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GENERALITES



INTRODUCTTION

' Les maladies lysosomiales sont caractérisédes,
d'un point de vue biochimique, par des déficits de 1'activité
des hydrolases acides du lysosome, et par 1'accumulation, dans
certains tissus ou dans l'urine, des produits incomplé&tement
dégradés, provenant le plus souvent du catabo}isme de glyco-

conjugués.

Nous avons appliqué & 1'€tude de l'urine de patients
atteints de maladie de Sanfilippo et de mucolipidose II les
procédés antérieurement mis au point dans le laboratoire pcur le
dosage et 1'isolement des constituants glucidiques de 1l'urine.
Ces travaux nous ont permis de mettre en évidence une accumulation
de glycopeptides riches en acide sialique, dans 1é cas de 1la
maladie de Sanfilippo de type A et d'oligosaccharides riches en
acide sialique, dans le cas de la mucolipidose II. Ce dernier
résultat nous a permis de poser en hypothése que le déficit
enzymatique primaire dans la mucolipidoée II était un déficit
en sialidase, susceptible par ailleurs d'expliquer les nombreuses

autres anomalies enzymatiques observées.



CONCEPT DE MALADIE LYSOSOMIALE

I - LES LYSOSOMES

1 - PROPRIETES DES LYSOSOMES DANS LES CELLULES NORMALES

Depuis les travaux de DE DUVE (1) et de NOVIKOFF (2)
sur les propriétés des lysosomes dans les cellules normales,
nos connaissances, dans ce domaine, n'ont jamais cessé de
s'accroltre.

Les lysosomes sont des organites cytoplasmiques
délimités par un systéme membranaire 3 1'intérieur duquel se
trouve un ensemble d'enzymes tr@s complexe. Ces enzymes sont
synthé&tisées par les ribosomes attachés au réticulum endoplas-
mique, et sont ensuite emmagasinées dans les vésicules issues
de 1l'appareil de golgi. Ces derniéres constituent les lysosomes
primaires. Elles sont capables de fusionner entre elles ou avec
des . vacuoles digestives pour donner naissance aux lysosomes
secondaires.

Au sein des lysosomes, les enzymes accomplissent
leur fonction digestive aidées par un milieu acide dont le pH
optimum se situe généralement aux environs du pH 5. Trois
fonctions digestives se dégagent du role des lysosomes, selon

DE DUVE (3)
L'hétérophagie

L'hétérophagie intéressé surtout des ijets et des
matériaux extracellulaires puisés dans le milieu extérieur ;
c'est un processus digestif par lequel, grdce aux hydrolases
lysosomiales, la cellule dégrade les substances qui ont péné-

tré dans le cytoplasme par endocytose (voir schéma ; p. 2 et 3).
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SCHEMA DU MECANISME DE SYNTHESE DES LYSOSOMES
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L'importance du phénoméne fut illustrée par de
nombreuses expériences consistant 3 injecter a8 l'animal des
substances telles que le dextran (DAEMS) (7), le Triton WR
1339 (WATTIAUX) (8), le saccharose (BREWER et HEATH (9) ;
WATTIAUX (10)) ou le polyvinyl pyrolidone (MEIJER et
WILLIGHAGEN) (11) dont la digestion par les hydrolases acides
est trés lente, voir méme nulle. Ces produits s'accumulent
dés lors dans le systéme lysosomial qu'ils surchargent

considérablement.
L'autophagie

L'autophagie porte sur des constituants endocellu-
laires. Ce concept d'autophagie a été introduit par ASHFORD
et POTER (12) ainsi que par NOVIKOFF et ESSNER (13). Par ce
mécanisme, les lysosomes sont‘capables de prélever et de
digérer les constituants propres de la cellule ; il apparait
dés lors que 1'autophagie est un phénoméne trés important

dans le renouvellement normal des structures cellulaires.
La crinophagie

La crinophagie est une forme particuliére d'auto-
phagie, ayant pour objet le contenu des grains de sécrétion.
Dans les conditions normales, elle apparalt comme un mécanisme
régulateur de la sécrétion. Ce terme de crinophagie a &té
proposé par DE DUVE (14) pour expliquer ce phé&noméne pouvant
jouer un rdle important dans la régulation des fonctions
sécrétrices. |

La fusion directe du grain de sécrétion avec un
lysosome individualise ce mode de digestion de l'autophagie.
I1 faut souligner que, dans ce cas, le matériel qui doit &tre

digéré n'entre jamais en contact direct avec le cytosol.



2 - FACTEURS LABILISANT LA MEMBRANE LYSOSOMIALE

"Parmi les facteurs labilisants de la membrane
lysosomiale, figurent notamment les vitamines liposolubles
(A, XK, D, E) des hormones sexuelles stéroides et les rayons
ultra-violets. D'autres facteurs sont dits "stabilisants",
tels que la cortisone, l'hydrocortisone et quelques drogues
anti-inflammatoires.

L'action d'un facteur labilisant provoque la
rupture de la membrane lysosomiale, entrainant ainsi,

d'une part :

- Une décharge des enzymes lysosomiales vers
l'extérieur et dans ce cas ce sont les structures conjonctives
environnantes qui deviennent les victimes de 1'&rosion enzy-
matique. En effet, 1le dévérsement accidentel d'hydrolases
lysosomiales dans les interstices cellulaires joue un rdle
important dans de nombreuses affections dégénératives
caractérisées par des délabrements de structures conjonctives,
et des éléments de soutien. Le plus souvent, la libération
d'enzymes est le résultat d'un accident de phagocytose.

- Et d'autre part, un encombrement des lysosomes
gui est souvent 3 l'origine de nombreuses maladies caracté-
risBes par un déséquilibre qualitatif ou quantitatif entre
les substrats qui pénétrent dans les lysosomes et les hydro-
lases chargées de les digérer. Selon certains cas, l'anomalie
se situe du c6té des substrats, ou encore de celui des hydro-
lases. Le groupe des maladies congénitales ou thésaurismoses
illustre parfaitement l'encombrement des lysosomes par
anomalie enzymatique. Ces anomalies sont généralement dési-
gnées par les cliniciens sous les noms de maladies de GAUCHER,
de NIEMAN-PICK, de TAY-SACH, d'HURLER, de FABRY et de SANFILIPPO

etc...



3 - ROLE DES LYSOSOMES DANS LA PATHOLOGIE

Depuis que HERS (15) a reconnu qu'une glycogénose II
ou maladie de POMPE €tait due & 1'absence d'une hydrolase
;cide, 1' o-glucosidase, plus d'une vingtaine de maladies lyso-
somiales ont été identifiées. Pour chacune d'elles, le méca-
nisme pathogénique serait essentiellement le méme : la perte
de 1'activité enzymatique d'une hydrolase par suite d'une
anomalie héréditaire. Par conséquent, toutes les substances
qui auraient été digérées par les enzymes manquantes s'accu-
mulent dans les lysosomes et‘provoquent un étouffement irré-
versible des cellules.

L'encombrement lysosomial peut s'expliquer par un
déséquilibre du rapport enzyme-substrat. Ce phénoméne devient
inévitable pour les cellules 3 longue durée de vie, comme les

cellules cérébrales et cardiaques.

I1 - ABSENCE CONGENITALE D'UNE ENZYME LYSOSOMIALE ET SES
CONSEQUENCES

1 - DEFICIT ET HYPERACTIVITE ENZYMATIQUE

Les maladies lysosomiales se définissent par un
ensemble de signes cliniques et biochimiques actuellement assez
bien &tablis. Ces maladies se caractérisent généralement par
un déficit primaire d'une enzyme lysosomiale. Jusqu'd@ nos
jours, une quarantaine d'hydrolases acides sont parfaitement
identifiées, une liste des hydrolases acides participant au
catabolisme des glycoconjugués est donnée dans le tableau I
(p. 7). Les maladies lysosomiales sont dues & des erreurs
métaboliques dans lesquelles le catabolisme de la digestion
intracellulaire est bloqué par suite d'un déséquilibre enzy-
matique, avec accumulation dans les tissus et dans les milieux
d'excrétion des constituants chimiques incomplétement dégradés

(HERS) (16).



TABLEAU I -

LES HYDROLASES ACIDES POUVANT ENTRER DANS LA DIGESTION DES COMPLEXES POLYSACCHARIDIQUES

EXOGLYCOSIDASES ENDOGLYCOSIDASES
1° - o-Glucosidase ' 1° - B-endo-glucosaminidase
2° - B-Glucosidase : ‘ 2° - Hyaluronidase
B-Xylosidase 3° - Lysozyme ou (Muramidase)
o .
- o-Galactosidase  SULFATASES
4° - B-Galactosidase
8-F id 1° - Arylsulfatase A
-Fucosidase
° . 2° - Arylsulfatase B
5° - g-L-Fucosidase
° . 3° - Chondrosulfatase
6° - o—-Mannosidase ,
;
7° - B-Glucuronidase AMIDASES
° _ .
8 a-L-Iduronidase B-Aspartylglucosylamine amidohydrolase
9° -~ N-acétyl-B-Hexosaminidase
10° - N-acétyl-a-Glucosaminidase PEPTIDASES
11° - N-acétyl-a-Galactosaminidase 1° -~ Cathepsine A (ou Carbopeptidase)
0-Séryl-N-acétyl-a-Galactosaminidase 2° - Cathepsine B (endopeptidase)
12° - Neuraminidase (Sialidase) 3° - Cathepsine C (ou dipeptidylaminopeptidase)
Cathepsine D

\
N\

Toutes ces activitds peuvent &tre mises en &vidence dans les lysosomes, sauf a-L-Iduronidase, dont la
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localisation intracellulaire demeure inconnue.



Trois types de déficience enzymatique peuvent &tre
définis :

- Dans un premier groupe de maladies, on constate
une compléte déficience enzymatique parmi lesquelles on dis-~
tingue une déficience en sphingomyélinase, dans la maladie
de NIEMAN-PICK (BRADY et al.) (17) ; une déficience en g-ga-~
lactosidase dans la maladie de FABRY (BRADY et al.) (18) ;
une déficience en estérase acide dans la maladie de WOLMAN
(WALLIS et al.) (19) ; enfin, une déficience en céramidase
dans la maladie de FARBER (PRENSKY et al.) (20).

~ Un deuxiéme groupe de maladies métaboliques se
caractérise surtout par une perte d'activité enzymatique
incomplé&te ; 1'activité résiduelle serait de 1'ordre de 5 &

30 p. 100 de la normale. Parmi ce groupe de maladies, on
distingue la mannosidose décrite par OCKERMAN (21) dans
laquelle il semble que 1'enzyme ait une affinité& plus faible
pour les substrats naturels.

- Dans un troisiéme groupe de maladies, 1'absence
d'enzyme est susceptible d'€@tre masquée par la présence
d'isoenzymes qui sont incapables de compenser un déficit
enzymatique parce que leurs substrats spécifiques sont de
nature légérement différente. Néanmoins, ce défaut peut &tre
mis en @vidence .au moyen de substrats naturels aprés isolement
des isoenzymes. Les travaux de ROBINSON et STIRLING (22),
sur les deux isoenzymes A et B dé la N-acétyl-B-hexosaminidase,
en sont une illustration. h

Le déficit en isoenzyme A spécifique de la maladie
de TAY-SACH a &té démontré par OKADA et O'BRIEN (23) qui ont
utilisé une s&paration électrophorétique de deux isocenzymes,
puis par KOLODNY et al. (24) qui utilisent le GM,, ganglioside
comme substrat.

Dans la majorité des maladiés lysosomiales, ol
1'activité des hydrolases acides a é&té systématiquement
recherchée, on remarque que la plupart des activités enzyma-
tiques sont augmentées et peuvent atteindre parfois 20 fois
la valeur normale. Dans certains cas ?athologiques, on
distingue cependant une exception & cette régle dans la

maladie de KRABBE.



Le mécanisme de l'hyperactivité enzymatique est
inconnu, pour la simple raison que 1'augmentation de 1l'acti-
vité de toutes ces enzymes lysosomiales ne se fait pas dans
les mémes proportions. Une explication satisfaisante serait
que le matériel accumulé poss@de une affinité pour quelques-—
unes des hydrolases acides, ce qui le prot@ge contre la dé-
naturation thermique ou contre la digestion par la cathepsine.
Les résultats en faveur de cette interprétation ont &té

rapportés par VAN HOOF et HERS (25).
2 - LES DIFFERENTES MALADIES LYSOSOMIALES ACTUELLEMENT CONNUES

Le Tableau II (p. 10 3 15) donne un résumé des
différentes maladies lysosomiales, et n'a d'autre ambition
que de permettre une bonne compréhension en rappelant, d'une
maniére aussi bréve que possible, ce que nous savons dé&ja des
déficiences enzymatiques et du matériel accumulé dans les
tissus et dans les urines des sujets atteints de ces maladies

congénitales.

I1I - LES MUCOPOLYSACCHARIDOSE S

1 - GENERALITES
On distingue dans la pathologie humaine trois grands
groupes de maladies métaboliques : les lipidoses, les glyco-

génoses et les mucopolysaccharidoses.

Dans chaque grand groupe de maladies congénitales,
plusieurs maladies ont &té définies sur des bases biochimiques
bien précises ; il s'agit presque chaque fois d'une altération
d'enzymes dont la présence serait nécessaire pour dégrader des
substances qui s'accumulent au cours de chaque maladie

lysosomiale.



