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A nies  pcvrents 

A C a t h W e ,  Anne-Sophie et ~ i c a l m  



Tu a s  guidé m e s  premiers pas  dans l a  recherche, p u i s  
t u  m'as accompagné durant c e s  neuf années ga r  tes encouragements 
e t  t e s  consei ls .  Tu a s  su m e  f a i r e  par tager  ton goQt pour l a  
recherche, ton enthousiasme e t  t a  constante bonne humeur. 

Sois assuré  de m a  profonde g ra t i tude  e t  de ma s incè re  
amit ié .  

A Momiecln Xe PtLodaaeuh Jew MONTREUIL, 

Cet te  thèse  e s t  pour moi l 'occas ion de vous exprimer 
tou te  ma reconnaissance pour l a  bienveil lance avec l aque l l e  vous 
m'avez a c c u e i l l i  dans vo t re  Laboratoire, pour l ' a i d e  e t  l a  
confiance que vous m'avez accordées, notamment en favor i san t  

' mon in tégra t ion  dans un organisme de recherche. Conscient de 
l 'énorme tâche q u i  f u t  e t  q u i  e s t  l a  vô t re  pour l a  c r i a t i o n  e t  
l e  développement de  vo t re  éco le ,  permettez-moi de  vous d i r e à  quel  p o i n t  
je  s u i s  f i e r  aujourd 'hui  d 'en f a i r e  p a r t i e .  

Soyez assuré  de mon profond e t  ressectueux attachement. 



TV Pno deh~ewr Roland SCHAUER, 

You were extremely k ind  t o  wellcome me a t  your Laboratory 
f o r  one year .  During t h a t  time, thanks  t o  you, 1 had a l 1  t h e  f a c i l i t i e s  
t o  c a r r y  o u t  my work i n  t h e  b e s t  condi t ions .  1 took g r e a t  advantages 
of  t h e  knowledge you have on s i a l i c  a c i d  metabolism. Since then,  1 am 
honored t o  have your f r i endsh ip .  On t h i s  occas ion ,  1 want t o  exp res s  
my g r a t i t u d e  f o r  your advices  and t h e  kindness  you always showed me. 

A Mamieu l e  P ~ L . o ~ u ~ ~ w L  P i m e  MAROTEAUX, 

J e  vous remercie  pour l e  grand honneur que vous m'avez f a i t  
en acceptan t  de p a r r a i n e r  mon t r a v a i l  de recherche,  a i n s i  que pour 
l ' a i d e  e t  l ' i n t é r ê t  que vous avez tou jou r s  manifesté  en nous 
fou rn i s san t  l e s  é c h a n t i l l o n s  b io logiques  n é c e s s a i r e s  à nos é tudes .  

Votre grande compétence dans l e  domaine des  maladies de 
surcharge me f o n t  s o l l i c i t e r  v o t r e  indulgence pour juger c e  t r a v a i l .  



Vous avez bien voulu m 'accue i l l i r  pendant près  de t r o i s  
ans dans vot re  établissement.  J ' a i  pu durant  ces  années apprécier  
l e s  q u a l i t é s  s c i e n t i f i q u e s  e t  humaines qu i  sont  les vôt res .  

J e  vous remercie du grand honneur que vous me f a i t e s  en 
acceptant  de juger c e t t e  thèse .  

A M o a i u  l e  P m  & 2 ~ 6  eut J e a n -  P i m e  FARRIAUX, 

Ce t r a v a i l  n ' a  pu ê t r e  e f fec tué  que p a r  une col labora t ion  
s u i v i e  e n t r e  c l i n i c i e n s  e t  biochimistes. Les con tac t s  que nous avons 
eu on t  toujours é t é  empreints d'une grande c o r d i a l i t é .  

J e  t i e n s  à vous exprimer t o u t e  ma sympathie e t  vous 
remercie pour avo i r  bien voulu accepter  de juger c e t t e  thèse .  

Tu P t ~ o  O a ~ u a  J o  h a n n a  VL 1 EGENTUART, 

This work i s  t h e  r e s u l t  of a c lose  col labora t ion  with your 
group. X take  t h i s  opportunity t o  give you proof of  my g r a t i t u d e  f o r  
the  constant  i n t e r e s t  and t h e  e f f i c a c i t y  you have always brought i n  
the  RMN analys is  of t h e  "ur inary  ol igosaccharides".  1 want t o  
a s soc ia te  tomy akriowledgements your coworkers B e r t  DOWAND and 
Hermann Van HALBEEK 



M e s  remerciements s ' ad ressen t  a u s s i  à 

Mon A m i  Anthony CORFIELD avec q u i  l e  t r a v a i l  s u r  les neuraminidases 
hépatiques humaines a é t é  r é a l i s é  ; 

Aux Professeurs Hei,nz EGGE, Bernard FOURNET, Stéphane BOUQUELET, 
A Monsieur Bernard CAIYTIGNY pour l e u r  amicale col labora t ion  ; 

A tous l e s  C l in ic iens  q u i  ont  b ien  voulu nous fourn i r  l e s  échan- 
t i l l o n s  biologiques notamment aux Professeurs  DURAND e t  SPRANGER, 
aùx Docteurs Ol iv ie r  DULAC e t  Edouard PASCHKE ; 

A Messieurs Yves LEROY, Guy RICART, Jean-Michel WIERLlSZESKI pour 
l e u r  a ide  e t  l e u r s  conse i l s  dans l e s  analyses  de g.l.c./m.s. ; 

A Madame Catherine ALONSO pour s a  s r é c i e u s e  col labora t ion  technique 
a i n s i  que son aide dans l a  présenta t ion  de c e  t r a v a i l  ; 

A Mademoiselle B r i g i t t e  MAHIEU q u i  avec exper t i se ,  bonne humeur e t  
beaucoup de pat ience a r é a l i s é  l a  f raspe  e t  l a  mise en page de c e  
mémoire ; 

A Madame Jocelyne CELEN qu i  avec g e n t i l l e s s e  e t  beaucoup d ' h a b i l i t é  
s ' e s t  occupée du montage photographique e t  de l a  r é a l i s a t i o n  maté r i e l l e  
de ce manuscrit ; 

A tous mes camarades de l ' I n s t i t u t  de Recherches s u r  l e  Cancer, 
du Biochemisches I n s t i t u t  de K i e l ,  du Laboratoire de Chimie 
Biologique e t  notamment du "Labo 110" ; 

Que tous ceux qui  à des t i t r e s  d ive r s  m'ont accordé l e u r  
aide e t  l e u r  amitié so ien t  i c i  remerciés. 



Vous avez bien voulu m'accueillir pendant près de trois 
ans dans votre établissement. J'ai pu durant ces années apprécier 
les qualités scientifiques et humaines qui sont les vôtres. 

Je vous remercie du grand honneur que vous me faites en 
acceptant de juger cette thèse. 

A M o m i ~  l e  Pttodabewr Jean-Pime FARRIAUX, 

Ce travail n'a pi1 être effectué que par une collaboration 
suivie entre cliniciens et biochimistes. Les contacts que nous avons 
eu ont toujours été empreints d'une grande cordialité. 

Je tiens à vous exprimer toute ma sympathie et vous 
remercie pour avoir bien voulu accepter de juger cette thèse. 

This work is the result of a close collaboration with your 
group. 1 take this opportunity to give you proof of my gratitude for 
the constant interest and the efficacity you have always brought in 
the RMN analysis of the "urinary oligosaccharides". 1 want to 
associate tomy aknowledgements your coworkers Bert DORLAND and 
Hermann Van HALBEEK 



Mes remerciements s'adressent aussi à 

Mon Ami Antnony CORFIELD avec qui le travail sur les neuraminidases 
hépatiques hurnaines a été réalisé ; 

Aux Professeurs Heinz EGGE, Bernard FOURNET, Stéphane BOUQUELET, 
A Nonsieur âernard CAKTIGNY pour leur amicale collaboration ; 

A cous les Cliniciens qui ont bien voulu nous fournir les échan- 
tiiions liolsgiques notamment aux Professeurs DURAND et S?RqNGEX, 
sl;x Docteurs Olivier DULAC et Edouard PASCHKE ; 

A Yessieurs Yves LEROY, Guy RICART, Jean-Michel WIERUSZZSKI pour 
leur aide et leurs conseils dans les analyses de g.l.c./m.î. ; 

A !4adane Catnerine ALONSO oour sa précieuse collaboration t o c h n r q u e  
ainsi que son aide dans la présentation de ce travail ; 

I Xacie~oiselle Brigitte MAHIEU qui avec expertise, Sonne humeur et 
Seaucou? ie gatience a réalisé la frappe et la mise en ?due ?-..-Te 
n8rcoFre ; 

X :-ladane jocelyne CELm qui avec gentillesse et beaucoup Z1haorl:cS 
s'es= cccusée du rrQntage ?hotographique et de la réalisac~on m : é r ~ e l l ?  
àe to nan-scrit ; , 

À cous mes camarades de l'Institut de Recherches sur le Cancer, 
Bu aiochemzsches Institut de Kiel, du Laboratoire c?e Chlmze 
3~ologlque et notamment du "Labo 110" ; 

Que tous ceux qui à des titres divers m'ont accordé leur 
aide et leur amitié soient ici remerciés. 



Ces travaux on t  é t é  r é a l i s é s  sous l a  d i r e c t i o n  de 

Monsieur Gérard STRECKER, Maître de Recherches au C.N.R.S., dans 

l e s  Laboratoires de Cnimie Biologique du Professeur Jean MONTREUIL, 

à l 'Un ive r s i t é  des Sciences e t  Techniques de L i l l e  1 (Laboratoire 

Associé au C.N.R.S. no 217 "Relat ions Structures-fonctions des  

cons t i tuan t s  membrarraires"), à l ' I n s t i t u t  de Recherches s u r  l e  

Cancer de L i l l e  (Directeur : Professeur Gérard BISERTE) a i n s i  que 

sous l a  d i r e c t i o n  du Professeur Roliind SCHAUER (Biochemisches 

I n s t i t u t ,  Univers i ta t  KIEL, R.F.A) en ce qu i  concerne l ' é t u d e  

des a-neuraminidases humaines. 

I l s o n t  bénéf ic ié  d'une a i d e  de L'1.N.S.E.R.M. 

(C. R. L. no 78.1 .O5231 e t  du Deutche Forschungsgemei~schaft 

(Scha 202/9). 
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INTRODUCTION 



Au cours de ces dernières années, les erreurs Innées 

du métabolisme se sont enrichies de la description d'un vaste groupe 

d'affections dont le mécanisme commun réside dans l'incapacité de la 

cellule à dégrader des molécules complexes : ce sont les maladies 

lyçosomales congénitales. Pour chacune de ces affections, le mécanisme 

pathogénique est essentiellement le même : une hydrolase lysosornale 

fait défaut par suite d'une anomalie héréditaire, et en conséquence la 

ou les substances qui sont normalement digérées dans les lysosomes 

s'accumulent dans ces particules. A la mort cellulaire, le matériel 

de surcharge se déverse dans le milieu extérieur, est filtré par le 

rein et passe dans l'urine. L'élucidation de la nature du matériel 

urinaire, directement en rapport avec l'enzyme déficient , constituera 
pour ces maladies un élément diagnostic majeur. 

La nature du matériel accumulé sert généralement de base 

à la classification des maladies de surcharge, c'est ainsi que l'on 

distinguera les lipidoses, les mucopolysaccharidoses ou encore les 

glycogénoses. Les années 1966 à 1969 virent la description d'un certain 

nombre de syndromes présentant certaines des caractéristiques cliniques 

des mucopolysaccharidoses mais s'en différenciant toutefois par 

l'absence de mucopolysaccharidurie. L'ensemble de ces maladies fut 

rassemblé dans un premier temps au sein d'un "groupe d'attente" très 

hétérogène sous le terme général de "mucolipidoses". Les études biochi- 

miques succédant aux études cliniques permirent d'associer à bon nombre 

de ces affections une déficience en hydrolase acide intervenant dans le 

catabolisme des chaînes glycanniques des glycoconjugués : glycolipides 

et notamment glycoprotéines. 

Le blocage métabolique se traduit dans ce dernier cas 

par une excrétion urinaire massive d'cligosaccharides ou de glycopeptides, 

trouvant leur origine dans les cnafnes glycanniques des glycoprotéines de 

l'ensemble de l'organisme. Les maladies ainsi définies ont été reclassifiées 

sous l'éponyme de "glycoprotéinoses", terme plus en accord avec la nature 

chimique du matériel accumulé. 



Notre travail a consisté en la caractérisation, l'isolement 

et l'analyse structurale détaillée des oligosaccharides ou glycopeptides 

excr~tés au cours de ces affections. Cette étude est réalisée dans un 

double but : 

- diagnotic tout d'abord : l'analyse de l'oligosacchari- 

durie associée aux données cliniques permet le diagnostic différentiel des 

glycoprotéinoses et peut être utilisé comme base pour l'identification de 

l'enzyme responsable du blocage métabolique. 

- aux fins d'études plus fondamentales ensuite telles que : 
compréhension des différentes étapes du catabolisme des chaînes glycanniques 

des glycoprotéines ou apport d'éléments structuraux relatifs à l'architecture 

de ces mênes glycannes. 

Nous décrirons successivernent les études réalisées sur 
/ 

l'analyse du motériel oligosaccharidique ou glycopeptidique excrété lors 

des maladies suivantes : sialidoses, GM -gangliosidosidose et maladie de 1 
Morquio type B, mannosidose, aspartylglycosaminurie et maladie de Gaucher. 

Les travaux effectués sur le groupe dcs sialidoses se sont 

complétés d'études enzymatiques menées sur les neuraminidases leucocytaires 

et fibroblastiques des malades ainsi que d'une étude des formes enzymatiques 

du foie normal. 

Dans un dernier temps, nos méthodes d'analyse ont été 

élargies à certains troubles neurologiques du nourrisson d'étiologie 

inconnue. 

Nous avons fait précéder l'exposé de nos travaux par un 

chapitre ''GENERALITES" où sont résumés les processus cellulaires et molé- 

cclaires impliqués dans les différentes maladies de surcharge, ainsi que 

nos connaissances actuelles quant aux structuTes et rôles des chaines 

glycanniques des glycoprotéines. 

Notre travail sur les glycoprotéinoses a fait l'objet 

des publications suivantes : 
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GENERALITES 



LES LYSOSOMES 

L'étude des lysosomes représente l'un des meilleurs 

exemples de travail symbiotique entre biologistes spécialistes de la 

microscopie électronique, histochimistes et biochimistes. Les premières 

descriptions de lysosomes en microscopie électronique en tant que 

"corps denses" précédèrent de peu la localisation des hydrolases acides 

dans ces organelles. 

C'est en 1955 que De Duve et al. (1) attribuent le terme de 

"lysosomes" à un groupe de particules cytoplasmiques contenant près 

de 40 enzymes hydrolytiques dont l'activité optimale se situe à pH 

acide, d'où la désignation d'hydrolases acides qui leur est attribuée. 

Ces petits sacs digestifs sont limités par une membrane destinée à 

circonscrire le foyer de digestion et d'empêcher l'attaque du cytoplasme 

environnant. A cause de l'hétérogénéité de formes et de fonctions du 

lysosome, différentes terminoloqies ont été employées pour décrire ces 

organites cellulaires, nous emploierons quant à nous celle proposée 

par NOVIKOFF 1973 ( 2  ) .  

1 - ORIGINE 

Dans les cellules à activité macrophagique, tels les 

granulocytes, les macrophages ou les monocytes, les lysosomes dérivent 

directement de l'appareil de Golgi suivant la route classique de 

synthèse et d'empaquetage des protéines (PALADE 1975 ( 3 1 ) .  Dans les 

autres types cellulaires, les lysosomes semblent se former par vésiculation 

d'une région spécifique de l'appareil de Golgi nommée le "SERI,", acronyze 

anglosaxon désignant la région riche en hydrolases de la face interne ou 

"trans" de l'appareil de Golgi ou "Golgi associated smooth gndoplasmic - - 
geticulum - that forms L~sosomes" (NOVIKOFF 1976 (4 ) ) .  La relation - 
Golgi-Lysosomes a en particulier été mise en évidence par cytochimie, 

utilisant des enzpes marqueurs telle la phosphatase acide (PINO et al. 

1981 (5)). 



4 types de lysosomes semblent dériver directement du GERL 

(Figure 1) : 

7 - feb COkpA ~réA.kheeb : contenant les résidus de la 

digestion intracellulaire ; 

2 - LU "co&ed v a i d e 6 "  : ce terme designe de petites 
vésicules recouvertes d'un parement protéique particulier la clathrine 

leur donnant un aspect hérissé. Ces vésicules contiennent les hydrolases 

acides nouvellement synthétisées n'ayant pas encore participé aux réactions 

de digestion et donnent naissance aux lysosomes primaires ; 

3 - L e 6  vacuaeeb au;tophagLquU de t y p e  T : dans lesquelles 

les portions de GERL enveloppent des portions de cytoplasme contenant des 

organelles telles les mitochondries, le réticulum endoplasmique ou des 

peroxysomes, Une fois ces vésicules formées, on assiste au déversement des 

hydrolases acides dans ces vacuoles et au début de la digestion ; la 

vacuole autophagique finit par devenir corps résiduel ; 

4 - LU  vacuole^ aLLtopha,g.Lqua de Zype T T  : dans ce cas 

c'est une portion de cytosol ou de glycogène qui est englobée par le 

GERL et digérée. 

