatographie sur CM-Sephadex d’un extrait salin de sediment 25 ooo x g (voir 
M~THODES). Les activitks enzymatiques et l’absorbance A 280 rnp sont indiquks avec les m&mes 
symboles que dans les Figs. 4-6. 

19 S et a une y-globuline 6.9 S, la p-N-acetylglucosaminidase (6.6 S) et l’a-mannosi- 

dase (10.0 S) pourraient avoir des masses moleculaires voisines de 150 ooo et 225 OOO. 
La @-galactosidase manifeste un comportement particulier: l’enzyme ‘ICger” de la 

filtration sur Sephadex G-zoo, dont on a vu qu’il n’est pas retenu sur CM-Sephadex 

presente un coefficient de sedimentation de 5.6 S compatible avec une masse molecu- 

laire de l’ordre de 125 ooo. L’enzyme “lourd”, exclu du Sephadex G-200, presente 
apres Cchange sur DEAE-Sephadex a la fois un constituant rg S majoritaire et un 

constituant 5.6 S, ce qui suggere une interconversion. Cette hypothese est etayee par 

l’observation suivante: tandis que l’analyse d’un extrait enzymatique non purifie par 

ultracentrifugation dans un gradient de saccharose tampon& en phosphates de 
sodium, pH 6.98, NaCl 0.05 M montre la presence de l’activite p-galactosidase dans 

les deux pits precedemment mentionnes, si ce gradient est effect& en Tris-HCl 
0.02 M, pH 7.57, NaC1o.1 M, on constate que lap-galactosidase est entierement 5.6 S. 

On peut se demander si l’on assiste alors a la dissociation d’un polymere 19 S en un 
monomere 5.6 S ou seulement a la separation de p-galactosidase 5.6 S a partir d’un 
complexe pre-existant qui resterait a definir. 

Tandis que l’existence de la /&galactosidase d’E. coli sous la forme d’un tetra- 
mere est acquise33-35, on connait moins bien les p-galactosidases animales; l’hypo- 
these a ete emise de l’existence dans le foie de divers animaux de formes multiples 

correspondant a des degres differents de polymCrisation36. 
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8 
T

A
B

L
E

A
U

 
IV

 
S

l 
Q

\
 

5 3 
H

Y
D

R
oL

Y
sE

 E
N

Z
Y

M
A

T
IQ

U
E

 
D

E
 

G
L

Y
C

O
P

E
P

T
ID

E
S 

D
E

 
T

H
Y

R
O

G
L

O
B

U
L

IN
E

 
E

T
 

D
E

 
T

H
Y

R
O

G
L

O
B

U
L

IN
E

 
A

SI
A

L
IQ

U
E

S 

%
 

E
n

zy
m

e 
N

O
. 

%
 

T
em

ps
 

(h
) 

G
ly

co
pe

pt
id

es
 

as
ia

li
qu

es
 

T
h

yr
og

lo
bu

li
n

e 
as

ia
li

qu
e 

pr
rp

. 
in

cu
ba

ti
on

 
._

__
- 

-_
__

__
__

_ 
* 

P
ar

ti
el

 
T

ot
al

 
m

 U
ni

tC
s 

yO
 H

yd
vo

ly
se

 
m

U
n

it
&

 
%

 H
yd

ro
ly

se
 

d
s 

te
st

 
_=

:_
__

__
__

 
d

s 
te

st
 

G
al

 
N

-A
c-

 
M

an
 

G
lC

 

z 
8.

G
al

ac
to

si
da

se
 

s ” 
b-

G
al

ac
to

si
da

se
 

(2
4 

h
) 

$ 
+

 
fl

-N
-a

ce
ty

lg
lu

co
sa

m
in

id
as

e 
3 2 

B
-G

al
ac

to
si

da
se

 
(2

4 
h

) 
+

 
/I

-N
-a

c&
yl

gl
u

co
sa

m
in

id
as

e 
24

 h
 

+
 

a-
m

an
n

os
id

as
e 

/I
-G

al
ac

to
si

da
se

 
+

 
/I

-N
-a

c&
yl

gl
u

co
sa

m
in

id
as

e 
+

 
a-

m
an

n
os

id
as

e 

fl
-G

al
ac

to
si

da
se

 
+

 
pr

ot
k

as
es

’ 

fi
-N

-A
c&

yl
gl

u
co

sa
m

in
id

as
e 

+
 

pr
ot

C
as

es
**

 

3 3 3 3 3 3 I I I I I 2 

__
__

__
 

G
a

l 
N

-A
c-

 
M

an
 

G
lc

 

24
 

48
 

10
0 24

 
24

 
48

 
48

 
72

 
98

 
I2

2 24
 

48
 

22
 

70
 

50
 

$3
 

72
 

I2
0 38

 
62

 
96

 

96
 

96
 

id
 

id
 

56
 

I4
 

24
 

48
 

90
 

96
 

96
 

8 
80

0 96
 

8 
80

0 

27
6 

I 
3s

o 

20
 

46
0 32

 

IO
 

00
0 

53
 

45
 

84
 

56
 

63
 

71
 

32
 

38
 

4’
 