LISTE DES MALADIES LYSOSOMIALES ACTUELLEMENT CONNUES ET NATURE DU

TABLEAU II

MATERIEL ACCUMULE

MATADIES

DEFICIENCE ENZYMATIQUE

NATURE DU MATERIEL ACCUMULE

Glycogénose de type II

- Déficience compléte d'o-glucosidase

- Hyperactivité d'o-galactosidase et
d'acétyl-B-hexosaminidase

Accunmulation de glycogéne dans les
tissus (HERS et VAN HOOF) (26)
Hétérosaccharides dans les muscles
(HUDGSON et al.) (27)

Fucosidose

- Absence d'o~L-fucosidase
— Hyperactivité en a-galactosidase,
en O-glucosidase et de B-xylosidase

Glycolipides riches en fucose et pos—
sédant une activité

(DAWSON et SPRANGER (28) ; VAN HOOF
et HERS (29) ; LOEB et al. (30) ;
VAN HOOF et al. (31))

Glycopeptides et oligosaccharides &
potentiel antigénique Le?
(PHILIPPART) (32)

Mucopolysaccharides {(chondroitine-4
sulfate et 6-sulfate) dans les
urines (LOEB et al.) (33)

Substances glycoprotéiniques (urines)
(DURAND et al.) (34)
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TABLEAU II (suite)

MALADIES

DEFICIENCE ENZYMATIQUE

NATURE DU MATERIEL ACCUMULE

Mannosidose

Absence d'og-mannosidase
. dans le cerveau
. dans le foie
. dans les leucocytes

Hyperactivité des B-glucuronidases
d'a~fucosidase
d'a-glucosidase

Oligosaccharides riches en mannose
dans le cerveau
(OCKERMAN et al.) (35)

et dans 1'urine
(NORDEN et LUNDBLAD (36) ; AUTIO et
al. (37))

Gangliosidose GM,

Déficience compléte de B—galactosidase

Hyperactivité en ca-galactosidase, en
N-acétyl-B-hexosaminidase, en g-gluco-
sidase, en g-fucosidase, en g-mannosidase
dans le foie

Gangliosides GM; et asialogangliosides
dans la rate, le cerveau, le foie
(SUZUKI et al.) (38)

Glycopeptides dans le foie
(TSAY et DAWSON) (39)

Oligosaccharides dans le foie
(WOLFE et SENIOR) (40)

Kératan -sulfate dans les tissus
viscéraux (CALLAHAN et WOLFE (41) 3
SUZUKI (42))

Glycoprotéines (BRUNNGRABER et al.)
(43)

C o
o
L

Gangliosidose GM2

type B ou Tay-Sach

Diminution de la N-acétyl-8-hexosaminidase
A jusqu'a 10 Z de la normale

Hexosaminidase B est inactivée

Hyperactivité de 8-glucosidase dans le
cerveau

Oligosaccharides riches en hexosamines
dans le cerveau et dans les tissus
visc8raux (SUZUKI et al.) (44)
Oligosaccharides dans les urines
(STRECKER et MONTREUIL) (45)
Oligosaccharides dans le foie

(KIN et WOLFE) (46)

Glycoprotéines dans le cerveau
(BRUNNGRABER, BROWN et ARO) (47)

Ii



TABLEAU II (suite)

MALADIES

DEFICIENCE ENZYMATIQUE

NATURE DU MATERIEL ACCUMULE

Maladie de FABRY

Déficience compl&te d' o-galactosidase
dans le foie, dans les reins, dans le
cerveau, dans les leucocytes et dans les
tissus

Les activités résiduelles sont dues aux
isoenzymes

- Trihexosyl céramide et digalactosyl
céramide dans les tissus et dans les
muscles
(SWEELEY et KLIONSKY) (48)

- Glycolipides dans le pancréas
(WHERRETT et HAKOMORI) (49)

Maladie de GAUCHER

Déficience compléte du glucocdréhoxidase
(ou B-glucosidase) dans les maladies
infantiles

Importante activité résiduelle chez les
jeunes et les adultes

Hyperactivité de B-galactosidase
d'a~glucosidase
) de N-acétyl-B~hexosaminidase
dans le foie
et de phosphatases acides
dans le sérum

- Glycosyl (B 1 — 1) céramide
(glucocérébroside)
essentiellement dans le systdme réti-
culoendothélial
(AGHION) (50)

Maladie de KRABBE

———

Diminution de 1l'activité de la galacto-
cérébrosidase de 5 3 10 Z de la normale,
dans le cerveau, dans le foie, dans la

rate et dans les leucocytes

— Galactosylcérébroside

galactosyl (B 1 — 1) céramide
(ETO et SUZUKI) (51)

- Sulfatides (NORTON et PODUSLO) (52)

[z

. "\ (2 / v
Leucodystrophie Métachromatique
Lipidose & sulfatide

Déficience compléte de l'arylsulfatase A,
dans les tissus et dans les urines

Hyperactivité de g-galactosidase
de B~glucosidase
de B-glucuronidase
et de N~acétyl—R-hexosaminidase
dans le foie

— Céramide galactase 3 sulfate

- et céramide dihexosyl sulfate dans le

cerveau, dans les reins et dans les
urines (MARTENSON et al. (53) ;
PHILIPPART et al. (54))

¢l



TABLEAU IT (suite)

MALADIES

DEFICIENCE ENZYMATIQUE

NATURE DU MATERIEL ACCUMULE

Mucosulfatidose (Variant de LMD)

Il v a une baisse tr@s marquée de 1l'acti-
vité des sulfatases A, B et C

Une hyperactivité de G-fucosidase dans le
foie

Céramide galactase 3 sulfate

et autres sulfatides
(O'BRIEN et SAMPSON) (55)

puis des mucopolysaccharides dans le
foie (HOLLANDER (56) ; GREGOIRE (57))

Lactosylcéramidose

Réduction de 1'activité de 1la lactosyl
céramidase de 16 3 20 7 de la normale
dans le foie et dans les cultures de
fibroblastes

Lactosyl céramide dans le cerveau,
dans le plasma, dans les urines

des glucocérébrosides dans le foie
(DAWSON) (58)

Maladie de NIEMAN-PICK

I1 y a une compléte déficience ou une
forte réduction de 1l'activité des
sphingomyélinases

Une hyperactivité de a—fucosidase
de N-acétyl-B-hexosamini-

- Sphingomyé&line

(CROCKER) (59)
Acide lyso bis phosphatidique

dase Cholestérol
de B-glycérophosphate (BRADY) (60)

dans le fole des enfants

I1 s'agit d'une déficience compléte de

e s . phosphatase acide, dans le cerveau, dans la
Déficience en phosphatase acide rate, dans les reins et dans les cultures
de fibroblastes
{ ,’:,SS:J Triglycérides

Maladie de WOLMANN

Déficience compléte de 1'estérase dans les
tissus

Hyperactivité de N—acétyl-B-hexcosaminidase
et de cathepsine D dans” le foie

(CROCKER et al. (61) ; KONNO et al. (62))
Cholestérol estérifié (LOUGH et al. (63) ;
ETO et KITAGAWA (64)) -

Cholest&rol total (KYRIAKIDE et al.)(65) W
dans le foie et dans la rate



TABLEAU II (suite)

MALADIES

DEFICIENCE ENZYMATIQUE

NATURE DU MATERIEL ACCUMULE

Cystinose

— Déficience primaire inconnue

Augmentation de cystine de 80 Z de la
concentration normale particuliérement
dans les cellules réticuloendothéliales

Ceroid lipofuscinose

~ Déficience primaire inconnue

— Hyperactivité d'og~galactosidase

a—-fucosidase
et de B-glucuronidase
dans le foilie et dans le cerveau

Lipofuscine

Pigment céroide dans les tissus
prédominance dans le cerveau
(STIAKOTOS et al.) (66)

Ganglioside dans le cerveau et des
sphingolipides

Di et triphosphoinontides et des glyco-
protéines (DUFFY et al.) (67)

.Mucopolysaccharides (BERGER et al.) (68)

Aspartyl glucosaminurie

- Absence d'activité de N-acétyl-B-gluco-

saminidase dans le plasma, dans les
fluides séminaux

— Ré&duction de 16 3 25 7 de 1l'activité

normale dans le cerveau, dans le foie

-~ L'activité de g~-fucosidase est aussi

réduite de 25 7% de la normale

alors que la N-acétyl-B-glucosaminidase
est élevée dans le cerveau, dans le foile

Aspartyl glucosylamine
(JENNER et POLLITT) (69)

Aspartyl glucosylamine contaminée par
des oligosaccharides dans le cerveau
et dans les urines

(JENNER et POLLITT (70) ; PALO et
SAVOLAINEN (71))

Glycopeptides renfermant de 1'aspartyl
glucosylamine, de 1'acide neuraminique
et une hexosamine (PALO et SAVOLAINEN)
(72)

VA



TABLEAU II (suite)

MALADIES

DEFICIENCE ENZYMATIQUE

NATURE DU MATERIEL ACCUMULE

Maladie de FARBER

Déficience compléte en céraminidase
acide

Hyperactivité d'a-glucosidase et de la
B-glycérophosphatase dans le foie

Dermatan sulfate (foie, urine, rate)
(BIERMAN et al. (73) ; PRENSKY et al.
(74) ; MOSER et al. (75))

Glycolipides contaminés par du glucose
dans les viscéres (UZMAN) (76)

Galactosamine dans le fole et dans le
cerveau (CLAUSEN et RAMPINI) (77)

Mucolipidose II ou
"I Cell Disease"

Déficience en B-galactosidase
B-hexosaminidase
o—fucosidase .

Mucopolysaccharides dans les reins,
dans le fole, dans le cerveau, dans
les urines (DEAN et al. (78) ;
DIFERRANTE et RICH (79))

Mucopolysaccharidose

Déficience compléte en o~L-iduronidase
dans les types I et V

Déficience en N-sulfatase dans le
type III, ou "Sanfilippo A"

Déficience en acétyl-o-glucosaminidase
dans le type IIIy ou "Sanfilippo B"

Déficience en B-glucuronidase dans le
cas d'hyperactivité glucosidasique

Mucopolysaccharides partiellement
dégradés essentiellement d'héparan-—
sulfate et de k&ratan —sulfate dans
les tissus et dans les urines

(Mc KUSICK) (80)

Glycopeptides au niveau du cerveau
(LEDEEN (81) ; PHILIPPART (82) ;
CLAUSEN et al. (83) 3 SUZUKI (84) ;
WHERRETT (85))

Sl
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Dans les lipidoses, la majorité des déficiences
enzymatiques connues porte sur les hydrolases acides (VAN HOOF)
(86).

Les découvertes de ces derniéres années sont en
faveur de 1'hypothé&se qu'il existe actuellement six formes de
mucopolysaccharidoses, toutes Basées sur une déficience congé-
nitale d'une enzyme et principalement des hydrolases acides,
entrainant bien entendu des dépdts surchargeant les cellules.
Ces dépdts sont hé&térogénes et sont constitués, d'une part,
de polysaccharides, d'autre part, de glycolipides, enfin et

probablement, de la partie glucidique des glycoprotéines,

v

2 - CLASSIFICATION

Le terme de mucopolysaccharidose est imprécis du
fait de la nature hétérogéne des dépdts ; ce qui explique les
difficultés d'une délimitation éxacte, actuellement impossible.

Ce terme est néanmoins utilisé& pour désigner des
maladies métaboliques dues 3 des mucopolysaccharides acides,
fesponsables d'une surcharge viscérale et d'une excrétion uri-
naire massive de ces substances.

Jusqu'd nos nours, six principaux types ont &té
retenus, mais la liste n'est certes pas close. Pour notre
étude, nous adopterons pour une meilleuré compréhension
1'une des classifications actuellement en vigueur : principa-
lement celle proposée par Mc KUSICK (87). Les principaux types
de mucopolysaccharidose sont numérotés de I a VI, cependant,
une premidre distinction est & faire entre les patients qui
excrétent un excés de mucopolysaécharides dans les urines,
c'est-a-dire mucopolysaccharidoses avec mucopolysaccharidurie,
et les autres. Tout récemment, MAROTEAUX et HORS-CAYLA (88),
SPRANGER et WIEDMANN (89) ont regroupé ces derniers sous la
dénomination de MUCOLIPIDOSE.