Les lysosomes peuvent être préparés à partir dfhomogénats 

cellulaires par les méthodes classiques de centrifugation différentielle. 

Les détails méthodologiques pourront Btre trouvés dans 13 monographie de 

DINGLE 1977 (6). 

La caractéristique essentielle permettant d'identifier 

une population d'organelles comme étant des lysosomes est évidemment la 

cosédimentation des hydrolases acides ; ces dernières étant englobées dans 

des vésicules limitées par une membrane, une autre caractéristique des 

préparations lysosomales sera la "latence enzymatique". La membrane 

lysosomale étant généralement impernéable aux substrats enzymatiques, 

l'activité des enzymes ne peut se manifester qu'après rupture préalable 

de la membrane par des méthodes physiques ou chimiques telles la sonication 

ou l'emploi de détergents. 



FIGURE 1 

Origine et r6le des lysosomes d'après NOVIKOFF et al. 1971 (7) 

Lysosomes primaires 
Vacuole autophagique de type 1 
Vacuole autophagique de type II 
Crinophagie 
Corps denses 
Vacuole digestive 
Réticulum ergastoplasmique 
GERL 
Microantaphagie 
Microperoxysome 
Peroxysome 
Vacuole de phagocytose 

P : Vacuole de pinocytose 
RB : Corps résiduel 
SG : Granule de secrétion 



A - PERMEABILITZ DE LA MEMBRANE LYSOSOMIAU 

Les propriétés de la membrane lysosomale ont fait l'objet 

d'une revue par REIJNGOUD et TAGER 1 9 7 7  ( 8  ) .  Comme les autres membranes 

à. phospholipides, la membrane lysosomale est perméable aux acides et bases 
+ 

faibles, et imperméable aux ions monovalents (K , cl-). Concernant les 
autres types de molécules, les résultats sont plus fragmentaires. La 

membrane lysosomale est en particulier perméable aux composés polyhy- 

droxylés de faible poids moléculaire comme les monosaccharides 

(EHRENREICH et COHN 1969 ( 9 ) ) , par contre elle est relativement 
imperméable aux oligosaccharides. La perméabilité semble être plus 

Slevée vis-à-vis des amino-acides ou des peptides. L'accumulation 

intralysosomale de certains composés tel l'acide sialique dans la 

maladie de SALLA (RENLUND et al. 1983 ( 1 0 ) )  ou de la cystine dans la 

,- cystinose ( SCHNEIDER et SCXüLMAN 1 9 8 2  ( 1 1 ) )  semble être en fave~ 

de mécanismes de transport actif qui permettent dans des conditions 

physiologiques normales, leur passage dans le cytosol. 

Comme nous l'avons préalablement mentionné, les enzymes 

lysosamaux ont dans leur grande majorité un pH optimum acide et la 

plupart d'entre elles sont inactives à pH neutre. Cette observation a 

conduit COFFEY et DE DUVE 1968 ( 1 2 )  à &mettre l'hypothèse d'un pH 

intralysosomal très bas en comparaison du cytosol environnant. Le 

problème se posait donc de savoir comment ce pH acide était formé et 

comment il était régulé. Deux mécanismes sont généralement avancés, 

le premier étant un mécanisme énergétique faisant intervenir une pompe 

à protons (DUNCAN 1966 ( 1 3  ) )  , le deuxième mécanisme invoquant quant à 

lui un équilibre acide -base de type Donnan au niveau de la membrane 

lysosomale. Cette dernière hypothèse est généralement retenue, la 

matrice iysosomale pouvant être a.ssimilée à une solution isotonique 

contenant des glycoprotéines de points isoélectriques très bas assurant 

ainsi un pH intralysosomal acide. Les glycoprotéines et les glycolipides 

de la face interne de la membrane lysosomale peuvent également jouer un 

raie dans le maintien du ?H (YAMAMOTO et al. 1980 ( 14  ) ,  BL'I?NSIDE et 

SCHNEIDER 1 9 6 2  ( 15 ) ) . 



Grâce aux hydrolases acides, dont les propriétés seront 

discutées au paragraphe suivant, les lysosomes auront une fonction 

hétérophagique interessant les substances extracellulaires, ainsi 

qu'une fonction autophagique portant sur les constituants endocellulaires. 

Le matériel extracellulaire pénétre dans la cellule grace 

au phénomène d'endocytose à la faveur d'une invagination de la membrane 

cytoplasmique qui enveloppe totalement la substance à ingérer. La vacuole 

ainsi nouvellement formée portera le nom d'hétérophagosome ; les 

hétérophagosomes fusionnent ensuite avec les lysosomes primaires, pour 

donner des lysosomes secondaires à l'intérieur desquels s'effectue la 

digestion. Classiquement l'endocytose peut être divisée en deux types : 

- le terme de phagocytose est utilisé pour décrire 
l'internalisation de grosses particules visibles au microscope 

(environ 1/10 W) ; 

- le terme de pinocytose est quant à lui réservé à 

l'ingestion de petites molécules. 

Expérimentalement la phagocytose peut être divisée en 

deux étapes 

- l'attachement de la particule cellulaire 
- l'internalisation de la particule 
Chacune de ces étapes dépend d'un grand nombre de 

processus qui ont été résumés comme suit par STOSSEL 1976 ( 16 1 . 
. la particule reconnaft le récepteur membranaire 
. le phagocyte reçoit le message de reconnaissance 
. le phagocyte transmet le message au cytoplasme environnant 
. la membrane plasmique adhère fortement à la particule 

. des pseudopodes entourent la particule 

. les pseudopodes fusionnent pour foriner une vésicule. 



Différents facteurs influencent la phagocytose, en 

particulier l'hydrophobicité, la charge et la nature chimique de la 

particule jouent un rôle important dans la détermination de la nature 

de l'interaction particule-cellule. Ces différentes propriétés de la 

surface de la particule peuvent être modifiées par des substances du 

milieu environnant, ce dernier phénomène étant la base du concept 

d'opsonisation (WILKINSON 1976 ( 17) ) ,  où des protéines sériques 

enveloppent la particule et aide à son attachement et à son ingestion 

par les phagocytes (GUDEWICZ et al. 1980 ( 18)). 

Les propriétés de la surface membranaire du phagocyte 

influencent au même titre les propriétés d'endocytose de la cellule ; 

en particulier SHAW et GRIFFIN 1981 (19 ) démontrent qu'une apposition 

totale de la particule et des récepteurs membranaires est nécessaire 

à la transmission du signal de phagocytose, en particulier une mobilitg. 

latérale dans le plan membranaire du complexe particule-récepteur 

semble être nécessaire à la génération du signal de phagocytose. Il 

demeure cependant incertain que des portions spécifiques de la 

membrane plasmique soient spécialisées dans les processus de phagocytose. 

LA PINOCYTOSE 

Suivant que la particule pinocytée entre dans la cellule 

en suspension dans le fluide englobé par la vésicule de pinocytose ou 

lié à un récepteur de la membrane de la vésicule on parlera respectivement 

de pinocytose en phase fluide ou de pinocytose adsorptive (Figure 2). 

a - Pinocu.taas en p h e  l(&ide : La pinocytose en phase 
fluide représente pour la cellule l'étape diamétralement opposée au 

phénomène d'exocytose cellulaire dont elle ne peut être dissociée, et 

fait intervenir les mêmes types de membranes qui sont sans cesse recyclées. 

La pinocytose sert avant toiit à un approvisionnement continuel de la 

cellule en substances extracellulaires qui sont dégradées dans le 

lysosome. En particulier BESTERMAN et al. 1982 (20) ont montré le 

rôle joué par la pinocytose des protéines exogènes couplée à leur dégradation 

lysosomale en tant que source d'acides aminés servant à la biosynthèse 

protéique, dans des cas de déprivation. 



PINOCYTOSE PINOCYTOSE EN PHASE 

ADSORPTIVE FLUIDE 

FIGURE 2 

>600661 Clathrine Représentation schématique des différents mouvements 

membranaires accompagnant la pinocytose 
Récepteur 

a Ligands 

PINOCYTOSE EN 
PHASE FLUIDE 

PINOCYTOSE 
ADSORPTIVE 

formation de pinosomes par invagination 
fusion des pinosomes entre-eux 
fusion des pinosomes avec le lysosome primaire pour donner 
le lysosome secondaire 
circuit court. Fusion de la vésicule de pinocytose avec 
la membrane plasmique et exocytose 
formation de corps résiduels après digestion 
exocytose 

g - rassemblement des complexes ligands-récepteurs dans des 
puits de la membrane plasmique recouverts de clathrine 

h - formation de vésicules spécialisées, les réceptosomes 
i - transfert des réceptosomes vers le Golgi 
j - formation de lysosomes primaires à partir du GERL 



b - ' P ~ n o c ~ ~ b e  adso&pfive : La majorité des types cellulaires 

possèdent, disséminés à leur surface, un certain nombre de récepteurs 

(d'hormones, de protéines, de virus...). Lorsque le ligand spécifique 

se fixe à ces récepteurs, on assiste à un déplacement latéral du 

complexe ainsi formé (ligand-récepteur) vers des régions spécialisées 

de la membrane, 01-2 les complexes se voient rassemblés et enfermés dans 

un genre de puits tapissé d'une protéine particulière la clathrine 

PEARSE 1976 (21 ) .  L'assemblage moléculaire spatial particulier de 

cette protéine, appelé "tri~quelion'~ donne un aspect "hérissé" au 

puits qui en est tapissé d'où le terme anglais de "bristle coated pits" 

qui leur est donné. Les parois du puits se referment ensuite pour donner 

de petites vésicules les "coated vesicles". Récemment sur des données 

d'ordre ultrastructural et biochimique(W1LLINGZTAM et PASTAN 1980 (22 11, 

suggèrent que le manteau de clathrine reste en permanence attaché à la 

membrane. Une fois englobés dans les "coated pits" les ligands liés aux 

récepteurs sont transferrés dans un autre type de vésicle se formant par 

une ouverture dans le manteau de clathrine, et nommées l'réceptosomes" 

(PASTAN et WILLINGHAM 1981 (23 ) )  . Les réceptosomes sont ensuite guidés 
vers l'appareil de Golgi par l'intermédiaire du système microtubulaire, 

et de là les protéines sont adressées vers leur destination finale. 

Ce processus de pinocytose, contrairement à la pinocytose en phase 

fluide permet l'internalisation rapide de substances en des endroits 

déterminés de la membrane plasmique, limitant ainsi l'internalisation 

de quantités significatives de composés membranaires. Ce type de 

processus est impliqué dans les phénomènes de recapture enzymatique 

des enzymes lysosomaux (WIUINGHAM et al. 1981 ( 24 )), ou des 

asialo-protéines plasmatiques(WALL et al. 1980 (25 )) dont il sera 

fait mention dans la suite de l'exposé. 

B - AUTOPHAGIE 

La propriété pour la cellule de détruire certains de 

ses constituants usagés (mitochondrie, réticulum-endoplasmique ... ) 
a été mise en évidence par ERICSSON en 1969 (26). Les processus 

sont les mêmes que ceux impliqués dans l'hétérophagie, la zone à 

détruire étant circonscrite par une membrane pour donner une vacuole 

nommée "autophagosome", qui va venir fusionner avec un lysosome primaire 

ou secondaire. 



C - EXOCYTOSE 

Comme nous l'avons mentionné préalablement seules les 

petites molécules produites par la digestion lysosomale peuvent 

diffuser librement au travers de la membrane ou être réutilisées 

spécifiquement dans les processus de biosynthèse. Cependant une 

certaine quantité de matériel non dégradé subsiste généralement 

à l'intérieur du lysosome. Le phénomène d'exocytose ou décharge 

en bloc du matériel non dégradé dans le milieu extracellulaire ne 

s'effectue que très rarement en raison de la nocivité que pourraient 

exercer les substances rejetées sur les cellules avoisinantes. 

Physiologiquement les résidus sont retenus au sein du lysosome qui 

évolue ainsi en corps résiduels renfermant du matériel de dégradation 

d'aspect réfringent en microscopie électronique. 

I V  - P A T H O L O G I E  LYSOSOMALE 

Pour bien accomplir leur mission les lysosomes doivent 

être capables de digérer tous les substrats qui leur sont présentés. 

Cette digestion doit d'autre part s'effectuer sans danger pour la 

cellule, à l'abri des autres organites cel-lulaires. Dans les cas de 

dysfonctionnement de la fonction digestive, une surcharge des lysosomes 

par du matériel non dégradé est de règle. De même, une altération de la 

membrane lysosomale conduit à un déversement des enzymes dans le 

cytoplasme et à une lyse cellulaire. Dans les deux cas, le résultat est 

identique, la cellule est lésée et finit par mourir. Les lysosomes sont 

ainsi impliqués d'une manière ou d'une autre dans un grand nombre de 

conditions pathologiques de la cellule ou de l'organisme tels les 

processus inflammatoires, les maladies infectieuses. Ncus ne nous 

étendrons pas sur le r81e particulier des 7ysosomes dans ces différentes 

maladies (voir la revue de DE D W E  1974 (27 )f , mais décriions plus 
particulièrement les différents phénomènes conduisant aux maladies de 

surcharge lysosomale. 



A - RUPTUR3 DE LA MEMBRANE LYSOSOMALE 

Dans certaines circonstances telles l'anoxie, les états de 

choc, l'acidose, il peut y avoir rupture de la membrane lysosomale et 

déversement des enzymes dans la cellule aboutissant à une autophagie de 

cette dernière. Les cas les plus connus de rupture de la membrane 

lysosomale sont ceux survenant chez les malades atteints de pneumoconiose 

(silicose), où les membranes lysosomales des macrophages alvéolaires sont 

déchirées par les cristaux de silice ingérés. Une "perforation" analogue 

des lysosomes est engendrée par l'accumulation d'acide urique. Il faut 

noter que certaines substances telles les vitamines lyposolubles (A, K I  D, E) 

et les hormones sexuelles stéroïdes exercent une action labilisante 

vis-à-vis de la membrane lysosomale ; il en est de même pour certains 

agents physiques tels les rayons U.V. et la congélation. 
I 

B - DEVERSEMENT DES ENZYMES DANS LE MILIEU EXTRACELLULAIRE 

Un second type de dommage peut intervenir à la suite d'un 

déversement accidentel des enzymes lysosomaux dans le milieu extra- 

cellulaire au cours d'accidents phagocytaires appelés "régurgitation 

cellulaire" dûs à une fusion prématurée des lysosomes avec une 

invagination endocytaire avant que celle-ci ne se soit refermée. 

On aboutie alors à un état inflammatoire local, ou à des affections 

dégénératives des structures conjonctives dans les os ou les articulations. 

C - SURCHARGE LYSOSOMALE 

Les maladies par encombrement des lysosomes sont très 

nombreuses. Elles comprennent toutes les situations où il existe un 

déséquilibre qualitatif ou quantitatif entre les substrats qui pénètrent 

dans les lysosomes et les hydrolases chargées de les dégrader. L'anomalie 

peut se situer selon les cas du c6té des substrats ou de celui des 

hydrolases . 



7 - SURCHARGES P H  YSlÙLOGlQUES 

L'encombrement des lysosomes peut se produire après 

endocytose de substances indigestes. 11 en est ainsi pour la tuberculose 

ou la lèpre, la paroi acide des mycobactéries responsables de ces 

troubles étant en effet résistante à la digestion lysosomale. On note 

alors la présence de macrophages qéants, dont les lysosomes sont bourrés 

de bactéries mortes et vivantes. Un encombrement semblable se produit 

lorsque le lysosome est dépourvu de l'équipement enzymatique nécessaire 

à la dégradation d'une substance. C'est le cas des lipopigments 

(cérofdes et lipofuschines) qui sont des lipides polaires à haut degré 

de polymérisation et d'insaturation. Ces produits non dégradés se 

retrouvent dans les corps denses. Des surcharges expérimentales peuvent 

également être créées chez l'animal par injection de dextrarr, saccharose 

ou de polymères synthétiques, tels la polyvinylpyrolidone (COHN et 

EHRENREICH 1969 (28 ) ) .  On note alors l'apparition de cel7ules possédant 

d'énormes vacuoles, qui ne sont en fait que les lysosomes gonflés de la 

substance non dégradée ou d'eau qui pénètre à l'intérieur de la cellule 

par un processus osmotique. 