57
 

63
 

52
 

31
 

40
 

60
 

95
 

32
 

35
 

36
 

10
 

16
 

19
 

3’
 

36
 

12
 

50
 

20
 

62
 

26
 

14
5 

I4
5 

13
 

20
0 

I4
5 

1
3
 2

0
0
 

35
 

27
6 

37
 

92
0 20

 

24
 

46
0 23

 

IO
 0

00
 

1
6
 

21
 

22
 

I2
 

15
 

13
 

8 9 9 

15
 

9 

‘5
 

14
 

6 
2 

T
ra

ce
s 

T
ra

ce
s 

33
 

II
 

8 

1
6
 

7 
24

 
8 

39
 

20
 

* 
P

ro
tC

as
es

 
re

ta
rd

be
s 

su
r 

S
ep

h
ad

ex
 

G
-2

00
 

(F
ig

. 
4)

 ; 
3.

5 
u

n
it

&
 

da
n

s 
le

 t
es

t.
 

**
 P

ro
te

as
es

 
re

st
ee

s 
pr

&
en

te
s 

da
n

s 
ce

tt
e 

pr
h

pa
ra

ti
on

 
ob

te
n

u
e 

pa
r 

ch
ro

m
at

og
ra

ph
ie

 
di

re
ct

e 
su

r 
C

M
-S

ep
h

ad
ex

 
(F

ig
. 

7)
. 



GLYCOSIDASES THYROiDIENNES I67 

Action des glycosidases @..wifibees SW des glycopeptides de thyroglobuline et SW une thyro- 
globuline asialiques 

Les resultats obtenus sont port& clans le Tableau IV. Avec les glycopeptides 
non dialysables prives d’acide sialique, on constate que la p-galactosidase lib&e une 
proportion elevee des residus de galactose, observation compatible avec leur position 
devenue terminale1g~s7. Une faible proportion du galactose doit rester inaccessible a 
la /?-galactosidase du fait de la presence de fucose, non d&ache prealablement. L’ad- 
dition de /3-N-acetylglucosaminidase dans les conditions oh nous l’avons effectuee 
(Tableau IV), lib&e moins de la moitie de la ,3-N-acetylglucosamine combinee et 
l’addition d’a-mannosidase une proportion voisine de mannose. La raison de ces 
resultats par defaut est difficilement explicable sur la seule base de ces premieres 
experiences: elle pourrait &tre due a l’instabilite des enzymes dans nos conditions 
experimentales. Par l’action sequentielle d’une /l-galactosidase d’E. coli et d’une 
/?-N-acetylglucosaminidase d’epididyme sur un substrat comparable au notre, SPIRO 
ET SPIRO~* signalent avoir obtenu un enlbvement plus complet des residus de N-acetyl- 
glucosamine. 

A l’occasion de chromatographies sur papier, on observe la liberation d’un peu 
de fucose dans les essais contenant la ,!?-N-acetylglucosaminidase, ce qui montre que 
cette derniere detient aussi une fucosidase (ici non testee a l’egard d’un substrat 
synthetique). 

Un fait interessant est observe pour la /3-N-acetylglucosaminidase thyroidienne 
purifiee: cet enzyme, d&-ii par son activite a l’egard du p-nitrophenyl-/3-N-acetyl- 
glucosaminide, ne presente qu’une activite /?-galactosidase minime vis-a-vis du $- 
nitrophenylglycoside (environ 20 mUnitCs/mg de proteines; K, environ 0.76 * IO-* M), 
tandis qu’il est capable de liberer a la fois la N-acetylglucosamine et le galactose des 
glycopeptides de thyroglobuline et de la thyroglobuline asialiques (Tableau IV). Une 
observation similaire a CtC rapportee a propos d’une /?-N-acetylglucosaminidase 
hepatique qui se comporte comme une B-galactosidase en presence d’ar-glycoproteine 
acide privee d’acide sialique39. 

Les resultats obtenus avec la thyroglobuline asialique sont assez mediocres, 
probablement largement en raison de son insolubilisation en tours de reaction. La 
thyroglobuline asialique est en effet peu soluble a pH voisin de 5.0, m&me en milieu 
salin, et precipite lors d’incubations prolongees. Si les rendements des hydrolyses 
enzymatiques restent faibles avec les glycosidases purifiees, on observe par contre des 
rendements tres augment& en presence de proteases thyroydiennes (Tableau IV). 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