2.1, Mucopolysaccharidoses avec mucopolysaccharidurie

Trois critéres ont permis 4 Mc KUSICK et al. (90)

d'établir la classification du Tableau III (p. 17) :



MUCOPOLYSACCHARIDOSES AVEC MUCOPOLYSACCHARIDURIE

TABLEAU III

Classification d'aprés Mc KUSICK et al. (91)

Transmission

Dénomination (1) Type PR Mucopolysaccharidurie Arriération 'Trogb!es Qe Opagltes
génétique mentale 1'ossification cornéennes
Autosomique Dermatan-sulfate
HURLER I Récessige * * AN *
Heparan-sulfate (2)
Liée au sexe Dermatan-sulfate
HUNTER I Récessive * * +- -
Heparan-sulfate (2)
SANFILIPPO Autosomique Légéres ou
. pp . . - ++ +/-
(Oligophrénie poly dys-— Il Récessive Heparan-sulfate / Absentes
trophique)
MORQUIO Autosomique . . P
. . - - +
(Ostéochondrose) a Récessive Keratan-sulfate (3) / Legeres
SCHEIE \Y Aqusom}que Dermatan-sulfate ~/+ + +
Récessive
MAROTEAUX-LAMY Autosomique
(Nanisme polydystro- VI ~ Ha Dermatan-sul fate - ++ ++
Récessive

phique)

( 2}

Y il ’/«

- (I) Les dénominations frangaises proposées par MAROTEAUX et LAMY (92).
(2) Différence statistiquement significative entre les maladies : la fraction d'heparan—sulfate est plus abondante dans la

maladie HUNTER (MAROTEAUX) (93), fraction riche en unités N-sulfate-hexosamine-acide uronique.
(3) Excés de dermatan-sulfate et d'heparan-sulfate dans les urines de ces malades (d'aprés SARTORELLI (94) et KAPLAN et al. (95)).
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- D'une part, le mode de transmission génétique de
l1'affection,

- D'autre part, la symptomatologie clinique,

— Et enfin, la nature des mucopolysaccharides

excrétés.

2.1.1. Le Type I ou maladie de HURLER. C'est la
forme la plus fréquente de mucopolysaccharidose. Généralement,
les symptdmes apparaissent tré&s précocement, c'est—~a-dire
dés la naissance, se traduisant par des troubles d'arriération
mentale progressive,d'opacités cornéennes, accompagnés d'hernies
ombilicales et inguinales, suivie d'un retard psychomoteur.

Dans les urines, les mucopolysaccharides acides
sont excrétés en trés grande quantité et deux fractions essen-
tielles sont présentes, 1'une de dermatan-sulfate, 1l'autre
d'heparan-sulfate,

Cette maladie obé&it au mode de transmission réces-

sif autosomique.

2.1.2. Le Type II ou maladie de HUNTER. A c3té du
type I, 11 existe une autre variété récessive liée au sexe,
mais voisine de la présente : c'est la maladie de HUNTER ou
type II. Chez ces malades, l'issue est généralement fatale
par défaillance cardiaqué.

Dans les urines de ces malades, les deux fractions

anormales de mucopolysaccharides sont &galement présentes.

2.1.3. Le Type III ou maladie de "SANFILIPPO".
Jusqu'a nos jours, le seul mucopolysaccharide présent en excés
dans les urines semble &€tre l'heparan—sulfaté. Dans ce cas
précis, 1l y apparéit une déterioration mentale. Les malades
sont généralement hyperactifs et tré&s agressifs, la mort
survient entre 10 et 20 amns.

Cette maladie a été &tudiée principalement par
SPRANGER (96) et par SANFILIPPO et al. (97).

Aprés la maladie de HURLER, il semble que le type

ITI est également aussi tré&s fréquent.
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2.1.4. Le Type IV ou syndrome de MORQUIO. C'est
une maladie décrite pour la premié&re fois én 1929 ; morpholo-
giquement, elle se traduit par un nanisme tré&s marqué, suivi
de graves déformations squelettiques., Une caractéristique
cependant, c'est que 1'&tude de mucopolysaccharides urinaires
a montré, au cours de la croissaﬁce, la présence d'une fraction
anorméle de keratan-sulfate.

C'est une maladie qui se transmet selon le mode
récessif autosomique. ‘

C'est un groupe de maladiés marqué par une grande

hétérogénéité clinique (SPRANGER (98) ; MAROTEAUX (99)).

2.1.5. Le Type V ou syndrome de SCHEIE. 11 s'agit
d'une forme atténuée de type I, ou HURLER tardive. Cette mala-
die se caractérise par une excré@tion urinaire massive de
dermatan—-sulfate. Des recherches récentes sur des fiBroblastes
en culture indiquent que les types I et V seraient deux
variantes d'une méme maladie (WIEDMANN et NEUFELD) (100) qui
résulteraient d'une mutation des génes eualléliques ou pseudo-

alléliques (Mc KUSICK et al.) (101),

2.1.6. Le Type VI ou nanisme polydystrophique de
MAROTEAUX -ET LAMY. D'un point de vue symptomatologique, c'est la
maladie MORQUIO, 38 quelque chose prés ; seule la fraction de
dermatan-sulfate est présente massivement dans les urines.

Dans la littérature, on compte uné trentaine

d'observations de mucopolysaccharidose de type VI.

En déhors de cés syndromes rélativement bien carac-—
térisés, d'autres observations de mucopolysaccharidoses avec
mucopolysaccharidurie ont &té rapportées et qui se distinguent
des six principaux types de mucopolysaccharidose.

Ainsi, DYGGVE et al. (102) décrivaient une maladie ‘
de MORQUIO contractéé par trois patients esquimaux, membres d'une
méme famille. L'étude de cette maladie, réalisée par CLAUSEN et al.
(103), montre que cette affection différe de la maladie de MORQUIO

par des caractéristiques chimiques et biologiques. En effet
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les urines de ces malades contiennent un excés de mucopolysac-
charides désulfatés., A cét égard, Mc KUSICK (104) proposa que
cette maladie soit classée dans un groupe particulier ou

type VII, si d'autres cas venaient i 8tré décrits.

D'autres syndromes avec excrétion urinaire massive
de chondroitine-4-sulfate ont &té décrits qui ressemblent
étrangement & la maladie de SCHEIE (THOMPSON et al.(105) ;
PHILIPPART et SUGARMAN (106) ; CAMPAILLA et MARTINELLI (107) ;
FREITAC et al. (108) ; SPRANGER et al. (109)).

‘ De plus, l'existence.d'une excrétion urinaire exces-—
sive d'acide hyaluroniqué accompagné dé dermatan—suifate, a éeté
rapportée par SUSCHKE et XKUNZE (110), chez un sujét présentant
des fumeurs de tissus mous, avec altération squelettique,
rappelant le syndrome de HURLER,

Les &tudes faites sur les fiBroblastés en culture
n'ont pas confirmé la distinction entre syndrome de HURLER et
SCHEIE, mais, par contre, montrent 1'éxistence de deux formes
distinctes de syndrome de SANFILIPPO.

En effet, MATALON et DORFMAN (111) ont constaté& que
les fibroblastes pathologiques en culture accumulent générale-
ment un excé&s important de polysaccharides. On éxplique ce
phénoméne en supposant que le taux de biosynth@€se des mucopo-
lysaccharides est &levé dans ces cellules d'ol une premiére
hypothése pathologénique est &noncée.

Dans 1é groupe des maladies de SANFILIPPO, sous-
groupe A, le facteur correctif est uhe N-sulfatase selon KRESSE
et NEUFELD (112) ; puis dans le sous-groupe B, il s'agit d'une
N-acétyl—a;glucosaminidase, qui rectifie les altérations des
fibroblastes en culture (VON FIGURA et KRESSEX(113).

Toutes ces observations apportent des arguments
en faveur d'une explication lysosomiale déé mucopolysacchari-

doses.
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2.2. Mucopolysaccharidoses sans mucopolysaccharidurie :

Mucolipidoses

A c6té des maladies que nous vénons d'étudier,
un groupe d'affections a &té récemment isolé&, dans lequel il
existe une surcharge viscérale mixte composée 3 la fois de
mucopolysaccharides et de lipides. Autrefois, le rattachement
aux mucopolysaccharidoses a &té proposé& sur des Bases purement
chimiques, -une des caractéristiques de ce groupe de maladies
est 1'absence quasi totale d'un accroissement des mucopolysac-
charides urinaires-, ce qui complique quelque peu la classi-
fication.

Dés lors, des données issues des études ultrastruc-
turales, enzymatiques et chimiques sur les fibroblastes en
culture et des tissus, peuvent nous permettre d'@tablir un
diagnostic précis, bien que les études cliniques n'en sont pas

a leurs premiers balbuciements dans ce domaine.

2.2.1. Mucolipidose de type I. Clest le syndrome
de HURLER sans mucopolysaccharidurie. Actuellement, on lui
donne le nom de mucolipidose de type I (MAROTEAUX et al. (114);
MAROTEAUX et HORS"CAYLA (115) ; SPRANGER et WIEDMANN (116)).
A travers les différentes controverses, le type I renferme
qu'un petit nombre d'inclusions, alors que pratiquement,

tous les fibroblastes en culture en contiennent dans le type II.

2.2.2. Mucolipidose de type II. Décrit par LEROY

et DEMARS (117), il s'agit d'un syndromé de HURLER particuliére-
ment marqué dans ses manifestations osseusés et évolutives,
entrainant une fin certaine entre 2 et 9 ans (LEROY et DEMARS
(118) ; LEROY et CROCKER (119) ; DEMARS et LEROY (120) ;
MATALON et al. (121), MAROTEAUX et al. (122) ; LEROY et al.
(123) ; TONDEUR et al. (124)). »

' La caractéristique de 1l'affection est la présence,
dans les fibroblastes en culture, d'inclusions denses réfringen-

tes en contraste de phase d'oli son nom "I cell disease'.
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_ Dans 1a.majorité des cas, aucun excés de mucopoly-
saccharides urinaires n'a été rapporté. Plusiéurs oEservations
ont é€té publiées sur le type II, parmi élles, on constate que
certaines sont manifestement d'ordré familial (LEROY et DEMARS)
(125). Néanmoins, ce type II se distingue du précédent par
l'activité des hydrolases acides du foie.

HOF et al. (126) ont constaté uné augmentation de
six fois le taux d'acide sialique 1ié aux lipides, et de huit

fois le taux des osides totaux sanguins.

2.2.3., Mucolipidose de type III ou syndrome de
MAROTFAUX et HORS-CAYLA. C'est une maladie qui &voque le syndro-
me de HURLER, marquée par la présence de lymphocytes vacuolés
et d'une excrétion urinaire normale de mucopolysaccharides.
L'8tude enzymatique de cé syndrome n'a pas été
entreprise jusqu'da ce jour, du moins A ma connaissancé, bien
gqu'il semble que 1l'activité de la B-galactosidase serait abais-

sée, alors que les autres enzymes demeurent normalement actives.
2.3. Les autres maladies apparentées aux mucopolysaccharidoses

Sont réunies sous ce vocable un'énsemble d'affec-
tions qui, par l'une ou l'autre de leurs caractéristiques,
sont 4 rapprocher des mucopolysaccharidoses ; certaines d'entre
elles n'ont été décrites qu'une fois ou deux dans la littérature.

2.3.1. La GMi-Gangliosidose. Cette affection se
caractérise par une mucopolysaccharidurie normale. Les pro-
duits accumulés sont généralement des polysaccharides. Dans
cette maladie, des auteurs ont rapporté des observations
suivantes :

-~ D'une part, SUZUKI (127) et SUZUKI et al. (128)
ont rapporté une accumulation (10 & 30 fois la normale)
d'une fraction constituée en proportions égales de galactose
et d'hexosamine, faisant penser & la composition de keratan-
sulfate désulfaté ; cette hypothése a été d'ailleurs confir-

mée par VAN HOOF et HERS(129).
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- D'autre part, CALLAHAN et WOLFE (130) ont entre-
pris 1'étude des polysaccharides isolés du foie, puis ont
apprécié i sa valeur la masse moléculaire de ces derniers.

Ces études ont indiqué que la proportion d'acide sialique,
d'acides uroniques, de galactosamine est trés faible ; en
revanche, les constituants majeurs sont représentés par du
galactose et de la glucosamine comme s'il s'agissait du
keratan-sulfate, dans lequel la teneur en sulfate est trés
faible.

~ Enfin, SUZUKI (131) et SUZUKI et al. (132), en
étudiant la fraction dite "sialoﬁucopolysaccharidique" isolée
du foie et de la rate, ont précisé& que cette fraction est
bcomposée de galactose, de traces de mannose et d'une quantité
€équimoléculaire d'hexosamine ; le taux d'acide sialique serait
de 1l'ordre de 5 3 10 7.

Cés sialomucopolysaccharides sont moins importants
en proportion du keratan-sulfate désulfaté, en revanche, ils
augmentent en proportion dans la forme tardive de la maladie,
au niveau du foie et de la rate.

~ D'autres auteurs tels que O'BRIEN et al. (133),
SACREZ et al. (134), SERINGE et al. (135), DACREMONT
et KINT (136), SUZUKI (137), HOOFTet al. (138), HUBAIN et al.’
(139), K. SUZUKI et al. (140), CALLAHAN et WOLFE (141),

SEVERI et al. (142) et Y. SUZUKI et al. (143) ont montré que
dans 1la GMl—gangliosidose, on ne détecte pas d.' g-galactosidase
susceptible d'hydrolyser des glycoprotéines et des keratan-
sulfates.

Au cours de cette maladie, il ne semble pas que
les glycosphingolipides soient les seuls constituants 3 s'ac-
cumuler dans le cerveau puisqu'on y trouve son dérivé asialo.