2 - SURCHARGES PAR V E f l C l T  ENZYMA712UE HEREVITAlRE 

a - C o n c e p t  : Le concept de maladie gé.nétique de surcharge 

lysosomale fut établi par HERS en 1965 ( 2 9  ) lorsqu'il pQt préciser de 

façon formelle la localisation intralysosomale de la maltase acide, 

enzyme déficient dans la glycogénose de type II. Par définition, les 

maladies génétiques de surcharge, représentent des conditions pathologiques 

initiées par un déficit primaire d'une protéine lysosomale qu'il s'agisse 

d'une hydrolase acide ou d'une protéine structurale. Le blocage métabolique 

se traduit par une accumulation de polymères partiellement dégradés au 

sein des lysosomes. La biosynthèse continuant à un taux normal ne fait 

qu'aggraver le processus provoquant l'apparition d'inclusions cytoplasmiques, 

d'énormes vacu01es.e~ de lysosomes engorgés de matériel non dégradé qui 

sont les marques histochimiques de ces maladies. Quand les produits 

accumulés sont de faible masse moléculaire ou solubles dans l'eau, une 

excrétion accrue de ces produits est observée dans l'urine qui comme nous 

le verrons constituera un matériel de choix pour l'étude biochimique de ces 

troubles. 



b - N&te du d W d  a c c d é  : L'accumulation de 

matériel au sein des lysosomes modifie profondément leur morphologie, 

qui diffère d'ailleurs suivant la nature chimique du matériel non 

dégradé : c'est ainsi que des aspects tout à fait typiques peuvent 

être observés au microscope électronique dans certaines lipidoses 

ou mucopolysaccharidoses donnant parfois certaines informations diagnos- 

tiques ; nous ne citerons que les figures en rosette du glycogène dans 

la maladie de POMPE, les tubules dans la maladie de GAUCHER, les 

structures lamellaires dans la maladie de TAY-SACHS, les corps zébrés 

dans 1s maladie de HURLER ou encore, l'aspect en arGte de poisson du 

matériel accumulé dans la leucodystrophie métachromatique (Figure 3). 

Tous les tissus contenant l'enzyme génétiquement déficient 

sont atteints, et le déficit peut être décelé par analyse de n'importe 

quel matériel biologique, qu'il s'agisse du cerveau, du foie, du muscle, 

des leucocytes, des fibroblastes, du sérum ou même de l'urine et des 

larmes. Cependant, le degré d'atteinte de chaque type cellulaire variera 

profondément en fonction du r61e particulier joué par l'enzyme déficient 

dans ces cellules et la quantité de matériel qui doit normalement y être 

dégradé. C'est ainsi que la sym?tomatologie clinique des glycolipidoses 

est restreinte au cerveau, organe riche en gangliosides. Dans la majorité 

des cas la nature du matériel accumulé est hétérogène, ceci étant lié 

au fait, comme nous le verrons plus loin, que la plupart des enzymes 

digestifs sont plus spécifiques d'un type de liaison que d'un type 

de molécule. Néanmoins, dans la suite de l'exposé nous adopterons une 

classification basée sur la nature du composé accumulé majeur, tout en 

sachant que cette classification est bien sQr restrictive, et que par 

exemple, bon nombre de glycoprotéinoses sont tout à la fois des 

"gangliosidcses" . 

c - Pathoqénèbe - : Plus d'une vingtaine de maladies 

lysosomales congénitales ont pu être décrites aussi Sien chez l'Homme 

que chez l'animal (voir Les revues de BRADY 1978 (301, KOLODNY et CABLE 

1982 (311, PATTERSON et al. 1982 (32)). 

La plupart de ces maladies sont transmissibles suivant un mode 

autosomal récessif, quelques unes d'eritre elles, telle la maladie 

de FABRY (déficit en a-galactosidase) ou la maladie de HüNTER (déficit 



FIGURE 3 

Aspect caractéristique des lysosomes lors des maladies de surcharge. 

Fibroblaste de mucolipidose type II, montrant de nombreuses inclusions 

cytoplasmiques, délimitées par une membrane unique, et au contenu 

polymorphique. D'après HERS et VAN HOOF. (échelle 1p) 



en sulphoiduronate sulfatase) sont liées au sexe. Le tableau clinique 

et l'évolution de ces affections varie suivant la nature des dépôts, 

leur localisation préférentielle et lg_vitesse à laquelle ils se 

forment. On note une grande variabilité dans l'dge d'apparition et 

la sévérité de la maladie. On distinguera généralement, pour une 

même enzymopathie, une forme infantile très grave, une forme juvénile 

atténuée et une forme adulte. Si les dysmorphies faciales et osseuses 

sont oénéralement de règle, la symptomatologie la plus sévère apparait 

dans les maladies où le système nerveux central est atteint. Le 

mécanisme pathogénique généralement observé est la démyélination 

secondzirement à un dysfcnctionnement des cellules de SCHWANN ; 

le retard psychomoteur sera un caractère généralement observé dans 

les maladies de surcharge. 



LES GLYCOS 1 DASES LYSOSOMALES 

Près de trente ans nous séparent de la découverte des 

lysosomes et plus d'une cinquantaine d'hydrolases acides ont été 

décrites à ce jour ; il serait difficile ici de résumer l'abondante 

littérature couvrant ce sujet (voir la revue systématique de BARRETT 

et HEATH 1977 ( 33)) ; nous ne ferons que préciser les propriétés 

générales des glycosidases, en insistant sur leur origine et leur 

rôle dans la pathologie lysosomale. 

1 - CARACTÉRISTIQUES GÉNÉRALES DES HYDROLASES ACIDES 

A - pH DEPENDANCE ET STABILITE 

La pH dépendance de l'activité enzymatique est probablement 

le caractère le plus étudié des enzymes lysosomaux. Le pH optimum peut 

varier avec différents facteurs comme la nature du substrat, le tampon 

utilisé, la force ionique du milieu et la présence éventuelle d'activa- 

teurs. Toujours est-il que la majorité des hydrolases acides présentent 

un maximum d'activité dans une zone de pH allant de 4.0 à 5.5, à 

l'exception toutefois de,l'aspartylglucosaminidase qui présente un 

pHoptimumd'environ8.0 (DUGAL et STROMME 1977 (34)). ln W ~ V O  - 
les enzymes lysosomaux sont rassemblés dans un milieu de pH d'environ 

6.5 (REIJNGOUD et TAGER 1977 ( 35 ) )  et au voisinage d'un grand nombre 

d'enzymes protéolytiques. Les hydrolases acides semblent échapper à 

l'activité protéasique, en raison de leur stabilité en milieu acide 

(GOLDBERG et St JOHN 1976 (36)), la dénaturation acide semble en effet 

être une étape préalable à la dégradation protéolytique. Cette résistance 

peut être dûe à une conformation particuligre des protéines enzymatiquss, 

mais une stabilisation métabolique est également apportée par la chaine 

glycannique, comme il l'a été démontré pour la ribonucléase B ou la 

carboxypeptidase Y (CHU et MALEY 1982 (37 ) ,  TASHIRO et TREVITHICK 

1977 (38 ) ) .  



Nous avons peu d'informations quant au "turnover" des 

enzymes in v i v o .  Les seules données viennent des expériences de 

"recapture" enzymatique par des lignées fibroblastiques réalisées 

par BARTON et-NEUFELD 1971 (39 ) ,  qui ont trouvé des demi-vies 

respectives de 3 et 9 jours pour la 6-glucuronidase et l'a-L-iduronidase. 

B - PROPRIETES STRUCTURALES 

Les hydrolases acides représentent une population de protéines 

très hétérogène dont le poids moléculaire s'étale de 15 000 à 280 000 pour 

la B-glucuronidase. Comme nous le verrons plus loin ces enzymes sont 

souvent constitués de sous-unités protéiques pouvant être dissociées 

après traitement au sodium dodécyl sulfate ou au chlorhydrate de 

guanidine. Le contenu en cystéine de ces protéines varie de 0,3 % 

à 6,2 % et semble être inversement proportionnel à la taille des enzymes. 

Comme nous l'avons mentionné plus haut, la plupart des 

glycosidases sont des glycoprotéines. Peu d'informations structurales 

relatives aux chaines glycamiques sont disponibles à l'heure actuelle, 

en raison des difficultés rencontrées dans la purification.de ces enzymes. 

Le Tableau 1 rassemble les compositions ylucidiques des 

hydrolases acides les plus accessibles. Récemment des études plus 

poussées ont été réalisées quant à la détermination structurale exacte 

de ces chaines glycamiques, au regard de leur rôle primordial dans les 

phénomènes de ségrégation subcellulaire, ces résultats seront rapportés 

sous le chapitre biosynthèse. 

C - SPECIFICITES ET FORMES MULTIPLES 
(Voir les revues de ROBINSON 1974 ( 40 1, SPIK 1977 (41 ) , 
SCHRAM ET TAGER 1981 ( 42 ) ) 

Le terme "izozymes" fut introduit par MARKERT et M~LLER 

en 1959 ( 43 ) pour décrire des familles enzymatiques ayant même 

propriétés catalytiques mais se distinguant par des propriétés physiques 

telles : 



- le pH optimum 
- le point isoelectrique (piii) 
- la mobilité électrophorétique 
- la stabilité à la chaleur ou aux agents dénaturants 

- leurs paramètres cinétiques 
La notion de formes enzymatiques multiples et maintenant bien établie. 

Une hétérogénéité est d'abord rencontrée au niveau de 

la distribution subcellulaire des glycosidases. Si la majorité de ces 

enzymes ont une localisation lysosornale, d'autres formes isoenzymatiques 

sont généralement présentes dans les différents compartiments cellulaires. 

Ainsi, la sialidase est également présente au niveau des membranes 

plasmiques, de l'appareil de Golgi, ou du cytosol (CORFIELD et al. 1981 ( 5 5  ), 

ZIEGLER et BACH 1981 ( 56) ) .  L'utilisation de substrats artificiels pour 

la mesure des activités glycosidasiques a elle aussi conduit de façon 

indirecte, à la découverte de formes enzymatiques multiples. On admet 

maintenant que les hydrolases acides sont spécifiques d'un type de 

liaison plutôt que d'un substrat déterminé. Un exemple significatif 

est celui des a-mannosidases ; si les nannosidases lysosomales sont 

capables d'hydrolyser préférentiellement les liaisons a-1,6 et a-1,3 

rencontrées dans les chaînes glycanniques des N-glycoprotéines 

(OPHEIM et TOUSTER 1978 (57)), les mannosidases microscmales sont 

quant à elles plutôt spécifiques des liaisons a-1,2 du mannose 

dans les chaînes glycanniques en cours de maturation (TULSIANI et al. 
\ 

1982a( 58 ) )  . 

La présence de formes isoenzymatiques peut ëtre déterminée 

par deux types d'évènements : 

- génétiques 
- modificationspost-traductionnelles. 

a - V U o m  qéni5Ciquemevct dEZetuninéa : comme toutes 

les protéines, les enzymes lysosomaux présentent généralement un 

polymorphisme important au sein d'une populaticn liée à des variations 

alléliqaes. Ces variations donnent naissance d des chaînes pestidiques 



différentes, ces différences pouvant être facilement détectées par 

électrophorèse ( S W A L L ~  et al. 1974 ( 59 ) ) . Une autre cause de 

variation génétiquement déterminée est l'association multimérique. 

Un certain nombre d'enzymes sont constitués de sous-unités, la 

combinaison différente de ces sous-unités aboutissant à la naissance 

de variants enzymatiques. Un des exemples les mieux étudiés est celui 

des hexosaminidases (MWDEN et al. 1981 (60)). Chez l'Homme, les hexosamini- 

dases sont constituées à partir de trois chaînes polypeptidiques 

différentes a, Ba et Bb d'un poids moléculaire de 50 000 et 25 000 

respectivement. Ces chaines sont codées par deux gènes structuraux 

différents, portés par le chromosome 15 pour la chaine a et le 

chromosome 5 pour les chaînes B. La combinaison de ces trois types 
de chaînes donne naissance à différentes isoenzymes, 3 formes 

lysosomales A, B et S ; une forme microsomale C et 3 formes sériques 

P, 11 et 12. C'est ainsi que l'.hexosaminidase A est un hétéropolymëre 

(a Ba Bb) , 1 'hexosaminidase B étant un homopolymère (Ba Bb) 
(MAHURAN et al. 1982 ( 61 1 ) .  

b - M O ~ ~ A ~ C L L C L U K A  o o , ~ t - & t a d u c t i o n n ~ ~ ~  : :es variations 

enzymatiques résultant de différences ghysiques détectables au sein 

d'une famille isoenzymatique, peuvent provenir de modification de la 

protéine une fois synthétisée. 

- aggrégation : la B-galactosidase acide humaine présente trois formes 
isoenzymatiques Al, A2 et A3, qui sont en fait des formes monomériques, 

dimériques et décamériques du même enzyme (HEYWORTH et al. 1981 (62 ) ) .  

Ce phénomène d'aggrégation est dépendant du pH et de la force ionique 

et semble réguler l'activité enzymatique. 

- glycosylation : comme nous le verrons plus loin, la glycosylation joue 
un rôle primordial qucmt à la localisation subcellulaire des hydrolases. 

En outre, les enzymes lysosomaux diffèrent généralement p2r leur 

degré de sialylation (GOLDSTONE et KOENIG 1973 (63)) entraînant des nobilit 

électrophoritiques différentes. La sialylation semble être déterminée par 

des gènes spécifiques. 



. 
TABLEAU 1 : COMPOSITION OLIGOSACCHARIDIQUE DE QUELQUES HYDROLASES ACIDES LYSOSOMALES 

ENZYME 

f o i e  s o u r i s  

6-Glucuronidase f o i e  ra t  

g l ande  p r é p a t i a l e  d e  r a t  

f o i e  r a t  
a-L-f ucos ida se  

f o i e  humain 

P l a c e n t a  humain 

fi-hexosaminidase A f o i e  humain 

ce rveau  boeuf 

P l a c e n t a  humain 

8-hexosaniinidase B f o i e  humain 

ce rveau  boeuf 

SUCRES (mg/100 mg p r o t é i n e )  . 

Fuc G a 1  G l c  Man G l c N A c  NeuAc 

- 0 ,23  0 ,44  4,52 2 , lO  - 
0 , 3 0  0 ,20  0 ,42  2,94 2 ,O7 - 
0 ,21  0,17 0 ,17  2,82 1 ,92 - 

\ 

0 ,35  0,80 0 ,90  3,20 3,20 O, 80 

0 ,56  0 ,30  0 ,58  3,OO 1,87 O, 55 

- 0,52 1 ,11 2,17 1 ,96 O, 18  

- 0 ,47  - 3,85 1 ,37 0 ,45  

- 1,24 - 2 ,70  2 ,O6 O, 18 

- 0 ,35  0 ,32 2 ,37 1 ,36 O, 09 

- 0 ,61  - 3,96 1 ,43  O, 70 

- 0,82 - 1,72 1 ,33  O, 18  

REFERENCES 

Tomino e t  a l .  1975 ( 4 4  ) 

T u l s i a n i  e t  al .  1978 ( 4 5  ) 

T u l s i a n i  e t  al .  1975 ( 4 6  ) 

Opheim e t  Tous t e r  1977 ( 47 ) 

Alhadeff  e t  F reeze  1977 ( 4 8  ) 

Freeze  e t  al. 1979 ( 4 9  ) 

J o z i a s s e  e t  al .  1981 ( 50  ) 

Overd i jk  e t  al. 1982 (51 ) 

Freeze  e t  a l .  1979 ( 5 2  ) 

J o z i a s s e  e t  a l .  1981 ( 5 3  ) 

O v e r d i j k e t a l .  1982 ( 5 4 )  



- association avec d'autres molécules : l'association des hydrolases 
acides avec de petites molécules peut entraîner des modifications de 

conformation ou de charge et une affinité différente pour le substrat 

(HOPKINSON et HÀRRIS 1971 ( 64)). Une association avec d'autres protéines 

comme les activateurs de glycolipides (LI et LI 1981 ( 65)) ou avec 

certains polysaccharides (KINT 1973 ( 66)) peut également avoir lieu. 

1 1 - BIOSYNTHÈSE ET TRANSPORT 1 NTRACELLULAI RE DES HYDROLASES 

ACIDES 

Quelles sant les voies de transport des enzymes, vers le lysosome ? Ce1 

question a été p0sée à la suite aux observations du groupe de NEUFELD 

(NEUFELD et LANTZ 1971 ( 67)), montrant que les déficits enzymatiques 

des cellules pathologiques pouvaient étre corrigés par adjonction dans 

le milieu de c~1ture;~d'enzyme provenant de cellules normales, ou par 

CO-culture gvec ces mênes cellules. La sélectivité et la saturabilité 

du phénomène de l'sécrétion-recapture'l ainsi décrit et schématisé sur 

la figure 4, suggérait un m6canisme d'absorption par pinocytose. 

Depuis ce travail de pionnier des progrès considérables 

ont été réalisés dans la compréhension de l'histoire naturelle des 

enzymes ~ Y S O S O ~ ~ U X  mettant l'accent sur le rôle essentiel joué par 

les chaînes glycanniques de ces glycoprotéines particulières, dans la 

détermination de leur destination subcellulaire. 