Ainsi qu’on pouvait le prevoir la glande thyrotide est relativement riche en un 
certain nombre de glycosidases dont la fonction principale doit Ctre la degradation 
des groupements heteropolysaccharidiques de la thyroglobuline. Le pH optimum 
acide de ces glycosidases, leur caractere de latence et leur repartition subcellulaire 
parallele a celle de la “phosphatase acide”, sont des arguments en faveur dune 
localisation predominante dans les lysosomes. Si l’on en juge d’apres la sedimentation 
differentielle et la distribution par ultracentrifugation en gradients de saccharose des 
particules detenant les activites glycosidases et phosphatase acide, les lysosomes 
thyroidiens apparaissent comme un groupe encore plus heterogitne que les lysosomes 
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hepatiques. De toute faGon, le concept biochimique de lysosomes27+‘Y &aye par des 
don&es morphologiques dont certaines relatives au tissu thyro’idien1J940 englobe une 
population tres composite, allant de pr6lysosomes qui semblent pouvoir &tre elabores 
par le systeme de Golgi a des lysosomes specifiques ou non de certains groupes d’en- 
zymes, enfin a divers phago-lysosomes, dont ici ceux responsables de la degradation 
des gouttelettes de colloi’de. Par ailleurs il est possible que certaines des hydrolases 
mesurees existent en faibles quantites, dans d’autres structures membranaires, peut 
&tre sous des formes enzymatique differentes, actives a des pH moins bas: des travaux 
ulterieurs pourront preciser ces points. 

Trois glycosidases thyroidiennes identifiees par leur activite 8. l’egard de nitro- 
phenylglycosides ont ete partiellement purifiees 8. partir de sediments particulaires : 
une b-galactosidase 19 S (convertible en une espece 5.6 S selon un mecanisme qui 
reste a definir) une /J-N-adtylglucosaminidase 6.6 S et une a-mannosidase IO S. 
Comme plusieurs autres glycosidases animales et vegetales elles sont instables. Nous 
n’avons que partiellement reussi (grace a l’emploi d’un milieu salin faiblement reduc- 
teur et faiblement complexant) a freiner leur inactivation apres qu’elles aient Cte 
artificiellement extraites de leur site particulaire et diluees du fait de leur purification. 

En depit de cette instabilite ces glycosidases sont suffisamment actives pour 
detacher sequentiellement a partir de glycopeptides de thyroglobuline prives d’acide 
sialique, d’une part le galactose avec un bon rendement, d’autre part la N-acetyl- 
glucosamine et le mannose avec un rendement moindre. Avec la thyroglobuline asia- 
lique, peu soluble a pH acide, les glycosidases purifiees n’agissent que faiblement 
mais ces rendements sont t&s augment& par l’ajout de proteases thyroldiennes : ceci 
est un argument en faveur d’une action en synergie, lors de la degradation de la 
thyroglobuline, des proteases (notamment d’endopeptidases fragmentant la proteine 
initiale4,11,12 )et des glycosidases (exoglycosidases) ici presentees. 

11 a CtC recemment montre que la /I-aspartylglucosylamine amido hydrolase, 
glycopeptidase responsable de l’hydrolyse des residus les plus internes de N-acetyl- 
glucosamine d’un certain nombre de glycoproteines (dont probablement la thyro- 
globuline) n’est active que lorsque les groupements a-amines et a-carboxyliques des 
residus aspartiques sont libres41 : cette particularite d’un enzyme recemment caracte- 
rise dans les lysosomes de foie42 souligne la necessite d’une proteolyse poussee comme 
prealable a un detachement complet des glucides de ces glycoproteines. Les lysosomes 
de foie contiennent aussi un ensemble d’exoglycosidases plus ou moins actives pour 
enlever sequentiellehent les glucides de glycoproteines telles que fetuine et ai-glyco- 
proteine acide3gY43-46. 

Signalons enfin que des Cchantillons de thyroglobuline partiellement deglyco- 
sylee soit par la /3-galactosidase soit par celle-ci et la B-N-acetylglucosaminidase ont 
pu servir d’accepteurs a une /3-galactosyltransferase et a une B-N-adtylglucosaminyl- 
transferase thyroidiennes que nous avons recemment caracterisees dans une sous- 
fraction microsomale riche en fragments provenant de l’appareil de Golgi4’. 

I. La glande thyroi’de de mouton est relativement riche en glycosidases de pH 
optimum acide : /?-galactosidase, b-N-adtylglucosaminidase et a-mannosidase identi- 

Biochim. Biofihys. Acta, 227 (1971) 154-170 



GLYCOSIDASES THYROiDIENNES I69 

frees par leur activite vis-a-vis de nitrophenylglycosides. Quelques propriCk% en sont 
rapport&es. 

2. Ces enzymes presentent une repartition subcellulaire et un caractere de 
latence compatible avec leur appartenance, au moins pour une large part, au groupe 
des lysosomes, tres hCtCrogene dans le tissu thyroidien. 

3. A partir de sediments particulaires trois glycosidases partiellement purifiees 
ont CtC isolees par filtration sur gel et chromatographie d’echange d’ions: une j3-N- 
acetylglucosaminidase 6.6 S, une a-mannosidase 10.0 S et une /I-galactosidase I9 S 
(plus ou moins convertible en une espece 5.6 S). 

4. MalgrC leur instabilite, a laquelle on a remCdiC en partie, ces glycosidases 
purifiees sont capables de detacher sequentiellement, avec des rendements divers, les 
glucides de glycopeptides de thyroglobuline prealablement prives d’acide sialique. 
Avec une thyroglobuline asialique les faibles rendements d’hydroiyse sont tres aug- 
ment& par l’ajout de proteases thyroidiennes. 
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