SUZUKI et al. (144) montrent que le contenu des
lysosomes isolé&s du cerveau de ces malades renferme des débris
de membranes, des lipides, des protéines et des lipoprotéines ;
cependant, la majeure partie des lipides serait constituée
de gangliosides dont 95 7 de GM]—ganglioside. Outre ces gan-
gliosides, on y trouve du cholestérol, des glycosphingolipides

et des phospholipides.
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2.3.2. La fucosidose. Dans cette affection, le
taux de mucopolysaccharides urinaires ést normal : il s'agit
surtout de chondroitine~4-sulfate et de chondroitine-6-sulfate,
tandis qﬁ'il existe un excés de glycolipides hépatiques
(LOEB et al. (145) ; VOELZ et al. (146)),

L'étude des polysaccharides du foie de ces malades
a permis d VAN HOOF et HERS (147) de mettre en é&vidence un
peu plus de 3 7 de fucose aprés chromatographié sur papier et
hydrquse acide de ces polysaccharides.

DURAND et al. (148, 149) et PHILIPPART (150)
signalent que les fractions glycopeptidique et oligosaccharidi-
que du foie de ces malades seraient douées d'une activité
antigénique Lewis® et renferment la plus grande part du fucose
hydrosoluble. Ils apportent la preuve que la majeure partie
du fucose hépatique est 1liée, d'une part, & un céramide tétra-
saccharidique et, d'autre part, 3 un céramide pentasaccharidi-
que dépourvws du groupement sialyl et doués d'activité de
groupe sanguin H.

DAWSON et SPRANGER (151) apportent la confirma-
tion qu'il s'agit d'un glycosphingolipide renfermant du fucose,
du galactose, du glucose et de la N-acétylglucosamine, 1ié
i un céramide.

Le Tableau IV (p. 25) donne la structure de ces
glycolipides et des difucoglycolipides connus dont 1l'accumula-
tion n'a jamais &té rapportée dans getté maladié, ni dans le

sérum, ni dans les urines.

2,3.3. La mannosidose. Des mucopolysaccharides
ont été isolés du foie et du cerveau des sujets atteints de
cette maladie (OCKERMAN) (152, 153). Ces mucopolysaccharides
paraissent quantitativement normaux, cependant 1'hydrolyse
totale des tissus hépatiques et cérébraux, préalablement
dégraissés, révéle une augmentation quasi certaine de 1'ordre
de 6 2 7 fois la quantité normale de mannose (OCKERMAN) (154),

De plus, la présence d'oligosaccharides libres
non liés 3 des amino-acides a &té signalée dans les urines,
leur isolement et leur composition ont permis de préciser
qu'ils poss&dent de 3 3 5 résidus mannose pour un résidu

glucosamine.



TABLEAU IV
PRINCIPAUX SPHINGOGLYCOLIPIDES CONTENANT DU FUCOSE

Gal (B-1,3)-GlcNAc (1,3)-Gal (1,4)-Glc (1,1)-CERAMIDE
o=1,4

Fuc

Gal (B-1,4)-GlcNAc (B-1,3)-Gal (B~1,4)-Glc (B-1,1)-CERAMIDE
a-1,3 ’

Fuc

Fuc (1,2)-Gal (1,3)-GlcNAc (1,3)-Gal (1,4)-Glc~CERAMIDE
1,4

Fuc

Fuc (1,2)-Gal (1,3)-GlcNAc (1,3)-Gal (1,3)-GlecNAc (1,3)-Gal (1,4)-Glc-CERAMIDE
1,4

Fuc

La premiére substance a été& isolée par HAKOMORI et al. (155) en 1968. Elle posséde une
activité Lewis?, Le pentasaccharide ramifié 1ié au céramide se trouve dans le lait de femmes
possédant l'antigéne Lewis®. C'est le lacto-N-fucopentaose II (KUHN, cité par WATKINS et MORGAN
(156) et par VAN HOOF (157)). _

La seconde formule est un composé dépourvu de spécificité ABH ou Lewis, la formule
correspond 3 celle donn&e par KOBATA et GINSBURG (158), pour le lacto-N-fucopentaose III isolé
du lait.

Les deux difucosylglycosphingolipides représentés ont €té isolés par HAKOMORI et ANDREWS
(159) du tissu adénocarcinomateux ayant une activité Leb.
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L'origine probable de ces oligosaccharides
serait glycoprotéique d'aprés OCKERMAN (160). OCKERMAN et NORDEN
(161) rapportent que ces mannosides macromoléculaires sont

susceptibles de s'accumuler dans les tissus.

2.3.4. La mucosulfatidose ou leucodystrophie méta-
chromatique. MURPHY et al. (162) ont réalisé une étude assez
compléte de ce syndrome., Ceci leur a permis de signaler qu'il
s'agissait d'une accumulation de divers produits sulfatés (des
polysaccharides et des lipides).

L'isolement des sulfatides, dans le cas de leuco-
dystrophie métachromatique au niveau du rein, révéle que ces
derniers représentent 26 % des lipides totaux. Cependant, un
large excés de sulfate et de cholestérol a &été signalé au nivéau
du plasma, du rein, du foie et dans les urines.

Dans le foie, une quantité trés appréciable de
glycosaminoglycannes, comparable a8 celle qui s'accumule dans
les mucopolysaccharidoses avec mucopolysaccharidurie, a été
contr6lée. Ces dépdts sont essentiellement de 1'heparan-sul-
fate et du dermatan-sulfate.

Dans le cerveau de ces malades, 1'analyse avait

permis de constater un léger excés de GM, et de GM, ganglio-
2

2
sides.

2.4, Les études biochimiques

Nos connaissances acquises dans le domaine des
mucopolysaccharides remontent & plusieurs années en arriére.
Elles constituent, jusqu'da nos jours, de solides bases fonda-
mentales sans lesquelles une étude pathogénique concréte n'est
pas envisageable. Elles représentent le fruit et l'oeuvre de
plusieurs années de recherches pour quelques auteurs tels que
A. DORFMAN, R.W. JEANLOZ, K. MEYER, H. MUIR et leurs collabora-
teurs et bien d'autres encore comme KLENK et SVENNERHOLM.

Tout ce que nous connaissons des mucopolysaccha-

rides peut se résumer en quelques mots.
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2.4.1. Les mucopolysaccharides. Sous le nom de
mucopolysaccharides, l'existence de la fraction protéique
passe généralement sous silence dans cette molécule, bien que
cette partie protéique existe.

"La partie polysaccharidique dés mucopolysaccharides
présents chez 1'homme renferme dans sa constitution des acides
uroniques ; cette chaTne est souvent sulfatée, d'od le nom
de mucopolysaccharides acides.

Ces molécules acides existent généralement dans
tous.les tissus, tré&s souvent sous forme conjuguée i des
protéines ; une exception cependant, celle de l'acide hyaluro-
nique.

' Souvent on utilise, pour désigner ces mémes compo-
sés assez complexes, le terme de protéoglycannes, les assimi-
lant ainsi auxglycoprotéines.

Ces deux groupes de composés se distinguent 1'un

de 1'autre par des critéres suivants :

— d'une part, par la nature des unités glucidiques

constitutives : Un caract@re commun a4 toutes ces molécules

se dégage ; il s'agit de la richesse en hexosamine en dehors,
bien entendu, de la présence d'acides uroniques et de groupe-
ments sulfates qui sont les constituants propres aux mucopoly-
saccharides.

Dans les glycoprotéines, on constate une quantité
trés appréciable de mannose, de fucose et d'acide sialique,
alors que dans les mucopolysaccharides, ces mémes composés

existent mais surtout d 1'état de trace.

— D'autre part, par l'organisation et la taille

- - . 3

des chalnes polysaccharidiques : Il s'agit d'unités répétiti-

ves disaccharidiques, généralement associées en chaines
linéaires de haut poids moléculaire qui est propre surtout
aux mucopolysaccharides.

Par contre, dans les glycoprotéines, il s'agit
de chalnes oligosaccharidiques, trés souvent ramifiées et
généralement de faiBle poids moléculaire (inférieur & 4000),

ce qui reste d'ailleurs & €tre confirmé.
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— Enfin, par la nature du point d'attache entre

le polysaccharide et la protéine : Tous ces critéres, bien

entendu, ne sont pas immuables, ainsi, d'aprés MUIR (163),
le keratan-sulfate serait une moléculé ramifiée.
‘ D'autres substances, possédant dés caractéres assez
particuliers et ressemblant 3 la fois aux mucopolysaccharides
et aux glycoprotéines, ont &té signalées par des auteurs tels
que BRUNNGRABER et BROWN (164), DI BENEDETTA et al.(165) et
MORGOLIS (166), ceci principalement au niveau du cerveau.
D'aprés les estimations, on pense qu'il s'agit
de molécules dont le poids moléculaire sérait compris entre
1300 et 13.000. Ces molécules renferment du mannose, du
galactose, du fucose, de 1'acidé sialique, dé la galactosamine
et de la glucosamine, trés rarement des acides uroniqués,
mais certaines sont sulfatées.
Des é&tudes structurales réalisées sur ces molécu-
les ont permis de miéux connaftre la partie protéique, la

partie glucidique et le point d'attache.

La partie protéique est fonction dé la nature des
mucopolysaccharides et du tissu (TSIGANOS et MUIR (166 bis) ;
TSIGANOS et al. (167) ; MUIR (168)). Ces mémes auteurs ont
décrit 1'existence de protéoglycannes contenant & la fois
du chondroitine-sulfate et du keratan-sulfate.

On connalt peu de choses de la naturé de 1'asso-
ciation entre protéoglycannes et le collagéne, cependant,
plusieurs auteurs tels que HOFFMAN et MASHBURN (169) pensent

qu'il peut s'agir de liaisons covalentes.

La partie polysaccéaridique'est généralement
considérée comme un polymére non ramifié, formé d'unités
disaccharidiques dont la structure est donnée dans le
Tableau V (p. 29). Ces disaccharides sont généralement sous
forme d'uronides, de galactosides, d'osamines. C'est saus ces
formes qu'on les trouve lors d'une hydrolyse acide partielle

ou enzymatique.
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On pqurrait considérer la plupart des glycosamino-
gluguronoglycannes comme des polyméres formés de B-1,4 osami-
nides d'acide uronique. Les disaccharides sont des dérivés du
lactose.B—l,4—galactoside~g1ucose dont 1'unité glucose serait
oxydée en position 6 et 1'unité galactose serait N-acétylaminée.

Dans le dermatan—sulfate, en plus de 1'unité
répétitive, on remarque une épimérisation du carbone 5, au
niveau de 1'acide urconique. D'apr&s FRANSSON et RODEN (171, 172),
ce polysaccharide contient également de l'acide glucuronique.

‘ Dans le keratan-sulfate, 1'unité& répétitive serait
du lactose-N—acétylaminé en position 2 du glucose. En ocutre,
d'agrés MUIR (173), on sait que le keratan-sulfaté contient
plus de galactose que de glucosamine et cét exc8s serait
probablement di & la chaine polysaccharidique au niveau des
ramifications.

Plusieurs auteurs, par leurs travaux, ont remarqué
dans divers mucopolysaccharides la présénce d'autres consti-
tuants osidiques. C'est ainsi qué,

~ d'une part, dans le keratan-sulfate, on trouve
des traces de fucose, de mannose et d'acide sialique (GREGORY
et RODEN (174) 3 SENO et al. (175) ; MEYER et al. (176) ;
GREILING et al. (177)),

- et d'autre part, dans 1'heparan-sulfate,

DORFMAN et MATALON (178) montrént la présence d'une N-acétyl-
od-glucosamine. D'autres suBstances ont vu le jour, téllés que
le rhamnose (KISTERS et GREILING) (i79), l1'arabinose (WARDI
et al. (180) ; CHAKRAPANI et BACHHAWAT (181)).

Ces éubstances pourraient résulter d'une contami-
nation par d'autres composés. Il est bien entendu que la pré-
sence d'arabinose et de rhamnose —-si toutefois elle est con-
firmée- revéterait une grande importance dans la pathologie
des mucopolysaccharidoses, dans le sens que la dégradation
des proté&oglycannes, par voie enzymatique, nécessiterait un
grand nombre d'hydrolases, ce qui férait penser qué chacune
de ces hydrolases pouvait €tre le siége d'une lésion génétique

responsable de cette maladie.
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Le point d'attache. La liaison entre protéine et
polysacqhafide dans les protépglycannés ést généralement
cqmpqsée de deux résidus de galactose ét d'un résidu dé xylose.
Cette structure se retrouve dans le Tabléau VI (p. 32).

Il v a cependant une exception a cetté réglé générale : dans

la structure du keratan—sulfate,ion trouvé uné N-acétyl-
glucosamine en position réductrice terminalé du polysaccharide,
comme s'il s'agissait d'une glyc0protéiné.

GREILING et al.(181bis) signalent que des résidus
de N-acétyl-galactosamine et de mannose complétent le point
d'attache (voir la structure des différents types de liaisons

protéine-polysaccharide dans le Tableau VI).

2.4.2. Les glycolipides. 11 s'agit généralement
de glycosphingolipides dans les muc0polysacchafidoses ; ce
sont des composés possédant dans leur structure un noyau
lipidique commun, appelé céramide, formé d'un acide gras 1ié
par une liaison amide & uné sphingosine.

Cette structure est souvent variaBle ét dépend
en principe de la nature de l'acide gras entrant dans sa
composition. /

Le groupemént hydroxyde & l'extfémité de 1la
sphingosine joue un rdle prépondérant dans la fixation du
glucose, du galactose ou d'une chaine oligosaccharidique,
ceci par une liaison B-osidique.