A - LE SYSTEME DE RECONNAISSANCE PHOSPHOMANNOSYL DES ENZYMES 
LYSOSOMAUX 

1 - LE SIGNAL A MANNOSE-6-PHOSPHATE (MW 6P) 

Des études cinétiques ont montré que la pinocytose des 

hydrolases acides était un phénomène de transport actif faisant 

intervenir un récepteur membranaire (LAGUNOFF et al. 1973 ( 68 ) ) ,  

ainsi qu'un signal glucidique porté par l'enzyme (HICKMAN et NEUFELD 

1972 ( 69)). Sur cette base les hydrolases acides peuvent être subdivisées 

en deux groupes : 



- un groupe à reprise rapide (enzymes urinaires) 

- un groupe à reprise lente (enzymes hépatiques, sériques ... 

Les premières indications concernant la nature du signal 

de reconnaissance enzymatique vinrent des travaux de KAPLAN et al. 

1977 ( 70) sur la 6-glucuronidase plaquettaire (forme à reprise rapide). 

Ces auteurs montrent en effet que les polymannanes de blé, renfermant 

des résidus de phosphomannose et en particulier le mannose-6-phosphate 

(Man-6-P) étaient des inhibiteurs compétitifs de la pinocytose des 

enzymes. D'autre part, un traitement à la phosphatase alcaline des 

enzymes à reprise rapide empêche ces enzymes d'être reconnus par 

la cellule, sans toutefois en modifier les propriétés catalytiques. 

Des études réalisées par la suite, sur d'autres systèmes 

enzymatiques corroborèrent ces premiers résultats (SANDO et NEUFELD 1977 

(71 ) ,  DISTLER et al. 1979 (72 ) ,  von FIGURA et al. 1979 (73 ) ) ,  

supportant la généralité d'un signal de reconnaissance de type 

phosphomannosyl porté par la chaîne glycannique des enzymes lysosomaux. 

Les preuves directes de l'existence d'un tel signal 

vinrent de l'effort conjugué de plusieurs laboratoires, en particulier 

NATOWICZ et al. 1979 ( 74),se basant sur une estirnation enzymatique du 

Man-6-P, montrent 

- que l'hydrolyse acide de la 6-glucuronidase isolée de 
rate humaine libère du Man-6-P ; 

- que les résidus de Man-6-P sont portés par des chaînes 
glycanniques sensibles à l'action de l1endo-N-acétyl- 

glucosaminidase H I  donc de type polymannosidique ; 

- et qu'enfin, la proportion en Man-6-P des chaînes 
glycanniques était directement en relation avec la 

plus ou moins gr~nde capacité de l'enzyme à être pinocyter. 

D'autres auteurs, HASILIK et NEWELD 1980 ( 75 ) ,  

BACH et al. 1979 ( 76), TABAS et KORNFELD 1980 ( 77 ) ,  mettent en 

évidence l'incorporation directe de phosphate dans les précurseurs 

protéiques des enzymes lysosonaux. 



FISHER et al. 1980a (78 1 suggèrent que plus d'un résidu 

de Man-6-P par molécule d'enzyme seraient impliqués dans les phénomènes 

de reconnaissance par le récepteur. Ces faits sont confirmés par 

MURRAY et NEVILLE 1980 ( 79 ) , ainsi que par KARSON et al. 1980 ( 80 ) 

qui par l'utilisation de néoglycoprotéines multivalentes montrent 

que ces dernières présentent des affinités beaucoup plus grandes 

que le Man-6-P seul pour le récepteur. 

VAILYI et KORNFELD 1980 ( 8 1 )  confirment ces observations 

en montrant que plusieurs résidus de Man-6-P peuvent être portés par la 

même chaîne glycannique, faisant des hydrolases acides des ligands 

multivalents pouvant interagir avec plusieurs récepteurs de pinocytose 

Récemment CREEK et SLY 1982 ( 82 ) et FISHER et al. 1982 ( 83 ) 

étudiant la fixation d'oligosaccharides phosphorylés sur un récepteur 

lysosomal immobilisé et la pinocytose de ces mêmes oligosaccharides 

par les fibroblastes en culture ont montré que le signal de recomais- 

sance privilégié était constitué par une chaîne oligosaccharidique de 

type polymannosidique portant deux résidus de Man-6-P. 

2 - ETUDE STRUCTURALE DES CUAINES GLYCANNIOUES VES ENZYh1ES LyS&MMAUX 

Comme nous l'avions précédemment mentionné, l'étude 

structurale des chaînes glycanniques des enzymes avait été limitée 

par la difficulté d'obtenir ces protéines en quantité appréciable 

et dans un état de pureté satisfaisant. Les premières informations 

structurales vinrent conjointement de deux groupes VA= et KORNFELD 

1980 ( 84) et HASILIK et al. 1980 ( 85) qui confirmèrent la nature 

polymannosidique de la chaîne glycannique, et montrèrent en outre 

que le phosphate était engagé dans des liaisons phosphodiester, le 

passage au phosphate monoester étant obtenu après hydrolyse acide 

douce ou action de l'a-N-acétylglucosaminidase confirmant les résultats 

de TABAS et KORNFELD 1980 (86) qui selon lesquels les enzymes 

nouvellement synthétisés renfermaient des résidus phosphate engages 

dans des liaisons diester entre l'a-N-acétylglucosamine et le mannose. 

Cinq sites de phosphorylation ont été proposés et sont schézatisés sur 

la figure 4 . NATOWICZ et al. 1982 ( 87), HOWARD et al. 1982 ( 88) ont 

étudiê de façon plus détaillée les chaînes glycanniques de la 
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Localisation des résidus de phosphate sur les chaînes polymannosidiques 

des enzymes lysosomaux d'après VARKI et KORNFELD 1980 (89). 



6-gbucuronidase humaine mettant en évidence des chaînes différemment 

phosphorylées, 63 % des glycannes ne possèdant qu'un seul phosphate 

engagé dans une liaison diester. MIZUOCHI et al. 1981 ( 90 ) ,  étudiant 

quant à eux la forme lysosomale de la B-glucuronidase, montrent que 

la chaîne glycannique est alors limitée à 5 résidus de mannose, ayant 

subi l'action des a-mannosidases microsomales. 

U - Ph0p~eXéh  q é n é h d u  : Comme nous l'avons préalablement 

mentionné l'existence de récepteurs à Man-6-P fut supposée au vue des 

caractères de sélectivité, saturabilité et d'inhibition par le Man-6-P 

de la pinocytose des enzymes lysosomales. La fixation directe des 

enzymes aux fibroblastes fut démontrée par ROME et al. 1979 (91) 

qui estimèrent à 14 000 le nombre de sites enzymatiques par cellule 

pour l'a-L-iduronidase. 

b - Dh;trUbuLion ~ u b c ~ ~ e  : plus de 80 % des 

récepteurs des fibroblastes sont localisés au niveau des systèmes 

membranaires intracellulaires (FISCHER et al. 1980b ( 92 ) ) .  Cette 

observation est en accord avec la théorie de SLY et al. 1979 (93) 

selon laquelle ces récepteurs joueraient un rôle dans la régulation 

du transport intracellulaire des hydrolases acides nouvellement 

synthétisées en entraînant une ségrégation de 'ces enzymes des autres 

produits de biosynthèse du réticulum endoplasmique et en les dirigeant 

vers le lysosome. Dans le foie de rat 80 % des récepteurs sont 

trouvés dans le réticulum endoplasmique, 7 % au niveau de l'appareil 

de Golgi, 5 % dans les lysosomes et 10 % dans la membrane plasmique. 

Les récepteurs sont localisés sur la face interne de vésicules 

dérivant du réticulum endoplasmique, ou sur la face externe des 

membranes plasmiques. 

c - Recuclage d u  t~écep~eWk5 : Des calculs basés sur le 

taux maximum'd'enzymes fixés et le taux maximum d'internalisation 

montrent que les récepteurs de surface doivent être remplacés ou 

réutilisés approximativement toutes les cinq minutes. Ces résultats 

sont inconopatibles avec une synthèse de navo des récepteurs, mais 



plutôt avec une réutilisation constante de l'ensemble des récepteurs 

intracellulaires. Le phénomène de recyclage des récepteurs s'est vu 

confirmé par des études utilisant la chïoroquine ou des sels d'ammonium 

quaternaire. Ces amines dites "iysomotropiques" ont pour effet d'inhiber 

la pinocytose des enzymes, et d'accroftre leur sécrétion dans le milieu 

extracellulaire (TIETZE et al. 1980 ( 94 ) ) .  Ce phénomène pourrait s'ex- 

pliquer (TIETZE et al. 1982 ( 95 ) ; GONZALEZ-NORIEGA et al. 1980 ( 96 ) )  

par une hausse du pH intralysosomal, suite à une protonisation des 

amines au sein du lysosome, cette hausse de pH empêchant la dissociation 

du complexe enzyme-récepteur, entraîne une saturation des récepteurs par 

les ligands et une abolition du phénomène de recyclage. Le taux de 

biosynthèse enzymatique continuant à un taux normal, les enzymes nouvel- 

lemnet synthétisés ne trouvent plus de récepteurs disponibles et sont 

directement excrétés vers le milieu extracellulaire. 

d - SokLb iL imtLan et p&?(Lc&on des & é c e p ; t w  : Différents 

auteurs (SAHAGIAN et al. 1981 ( 97 ) ; STEINER et ROME 1982 ( 98 ) ; 

FISHER et al. 1982 (99 1 )  ont isolé le récepteur à mannose-6-phosphate 

des enzymes lysosomaux par chromatographie d'affinité sur phosphomannose- 

Sépharose. Ce récepteur peut être assimilé à une protéine précédemment 

isolée des membranes de cellules épithéliales de rat nommée "ligatine" 

JAKOI et al. 1976 (100) ; JAKOI et al. 1981 (101). 

B - BIOSYNTHESE ET MATURATION DES SIGNAUX DE RECONNAISSANCE 
PHOSPHOMANNOSYL DES ENZYMES LYSOSOMAUX 

1 - PHOSPHORYLATION DU MANNOSE 

Les études de HASILIK et al. 1981 (102) et de REITMAN et KORNFELD 

1981 (103), montrent que les hydrolases acides sont phosphorylées par 

transfert d'un résidu de N-acétylglucosamine 1-P à partir de 1'UDP-N- 

acétylglucosamine sur l'hydroxyle en position 6 du mannose d'une chaîne 

oligosaccharidique de type polymannosidique, par l'intermédiaire d'un 

enzyme particulièr 1'UDP-N-acétylglucosamine : glycoprotéine-N-acétyl- 

glucosamine transférase ; cet enzyme a pû être localisé dans la partie 

cis de l'appareil de Golgi (POHLMAN et al. 1982 (104)). - 



Comme il a éte dit précédemment le motif a-GlcNAc-1-P-Man ne 

semble pas être reconnu par les récepteurs enzymatiques. La seconde étape 

sera donc une hydrolyse de la N-acétylglucosamine par une phosphodiestérase 

spécifique.localisée également au niveau de l'appareil de Golgi 

(WAHEED et al. 1981 (105) ; VARKI et KORNFELD 1981 (106)). La suite de 

réactions conduisant à la synthèse du signal Man-6-P est résumée sur la 

figure 5. 

Des études réalisées par ROBBINS et al. 1981 (107) et 

KRAG et ROBBINS 1982 (108), utilisant des mutants cellulaires dépourvus 

en a-glucosidase, ont montré que l'action des a-glucosidases spécifiques 

des résidus d'a-glucose des chaînes oligosaccharidiques nouvellement 

syilthétisées était une étape préalable à l'action de la phosphotransférase. 

2 - M T U R A T T O N  DE LA CffAZNE ' ITOTETQUE 

La question se posait de savoir comment était déterminée 

la phosphorylation des enzymes lysosomaux aboutissant à leur ségrégation 

à partir de l'ensemble des autres glycoprotéines synthétisées au niveau du 

réticulum endoplasmique. Une réponse vint des travaux de HASILIK et 

NEUFELD 1980b (109) montrant que les enzymes lysosomaux sont synthétisés 

sous forme de proenzymes de haut poids moléculaire, la maturation protéique 

ne s'effectuant qu'une fois les enzymes arrivés au sein du lysosome. Un 

signal peptidique spécifique pourrait donc déterminer la phosphorylation, 

d'une manière analogue au phénomène décrit par BLOBEL et DOBBERSTEIN 1975 

(llo), MEYER 1982 (Ill), pour la ségrégation entre protéines de sécretion 

et protéines membranaires. Un tel signal de reconnaissance a été démontré 

récemme~t pour la cathepsine D (ERICKSON et al. 1981 (112)) et pour la 

f3-glucuronidase (ROSENFELD et al. 1982 (113)). 

C - ROUI'ES ALTERNATIVES 

Certains enzymes fortement liés aux membranes telles la 

e-glucocérébrosidase ou la phosphatase acide pourraient intégrer les 

lysosomes par des voies différentes de celles du Man-6-P. En particulier, 

le récepteur à  ann no se/^-acétylglucosamine des cellules réticuloendothé- 

liales et des macropnages, qui sera décrit dans la suite de notre exposé, 



2 
w cc-GlcNAc-1-P-6-Man... accepteur + H O _GlcNAc + P-6-Man ... accepteur 

O : UDP-N-acétylglucosamine : glycoprotéine N-acétylglucosamine 

transférase 

@: -N-acétylglucosamine phosphodiestérase 

FIGURE 5 

Biosynthèse du signal mannose-6-phosphate des enzymes lysosomaux 

l R.E.R. 
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FIGURE 6 

Différentes voutes d'intégration des hydrolàses acides dans le lysosome 

a Transfert intracellulaire (SLY) 
@ Secrétion-Recapture (NEUFELDI 
@ Transfert via la rnenbrane ?lasnique (VON FIGURR) 



semble être le récepteur responsable de la "reprise" de nombreuses hydrolases 

acides du plasma .(STAHL et SCHLESINGER 1980 (114), ACHORD et al. 1978 (115)). 

Ce récepteur pourrait jouer un rôle particulier dans la recapture des 

enzymes libérés, lors de la lyse cellulaire. 

D'autres récepteurs semblent déterminer l'orientation des 

enzymes vers des compartiments cellulaires différents du lysosome. Le 

cas le plus frappant est celui des 6-glucuronidases ; deux formes de 

l'enzyme sont connues, produites par un même gène structural, si l'une 

des formes atteint le lysosome via le récepteur à Man-6-PI une seconde 

forme est transportée vers le microsome associée à une protéine spécifique 

l"égasyneW BROWN et al. 1981 (116). D'autres voies mineures de transport 

intracellulaire existent également et sont schématis6es sur la figure 6. 

D - CONCLUSION - CYCLE DE VIE DES ENZYMES LYSOSOMAUX 

La figure 7 schématise les différentes étapes de biosynthèse 

et de transfert des enzymes lysosomaux vers le lysosome primaire pouvant se 

résumer comme suit : 

1 - transcription de 40 à 50 gènes différents pour les hydrolases acides 

dans le noyau ; 

2' - translocation des mRNA sur les polysomes liés ; 
3 - transfert du motif (Glc) 3(Man)g(GlcN~c)2 des intermédiaires lipidiques 

sur les résidus d'asparagine des chaînes polypeptidiques nascentes ; 

élimination desOglucoses ; 

4 - transfert da GlcNAc-1-P à partir d'UDP-GlcNAc sur la position 6 des 

mannoses ; ou maturation de la chaîne oligosaccharidique et sécrétion ; 

5 - libération du résidu GlcNAc par une phosphodiestérase spécifique, 
exposition des groupements Man-6-P ; 

6 - attachement des enzymes aux récepteurs, assemblage en vésicules 
(lysosomes primaires). Si l'attachement ne s'effectue pas : sécrétion ; 

7 - diminution de pH et dissociation des complexes enzymes-récepteurs, 
suivie d'un recyclage des récepteurs ; 

8 - Maturation intralysosomale des enzymes 
. action d'une phosphatase acide entraînant une inactivation des 
récepteurs 

. action des protéases entraînant une matilration de 1o chaîne 
protéique ; 



FIGURE 7 

Dif fé ren tes  é t apes  de  t r a n s f e r t  des  hydrolases ac ides  ve r s  l e  lysosome. 
(Les d é t a i l s  son t  donnés dans l e  t e x t e )  

M : Mannose P : Phosphate 

G : Glucose ENZ : Enzyme 

GN : N-acétylglucosamine R : Récepteur phosphonannosyl 

Do1 : Dolichol 



9 - Participation des enzymes aux activités dégradatives du lysosome ; 
10 - Dégradation des enzymes après exposition aux enzymes protéolytiques voisins 

I I I  - NATURE DU D É F I C I T  ENZYMATIQUE 

Les maladies génétiques peuvent être divisées en deux 

catégories (PARKER et BEARN 1963 (117) ) : 

- celles pour lesquelles on peut mettre en évidence une 
modification moléculaire du produit protéique dirigé par le gène 

(en l'occurence l'enzyme), attribuables presque certainement à une 

lésion de structure ; 

- celles qui semblent comporter uniquement une modification 
quantitative de la synthèse enzymatique, pouvant être attribuées à une 

anomalie d'un gène régulateur (Tableau II). 