Les glycosphingolipides; renfermant de 1l'acide
sialique -ou exceptionnellément une N-glycolyl neuraminique-—,
sont souvent appelés gangliosides.

La structure et la composition de quelques glyco-
sphingolipides sont réunies dans le Tableau VII (p. 33).

Ces glycolipides ont des propriétés particuliéres,
ils sont hydrosolubles, ceci gridce & la longueur de leur chai-
ne osidique —-généralement, ce sont des tétra—- ou pentaoses-—.
Ces molécules participent, grdce & leur configuration, &
1'édification des membranés et conférent 3 ces derniéres
l'aspect tubulaire s'il s'agit de gluco- ou de galactocéré=-
brosides ; en amas ou en lamelle, s'il s'agit dé glyco-
sphingolipides renfermant une chaine oligosaccharidique dans

leur molécule.



TABLEAU VI

STRUCTURE DE POINT D'ATTACHE UNISSANT UN GLYCOSAMINOGLYCANNE A UNE PROTEINE

a. GlcAc (B-1,3)-Gal (B-1,3)-Gal (B-1,4)-Xyl (B-1)-0-Ser
~ ‘ ‘

503
GlcNAc(B)-Man(a)-Man(a)~GlcNAc(8-1)~NH-Asp

S03
| ' »
GlcNAc (B )-Man(a)-GalNAc(B-1)-0-Ser ou Thr
R"
I
fO
'NHrm}ﬁna—?H 2—acétamido—1-(B’-L—aspartamido)—l,2—didésoxy—
c. ’ B=D~-
NH B-D-glucose
e

Structure trouvée dans les chondroitine-sulfates, le dermatan-sulfate et l'heparan—sulfate
(d'aprés RODEN) (182)

Structures proposées par GREILING et al. (183) pour le point d'attache unissant le keratan-
sulfate @ une proté€ine ; il n'est pas superflu de rappeler que, généralement, la liaison
est souvent réalisée par l'intermédiaire de N—acétyl-a—galactosamine dans les glycoprotéines.

Un des modes de liaison entre polysaccharldes et protéine dans le cas du proteo keratan-
sulfate (d' apres MUIR) (184)

A%
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Leur dégradation fait appel pratiquement aux mémes
hydrolases que celles nécessaires au catabolisme des glycosami-
noglycannes. Outre ces mémes hydrolases, on distingue 1l'action
d'une O-galactosidose dans l'hydrolyse du digalactosyl-céramide
et du digalactosyl-glucosyl-céramide, et enfin, 1'action d'une
sulfatase A nécessaire 3 l'hydrolyse des groupéments sulfates
des sulfatides.

D'autres glycolipides plus complexes nécessitént
1'action d'autres enzymes commé 1'd—fucosidase, 1'isoenzyme B,
de la N-acétyl-B-hexosaminidase ou de 1'd—galactosaminidase
pour accomplir 1'hydrolyse de certains globosides et des asialo-
gangliosides 3 GMZ'

> .

2.4.3. Les glycoprotéines sont des molécules issues
de 1'association d'une protéine et d'un groupement prosthétiqué
de nature glucidique.’Depuis quelques années, 1és glyco?roté-
ines suscitent beaucoup d'intéré&t, en raison de leur rdle
biologique toujours grandissant. -

Les recherches effectuées jusqu'id nos jours sur le
r8le des glycoprotéines téndent 4 montrer que la partie glycan-
nique joue un r8le important dans 1l'expression de leur activité
Eioiogique.

Des travaux plus récents et en particulier ceux
de MONTREUIL et coll. (186), sur la structuré des glycoprotéines,
permettent de classer les glycoprotéines & liaison N-asparaginyl-
glucosamine en deux groupés distincts (Fig. 1 ; p. 35) :

- Glycoprotéines de type oligomannosidique

- Glycoprotéines de type N—acétyllactosaminique
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MUCOPOLYSACCHARIDOSE AVEC MUCOPOLYSACCHARIDURIE

Isolement et caractérisation des glycopeptides et
des oligosaccharides acides des urines d'enfant atteint de

~maladie de "Sanfilippo".

I - MATERIEL ET METHODES

} - FRACTIONNEMENT DES URINES

Dans une premidre série d'expériences, 450 ml d'urine
ont été fractionnés selon le procé&dé général décrit par
MALLEVAIS-GOUBET et al. (187) qui permet d'isoler et de doser
sélectivement les glycoprotides, les oligosaccharides et les
monosaccharides urinaires : l'urine est recueillie sur un
mélange de chloroforme et de Toluéne (v:v), puis filtrée aprés un
séjour de 24 heures & + 4°C pour permettre une bonne sé&dimentation
des substances minérales, généralement peu solubles ; ensuite
1'urine est concentrée 10 fois par lyophilisation et son

PH est amené 3 6,

L'urine ainsiconcentrée est traitée par 9 #olumes
d'éthanol absolu et le précipité obtenu est dialysé pendant
3 jours contre eau distillée ; ce qui nous permet d'avoir
trois fractions :

la fraction adialysable du précipité &thanolique qui
renferme les glycoprotides totaux de 1'urine pathologique.

la fraction dialysable du méme pré&cipité qui renferme

les oligosaccharides,
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la solution &thanolique ou surnageant alcoolique

dans laquelle se trouvent principalemeﬁt les monosaccharides.
2 - ANALYSE DES FRACTIONS

Les glucides totaux des fractions adialysables et
dialysables des précipités éthanoliques ont &té dosés, en

appliquant les méthodes colorimétriques suivantes :

Les hexoses totaux

-

Les hexoses totaux ont &té& dosé&s par la méthode 3
1'orcinol de TILLMAN et PHILIPPI (188) modifiée par RIMINGTON (189)
en introduisant dans chaque série de dosages, des témoins
internes représentés par des solutions de monosaccharides présents
dans les glycoprotéides et surtout dans les proportions molaires
oli ils existent dans les urines, selon le protocolé de

MONTREUIL et SPIK (190).

Les acides uroniques

Les acides uroniques ont été dosés par la méthode au
carbazole sulfurique de DISCHE (191), en tenant compte de 1'in-

terférence des monosaccharides neutres.

Les acides sialiques ~

Les acides sialiques ont &té déterminés par la méthode

& la diphé&nylamine de WERNER et ODIN (192),

Les osamines

Les osamines ont &té dosées par le procédé de
BELCHER ¢t al. (193), aprés hydrolyse chlorhydrique (Hel 4 N
& 100° pendant 4 heures) effectuée dans des tubes scellés

sous vide,
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De plus, la fraction adialysable du précipité
éthanolique de cette premiére fraction urinaire est chromato-
graphiée sur une colonne de Sephadex G 50, en vue d'établir le

profil d'élution des différents constituants,

3 - ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIDES ET DES OLIGOSACCHARIDES ACIDES

12 litres d'urine représentant la seconde fraction
urinaire d'un m&me malade, ont &té& recueillies sur un mélange
de chloroforme et de toluéne, puis filtrées aprés un sé&jour
de 24 heures 3 + 4°C, afin de se débarasser des produits
minéraux, Cette fraction d'urine ainsi filtrée est précipitée

par de 1'alcool & 90%. On obtient deux fractions distinctes :

~ d'une part, le précipité éthanoliqué qui renferme
1és M.P.S., 1és glycoprotéines, les glycopeptidés et lés
oligosaccharides 3}

-~ et d'autre part, le surnageant alcoolique qui

renferme principalement les monosaccharides.
3.1, Fractionnement de l'extrait urinaire

Le précipité éthanolique ainsi recueilli est soumis’
d un fractionnement sur une colonne de Séphadex G 50. L'élution
des différents composants a été réalisée par l'eau.
Les composants glucidiques ont &té repérés au phénol sulfurique.

Ce fractionnement nous permet d'obtenir deux sous fractions :

- d'une part, une fraction représentant les M.P.S.
et les glycoprotéines ;
~ et d'autre part, une fraction contenant les glyco-

peptides et les oligosaccharides.
3,2. Isolement des M,P,S,

La fraction obtenue précédemment aprés passage sur

Sephddex G 50 et qui renferme les M.P.S. et les glycoprotéines
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est amené a 1 litre, puis ajustée 3 pH 8 ; ensuite chromatographiée
sur une colonne d'échange d'ions (Dowex 1 x 4 "mesh 200

a4 400" forme acétate) (4 x 30 cm). La solution effluente

est évaporée sous pression réduite, puis conservée a4 - 20°C.

L'élution des M, P, S, a &té réalisée par un
gradient discontinu, mais croissant de chlorure de sodium
(IM. 2M. 3M.). Les M, P, S. ont été repérés par la méthode

colorimétrique au carbazole sulfurique décrite auparavant.

Chaque composant ainsi repéréest recueilli et

dialysé contre de l'eau distillée 3 + 4°C, pendant 5 jours,

en présence d'un mélange de chloroforme et de*toluéne,

Ensuite 1'adialysable de chaque composant est amené

& pH 6,5, puis concentré sous vide et lyophilisé,
3.3, Isolement des glycopeptides et des oligosaccharides

3.3.1, Isolement des glycopeptides basiques

La fraction renfermant les glycopeptides et les
oligosaccharides obtenue aprés passage sur Sephadex G 50, est
amenée a 1,5 litre puis ajustée a pH 3,5 a 1'aide d'uné
solution d'acide acétique 2N, Cette fraction est ensuite soumise
4 une chromatographie &changeur de catlions Dowex 50 x 2

"mesh 200 i 400" forme H' (4 x 40 cm)

P . -
L'élution de la colonne de Dowex 50 x 2 forme H
a été réalisée par une solution d'acétate de pyridine 0,2 M,
Les composants glucidiques ont €té repérés au phénol sulfurique,

puis soumis & évaporation. sous-vide, pour &@tre ensuite lyophilisés,

3.3.2. Isolement des oligosaccharides acides

La solution effluente recueillie aprés passage sur une
colonne de Dowex 50 x 2 "mesh 200 & 400" forme H+, est concentrée
d 1 litre, Cette solution représente la fraction "acide + Neutre",
qui est chromatographiée sur une colonne (4 x 40 cm) de

Dowex 1 x 2 "mesh 200 3 400" forme acétate.
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Aprés élimination de la plupart des oligosaccharides
"neutres'" par rincage avec 4 litrés’d'éau, les oligosaccharides
acides ont été décrochés de 1la colonné, par un gradiént dis-
continu, mais croissant d'acétate de pyridiné 1-2-5-10-20-
50-100-200-500-1000 mM. Ces différentes fractions acidés ont
été 3 nouveau refractionnées sur une colonné dé sephadéx G 25,
L'élution de chaque composant glucidique a &té réalisée par
1'eau distillée. Le repérage des composants a &été éffectué
grice au proc&dé colorimétrique & l'orcinol sulfurique,
décrite auparavant. Chaque sous fraction ainsi obtenue est
évaporée sous vide puis lyophilisée., Les ollgosaccﬁarldes
acides ont été 1soles par chromatographie et par electrophorese

preparatlve sur papier, dans des solvants différents,

a - chromatographie

Les ollgosaccharldes ac1des oBtenus ont ete soumls
d une chromatographie preparatlve sur papier ; a.cet effet,
des solutions de 1'ordre de 500 pl ont &té déposées en un trait

continu sur une feuille de papier Whatmann n® 3,

Aprés passage du solvant, des Eandes_latérales sont
découpées pour permettre une bonné localisation, par révélation
spécifiqué 3 1l'oxalate d'aniline, des différentes substances.

Les bandes ainsi repéréés\et découpées sont éluées
pendant 10 3 12 heures par 1féau distiiléé, suiyant le procédé
de DENT (194). Par ce procéédé, 10 & 20 mg de produit sont ainsi

isolés par chromatogramme,

Les solutions d'élution sont &vaporées et purifiées

sur des microfiltres, ensuite lyophilisées.

b - Systémes solvants

- systéme solvant de PARTRIDGE (195)

n—butanol/a01de acethue/eau (4:1:5)
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. — systéme solyant de FISHER et NEBEL (196)
acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5:5:1:3)

- systéme solvant de BUCHAN et SAVAGE (197)
acétate d'éthyle/n propanol/eau (1;6:3)

¢ - Révélations

— Réactif 3 1'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (198)
— Réactif au nitrate d'argent de TREVELYAN et coll. (196

d - Electrophorése

L'isolement des oligosaccharides acides a é&té
également réalisé& par électrophorése préparative, dans des
cuves d'électrophorése en "toit", Les dép8ts ont &té réalisés

d 13 cm du bord de chaque feuille de papier Whatmann n® 3,
— Tampons utilisés

y Tampon de MICHL (200 ) : pH 3,9

Pyridine - acide acétique - eau (3:10:487)

. Tampon de MICHL modifié& par GRIMMONPREZ (201)
Pyridine : 15 ml ; eau : 1935 ml ; acide acétique : q.s.p. pH 5,4

— Révélations-

S~

Les révélations ont été effectudes avec le réactif
4 1'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (202).