A - MUTATION D'UN GENE REGULATEUR 

La synthèse des enzymes lysosomaux est régulée par 

trois types de gènes (PAIGEN 1981 (1  18) ) : 

- les gènes régulateurs de l'organisme déterminant le 
taux de synthèse enzymatique dans les différents types cellulaires ; 

- les gènes temporels : un programme génétiquement déterminé 
existe pour chaque enzyme, spécifiant les changements de concentration 

enzymatique accompagnant la différenciation dans chaque tissu ; 

- les gènes de régulation physiologique : augmentant la 
synthèse enzymatique en réponse à des effecteurs physiologiques tels les 

hormones. 

Une anomalie d'un gène régulateur peut avoir deux conséquences 

opposées (DREYFUS 1972 (1  19) ) : 

- le répresseur n'est pas synthétisé on assiste alors à 

une "mutation constitutive" avec gain de fonction et synthèse permanente 

de l'enzyme, le répresseur ne pouvant interagir avec le gène structural ; 

- le gène régulateur synthétise de façon permanente le 
répresseur réagissant avec l'opérateur commandant les gènes de structure, 

on assiste alors à *une "mutation super-répresseur" aboutissant à une perte 

complète de la synthèse enzymatique. 



1) GENE REGULATEUR 

2 )  GENE STRUCTURAL 

- absence totale de biosynthèse 

/ 
diminut ion  a f f i n i t é  enzyme-substrat 

- modification de la chaîne peptidique 
\ s e n s i h i l i t 6  accrue  aux p r o t é a s e s  

- déficience d'un seul isoenzyme 

- déficience d'un facteur d'activation 

/ 
chaîne  glycannique 

- modification post-translationnelles 
\ r é c e p t e u r s  

- transport des organelles 

TABLEAU II : NATURE DES MUTATIONS POUVANT CONDUIRE A UN D E F I C I T  ENZYMATIQUE APPARENT 



B - MUTATION D'UN GENE STRCTCI'URAL 

Dans ce cas la nature du déficit peut revêtir un grand 

nombre de formes qui sont résumées sur le tableau 11- 

7 - UNE DELETlUN peut affecter le gène structural qui ne s'exprime absolument 

plus. L'activité enzymatique sera alors totalement nulle. C'est le cas de 

l'a-glucosidase dans la forme généralisée de la maladie de Pompe (glyco- 

génose de type II). 

2 - LA MUTATION PEUT ENTRAZNER UNE ERREUR DANS LA BlUSYNTffESE DE LA CHAINE 

I ' E m 1 D l 2 U E  DE L'ENZYME. Les molécules d'enzyme modifiées sont 

néanmoins synthètisées à un taux normal et donnent une réaction croisée 

avec un antisérum préparé à partir d'enzyme normal. L'activité enzymatique 

mesurée sera dans ce cas généralement comprise entre 5 et 30 %.de l'activité 
/- 

normale. La modification de la chaîne septidique entraîne généralement 

une modification de conformation de la protéine pouvant se traduire 

comme dans la mannosidose par une diminution de l'affinité enzyme-substrat 

(HULTBERG et MASSON 1977 (120))~ ou par une sensibilité accrue de l'enzyme 

à l'action protéasique, nous citerons ici l'exemple de l'a-glucosidase dans 

la forme adulte de la maladie de POMPE (STECKEL et al. 1982 (121) 1 .  

3 - ABSENCE D'UNE S E U L E  FOR,tiE ENZYMATI2UE. Le cas le mieux étudié est 

certainement celui des $-hexosaminidases dans les différents variants de 

la GM2 gangliosidose, SANDHOFF et,CHRïSTOMANOU 1979 (122). Comme nous 

l'avons préalablement mentionné, ces enzymes sont constitués d'un 

assemblage de deux types de chaînes peptidiques a et B. Différentes 

mutations affectent ces chaînes, et on peut ainsi distinguer la maladie 

de TAY-SACHS due à une mutation de la chaîne a, n'affectant que les 

hexosaminidases A et S, de la maladie de Sandhoff, due à une mutation des 

chaînes B communes aux hexosaminidases A et B, et se traduisant par une 
perte de l'activité de ces deux formes isoenzymatiques. 

4 - D E F l C l E N C E  D'UN FACTEUR D I A C T I V A T l i N .  L'activité vis-à-vis du substrat 

naturel peut demander la coopération de plusieurs protéines. L'hydrolyse des 

qlycolipides en particulier demande la participation outre des hydrolases 



acides, de facteurs dits "d'activation" qui se conjuguant au substrat 

hydrophobe, favorisent l'interaction enzyme-substrat. 

Déficience du facteur d'activation de l'hydrolase 

- desgangliosides GM2 et GA2 dans le variant AB de la GM2 gangliosidose 

(CONZELMANN et SANDHOFF 1978 ( 1 2 3 ) )  ; 

- du cérébroside sulfate dans une forme infantile de la leucodystrophie 
métachromatique ( F I S C H E R  et JATZKEWITZ 1978 ( 1 2 4 )  ; 

- de la sphingomyéline dans la maladie de Niemann-Pick type C.  

D'autres facteurs protéiques sont également impliqués dans 

la protection et la stabilisation des hydrolases acides face aux attaques 

protéasiques. Une déficience de tels facteurs pourrait notamment être 

responsable de la déficience combinée neuraminidase/B-galactosidase, 

dans un variant de la sialidose type II (D'AZZO et al. 1 9 8 2  ( 1 2 5 ) )  ou 

encore de la mucosulfatidose (WAHEED et al. 1 9 8 2  ( 1 2 6 ) ) .  

5 - MUTATIONS AFFECTANT LES WODiFlCATiONS POST-TRANSLATIONNELLES DES ENZYMES 
LYSOSOMAIIX. - Mutation de la chaîne glycannique : comme nous le verrons 

plus loin, la localisation subcellulaire des enzymes est déterminée par la 

nature de la chaîne glycannique. Une mutation affectant la synthèse d'un 

enzyme intervenant dans la glycosylation des chaînes peptidiques des 

glycohydrolases, peut entraîner une localisation subcellulaire anormale 

de ces dernières comme dans la Mucolipidose II ou III ( H A S I L I K  et al. 1981 

( 1 2 7 )  , HASILIK et al.' 1 9 8 2  ( 1 2 8 )  ) . 
- Mutation du récepteur enzymatique : les enzymes transitent 

du lieu de biosynthèse vers leur destination subcellulaire ancrées à des 

récepteurs assemblés en vésicules. La déficience en 6-glucuronidase micro- 

'somale chez la souris Ego est àûe à l'absence d'une protéine, l'égasyne 

( L U S I S  et al. 1 9 7 6  ( 1 2 9 ) ) ,  nécessaire au transport et à l'ancrage de la 

6-glucuronidase au niveau des membranes lysosornales ( L U S I S  et PAIGEN 1977 



6 - MUTATlONS AFFECTANT LE TRANSPORT DES ORGANELLES. Les organites ceiiu- 
laires sont animés d'un inouvernent propre nécessaire aux relations intra- 

cellulaires. Une série de mutations affecte le -transport des lysosomes 

(SWANK et al. 1978 (131)). Le syndrome de CHEDIAK-HIGASHI serait en 

particulier dû à une anomalie touchant la secrétion des enzymes lysosomaux 

par les cellules épithéliales du rein vers l'urine, suite à une mutation 

affectant le transport des lysosomes au travers de la bordure en brosse 

de ces cellules (BRANDT et al. 1975 ( 1 3 2 ) .  

7 - QEFlClENCES EN TRANSPORTEURS MEMBRANATRES. Dans certaines maladies 
lysosomales telle la cystinurie (GAHL et al. 1983 (133)) ou la 

maladie de Salla (RENLUND et al. 1979 (134)) l'engorgement du lysosome 

semble être dû à 1' absence de transporteurs membranaires spécifiques, 

nécessaires au passage de certaines molécules provenant du catabolisme 

cellulaire (telles l'acide sialique ou la cystine) au travers de 

la membrane lysosomale. 



MALADIES HEREDITAI RES DE SURCHARGE 
LYSOSOMALE DES GLY COCONJUGUES 

1 - LES MUCOPOLYSACCHARIDOSES 

En 1919 Gertrud HURLER (135) décrit en détail deux 

patients présentant un syndrome caractérisé par une dysmorphie faciale 

prononcée, des anomalies squelettiques multiples, des opacités cornéennes, 

une hépatosplénomégalie ainsi que des lésions cardiaques. Cette description 

devint le prototype d'un grand nombre de syndromes qui furent regroupés 

par ELLIS et al. (136) sous l'éponyme de "gargoylisme" en raison de la 

similitude du faciès des patients avec certaines gargouilles des cathgdrales 

médiévales. Ce n'est qu'en 1952 qu'après identification de la nature 

chimique du matériel accumulé dans le foie de certains patients que 

BRANTE (137) proposa le terme de "mucopolysaccharidoses''. La classification 

actuellement retenue (Tableau III) est inspirée de celle de Mc KUSICK et al. 1965 

(138) basée sur ia nature chimique des mucopolysaccharides excrétés dans 

l'urine, HOOGHWINKEL G.J.M. 1982 (139). A l'exception de la maladie de 

HüNTER qui est liée au chromosome X I  toutes les nucopolysaccharidoses 

sont transmissibles suivant un mode autosomal récessif. 

A - CARACTERISTIQUES GENERALES DU CATABOLISME DES MUCO- 

POLYSACCHARIDES 

Mise à part la maladie de MORQUIO (PEDRINI et al. 1962 

(140) toutes les mcopolysaccharidoses sont essentiellement dûes à un 

dysfonctionnement du catabolisme lysosomal de deux hétéropolymères, 

le dermatane et l'héparane sulfate (DOWMAN et MATALON 1976 (141)). 

Ces polymères d'environ 100 résidus de sucre sont composés de sotifs 

alternés Ü'hexosamine sulfate (glucosamine ou galactosamine) et d'acide 

uronique (glucuronique ou L-iduronique). A l'exception du keratane sulfate, 

la liaison sucre-protéine est du type O-glycosidique entre le trisacchariiie 

réducteur terminal Ga1 +Ga1 +Xyl et la sérine de la chaîne protéique 



TABLEAU III : CLASSIFICATION DES MUCOPOLYSACCHARIDOSES 

MALADIE -'ENZYME DEFIC IENT 

ACCUMULATION DERMATANE + HEPARANE SULFATE 

Hurler (MPS IH) 

Hurler Syndrome Scheie (MPS 1s) a-L-iduronidase 

Forme grave 

Hunter Syndrome 
(MPS II) 

Fome atténuée 

Maladie de SLY 
(MPS VI11 

~ ~ U C O  sulfatidose 

ACCUMULATION H EPARANE SULFATE 

L-iduronate-2sulfate sulfatase 

Sulfatases multiples 
(iduronide, GalNAc-6-S04, 
GlcNAc-6-S04 sulfatases) 

Type A Heparan-N-sulfamidase (Sulfamatas 

Sanfilippo Syndrome 's.pe B a-N-acétyl-D-glucosaminidase 
(MPS III] Type C Acétyl-CoA : Ci-glucosaminide N- 

acétyltransférase 

TYPe D N-acétylglucosamine-6 sulfate 
sulfatase 

ACCUI~K~LATTON DERMATANE SULFATE 

Maroteaux-Lamy (Formes graves et Arylsulf atase B 
S yndrone atténuées) (N-acétylgalactosamine-4-sulfatas 

(ka's VI) 

ACCUMULATION KERATANE SULFATE 

Type A 
Morquio Syndrome 

(MPS IV) 
Type B 

ACCUMULATION KERATANEIHEPARANE SULFATE 

Syndrome de Matalon 
(V2S VIII) 

N-acétyl-glucosamine-6-sulfate 
sulf atase 
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(WARDINGHAM 1981 (142)), d'où le terme de "protéoglycanne" actuellement 

employé pour désigner ces composés (BALAZS 1970 (143)). Le tableau IV donne 

la composition des principaux glycosaminoglycannes d'origine humaine . 
La dégradation intracellulaire des protéoglycannes s'effectue au sein 

des lysosomes (ROME et CRAIN 1981 (144)). La plupart des enzymes de 

dégradation intervenant dans le catabolisme des glycosaminoglycannes 

sont d'ailleurs d'origine lysosomale à l'exception toutefois de 

l'acetyl-coA : a-glucosaminide-N-acétyltransférase qui a une double 

localisation lysosomale et microsomale (POHLMAN et al. 1981 (145)). 

La voie catabolique principale s'effectue par l'action séquentielle 

d'exoenzymes, glycosidases et sulfatases (VON FIGURA 1981 (146)). Ces 

dernières possèdent d'ailleurs un haut degré de spécificité (FLU3ARTY 

1981 (147)) et il est généralement admis que les exoglycosidases sont 

enzymatiquement inactives si le sucre terminal est porteur d'un 

groupement sulfate, bien que récemment W S S E  et al. (148) aient mis en 

évidence une libération de la N-acétylglucosamine-6-sulfate par 

l'hexosaminidase A. 

En addition aux exoenzymes, des endoenzymes sont également 

impliqués dans la dégradation des glycosaminoglycannes. Une activité 

endoglycosidasique a été mise en évidence dans le lysosome de rat 

( H ~ K  et al. 1975 ( 149) ) , puis dans différents tissus hmains ainsi 
que dans les plaquettes et le placenta (KLEIN et VON FIGURA 1979 (150)). 

L'analyse des extrémités terminales réductrices des fragments libérés 

par les endoglycosidases montre qu'il s'agit essentiellement d'endogluco- 

saminidases et d'endoglucuronidases (KLEIN et al. 1976 (151), KLEIN et 

VON FIGURA 1976 (152)). Le rôle physiologique des endoglycosidases peut 

résider en une activation du catabolisme des polysaccharides en augmentant 

la quantité de substrat disponible pour les exoglycosidases. Dans des 

conditions normales le catabolisme aboutit à la formation de sulfate qui 

est excrété, ainsi que d'hexosamine et d'acide uronique qui sont respecti- 

vexent recyclés dans la voie glycolytique ou dans celle dérivée des hexoses 

phosphate. 



La Figure 8 schématise les différentes étapes du 

catabolisme de l'héparane sulfate avec les maladies qui lui sont 

associées. Le catabolisme anormal de ces hétéropolymères dans les 

différentes mucopolysaccharidoses, aboutit à une accumulation intralysosomale 

de fragments osidiques plus ou moins importants, et à une excrétion de'ces 

mêmes composés dans l'urine COHAN et al. 1977 (153). La recherche de 

mucopolysaccharides urinaires représente la voie diagnostique la plus 

utilisée LORINCZ et al. 1982 (154), toutefois en raison de la complexité 

des voies cataboliques la discrimination entre les différentes maladies 

ne peut s'effectuer que par l'emploi de substrats naturels pour les 

différentes glycosidases (voir la revue de DI NATALE 1982 (155)). 

B - NOTION DE FACTEUR COFGIECTIF 

L'identification des déficiences enzymatiques responsables 

des mucopolysaccharidoses s'est faite par une voie détournée en raison de 

l'ignorance de la structure primaire de l'héparane et du dermatane sulfate 

à l'époque où les études ont été effectuées. Des études utilisant le 
2 - 3 5 ~ 0 ~  comme précurseur FRARANTON'. et al. 1968 ( 156) avaient permis 

de mettre en évidence une accumulation de mucopolysaccharides dans les . 

fibroblastes en culture des malades. Cette accumulation anormale pouvait 

être réduite ou "corrigée" en ajoutant au milieu de culture, des secrétions 

de cellules normales ou encore des concentrés urinaires NEUFELD et C-ANTZ 

1971 (157). Ces composés entrainant une action n~~rnalisatrice du catabolisme 

des mucopolysaccharides furent dénommés "facteurs correctifs". Par la suite 

beaucoup d'entre eux furent purifiés de l'urine et identifiés comme étant 

les enzymes déficients spécifiques des différentes maladies NEUFELD et al, 

1975 (158). C'est ainsi que le facteur correctif pour la maladie de HURLER 

et de SCHEIE fut identifié comme étant l'a-L-iduronidase BACB et al. 1972 

(159), l'iduronate sulfatase étant quant à elle le facteur correctif de la 

maladie de HUNTER (BACH et al. 1972b (160)). 

En fait, un examen attentif des systèmes de correctioc 

montre qu'il n'y a pas toujours identité entre enzyme et facteur de 

correction, SHAPIRO et al. 1976 (161). En effet, comme nous l'avons 

préalablement mentionné chaque enzyme existe sous différentes forses, 
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FIGURE 8 

Catabolisme pathologique de dermatan sulfate 



une forme de reprise lente et une forme de reprise rapide NEUFELD et al. 

1977 (162) et seule cette dernière qui arbore le signal Man-6-P est 

reprise spécifiquement par la cellule et internalisée dans le lysosome, 

parles processus préalablement décrits au chapitre II. 

I I  - LES GLYCOSPHINGOLIPIDOSES 

A - CATABOLISME GENERAL DES GLYCOLIPIDES 

7 - ROLE ET DlSTRlBUTlUN 

Les glycosphingolipides sont des constituants membranaires 

des cellules animales HAKOMORI 1981 (1631, KANNAGI et al. 1982 (164). 

Ce sont des composés bipolaires constitués d'une partie lipidique (céramide) 

à laquelle est attachée une partie oligosac5aridique (Figure 9 ) . En 
fonction de la nature de cette chaîne glycannique, les glycosphingolipides 

peuvent être subdivisés en différents groupes dénommés trivialement : 

ganglio, globo, lacto et muco-glycosylceramides, WIEGANDT 1980 (155). 

Parmi tous les glycolipides, les gangliosides .sont certainement les mieux 

étudiés. Ces glycolipides acides, caractérisés par la présence d'acide 

sialique, sont des constituants majeurs du système nerveux central, où 

ils ont été localisés pour la première fois en 1939 par KLENK (166). Ils 

se retrouvent principalement au niveau des membranes neuronales et des 

membranes synaptiques, d'où leur rôle possible dans les phénomènes de 

transmission nerveuse, LEDEEN 1978 (1671, NAGAI et IWP&~O,PI 1980 

(168). Cette distribution dans le système nerveux central explique 

également les troubles neurologiques très graves observés dans la majcrité 

des sphingolipidoses. Dans les tissus extraneuronaux les glycolipides 

jouent en outre,un grand nombre de rôles biologiques, en particulier dans 

les phénomènes d'interactions cellulaires, de différenciation, d'oncog~nèse, 

ainsi que dans les phénomènes d'interaction avec des facteurs biologiquement 

actifs, tels les glycoprotéines, les hormcnes, les toxines et les virus, 

HAKOMORI 1981 (169), FISHMAN 1982 (170). Il convient également de nentionner 

leur rôle immunologFque primordial en tant qu'antigènes de groupes sanguins 

(ABH, Lea, Leb, Ii, P.. . ) ou antigènes de dif f érenciation, HAKOMORI 198 1b 
(171) et MARCUS et al. 1981 (172). 



FIGURE 9 

Structure des principaux gangliosides du cerveau de mammifère 



2 - DEGRADATTON ENZYMATIQUE 

- La voie dégradative pour beaucoup de glycosphingolipides 

n'a été élucidée que ces dernières années, coïncidant avec la découverte 

des enzymes impliqués dans leur catabolisme. Les hydrolases dégradant 

les glycosphingolipides du cerveau ont fait en particulier l'objet 

de nombreux travaux en raison peut être de l'importance quantitative 

de ces lipides dans cet organe et la variété des troubles neurologiques 

rattachés à leur métabolisme, DAWSON 1978 (173). 

La voie dégradative des gangliosides (Figure 10) a souvent 

été considérée séparément de celle des glycosphingolipides neutres, nais 

il est maintenant apparent que les deux catabolismes ont des enzymes 

en commun et que leurs voies convergent. 

Tout semble indiquer que la chaine oligosaccharidique est 

dégradée de manière récurrente, avec libération des sucres et enfin du 

céramide. Ce dernier s'il n'est pas réutilisé, est hydrolysé en acide gras 

et sphingosine qui peut elle même continuer à être dégradée. Contrairement 

aux glycoprotéines, 'aucune endoglycosidase ne semble être impliquée dans 

la dégradation des chaïnes oligosaccharidiques. GATT 1970 (174) a postulé 

que les enzymes responsables de l'hydrolyse des gangliosides cérébraux 

étaient réunis en un système multienzymatique similaire à celui impliqui 

dans leur biosynthèse (ROSEMAN 1970 (175) 1 . 

TOUS les enzymes du catabolisme des glycosphingolipides 

présentent un pH optimum acide et beaucoup d'entre eux sont liés aux 

lysosomes. Cependant des enzymes des membranes plasmiques telle la 

neuraminidase (SANDHOFF et PALLMANN 1978 (176)) ou microsomales 

(SCHELL et al. 1982 (177)) interviennent également dans la dégradation de 

ces substances. 

La plupart des enzymes responsables du catabolisme des 

glycosphingolipides entrent également dans le catabolisme d' autres nolécules 

complexes, toutefois, il existe des formes isoenzymatiques particulières 

dont l'activité se limite à l'hydrolyse des glycolipides, telles la 
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Catabolisme normal et pathologique des gangliosides 



6-galactocérébrosidase déficiente dans la maladie de KRABBE ou la 

B-glucocérébrosidase déficiente dans la maladie de Gaucher. 

- 
Les gangliosides sont de tous les glycosphingolipides 

ceux qui présentent le "turnover" le plus rapide, leur demi-vie étant 

d'environ 10 jours. 

3 - PROTEINES ACTlVATRlCES DE L'HYDROLYSE ENZYMATIOUE DES GLYCULTPlVES 

En solution aqueuse les glycolipides forment de gros 

aggrégats appelés micelles, SANDHOFF 1980 (178), qui rendent ces 

substances moins accessibles aux hydrolases acides hydrophiles. C'est 

pourquoi l'hydrolyse enzymatique des glycolipides in vitro est fortement 

augmentée en présence de détergents tels les sels de cholate. 

In vivo, les lipides sont incorporés dans les membranes 

où ils sont également difficilement accessï~les. Dans ce cas l'activation 

peut être effectuée par l'intermédiaire de protéines non enzymatiques. 

C'est ainsi que des facteurs d'activation ont été dgcrits pour un bon 

nombre d'hydrolases. LI et LI 1976 (179) ont décrit un facteur d'activation 

de l'hydrolyse du GM1 ganglioside par la 6-galactosidase ; CONZELMA?W 

et SANDHOFF 1979 (180) décrivent un facteur différent pour l'hydrolyse 

du GM2 ganglioside par l'hexosaminidase. Le fait que l'hydrolyse des = 

substrats hydrosolubles tels les méthylumbelliferyl sucres, n'est pas 

augmentée en présence d'activateurs, laisse~suggérer que l'activateur 

n'interragit pas avec l'enzyme, mais plutôt avec le substrat, entrainant 

sa solubilisation, d'une manière analogue au processus décrit pour les 

sulfatides par FISCHER et JATZKEWITZ 1978 (181). Le vrai substrat pour 

l'enzyme est donc en fait le complexe protéine activatrice-glycolipide, 

chaque type de glycolipide possédant un activateur protéique différent. 

3 - SURCHARGES EN GLYCOLIPIDES 

Le tableau V donne une classification des différentes 

lipidoses basée sur la nature chimique du matériel accumulé. L'analyse 

des caractères cliniques permet de diviser ces maladies en différentes 

formes qui du point de vue biochimique peuvent s'expliquer : 



'PABLEAU V : CLASSIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDOSES 

MALADIE FORMES DEFICIT SUBSTANCES ACCUMULEES 

/ Type 1 infantile GM1 GANGLIOSIDOSE 
'--2--' Type II juvenile 

GMZ GANGLIOSIDOSE SANDHOFF 

Variant AB 

GM GANGLIOSIDOSE 

GM yanglioside oligosaccha-, 
1 

rides 

hexosaminidase A GM ganglioside 2 

hexosaminidase A et B GM + oligosaccharides 2 

facteur activation GM2 CM ganglioside 2 

UDP-GalNAc-GM -N-acetyl- 3 GM ganglioside 
galactosyltransférase 3 

MUCOLIPIDOSE IV - neuraminidase GM3, GD3, GD,a, GD,b 

LEUCODYSTROPHIE 
METACHROMATIQUE 
(SULFATIDOSE) 

Infantile juvénile adulte arylsulfatase A 

activateur cérébroside 
sulfate sulfatase 

sulfatides 

sulfatides 

KRABBE galactocérébrosidase galactocérébroside 

FABRY 

NIEMANN-PICK 

FARDER 

RA'ITEN (lipofuscinose) 

type 1 non neurologique 

type II 
neurologiques 

type III 

A neuropat.hique 

B non neuropathique 

C 

D Nova Scottia 

a-galactosidase A céramide trihexoside 

glucocérébroside 

$-glucocerebrosidase + 
glycopeptides 

sphingomyelinase 

sphingomyeliriase sphingomyeline 

facteur d'activation 

? 

céramidase céramide 

lipase acide triglycérides 

polyprenol esterase ? dolichol s 



- par des mutations alléliques d'un même gène conduisant à des "composés 

génétiques" comme dans le cas des mucopolysaccharidoses ; 

- par des déficiences isoenzyrnatiques différentes comme pour les 
@-galact-sidases, RITTMANN et O'BRIEN 1981 (182) , ou les hexosaninidases, 
SANDHOFF et CHRISTOMANOU 1978 (183) ; 

- par la déficience de protéines activatrices comme c'est le cas pour la 
GM2 gangliosidose variant AB, CONZELMANN et SANDHOFF 1978 (184) ; 

- ou enfin par des modifications post-translationnelles des enzymes comme 
c'est le cas pour la B-glucocérébrosidase dans la maladie de GAUCHER 

(GINNS et al. 1982 (185) ) . 

Il est également à noter que contrairement aux autres 

glycosphingolipidoses, la GM gangliosidose semble être due à un dé£ icit 3 
en enzyme biosynthétique la GM -N-acétylgalactosamine transférase 

3 
(FISHMAN et al. 1975 (186)). Tout comme la maladie de FABRY, cette 

maladie est liée au sexe (chromosome X). 

III - LES GLYCOGÉNOSES 

Le glycogène est un polysaccharide composé entièrement 

de résidus de glucose assemblés par des lialsons a1,4 et a1,6. Ces deux 

types de liaisons donnent à la molécule une structure ramifiée, les 

liaisons a1,6 assurant les points de branchement (MEYER et BERNFELD 1940 

(187) ; WIJING 1975 (188)). 

Parmi les 8 types de glycogénoses décrites à ce jour 

(Tableau VI) seule la glycogénose de type II ou maladie de POLYPE, est dûe 

à la déficience d'un enzyme lysosomal , l'a-glucosidase acide (HERS 1963 

(189)). Cet enzyme est capable d'hydrolyser les liaisons a1,4 du glucose 

mais aussi à un taüx plus faible les lizisons a1,6 aboutissant à une 

dégradation complète du glycogène (JEFFREY et al. 1970 (190) 1.  L'absence 

de maltase acide dans la glycogénose de type II entraîne une accumulation 

àe glycogène dans la plupart des tissus, en particulier au niveau du foie 

et des muscles, BAUDHUIN et al. 1964 (191). Une excretion anormale d'oli- 

gosaccharides à glucose a également été décrite par LENNARTSON et al. 1978 



TABLEAU VI: CLASSIFICATION DES GLYCOGENOSES d'après  HUIJING 1975 (193) 

CLASSIFICATION ENZYME DEFICIENT 

type 1 

type II 

type III 

glucose-6-phosphate ( fo i e ,  r e in ,  i n t e s t i n )  

a-glucosidase 

enzyme débranchant (a1,6 glucosidase) 

tyype IV enzyme branchant 

type V phosphorylase musculaire 

type VI 

type VI1 

type VI11 

phosphorylase hépatique 

phosphofructokinase 

phosphorylase kinase hépatique 



- 55 - 

I V  - LES GLYCOPROTÉINOSES 

La décennie qui vient de s'écouler à vu apparaître au 

côté des mucopolysaccharidoses, un nouveau groupe d'affections dont la 

symptomatologie est assez proche, mais dans lesquelles l'excrétion des 

mucopolysaccharides urinaires est normale (MAROTEAUX et HUMBEL 1976 ( 1 9 4 ) ) .  

Ces maladies présentent généralement les signes cliniques des mucopoly- 

saccharidoses et des sphingolipidoses, d'où le terme de "mucolipidoses" 

qui fut proposé par SPRANGER et WIEDEMANN 1970 (195) , pour 
les regrouper-si le terme de "mucolipidose" s'avérait utile du point de 

vue concept, il était toutefois erronné en tant que désignation chimique, 

les mucolipides ne représentant aucune classe de composés chimiques connus. 

Comme il sera montré dans la suite de notre exposé, la plupart de ces 

maladies présentent en commun une excrétion urinaire d'oligosacchari~es 

spécifiques provenant du catabolisme incomplet des chaînes glycanniques 

des glycoprotéines d'où la désignation d'"o1igosaccharidoses" ' 

proposée par, FARRIAUX 1976 (196) ; MAROTEAUX et HUMBEL 1976 (197) ; 

LEROY 1982 (198).  En fait, plus que l'excrétion d'oligosaccharides, qui 

est souvent doublée d'une excrétion de glycolipides ou mucopolysaccharides, 

le caractère commun à toutes cesaffections est avant tout un aéficit 

enzymatique touchant la voie catabolique des chaînes glycanniques des 

glycoprotéines. Nous préférerons donc quant à nous définir ces maladies 

comme "glycoprot~inoses", terme qui fut introduit par STRECKER 

en 1977 (199).  

Afin de mieux comprendre les bases biochimiques de ces 

maladies nous résumerons dans un premier temps nos connaissances actuelles 

relatives aux structures primaires des chaînes oligosaccharidiques des 

glycoprotéines, et à leur catabolisme. 

A - SCHEMA GENERAL DE STRUCTURE DES GLYCOPROTEINES 

Nous ne ferons ici que résumer à l'aide principalemect 

de tableaux et figures, les principes généraux énonqant les structures 

des chalnes glycanniques des glycoprotéines, en nous étendant principalement, 

sur les N-glycosylprotéines, car comme nous le verrons plus loin, les 
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glycoprotéinoses s'accompagnent de l'excrétion urinaire de composés riches 

en mannose, caractère permettant de les rattacher au catabolisme des 

glycoprotéines à lisson N-acétylglucosamine-asparagine. Plusieurs revues 

font le point sur les acquisitions récentes concernant ce sujet : 

MONTREüIL 1980 (203) ,  LENNARZ 1980 (204), BERGER et al. 1982 (205), 

MONTREUIL 1982 (206). 

Les glycoprotéines résultent de l'association covalentielle 

d'un polysaccharide ou glycanne avec une protéine. D'une façon générale 

les glycoprotéines sont classées en fonction de la nature de la liaison 

glycanne-protéine (Figure 11). Les glycannes sont conjugués aux chaînes 

peptidiques par deux types de liaisons principales : 

- les liaisons O-glycosidiques entre un monosaccharide et un résidu de 
sérine, thréonine ou hydroxylysine conduisant aux O-glycosylprotéines. 

- les liaisons N-glycosidiques entre la N-acétylglucosamine et l'asparagine 
conduisant aux N-glycosylprotéines. 

7 - LES O-GLYCOSYLPROTEiNES 

Deux sous-groupes pourront être distingués en fonction de 

la nature de l'acide aminé impliqué dans la liaison sucre-protéine : 

- liaison du glycanne à la sérine ou à la thréonine ; 

- liaison du glycanne à l'hydroxylysine ou l'hydroxyproline. 

a - Liahon qlqcmne à 6Z~ne lXhZonine  

- Liaison sérine-galactosamine : Ce type de liaison se rencontre principalement 
dans les mucines de secrétion des cellules épithéliales, HOROWITZ et PIGMAN 

1977 (207) mais aussi dans les substances de groupe sanguir, et les glyco- 

protéines telles la fétuine ou la glycoshorine. Le seul élément structural 

commun des glycannes de type "mucine" est le inotif a-GalNAc-Ser qui peut 

être substitué sar différents motifs oligosaccharidiques conduisant à une 

grande hétérogénéité allant du disacchzri.de au glycanne complexe des 

substances de groupe sanguin (TableauVII). 