3.3.3. Isolement des oligosaccharides neutres

et des glycopeptides

L'effluent "neutre" obtenu aprés passage sur
Dowex 1 x 2 ("mesh" 200 -~ 400 ; forme acétate) est concentré
d 500 ml sous pression réduite, puis soumis 3 une chromatographie
sur charbon-Célite, préparée sélon le procédé de WHISTLER et

DURSO (203),
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Le charbon (Activit x ]OO) est tout d'abord
traité par Hcl pur de maniére & &liminer les impurétés (ions
miné&raux et organiques); Il est ensuite filtré sous vide sur
Buchner et rincé trds soigneusement par l'eau distillée., Ce
lavage est trés important, car la moindre trace d'acidé
chlorhydrique risque au moment de la concentration 3 siccité
des éffluents glucidiques de conduire & des réactions de

destruction ou de transosidation des sucres (SPIK et al. (204)).

La formation de grumeaux de charbon provoque en-
particulier la rétention de 1'acide chlorhydrique. Le
charbon lavé une premié&re fois, sera donc séché i plat sur
une feuille de papier filtre, puis écrasé de mani@re & éliminer
ces grumeaux, Ce charbon est ensuite relayé abondamment et
séché plusieurs fois de suite, Les particules trop fines sont
€liminées pour emp@cher un &écoulement normal des colonnes,

par de simples décantations.,

La célite ést également traitée par dé 1'acide
chlorhydrique pur, puis lavée comme le charEon, Les colonnes
sont montées en mélangeant des volumes &gaux de charBon et
de célite. Les solutions glucidiques peuvent €tre fractionnées
sur ces colonnes & raison de 1 g de sueres totaux pour
100 ml de charﬁon-célite. La concentration en sucre ne doit
pas dépasser 2 a 5 p.]dO. Les glucides sont alors désorBés
par des solutions &thanoliques de concentration croissante

3,5 -7,5-28,5-50p, 100 (viv)
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MUCOPOLYSACCHARIDOSE AVEC MUCOPOLYSACCHARIDURIE "SANFILIPPO A"

)

1T - RESULTATS

! - DOSAGE DES GLUCIDES URINAIRES

Gluecides "glycoprotidiques"

La teneur en glucides glycoprotidiques de 1'urine
de Sanfilippo A, est fort Elevée par rapport 3 celles des urines
de sujets sains normaux de méme &dge (Tableau VIII ; p.45 ).
Cette augmentation concerne les mucopolysaccharides acides dont le

taux est trés nettement supérieur & la moyenne.

En effet, l'augmentation du taux des glucides de 1la
fraction glycoprotidique porte essentiellement sur la fraction
glycopeptidique et oligosaccharidique de masse moléculaire Elevée
comme nous le montre la chromatographie sur Sephadex G 50 :
les pics 2 et 3 que nous trouvons dans la figure 2 (p. 44 ) ont été
soumis & 1'é@lectrophorése et 4 la chromatographie sur papier, ce
qui nous a permis de mettre en &vidence la présence de glycopeptides
et d'oligosaccharides acides, qui ont &t& isolés d'une part par
chromatographie sur charbon-célite, dont le protocole a été décrit

plus haut, et d'autre part, par chromatographie d'échange d'ions.

Glucides oZigosacéharidiques

Le tableau VIII (p. 45 ) montre que 1l'excrétion urinaire
de glycopeptides et d'oligosaccharides est tré&s augmentée dans le
cas de la maladie de Sanfilippo A jusqu'3d des valeurs de l'ordre de
10 fois celle de la valeur normale pour les glycopeptides et 500 fois

la valeur normale des oligosaccharides.
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2 - FRACTIONNEMENT DES GLUCIDES URINAIRES

Le fractionnement des glucidés urinaires est
décrit dans la figure 3 (p, 47 ). Aprés chromatographie de la
fraction "glycopeptidique" et "oligosaccharidique" sur résine
échangeuse d'anions (Dowex 1 x 2), 1'élution par un gradient
discontinu d'acétate de pyridine conduit 3 1'obtention de
12 fractions différentes (Fig. 4 ; p. 48 ). Ces fractions sont
éssentiellement constituées d'oligosaccharides acides, riches
~en acides uroniques (Fig. 5 ; p.49 ) et la complexité de ces
mélanges ne nous a pas permis d'isoler des constituants dans
un &tat de pureté& satisfaisant pour 1'@tude chimique.
Toutefois, 1'8lectrophorése préparative dans le tampon de
pH 5,4 nous a permis d'isoler, 3 partir de la fraction élevée
par l'acétate de pyridine 0,100 M, un composé& constitué de

galactosamine et de sulfate,

Ces différentes fractions, en outre, ne renfermaient
pas les glycopeptides, qui ont &té exclus de la colonne
d'échangeur d'anions, probablement 3 cause de l'extréme acidité

des autres constituants fixés,

Aussi, la fraction "neutre" effluente a;t—elle
subi un deuxiéme fractionnement sur charbon-Célite, d'une
part, puis sur résine Dowex 1 x 2, d'autre part, dont
1'élution par un gradient d'acétate dé pyridine de Eoncen—
tration croissante fournit 11 fractions différentes (Fig. 6 ; p.50

riches en glycopeptides.

3 - TENTATIVE D'IDENTIFICATION DE LA GALACTOSAMINE-SULFATE

3.1. Hydrolyse acide par l'acide trifluoroacétique

L'identification des glucides ou monosaccharides
constituants ce composé, a été réalisée aprés hydrolyse acide

au moyen d'acide trifluoroacétique 4 N - 4 heures 3 100°C.
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Fig. 5.- Etude des oligosaccharides acides isolés de 1'urine de Mucopolysac-
charidose de type IIIp. L'&lectrophorése a &té réalisée dans les
conditions suivantes : Systéme tampon de pH 5,4. R&vélation a
1'oxalate d'aniline. Les témoins de référence sont le lactose,
1'acide sialique et 1'acide uronique.




Etude électrophorétique des différentes fractions glycopeptidiques
isolés de la fraction éthanolique aprés passage sur Dowex 1 X 2
("mesh" 200-400 ; forme acétate).

Conditions d'électrophorése : Papier Whatman n° 3. Systéme-tampon
de MICHL modifié par GRIMMONPREZ (205) & pH 5,4 ; 3 h a 600 volts.
Révélation a 1'oxalate d'aniline ; 130°C ; 1/2 h., Solution tampon
lactose, acide N-acétylneuraminique.
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L'hydrolysat acide a &té &vaporé a siccité& sous un courant

d'azote,

Le résidu sec ainsi obtenu est repris par 40 nl
d'eau, puis déposé@ en chromatographie sur papier en présemnce
des différents témoins marqueurs, dans le systéme solvant

N°® 2 (206).

Dans ces conditions, nous observons, aprés révé-
lation & l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (207), l'apparition
de la galactosamine (Fig. 7 ; p. °2 ).

3.2, Cinétique d'hydrolyse du groupement sulfate

La cinétique d'hydrolyse a été réalisée au moyen
de 1'acide trifluoroacétique 0,2 N pendant 5' ~ 10' -~ 20' -
30" - 45' - 1 heure,. Chaqué hydrolysat est &vaporé i siccité
sous un courant d'azote, puis répris par 30 1l d'eau
bidistillée, Ces différents témps d'hydrolyse ainsi repris
sont soumis & une chromatographie sur papier dans le systéme

solvant N° 2 pendant une nuit.

Dans ce cas, nous voyons apparaltre au bout de 10'
d'hydrolyse un composé intermédiaire qui s'intensifie au fur et
i mesure de 1'hydrolyse. Puis, 4 partir de 20', un autre com-—

posé apparalt. Ce dernier s'identifie & la galactosamine.

(Fig. 8A ; p. 53 ).

3.3, Identification de la galactosamine par desamination
oxydative de GARDELL et coll. (208)

4,6 mg de produit sont hydrolysés i 1l'acide
trifluoroacétique 2 N, pendant 1 heure & 100°C. L'hydrolysat
est ensuite évaporé 3 siccité&, puis repris par 2 ml d'une
solution de ninhydrine (0,48 g de ninhydrine dans 100 ml de

citrate de sodium 0,1 M de pH 4,7), La solution ainsi formée
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Fig. 8.- A : Chromatographie sur papier des hydrolysats trifluoroacétiques du composé
renfermant de la galactosamine isolée de la fraction 0,100 M

Fo B : Chromatographie sur papier des produits de désamination oxydative par
iﬁg%? 1a ninhydrine des hydrolysats acides du composé renfermant de la
N galactosamine

Conditions de 1a chromatographie : Papier Whatman n°® 3 : systéme-solvant
acétate d'éthyle/pyridine/eau (5:5:1:3). Révélatinn a4 1'nvalatae Alanilin~
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est 3 nouveau portée & 100°C pendant 30 minutes, Aprés ce

temps, la solution est passée sur échangeur de cations

(Dowex 50 x 8 "mesh" 25~50 ~ forme acide 1 ecm x 10 cm), puis
d'anions (Duolite A-40 "mesh" 235-50'forme formiate | em x 10 cm).
Aprés un léger ringage, l'effluent est.concentré par &vapo-
ration 2 siccité@ et le résidu repris par 50 pl d'eau bidistillée
est soumis & une chromatographie sur papier, dans le systéme
solvant n° 2 (209) pendant une nuit, en présence de marqueurs

tels que l'arabinose, du xylose ou lyxose.

Dans ces conditions, la désamination oxydative
réalisée sur ce composé& donne du lyxose qui est une caracté-
ristique de la galactosamine, ceci aprés révélation 3 l'oxalate
d'aniline de PARTRIDGE (Fig. 8B ; p. 53 ).

3.4, Dosage du sulfate

2,3 mg de produit ont &té& mis en suspension dans
100 ul d'eau, puis hydrolysés au moyen de l'acide trifluoro-
acétique 2 N 3 100°C pendant 1 heure, L'hydrolysat est &vaporé
i siccité puis repris par 5 ml d'eau bidistillée. A partir de

la solution d'hydrolysat ont été effectuésd'une part :
a - le dosage du sulfate

Ce dosage a &été effectué par la méthode au
rhodizonate de sodium de TERHO et HARTIALA (210) qui est la

suivante,

0,5 ml de la solution d'hydrolysat sont additionnés
de 2 ml d'éthanol absolu, de 1 ml de solution tampon de
chlorure de Barium (acide acétique 2 M - chlorure de
Barium 5 mM - NaHCO3‘ 0,02 M)(5:1:4) (v:iv:iv), plus 1,5 ml

d'une solution de rhodizonate de sodium préparée extemporanément,
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Aprés agitation, les tubés sont placés i 1'obs-
curité pendant 10 minutes én mémé temps qu'uné gamme étalon,
renfermant 2 3 12 g de sulfate (soit du Na2 Sou ou de
H, SOA) dans 0,5 ml d'eau. Le maximum de coloration est obtenu

au bout de 30 minutes, la lecture est faite 34 520 mp.

De cette fagon, nous awvons pu doser le sulfate
contenu dans ce composé, afin d'établir le rapport

osamine / sulfate.
b - Le dosage des osamines

Ce dosage a été réalisé sur 1'hydrolysat de
2,3 mg de produit, repris par 5 ml d'eau bidistillée préala-
blement préparée et selon la méthode d'ELSON MORGAN (211)

décrite auparavant,

Ce dosage nous a permis de préciser que les osa-
mines et les groupements sulfates se trouvent dans un rapport

- . - -
équimoléculaire,

3,5, Conclusion

L'hydrolyse partielle réalisée dans les conditions
citées ci~dessus, ne lib&re en aucun cas la N-ac@tylosamine,

mais lib&re les groupements sulfates et l'osamine correspondant.

Dans le cas présent, il "apparalt un composé

intermédiaire dont la nature reste & préciser ultérieurement.

4 ~ CARACTERISATION DES GLYCOPEPTIDES URINAIRES

Les différentes fractions riches en glycopeptides
obtenues aprés &lution de la Dowex 1 x 2 par un gradient
discontinu en acétate de pyridina, ont été soumises & une
€lectrophorése préparative dans un systéme tampon pH 5,4
(la réyélation a été réalisée a 1'aide de l'oxalate d'aniline

-~

3 130° pendant une demi - heure,
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L'analyse chromatographique des hydrolysats
correspondants & chacune des fractions montre qu'il s'agit
de glycopeptides riches en galactose, mannose, en acide sialique

et N-acétyl glucosamine.

En outre, ces composé&s renferment des traces de
N-acétyl galactosamine et de fucose comme nous le montre

la figure 9 (p. 57 ),

L'étude des hydrolysats chlorhydriques des
différentes fractions glycopeptidiques, & 1'auto—analyseur
Beckman, permet de constater que les différentes fractions
isolées par électrophorése préparative renferment des
quantités variables d'amino-acides, tels que l'acide aspartique,
la thréonine, sérine et le glycocollé. Les autres amino
acides sont 34 1'état de traces (Tableau IX ; p. 58 ),

Les quantités relatives de chaque fraction glycopeptidique
obtenue, 111 mg a 1,2 g, sont conformes aux résultats obtenus
par le dosage des glucides conjugués et montrent que le

cas de la maladie de Sanfilippo de type A que nous avons

étudiée,s'accompagne d'une excrétion massive de glycopeptides.

5 ~ CONCLUSION

La maladie de Sanfilippo de type A est caractérisée
par une déficience en N-sulfatase et s'accompagne de l'excrétion
massive dans 1'urine de mucopolysaccharides acides tels

que 1'héparan-sulfate.

A c6té de cette mucopolysaccharidurie, nous avons
également observé une accumulation urinaire de glycopeptides
riches en mannose, en galactose, en glucosamine et en acide

sialique.
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ANALYSE QUANTITATIVE EN MONOSACCHARIDES ET EN AMINO-ACIDES

ENTRANT DANS LA COMPOSITION DES GLYCOPEPTIDES

ISOLES DES URINES DE MUCOPOLYSACCHARIDOSES

TABLEAU IX

58

1 2 3 4 5 6 7
(111 mg) (202 mg) (353 mg) (736 mg) (1,079 g) (1,265 g) 958 mg
al +++ +++ id id id id
an +++ +++ id id id id id
uc +
1cNAc +++ +++ id id id id id
alNAc +
ANA ++ +4 ++ ++ ++ ++ ++
v

sp +44 +++ +4++ +++
er +++ +++ id id ++ ++
hr +++ ++ +4 ++
ly ++ ++++ id id - + +
la ++ +++ id id + +
al + +
lu ++ +++ + +
utré§ amino- + . +

acides - « -
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Les différentes fractions que nous avons
décrites sont en réalité des mélanges complexes de composés
qu'il sera nécessaire, dans un deuxiéme temps, de sous-
fractionner en utilisant, en particulier, des méthodes de
chromatographie d'échange d'ions sur cellulose ou sé&phadex
modifiés,

L'origine de ces glycopeptides demeure inconnue.
I1 est en effet difficile de prendre en.considération
1'hypothése selon laquelle une déficience en protéinases

serait associée au déficit en N-sulfatase.

I1 paraft plus probablé que cette glycopeptidurie
soit un phénoméne secondaire 1ié au dysfonctionnement des
lysosomes dont l'intégrité morphologique et:fonctionnelle est
gravémént perturbée par l'accumulation de mucopolysaccharides

acides.

L'isolement et 1'&tude physico-chimique de ces
nomEréux glycopeptides seront néammoins trés intéressants
dans la mesure ol il sera possible de disposer ainsi de
quantités élevées de substrats parmi lesquels figureront
probablement des produits de catabolisme d'antigénes de

membranes.



60

MUCOPOLYSACCHARIDOSE SANS MUCOPOLYSACCHARIDURIE OU MUCOLIPIDOSE

Etude de la composition de sialo~oligosaccharides
isolés des urines d'un sujet atteint d'une Mucolipidose II

ou "I cell disease™

I -~ MATERIEL ET METHODES

I - FRACTIONNEMENT DES URINES

Les urines ont &té fractlonnees selon le procede
général de MALLEVAIS et al, (212) qui permet d' isoler et de
doser sélectivement, d'une part, les glycoprotldes et d'autre

part, les oligo— et les monosaccharides urinaires.

Les urinés, préalabiement maintenues péndant
24 h 3 2° C, sont filtrées et concentféés 10 fois par
lyophilisation. Elles sont ensuite ajustées i pH 6 ét
traitées, 3 -15° C, par 9 volumes d'éthanol absolu aprés
dialyse pendant 3 jours contre de 1'eau dlstlllee. On obtlent
a1n31 3 fractions : la fraction adlalysable du prec1p1te éthano-
lique qui contient les glycoprotides totaux de 1 urlne normale,
la fraction dlalysable du méme précipité qui renferme les
oligosaccharides et la solution ethanollque dans laquelle se

trouvent tous les monosaccharides,



6.1

2 - ANALYSE DES FRACTIONS

Les gluc1des totaux des fractlons adialysables
et dlalysables des précipités éthanoliques ont &té dosés
par 1l'application des méthodes colorlmetrlques suivantes
les hexoses totaux par 1é procédé i 1'orcinol sulfurique de
TILLMANS et PHILIPPI (213) modifié par RIMINGTON et selon le
protocole éxpériméntal décrit par MONTREUIL et SPIK (214), 1les

“‘acides uroniques par la méthode au carbazole sulfurique de

DISCHE (215) selon le mode opératoire de MONTREUIL et SPIK (215bis

les osamines par la technique de BELCHER et al. (216) aprés
une hydrolyse chlorhydrique (HC1l 4 N ; 100° C pendant %4 h)
effectuée en tubes scellés sous vide, les acides sialiques

par la méthode & la diphénylamine de WERNER et ODIN (217).

3 - ETUDE DE LA FRACTION ADIALYSABLE DU PRECIPITE ETHANOLIQUE

La fraction adialysaBle du précipité &thanolique
a été chromatographiée sur une colonne Sephadex G-50, & 1l'aide
d'uné solution de chlorure de sodium 0,08 M, Les constituants
glucidiques repé&rés en appliquant les procédés colorimétriques
décrits ci-dessus ont &té ensuite soumis 3 l'analyse
électrophorétique sur papier réaliséedans des cuves en "toit"
avec le tampon de MICHL (218) de pH 3,9.

4 - ISOLEMENT DES OLIGOSACCHARIDES URINAIRES

Isolement des oligosaccharides totaux

325 ml d'urine ont &té directement purifiés sur
dés colonnes (3 x 30 cm) d'échangeurs de cations (Dowex
50 x 8 ; "mesh" 25-50 ; forme acide) et d'anions (DE&acidite
A-102 D ; "mesh" a4 25-50 ; forme formiate)., La solution effluente
évaporée 4 siccité@ sous pression ré&duite a &té ensuite soumise
a uné chromatographie sur des colonnesv(z x 15 cm) de
charbon~Célite. Aprés élimination de la plupart des monosaccharide
par passage de 500 ml d'eau distillée, les oligosaccharides
ont &té élués par 500 ml d'éthanol 3 3,5 Z, & 7,5 % puis

& 50 %Z. Ces trois fractions &vaporées 3 siccité ont &été
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analysées par chromatographie sur papier dans 1és deux

systémes solvants suivants : systémé solvant dé PARTRIDGE (219);
n-butanol - acide acétiqué - eau (4:1:5) ; n° 2

systéme solvant de FISCHER et NEBEL (220) ;

acétate d'éthyle - pyridine - acide acétique ~ eau (5:5:1:3)

Les chromatogrammes ont &té& révélés a l'aide

du réactif & l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (221).

Isolement des oligosaccharides neutres

Les oligosaccharides neutres de la fraction
€thanolique 3 7,5 % ont &té isolés par chromatographie

préparative dans le systéme~solvant n° 2.

Isolement des oligosaccharides acides

La fraction &luée par 1'éthanol 3 50 7 a été
soumise 3 une chromatographie sur colonne (2 x 10 cm)
d'échangeur d'anions (Dowex 1 x 2 "mesh" 200-400 ; forme
acétaté). Aprés rincage par 300 ml d'eau distillée, les
oligosaccharides acides ont €té déplacés par 300 ml de solu-
tions d'acétate de pyridine tamponnée & pH 5,5 de concentration
croissante ; 2,5,10,50 et 100 mM., Les fractions obtenues ont
été Evaporées a siccité et analysées par chromatographie sur
papier dans le systéme-solvant n® 2. Les oligosaccharides acides
ont été isolés 3a 1'état pur par chromatographie préparative

. - . - ~
sur papiler réalisée avec le méme solvant.

5 - ETUDE DES OLIGOSACCHARIDES URINAIRES

L'identification des glucides constituant les
oligosaccharides a &té effectuée par analyse chromatographique
des hydrolysats obtenus par l'action de l'acide trifluoroacétique

4 W, a 100° C, pendant 4 h,



63

La composition molaire én monosaccharides des
oligosaccharides a été détérminéé par dosagé chromatographique
en phase gazeuse (A€rograph 2,100 ; colonnés dé verre
(0,6 x 300 cm) Varaport 30 3 5 7 d'ov-210 ; débit du gaz
vecteur (NZ) = 8 ml/mn ; ;empérature programmée de 110 & 210° C
(1° C/mn) ; température de 1'injecteur et du détecteur i
ionisation de flamme = 220° C) des dérivés trifluoroacétylés
des sucres libérés par méthanolysé selon la mé&thode de

ZANETTA (222).

Le glucide en position terminale ré&ductrice a
été identifié par réduction dés oligosaccharides par le
borohydrure de potassium tritié (20 puCi) dans KOH 0,1 M.
Aprés 20 mn de contact, la réaction est arrétée par l'addition
de 0,5 ml de résine échangeuse de cations (Dowex 50 x 2 ;
"mesh" 200~400, forme HY). La solution est recueillie par
filtration et &vaporée 3 siccité et le résidu sec obtenu est
repris par | ml du mélange méthanol—~acide acétique (5:1;V:V)
dé nouveau &vaporé & siccité, dissous dans 0,3 ml d'acide
trifluoroacétique 4 N et hydrolysé dans les conditions décrites
plus haut, Les polyols tritiés ont été analysés par chroma-
tographie sur papier 8 1'aide du syst@me solvant n° 2 et leur
radioactiyité a été déterminée par comptage en milieu

scintillant,

6 - METHYLATION

L'oligosaccharide n® 7 (0,800 mg) est dissous
dans 1 ml d'eau distillée auquelle on ajoute 5 mg de
BH,Na. Aprés 2 héures de contact, la solution est neutralisée
par de la résine &changeuse de cations (Dowex 50 x 8 ;
"mesh" 25-50, forme 1y, puis filtrée. Aprés é&vaporation 3

siccité, le résidu est repris par 0,5 ml de méthanol et
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et &vaporé i nouveau. Le résidu sec est alors repris par

0,5 ml de diméthylsulfoxidé et la solution ést introduite

dans un flacon dé pénicilliné dé 5 ml. Cé flacon est bouché
ﬁermétiquémént, et aprés l'avoir saturé avéc de 1l'azote,

on introduit 0,5 ml de sulfinyl carbanion (2,5 g d'HNa en
solution dans 25 ml de dimé&thylsulfoxide), Aprés une
démie—heure d'agitation en bain ultrasonique, on introduit alors
0,5 ml d'iodure de méthyle, Apré&s une demi - heure d'agitation
en bain ultrasonique, les produits méthylé&s sont extraits dans
le mélange chloroforme-~eau. La phase chloroformique est
évaporée a sec, puis le résidu est soumis 3 une méthanolyse
puis 3 une chromatographie en phase gazeuse (Aérograph 1200)
colonne de verre (0,6 x 300 cm)rénférmant une phase station-
naire ou chromosorb WHMDS & 3 7 de Carbowax 6000 (60-80 mesh)
170° C, le débit du gaz vecteur (N,) est de 30 ml/minute.

I1 - RESULTATS

I - DOSAGE DES GLUCIDES URINAIRES

Glucides "glycoprotidiques"

La teneur en glucides glycoprotidiques de 1l'urine
de mucolipidose de type II est quad;uplée ou quintuplée par
rapport & celles des urines d'enfants normaux du méme 3Age
(Tableau X 3 p. 66 ). Cette augmentation ne concerne pas les
mucopolysaccharidoses acides dont le taux est, au contraire,
légérement inférieur & la moyenne, En fait, 1'augmentation
du taux des glucides dans la fraction glycoprotidique porte
sur une fraction oligosaccharidique de masse mol&culaire
élevée (1500 & 2500 daltons), comme le confirme la
chromatographie Sephadex G-50 : le pic n° 3 (Fig. 10 ; p.65 )
soumis & 1'électrophorése et 4 la chromatographie sur papier
réveéle la présence d'oligosaccharides riches en acide sialique,

identiques aux constituants isolé&s par chromatographie sur
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2 ACIDES URONIQUES
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Fig. 10.- Chromatographie sur Sephadex G-50 de la "fraction glycoprotidique"
(A) d'une urine normale et (B) de 1'urine de mucolipidose de
type II

monosaccharides neutres ; acides sialiques ;
------- acides uroniques. D.0. : densité optique.



TABLEAU X

ELIMINATION JOURNALIERE(K) DES GLUCIDES "GLYCOPROTIDIQUES" ET "OLIGOSACCHARIDIQUES
DANS L'URINE D'ENFANTS NORMAUX ET DE MUCOLIPIDOSE DE TYPE II ("I CELL DISEASE")

Acide N—acétyl-

Oses Acides uroniques Osaminesv neuraminique

Glycoprotides

Enfants normaux (2 3 9 ans) 32 + 8 7 + 0,8 ¢ 22,5 + 6 23 + 6

Enfants normaux (8 mois i 2 ans) : 16 3 20 5 3 8 14 3 16 13 3 16

"I Cell disease'" (8 mois) 92 3,5 64 65
Oligosaccharides /

Enfants normaux (2 3 9 ans) 50 3 80 8 3 15 17 3 24 40 3 60

Enfants normaux (8 mois 3 2 ans) 15 38 30 ND 6 3 15 10 a 25

"I Cell disease" (8 mois) 135 14,5 ' 26 54

x . . . . . . .
( )(en mg de monosaccharides neutres, d'acides uroniques, d'osamines et d'acide sialique)

99
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charbon-Célite que nous décrivons plus loin. Le caractére
anionique de ces sialoconjugués explique qu'ils ne dialysent

pas.