TABLEAU VI1:O-GLYCOSYLPROTEINES DE TYPE "MUCINE" 

STRUCTURE ORIGINE REFERENCE 

mucines submaxilLaires 

glycoprotéi~ie "antif reezel' 
épiglyganine cellules TA3 

IgA lait humain 

a-~eunc- (2,3) -8-  al- ( 1/31 
\ a-GalNAc-Ser 
/ 

f étuine 
a-NeuAc- (2,6 ) 

6-  al- (1,3)-B-GlcNhc- (1,3) 
\a-GalNAc-Ser mucine bronchique 

GOTTSCHALK 1972 (208) 

DE VRIES et al. 1971 (209) 
CODINGTON et al. 1975 (210) 

PIERCE-CRETEL et al. 1981 (211) 

SPIRO et BHOYROO 1974 (212) 

VAN HALBEEK et al. 1982 (213) 

a-NeuAc- (2.3) -@-cal- (1,3) 
\a-GalNAc-Ser K casSIne de vache VAN HALBEEK et al. 1980 (214) 

8-Gai- ( 1.4) -8-G~CNAC- ( 1.6)/ 

( ~ e ~ )  ( ~ e ~ )  

(Hl 
Ci-FUC- ( 1.4) a-FUC- (1,2) \ 

\ 8-Gai- ( 1.3) -8-GlcNAc- ( 1/31 
(B,(A)) a-GalNAc-(1,3) / \ 6-cal- (1,3) -8-GlcNAc- (1,4) -&Gal- (1,3/4) -6-G~CNAC- (1 . 3) -6-Gal- (1 . 3) 
(B,(A)) a-GalNAc-(1.3) / \ 

\ 6-Gal- (1.4) -6-GlcNAc- (1.6) / 
a-GalNAc-Ser 

( H )  / / 6-Gal- (1.4) -6-G~CNAC- (1,6) 
~-Fuc- (1,2) 

a-Fuc- ( 1,3) 

Mégalosaccharide des substances de groupes sanguins d'après KABAT 1978 (215) 
b 



- Liaison xylose-sérine/thréonine : La liaison Xyl B(1 *O)-Ser se rencontre 

dans les protéoglycannes des tissus connectifs tels le chondroitine sulfate, 

le dermatane sulfate et l'héparine (voir la revue de RODEN 1980 (216)). 

NOUS ne nous étendrons pas sur les données structurales de ces composés 

dont il a été préalablement fait mention sous le chapitre "mucopolysaccha- 

ridoses". 

- Autres types de liaison : D'autre monosaccharides peuvent assurer la liaison 
avec la sérine, il s'agit : 

. du mannose, dans les mannoprotéines de la paroi de ------- 
certaines levures (BALLOU et al. 1980 (217)), dans certaines glycoenzymes 

la glucoamylase (PAZUR et al. 1980 (21811, ou dans certains protéoglycannes 

du cerveau de rat (FINNE et al. 1979 (219)) ; 

. du galactose, dans certains types de collagène d'invertébrés --------- 
( ~ I R  et LEE 1969 (220) ) ; 

. et enfin du fucose, dans certains tissus du rat (LARRIBA ------ 
1978 (221)), ainsi que dans certaines lignées cellulaires normales ou 

transformées (STEINER et al. 1975 (222) ) . 

b - Liaibon qlqcmne à lthq&oxqtq~ine ou t'hudhoxupkafi~e 

La liaison ~alB(1 +O)Hyl se rencontre dans les collagènes, 

ainsi qu'au niveau de la membrane basale glomérulaire BUTLER 1978 (223). Les 

chalnes oligosaccharidiques sont généralement constituées dans ce cas par 

le disaccharide a-Glc-(1,2)-Gal. 

Des liaisons du type arabinose-hydroxyproline ou galactose- 

hydroxyproline se rencontrent également chez les plantes supérieures ainsi 

que chez les algues vertes. Les chalnes oligosaccharidiques sont alors 

constituées d'unités répétitives 8-Ara-(l,2)-Ara se terminant par un 

résidu d' arabinose en a- 1 , 3 (ASHFORD et al. 1982 (224) ) . 

2 - LES N-GLYCUSYLPXOTE7NES 

Comme nous l'avons préalablement mentionné, un seul type 

de branchement glycanne-protéine entre la N-acétylglucosamine et l'asparagine 

caractérise cette classe de glycoprotéines. 



Les çlycames de type N-glycosidique possèdent en commun 

le noyau trimannosyl-N-N ' -diacétylchitobiose : 
4 - 

a-Man-(1,3) 

\@-Man- ( 1.4) -@-G~CNAC- ( 1,4) -B-G~CNAC-AS~ 

a-Man- ( 1 ,6  ) 
/ - 3 - 2 - 1 

Cette structure oligosaccharidique commune ou fraction 

invariable (inv) - (MONTREUIL 1975 (225)), pourra être substituée par des 
motifs oligosaccharidiques variables (fractions var) qui sont le support 
de la spécificité des chaînes glycanniques des N-glycoprotéines. 

En fonction de la nature des chaînes oligosaccharidiques 

var les glycannes peuvent se diviser en 3 types fondamentaux qui sont - 
schématisés sur la figure 

- le type oligomannosidique 
- le type N-acétyllactosaminique 
- le type hybride ou mixte oligomannosido-N-acétyllactosaminigue 

Les structures de type oligomannosidique résultent de la 

substitution du noyau pentasaccharidique inv par des résidus de mannose 

en nombre variable. Ces résidus de mannose au nombre maximum de 6 s1assem- 

blent comme sur la figure 12 pour donner la stx-Ucture limite (Man)g(Glc~~c)21 

la molécule précurseur de toutes les chaînes glycanniques est constituée 

par le motif (Man) (GlcNAc) substitué par le trisaccharide 

Glc(U1,2)-Glc(~1,3)-Glc(~l,3)- sur le mannose en position -1 D (REARICK et al. 

1981 ( 226) 1. 

La biosynthèse des chaînes glycanniques qui ne fera pas 

l'objet de nos propos à fait l'objet de revues récentes (HUBBARD et IVATT 

1981 (227) ; SCHACETTER et ROSEMAN 1980 (228) ; MONTREUIL 1982 (229) ; ' 

HOFLACK 1982 (230) ) . 



TYPE OLIGOMANNOS IDIQUE 

TYPE N-ACETYLLACTOSRMINIQUE 

TYPE MIXTE (=BRIDE) 

6-Gal- ( 1,4) -6-G~CNAC- ( 1,4) 
\ 

FIGURE 12 

TYPES FONDAMENTAUX DE STRUCCURES PRIMAIRES DES N-GLYCANNES DES GLYCOPROTEINES 



Les glycannes de type N-acétyllactosaminique résultent de 

la substitution du noyau inv par un nombre variable de chaînons N-acétyl- 
lactosaminiques  al-(81,4)-G~CNAC. En fonction du nombre de résidus de 

N-acétyllactosamine on obtiendra des structures dites mono-, di-, tri- 

ou tétra-"antennées" (Figure 12). Une branche supplémentaire peut venir 

s'ajouter sur le Man 4'  conduisant à des structures de type pentaantennés - 
telles qu'elles ont été récemment décrites dans l'ovomucoîde de tourterelle 

ou de poule (FRANCOIS-GERARD et al. 1980 (231) ; PAZ PARENTE et al. 1982 

(232)). Un rësidu de GlcNAc dit "intercalaire" peut également venir 

substituer le Man 3. - 

Les différentes branches de lactosamine peuvent être 

elles-mêmes substituées de différentes manières (RAWALA et FINNE 1979 

(233)), conférant aux chaînes N-glycanniques une grande hétérogénéité 

et des rôles biologiques différentes. Les substitutions les plus 

fréquemment rencontrées résultent de 1' addition de résidus d'acide 

sialique liés en (cc2,3) ou (a2,6) au galactose, ou de fucose en 

liaison (a1,6) sur la GlcNAc - 1 du point d'attache ou en (a1,3) sur 
les résidus de GlcNAc périphériques. 

Le tableau VI11 rassemble quelques exemples de structures 

de type N-acétyllactosaminiqup.. 

c - C h a t n u  ofiqoaacch&&quu de Zqpe mixte 

Dans ce type de glycannes, le noyau trimannosyl-N-N1- 

diacétylchitobiosique est substitué à la fois par des résidus de 

mannose, sur le mannose 4' et par des résidus de N-acétyllactosanine - 
sur le mannose 4. Dans le plus fort des cas le résidu de GlcNAc - 
intercalaire est également présent (Tableau VIII). Ce type de structures 

a été caractérisé dans l'ovalbumine de poule, YAMASHITA et al. 1980 (234). 



TABLEAU VI11 : EXEMPLES DE STRUCTURE N-ACETYLLACTOSAMINIQUES 

STRUCTURE WLY-N-ACETYLLACTOSN4INl(pn 

S&rotransferrine SPIK et. 1975 (235 1 
humaine 

Lactotransferrine SPIK 9 . 1 9 8 2  (236) 
humaine 

I ~ G  serique 
humaine 

BAENZIGER et 
KORNPELû 1974 (2371 

NILSSON etal. 1979 (238)  

Asialo- W R N E T  at. 1978 (239) 
orosomucolde 

Ovomucolde de PAZ PARENPE et. 1982 (240) 
Poule 

Cellules ovariennes LI et. 1980 (241) 
de Hamster chinois 



B - CATABOLISME DES GLYCOPROTEINES 

REPRISE SPEC'IF12UE DES 'GLYCUPRUTEINES PAR LES CELLULES 

Si le signal de la dégradation des glycoprotéines cellulaires 

ne sont pas encore connus, le catabolisme des glycoprotéines exocellulaires 

s'est vu en grande partie élucidé par les travaux de pionniers dlASHWELL 

et MORELL 1974 (242). Ces derniers ont en effet démontré que les 

glycoprotéines circulantes pouvaient être spécifiquement reconnues 

par des récepteurs des membranes plasmiques de l'hépatocyte pour être 

ensuite spécifiquement pinocytées par la cellule et être dégradées 

par la cellule. Ce mécanisne ainsi décrit met en jeu d'une part les 

chaînes glycanniques des glycoprotéines et d'autre part des "lectines" 

membranaires qui reconnaissent spécifiquement des monosaccharides ou 

des motifs oligosaccharidiques. (Voir les Revues de NEUFELD et ASHWELL 1980 

(243) , MONTREUIL 198 1 (244) , ASHWELL et HARFORD 1982 (245) ) . 

Plusieurs récepteurs hépatiques pouvant jouer un rôle 

dans le catabolisme des glycoprotéines ont été identifié (Tableau IX) 

nous rappelerons brièvement quelques unes de leurs propriétés. 

La démonstration du rôle particulier joué par les glycannes 

des glycoprotéines sériques, vient de l'observation faite par le groupe 

d'Ashwel1, suivant laquelle l'injection d'une préparation d*asialocéruléo- 

plasmine à des lapins, se traduisait par une disparition rapide de 

l'asialoglycoprotéine de la circulation, la glycoprotéine native 

présentant quant à elle une demi-vie de plusieurs jours. Le démasquage 

des rési6us de galactose en position pénultienne sur la chaine glycannique 

semblait être l'évènement responsable de la "clearance" puisqu'une désialy- 

lation, suivie d'une modification du galactose par traitement à la 

galactose oxydase, ou l'enlèvement du galactose à l'aide d'une B- 
galactosidase aboutissait à un rétablissement d'une demi-vie normale, 

MORELL et al. 1968 (246). Les asialo-glycoprotéines sont spécifiquement 

séquestrées par l'hépatocyte où elles seront dégradées au sein des 

lysosomes, GREGORIADIS et al. 1970 (247). 



RECEPTEUR SPECIFICITE REFERENCE 

Récepteur hépatique des 
asialoglycoprotéines 

Récepteurs cellules réticulo- 

endothéliales 

Récepteur hépatique microsomal 

Récepteur hépatique du fucose 

a-GalNAc > @-G~~NAC > a-Glc > MORELL et al. 1968 (248) 

 al > a-Ga1 SARKAR et al. 1979 (249) 

GlcNAc, Man (al, 6) 
i 

Fuc, Glc 

Man, GlcNAc 

FUC (al , 3 )  

STAHL et al. 1976 (250) 

MAYNARD et BAENZIGER 1982 (251) 
1 

PRIEELS et al. 1978 (252) O\ 
UI 

TABLEAU X : DIFFERENTS RECEPTEURS HEPATIQUES POUVANT INTERVENIR DANS LE CATABOLISME DES GLYCOPROTEINES 





Les récepteurs à galactose ont été localisés au niveau 

de la plupart des systèmes membranaires intracellulaires ; appareil de 

Golgi, microsomes et lysosomes (PRICER et ASHWELL 1976 (261) ; TANPBE 

et al. 1979 ( 262) ; SAWAMURA et al. 1980 (263) ) . En fait, l'activité 
réceptrice sembie être prépondérément intracellulaire et certaines 

observations montrent que toutes les molécules réceptrices de la 

cellule ne participent pas à la fixation des ligands ; les récepteurs 

seraient recyclés de manière analogue à ce qui a été précédemment 

décrit pour les récepteurs à Man-6-P des enzymes lysosomales 

(TOLLESHAUG et al. 1979 (264) ; REGOECZI et ai. 1978 (265)). Une 

étude de la topologie des récepteurs, TANABE et al. 1979 (266) montre 

en outre que si les récepteurs sont cryptiques au niveau du Golgi et 

des membranes microsomales, les récepteurs lysosomiaux sont quant B 

eux orientés vers le cytosol. Ce positionnement est contraire à ce 

qui serait attendu dans l'hypothèse d'un transit intravésicuiaire 

des complexes ligands-récepteurs vers le lysosome. Il faut donc 

admettre une dissociation ligand-récepteur au niveau des lysosomes 

primaires, et une translocation des récepteurs dans la membrane 

lyçosomale, vraisemblablement afin d'éviter l'attaque protéolytique. 

- Nature des récepteurs : Le récepteur hépatique fut purifié dès 
1974 par WDGIN et al. (267) à partir du foie de lapin. Il s'agit 

d'une glycoprotéine d'un poids moléculaire apparent de 260 000 

présentant une grande tendance à l'aggrégation KAWASAKI et ASHWELL 

1976 (268), et pouvant se dissocier en 6 sous-unités. Le récepteur 

hépatique récemment isolé par BAENZIGER et MAYNARD 1980 (263) 

possède le même type de propriétés. 

Il s'agit dans tous les cas d'une glycoprotéine, 

possédant une chaîne glycamique de type triantenne (LOWE et 

NILSSON 1983 (2 70) ) . 

Des préparations d'enzymes lysosonaux injecties par 

voie intraveineuse, se comportent de façon identique aux asialoglyco- 

protgines sériques, disparaissant rapidement du plasma, pour se retrouver 



principalement au niveau des lysosomes hépatiques mais aussi au niveau 

de la rate et des os (ACHORD et al. 1977 (271) ; STAHL et al. 1976 (272) ; 

SCHLESINGER et al. 1976 (-273)). Ce phénomène peut être inhibé par différents 

mannanes ainsi que par l'asialo-agalactoorosomucoide (possédant des 

résidus de N-acétylglucosamine externes) (ACHORD et al. 1977b (274)). 

La reconnaissance de deux motifs monosaccharidiques différents (Mannose 

et N-acétylglucosamine) par un même système de pinocytose, fut confirmée 

par l'isolement du récepteur à partir du foie de rat (KAWASAKI et al. 

1978 (275)). Des études biochimiques et autoradiographiques (SCHLESINGER 

et al. 1978 (276) ; HUBBARD et al. 1979 (277)) montrèrent que le récepteur 

était localisé spécifiquement au niveau des cellules du système réticulo- 

endothélial du foie (cellules de KUPFER, cellules sinusoldales) ; le 

même récepteur fut par la suite caractérisé au niveau des membranes des 

macrophages alvéolaires et péritonéaux, STAHL et al. 1978 (278). 

Plus récemment, différents auteurs (TOWSEND et STAHL 1981 
a /- 

(279) ; MIZUNO et al. 1981 (280) ; MAYNARD et BAENZIGER 1982 (281) 1 

ont rapporté l'existence d'un récepteur similaire au niveau de l'hépatocyte. 

Ce récepteur présentant une localisation spécifiquement microsomale, se 

différencie du récepteur réticuloendothélial par l'inhibition avec 6es 

anticorps spécifiques et jouerait un rôle biologique différent. 

Il est enfin à noter que chez les reptiles et les oiseaux 

le récepteur hépatique à galactose est remplacé par un récepteur spécifique 

de la N-acétylglucosamine, L U W Y  et ASHWELL 1976 (282) présentant de 

nombreuses similitudes avec le récepteur à M ~ ~ / G ~ C N A C  précédemment décrit. 

Dans une étude réalisée avec la lactotransferrine, 

PRïEELS et al. 1978 (283) montre que des glycoprotéines possédant des 

résidus de fucose liés en a1,3 disparaissent rapidement du sérum pour 

se retrouver spécifiquement au niveau du foie. Une reprise hépatique 

analogue a été décrite pour la 6-glucoc~rébrosidase, FURBISH et al. 1980 

( 284) . 



2 - DEGRAVATTON ENZYMATTOUE 

Une fois endocytées par les processus de reconnaissance 

spécifiques que nous venons de décrire, les glycoprotéines vont être 

soumises à l'action des différents enzymes hydrolytiques du lysosome, 

protéases et exoglycosidases. Nous ne reviendrons pas sur les propriétés 

des différentes exoglycosidases qui ont été décrites précédemment. 

Comme les autres hétéropolymères osidiques, les chaînes 

glycanniques des glycoprotéines seront dégradées de manière récurrente à 

partir de l'extrémité terminale non réductrice ; c'est ainsi qu'agiront 

tour à tour la neuraminidase, la fucosidase, la 6-galactosidase, 

l'hexosaminidase et enfin la mannosidase. Comme nous l'avons précédemment 

mentionné les exoenzymes présentent deux types de spécificité : 

- une spécificité osidique 
- une spécificité contre l'aglycone. 