Gluctdes oligosaccharidiques

Le tableau X (p. 66 ) montre que l'excrétion des
oligosaccharides est au moins triplée ou quadruplée dans 1la
mucolipidose de -type II car les valeurs que nous obtenons
sont entachées d'une erreur, par défaut puisque, comme nous

venons de le voir, les sialo-oligosaccharides ne dialysent pas.
IT - ETUDE DES OLIGOSACCHARIDES

Oligosaccharides neutres.

L'analyse chromatographique des hydrolysats acides
des oligosaccharides neutres isolés de la fraction éthanolique
a 7,5 7 montre qu'ils sont compos&s, en proportions variables,
de galactose, de glucose, de fucose et de N-acétylglucosamine.
Ils sont donc identiques aux oligosaccharides des urines de
sujets sains du méme groupe sanguin (groupe B, sécréteur,

Lewisb) que notre jeune malade.

Oligosaccharides riches en acide sialique

~

Comme nous le montre la figure 11 (p. 68 ),
1'urine de mucolipidose de type II renferme, dans la fraction
€luée du charbon par 1'é&thanol 3 50 %, des quantités trés
importantes de constituants qui restent au trait de départ
du chromatogramme. La chromatographie de ces composés sur des
€échangeurs d'anions fournit 5 fractions qui renferment des
proportions variables d'oligosaccharides. La figure 12 (p. 69 )
permet de comparer la composition en oligosaccharides d'une
urine normale et de 1'urine du jeune malade. Les échantillons,

analysés par chromatographie sur papier, sont concentrés 1000 fois



Fig.

11.-

Chromatographie sur papier des oligosaccharides
désorbés des colonnes de charbon-celite. A et B
urines de sujets sains ; C : urine de mucolipidose
de type II. Conditions de la chromatographie

papier Whatman n°® 3 ; systéme-solvant n° 1 pendant
3 jours ; révélation & l'oxalate d'aniline. 1, 2

et 3 : fractions éluées respectivement par 1'éthanol
a 3,5 - 7,5 et 50 p. 100.
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Fig. 12.-
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Chromatographie des oligosaccharides "acides" é&lués d'une
colonne d'échangeur d'anions (Dowex 1 x 2 ; "mesh" 200-
400 ;, forme acétate) par une solution d'acétate de pyri-
dine de concentration croissante : 1 : 1 mM ; 2 : 5 mM ;
3 :10mM ; 4 : 50 mM : 5 : 100 mM. A et B : urines nor-
males ;3 C : urine de mucolipidose de type Il1. Conditions
de la chromatographie : papier Whatman n°® 3 ; systéme-
solvant n® 2. Durée de la chromatographie : 48 h pour A
et B ; 4 jours pour C. Les échantillons extraits de
T'urine normale sont concentrés 3 fois par rapport a ceux
de 1'urine de mucolipidose de type II. NL : N-acétyl-
neuraminyl o 2+3 lactose.
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dans le cas de l'uriné du jeune malade et 3000 fois dans le
cas dé 1'urine normalé. La comparaison des 2 chromatogrammes
montre ainsi que le taux des oligosaccharides riches en acide
stalique est environ 10 fois plus €levé dans le cas de la
mucolipidose de typé IT, Toutefois, le taux de sialyl-lactose

est identique dans les deux types d'urine,

La chromatographie préparative sur papier nous
a permis d'isoler, 3 partir de 325 ml d'urine, de 2 3 5 mg de
8 oligosaccharides (Fig. 13 A ; p.71. ). A titre comparatif,
il est intéressant de préciser que 1'isolement des mémes
quantités d'oligosaccharides 3 partir d'urine normale nécessi-

terait de traiter 6 litres d'urine.

L'analyse chromatographique des hydrolysats acides
dés oligosaccharides dé 1'uriné de mucolipidose de type II
montre qu'ils renferment, en proportions variables, de 1l'acide
N-acétylneuraminique, du galactose, du mannose et de la
N-acétylglucosamine (Fig, 13 B ; p, 71. ), Ils sont dépourvus
dé fucose, contrairement aux oligosaccharides correspondants
isolés d'urines normales, Le tableau XI (p, 73 ) précise les
compositions molaires des oligosaccharides ainsi que la nature

du glucide réducteur qui est toujours la N-acétylglucosamine,
ITIT - METHYLATION

La méthylation de l'oligosaccharide n° 7

(Tabléau XIT 5 p. 74 ) conduit & un mélange de 2,3,4,6 tetra-
méthyl-galactoside, de 2,3,4 tri-mé&thyl-galactoside, de

3,4,6 tri-méthyl-mannoside, de 2,4 di-méthyl-mannoside et de
3,6 di-méthyl-mannoside. Les faibles quantités de substrat
isolé n'ont pas permis de poursuivre l1'étude structurale de
ce composé&. Compte tenu de ce que nous savons de la structufe
de la plupart des glycannes (Fig. 1 ;3 p.35 ), nous pouvons
proposér une structure partielle de 1'oligosaccharide n° 7,

qui est illustrée par la figure 14 (p.72).
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Etude des oligosaccharides fsolés de 1'urine de mucolipidose de type II.

A : Chromatographie sur papier des oligosaccharides isolés. B : Chroma-
tographie sur papier des hydrolysats acides de ces mémes oligosaccharides.
Conditions de la chromatographie : papier Whatman n°® 3 ; systéme-solvant
n° 2 ;3 5 jours pour A et 18 h pour B. Révélation & 1'oxalate d'aniline.

Le témoin de référence est un pentasaccharide (RLac = 0,35).



72

(11 H50QI4ITOOAN) IIA MQHM<MUU¢m0®HAoLA 40 HFS0d0¥d HYIOSIAOYS IWAIOANLS

A

PIr b2y

AN

¢ < PVN2TD ¢ 1e9
‘\
UepR< OVNOIH< Te9¢ VNVN
€ . € [
9¢1 1 &1 9°¢C
) (4
QVNOT9¢—————1ury
er K
€1 ;
Ue ¢ PVND T 9¢— TeH¢ VNVN

2°¢1 AN 9¢z




73

TABLEAU XI

CARACTERISTIQUES DES OLIGOSACCHARIDES ISOLES DE L'URINE DE MUCOLIPIDOSE II

Oligosaccharides Quantités isolées RLac Composition molaire(c) Nature §2§E§S
e de résidus
(a) (B) ‘ de 1'ose de
Gal Man GlcNAc NANA réducteur .
——————— monosaccharid
1 2,8 mg 0,130 0,96 1,72 1,92 1
( 1 2 2 1) GlcNAc 6
2 1,5 mg 0,088 1,20 2,60 2,20 1
( 1 3 2 1) GlcNAc 7
3 2,5 mg 0,055 1,62 2,60 2,91 1 »
( 2 3 3 1) GlcNAc 9
4 2 ng 0,032 2,9 2,88 3,66 1
( 3 3 4 1) GlcNAc 11
5 1 mg 0,040 Non déterminé GlcNAc
6 2,8 mg 0,033 1,74 2,40 2,80 2
( 2 2-3 3 2) GlcNAc 10
7 5 nmg 0,016 2,80 3,14 3,70 2
( 3 3 4 2) GlcNAc 12
8 1,5 mg 0,00 Non déterminé -

~.

(a) Quantités isolées a partir de 325 ml d'urine. (b) Vitesse de
migration par rapport au lactose dans le systéme-solvant n° 2.

. (c) Données par rapport 4 l'acide N-acétylneuraminique, en tenant
compte que les oligosaccharides 1 & 4, d'une part, et 5 & 8, d'autre
part, poss@dent respectivement les vitesses &lectrophorétiques de mono
et de disialyl-dérivés.
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Chromatographie en phase gazeuse des 7 oligosaccharides acides isolés.

1 : Mésoinositol ; 2, 3, 5 : Galactose ; 4, 6 : Mannose ; 7 : N-acétyl-
glucosamine ; 8 : Acide N-acétylneuraminique.
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I11 = DISCUSSION

La mucolipidose de type II est actuellement
caractérisée, du point de vue biochimique, par des anemalies

enzymatiques qui portent sur les hydrolyses acides.

Une augméntation du taux des oligosaccharides
urinaires provenant du catabolisme des glycoprotéines a été
oBservéé par STRECKER et MONTREUIL (223) et NORDEN (224) dans
le passé a propos de maladies 1ys§soma1es comme la maladie de
SANDHOFF-JATZKEWITZ (225) ou comme la mannosidose. En outre,
l'accumulation d'oligosaccharides a été récemment observée,
dans lé foié d'un sujet atteint de gangliosidose & GM] par
WOLFE et al, (226). La mucolipidose du type II, se caractérise,
toutefois, par l'augmentation du taux d'oligosaccharides riches
en acide N—acétylneuraminique. Cette observation permet de
poser en hypoth&se qu'une déficience en neuraminidase peut
Etre ajoutée 3 la liste déja longue des anomalies enzymatiques
rencontrées dans ce type de maladie. Un tel déficit pourrait
d'ailleurs expliquer la "fuite" des enzymes cellulaires vers
le sérum des malades ou vers le milieu de culture des
fibroblastes. En effet, si l'on se référe a 1'observation de
KINT (227) qui a montré&, par la technique d'électrofocalisation,
que les hydrolases acides du sérum de mucolipidose II
possédaient un point isoélectrique plus bas que celui des
énzymes normales correspondantes, nous pouvons souscrire &
1'hypoth&se de HICKMAN et NEUFELD (228) selon laquelle une
inactivation des enzymes interdirait & ces derniéres la
traversée de la membrane cellulaire vers le cytoplasme. Leur
activation serait due & une désialylation d'enzymes de nature
glycoprotéinique, modification qui leur permettrait de pénétrer
dans les cellules selon un processus identique & celui décrit
par PRICER et ASHWELL (229) & propos de plusieurs glycopro-

téines sériques.
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Enfin, 1'étude des oligosaccharides tissulaires
ou urinaires de plusieum maladies lysosomales permet de
constater que tous ces constituants possédent une hexosamine
en position réductrice terminale, L'étude des structures ou
l'examen des déterminations des rapports molaires en sucres
de chacun de ces oligosaccharides montre en outre une séquence
terminale ré&ductrice du type (Man)n + GlcNAc, tandis qu'il
apparaTt de plus en plus que la presque totalité des glycannes
de structure connue (oromucoide, IGE, sérotransferrine, lacto-~
transferrine, ovomucolde, etc,..) possédent une structure

pentasaccharidique commune :
(Man)3+G1cNAc+GlcNAc+Asn

Ces observations suggérent l'existence, dans les
tissus humains, d'un endo-B~hexosaminidase qui agit au niveau
du chitobiose proche du point d'attache du glycanne avec la

protéine, ou le peptide obtenu aprés action des protéases.

Le catabolisme de la fraction glycannique
commencerait donc par la libé&ration d'oligosaccharides libres
qui seraient dans un deuxiéme temps dégradés par l'emnsemble

des exoglycosidases lysosomales,

Cette hypoth@se a d'ailleurs regu confirmation
depuis peu grdce aux travaux de NISHIGAKI, MURAMATSU et
KOBATA (230) qui ont caractérisé@ une endo-B~hexosaminidase

dans le foie de Rat,

La figure 15 (p. 79 ) illustre donc le mécanisme
du catabolisme des glycoprot@ines tel qu'il ressort de 1'étude

d'un grand nombre de maladies lysosomales,

o A ce schéma doit s'ajouter le fragment
136
Fuc + GlcNAc -+ Asn, récemment décrit par DAWSON et DURAND £231)

(résultats non publiés) dans l'urine de fucosidose.



NANA —— Gal —— GlcNAc — Man
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8-1,4

!
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g8-1,2

o-1,3
\ 8-1,4

g-1,4
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/0-'1,6

‘

Schéma de structure commune i de nombreuses glycoprotéines (transferrine, sérotransferrine,
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L'existence de composé prouve en outre que
1'action de la B8-endoglucosaminidase agit sur le substrat

suivant @

B]p4 \[Ot ]’6
R ——>GlcNAcC : » GleNA¢ ————>Asn

o 1,6
R———>GlcNAc % Fuc¢ ———> GlcNA¢ ——— > Asn
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CONCLUS[ONS GENERALES

Les recherches que nous avons éfféctuéés nous
ont conduit 3 mettre en &vidence uné glycopéptidurié associée
3 la maladie de Sanfilippo de type A et une oligosaccharidurie
associée a la Mucolipidose II (I Cell disease),

La glycopeptidurie associée & la maladie de
Sanfilippo ne peut s'expliquer actuellement par un déficit
enzymatique primaire, mais doit plutft Etre considéréé comme
le résultat du dysfonctionnement des lysosomes, dont la
surcharge en matériel de nature mucopolysaccharidique

inhiberait 1'action des protéinases.,

Les oligosaccharides riches en acides sialiques
isolés de l'urine de mucolipidose II témoignent pour leur
part d'une diminution de 1'activité sialidasique tissulaire 3
Cette hypoth&se n'a pas pu &@tre vérifiée, par suite de décés
prématuré du jeune malade, mais de nombreux arguments, en |
particulier, la mesure du pHi des différentes enzymes sé&riques

(travaux de KINT) sont en faveur de cette conception,

vLés différentés oligosaccharidoses actuéllemént
connues permettent enfin de décrire les différentes &étapes
du catabolisme des glycoprotéines & liaison Asparaginyl-
glucosaminyl, sous l'action successive d'une B8~endoglucosami-

nidase et des exoglycosidases.
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