+ La spécificité osidique dépendra non seulement de la nature du sucre, 
mais aussi de sa configuration anomérique. C'est ainsi que le catabolisme 

du noyau trimannosidique nécessitera l'action conjuguée d'une a-mannosidase - 
et d'une @-mannosidase. - 
x La spécificité aglyconique dépendra quant à elle du type de liaison 

dans lequel est engagé l'ose terminal, ainsi que des molécules osidiques 

avoisinantes qui dans certains cas exerceront un empêchement stérique, 

déterminant l'ordre d'action des différentes exoglycosidases (GATHMANN et 

AMINOFF 1981 (285) ) .  

La dégradation de la chaîne protéique par les protéases 

lysosomales semble être un évènement préalable à l'action des exoglycosi- 

dases qui sont nettement plus actives sur des glycopeptides que sur la 

protéine native. 

Parallèlement aux exoglycosidases, des endoglycosidases 

coupant à l'intérieur des chaînes glycanniques ont été caractérisées. 

En particulier, une activité endo-6-N-acétylglucosaminidasique capable 

d'hydrolyser le motif NIN'-diacétylchitobiose liant la chaîne glycannique 

à l'asparagine, a été détectge dans différents tissus de mammif6res 



(NISHIGAKI et ai. 1974 (286) ; TARENTINO et MALEY 1976 (287) ; PIERCE 

et al. 1979 (288)) et chez l'homme plus en particulier (OVERDIJK et al. 

1981 (289)). L'étude de la spécificité enzymatique, PIERCE et al. 1979 

(290) ; TACHIWA etal. 1982 (291)r montre qu'à la fois les glycannes 

de type polymannosidique et lactosaminique sont sensibles à l'action 

de l'endoglycosidase. Dans le cas des glycannes lactosaminiques, la 

présence d'un résidu de galactose en position terminale non réductrice, 

ainsi que l'hydrolyse préalable du fucose lié à la N-acétylglucosamine 

du point d'attache semblent être des conditions préalables à l'action 

endoglycosidasique. Une étude détaillée réalisée par PIERCE et al. 1980 

(292) montre que les activités "galacto-endo-N-acétyl-@-D-glucosaminidase" 

et "manno-endo-N-acotyl-PD-glucosaminidase" seraient liées à deux 

enzymes différentes. La localisation cytosolique de ces activités 

enzymatiques, serait d'autre part en faveur d'un rôle, joué par ces 

enzymes, dans la régulation de la biosynthèse des chaînes glycanniques 

(MONT~UIL 1982 (293) ) . 

C - LES GLYCOPROTEINOSES 

Les glycoprotéinoses sont des maladies métaboliques 

caractérisées par un déficit total ou partiel de l'activité des 

hydrolases acides, responsable du catabolisme des chaînes glycanniques 

des glycoprotéines. L'absence d'activité enzymatique pourra être due 

soit à une modification transcriptionnelle de l'enzyme ou d'un de ses 

cofacteurs, soit à une modification post-transcriptionnelle affectant 

les signaux de reconnaissance qui permettent de l'intégrer au site 

cellulaire spécifique comme c'est le cas dans la mucolipidose de type II 

(1 ce11 disease) (HASILIK et al. 1981 (294)). 

Dans tous les cas le blocage métabolique se traduit par 

une accumulation de polymères incomplètement dégradés au sein du lysosome 

et la biosynthèse continuant à un rythme normal ne fait qu'aggraver le 

processus. Quand le matériel accumulé est soluble ou de poids moléculaire 

relativement faible comme dans le cas des glycoprotéinoses plusieurs 

centaines de milligrammes d'oligosaccharides ou de glycopeptides provenant 

du catabolisme incomplet des chaînes glycanniques des glycoprotéines 

s'accumulent dans l'urine et les tissus des malades. 
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F I G U R E  13 

STRUCTURE DES OLIGOSACCHARIDES ET GLYCOPEPTIDES I S O L E S  DE DEUX TYPES 

DE GLYCOPROTEINOSES : a - m a l a d i e  de Sandhoff 

b - fucosidose 



Ces composés sont spécifiques de la maladie et 

possèdent en position terminale non réductrice, le motif monosaccharidique 

n'ayant pû être hydrolysé, suite à la déficience enzymatique. La 

figure 13 représente les structures d'oligosaccharides et de glycopeptides 

isolés respectivement de l'urine de malades atteints de la maladie de 

Sandhoff et de fucosidose. 

L'oligosaccharidurie accompagnant les glycoprotéinoses 

peut être mise en évidence, par un test simple telle la chromatographie 

couche-mince de l'urine, faisant apparaître un certains nombres d'oligo- 

saccharides de poids moléculaire supérieur au lactose, absents de l'urine 

normale (Figure 14 ) .  

Le groupe des glycoprotéinoses rassemble à l'heure actuelle 

environ 10 maladies différentes résunées dans le Tableau X. 

Toutes les glycoprotéinoses connues à ce jour sont dues 

à un déficit en exoglycosidases, il est cependant bien certain qu'un 

déficit en endoglycosidase peut exister et reste à découvrir. Il est 

également à noter que la 6-mannosidose décrite chez la Chèvre, JONES et 

DAWSON 1981 (295), n'a pour l'instant pas été découverte chez l'Homme, 

bien qu'une forme lysosomale de la B-mannosidase ait été décrite, 

DAWSON 1982 (296). 

Du point de vue clinique, toutes les glycoprotéinoses se 

traduisent par une dysmorphie faciale rappelant celle des mucopolysaccha- 

ridoses, par des troubles de la croissance staturale, et par une dégradation 

mentale très variable. Une hépatomégalie, pouvant s'accompagner d'une 

splénomégalie est généralement observée. La présence de lymphocytes 

vacuolés dans le sang et la moelle est également symptomatique. 

Toutes ces maladies sont transmissibles suivant un mode 

autosomal récessif. L'aspect cliniqe est cependant généralement insuffisant, 

pour l'établissement du diagnostic et la confirmation biochimique est 

souvent essentielle. 
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1 et 9 témoins lactose, saccharose 

3 Sialidose 

4 Gangliosidose à GM1 

5 Maladie de Sandhoff 

6 Mannosidose 

7 Fucosidose 

8 Aspartylglycosaninurie 

MISE EN EVIDENCE DE L~OLIGOSACCHARIDURIE I~CCOMPAGNANT LES GLYCOPROTEÏNOSES 

PAR CHROPATOGRAPHIE COUCHE MINCE 

( 3  développements, 6 heures solvent : Butanol/acide acétique/eau 

2 : 1 : 1 (v/v/v) . 



DEFICIT MALADIES 

( 1 Ce11 disease 

I Pseudo-Hurler polydystrophie 
Sialidoses (Mucolipidose type 1) 
Sialidose à déficit combiné ~eu-/~al- (Syndrome de 

Goldberg ) 

GM1 gangliosidose 
Maladie de MORQUIO type B 

Fucosidose 

a-Mannosidase Mannosidose 

8-m an no sida se 8- ann nos id ose (pas de forme humaine connue) 

6-N-acétylhexosaminidases A et B Maladie de SANDHOFF 

Aspartylglucosamine amidohydrolase Aspartylglucosaminurie 

TABLEAU X : CLASSIFICATION DES GLYCOPROTEINOSES 



GLYCOPEPTIDES ET OLIGOSACCHARIDES 

DE L'URINE NORMALE 

Ce chapitre a pour but de faire un catalogue des 

composés osidiques caractérisés dans l'urine dans des conditions 

physiologiquement normales,afin de mieux faire ressortir les 

différences observées lors des glycoprotéinoses. 

L'urine normale est une source très riche pour différentes 

glycoprotéines, glycopeptides et oligosaccharides (STRECKER 1972 (297)). 

A peu près 30 différentes protéines plasmatiques ont été recencées 
O 

dans l'urine BRGGARD 1970 (298) ; SCHULTZE 1966 (299)), mais 

approximativement 75 % du matériel de nature oligosaccharidique ou 

glycopeptidique est ultrafiltrable et apparait avoir un poids moléculaire 

inférieur à 10 000, MALLEVAIS-GOUBET 1969 (300) ; LUNDBLAD 1966 (301). 

Ces composés de faible poids moléculaire présentent une énorme hétéro- 

généité et seuls quelques uns ont été isolés et caractérisés, parrni 

lesquels différents oligosaccharides et quelques glycopeptides possédant 

différents types de liaisons protéine-sucre (LUNDBLAD 1978 (302) ; 

STRECKER et LEMAIRE-POITAU 1977 (303)). L'origine et la fonction de 

ces composés demeurent inconnues ; certains d'entre eux sont 

vraisemblablement d'origine biosynthétique et leur origine liée à 

l'absorption par voie orale de certains monosaccharides, d'autres 

oligosaccharideç résultent plus vraisemblablement du catabolisme de 

différents glycoconjugués tissulaires, STRECKER et MONTREUIL 1979 (304). 

Si la présence dans l'urine de glucides conjugués à 
" 

des protides est connce depuis les travaux de MORNER en 1895, 

(305), la nature des oses liés quant à elle ne fut précisée pour la 

première fois que par EiONTfiEUIL et BOULANGER en 1953 (3C6). Il existe 

dans l'urine un grand nombre de substances de masse moléculaire inférieure 



à 15 000 renfermant jusqu'à 80 % d'oses (LUNDBLAD 1978b (307) ; 

BOURRILLON 1972 (308)). Il est malaisé encore à l'heure actuelle de 

définir exactement ces constituants, car très peu ont pQ être isolés 

à l'état pur ; néanmoins il est possible de distinguer trois groupes 

de glycopeptides : 

- des glycopeptides riches en fucose et possédant assez 
souvent des activités de groupe sanguin ; 

- des glycopeptides riches en acide sialique dérivant 
vraisemblablement de glycoprotéines plasmatiques et tissulaires ; 

- des glycopeptides riches en acide uronique et hydroxy- 
proline, dérivant des mucopolysaccharides acides et du collagène. 

A - GLYCOPEPTIDES RICHES EN FUCOSE 

_,- Un grand nombre de fractions glycopeptidiques riches en 

fucose ont été isolées et partiellement caractérisées (KING et al. 1961 

(309) ; BOURRILLON et al. 1961 (310) ; BOURRILLON et al. 1962 (311) ; 

LUNDBLAD 1965 (312)), ces composés très hétérogènes possèdent un poids 

moléculaire compris entre 2 000 et 10 000 et leur structure peut être 

rapprochée de celle de substances à activité de groupe sanguin bien 

qu'elles soient généralement dépourvues d'activité sérologique. 

B - GLYCOPEPTIDES RICHES EN ACIDE SIALIQUE 

Différentes fractions urinaires riches en acide sialique 

ont pû être isolées et partiellement caractérisées par B E R G G ~  1963 (313) 

ainsi que par CARRION et al. 1969 (314) et GOUSSAULT et BOURRILLON 1970 

(315). En 1972, LEMONNIER et al. (316) ont isolé un glycopeptide contenant 

35 % d'hexoses (mannose et galactose), 28,1 % de N-acétylglucosamine et 

23,2 % d'acide N-acétylneuraminique, possédant des propriétés inhibitrices 

vis-à-vis de l'activité agglutinante et mitogénique de la lectine isolée 

de Robinia pseudo-acacia. 

Un sialoglycopeptide de type mucine a d'autre part, été 

mis en évidence par LEMONNIER et BOURRIUON 1975 (317) dans l'urine de 

femme enceinte. 



C - AUTRES GLYCOPEPTIDES 

Un certain nombre d'autres glycopeptides urinaires dérivent 

du catabolisme des mucopolysaccharides acides ou du collagène. 

EN 1969, BASU (318) isole et cristallise un glycopeptide 

renfermant de l'acide glucuronique, du xylose et de la galactosamine. Le 

glycopeptide xylosyl-serine est isolé en 1965 par TOMINAGA et al. (319). 

80 % de l'hydroxylysine urinaire est glycosylée, ASKENASI 1975 (320). 

Les glycopeptides a-D-glucopyranosyl-(1 '2)-6-D-galactopyranosyl-6- 

hydroxylysine et 6-D-galactopyranosyl-S-hydroxylysine ont été caractérisés 

par CUNNINGHAM et al. 1967 (321). Leur excrétion n'est pas affectée par 

la diète indiquant une origine endogène. 

Le glycopeptide aspartylglucosamine qui représente le 

point d'attache des N-glycannes est également présent en faible 

quantité dans l'urine, ROWLEY et HAMILTON 1972 (322). 

D'autres types de liaisons protéine-sucre ont également 

été décrits. C'est ainsi que L(YTE et WEISS 1971 (323) ont isolé un 

glycopeptide possédant le chaînon digalactosylcystéine, pouvant être 

rapproché des structures triglucosylcyçtéîne trouvées au niveau des 

membranes érythrocytaires, WEISS et al. 1971 (324). En 1975, 

HALLGREN (325) isole de l'urine le glycopeptide B-D-glucopyranosyl- 

(1 -+ 3)-a-L-fucopyranosyl-L-threonine, l'excrétion de ce glycopeptide 

est indépendante du caractère sécréteur du du groupe sanguin des 

individus. Une série de composés analogues ont récemment été isolés 

à partir du foie de rat (KLINGER et al. 1981 (32611, bien que leur 

origine biosynthétique demeure inconnue. 

Le tableau XI résume les structures des glycopeptides 

isolés à l'état pur à partir de l'urine dans dss conditions non 

pathologiques. 





I I  - OLIGOSACCHARIDES DE L'URINE NORMALE 

A - OLIGOSACCHARIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN 

I - CONDlTTONS PffYSlOLUGl2UES NORMALES 

Les travaux de LUNDBLAD 1966 (335) et STRECKER ET MONTREUIL 

1969 (336) ont montré que le taux de fucose excrété dans l'urine était 

fonction du caractère secréteur ou non secréteur des individus, et que 

d'autre part, le profil oligosaccharidique était variable suivant le 

groupe sanguin des sujets étudiés. Plusieurs de ces oligosaccharides ont 

pû être purifiés, STRECKER et MONTREUIL 1973 (337) ; STRECKER et al. 1973 

(338) ; LUNDBLAD et al. 1973 (339) ; LWBLAD et SVENSSON 1973 (340) ; 

BJORNDAL et LUNDBLAD 1970 (341) ; DERAPPE et al. 1980 (342 . Leurs 
structures sont rassemblées dans le Tableau XII. Ces structures sont 

pour la plupart analogues aux déterminants A,  B, H des glycoprotéines 

à activité de groupe sanguin (WATKINS 1972 (343)). 

GROSSESSE ET LACTATION 

Durant le dernier trimestre de grossesse, et durant la 

lactation un taux élevé d'oligosaccharides est excrété dans l'urine 

(DATE 1964 (344) ; HALLGRLN et LUNDBLAD 1977 (3451, 1977b (346) ) . La 
plupart de ces oligosaccharides ont une structure analogue à ceux 

rencontrés dans le lait (KOBATA 1978 (347)). Leur structure est 

également dépendante du caractère secréteur ou du groupe sanguin du 

sujet. Une augmentation de sialyloligosaccharides a également été 

observée (MAURY 1976 (348)). LEMONNIER et BOURRILLON 1976 (349) ont 

en particulier isolé une heptasaccharide dont la structure est 

représentée sur la figure 15. 

SURCHARGE EN GALACTOSE OU LACTOSE 

Les galactosuries spontanées ou provoquées s'accompagnent 

d'une oligosaccharidosurie qui est caractérisée par l'apparition de 

nouveaux composés, dont les structures sont en relation avec la nature 

du groupe sanguin du sujet (STFECKER et al. 1973 (350) ; LUNDBLAD et al. 

1973 (351) ; CHESTER et al. 1979 (352)). De la nature des composés décrits 





a-NeuAc- ( 2 -+ 6) 

l 
+4)-@-Glc~~c-(l -3)-6-Gal-(1 -4)-~lc 

a-NeuAc- ( 2  + 3 ) 

FIGURE 15 

STRUCTURE D'UN DISIALYL-HEPTASACCHARIDE ISOLE DE L'URINE DE FEMME 

ENCEINTE (LEMONNIER et BOURRILLON 1976 ( 35 3 ) ) . 

FIGURE 16 

STRUCTURE DES OLIGOSACCRARIDES URINAIRES APRES INGESTION DE 43 g DE GALACTOSE 
"per osii 



TABLEAU X I I 1  

OLIGOSACCHARIDES NON R E L I E S  A DES A C T I V I T E S  DE GROUPE SANGUIN DE L ' U R I N E  NORMALE 

OLIGOSACCHARIDE QUANTITE m g / l i t r e  STRUCTURE REFERENCE 

F u c o s y l i n o s i t o ~  0 .4  - 3 . 2  

Tétrasaccharide a glucose 0.1 - 2 . 5  

LUNDBLAD e t  SVENSSON 1973 ( 3 5 4 )  

LUNDBLAD e t  SVENSSON 1973 ( 3 5 5 )  

LENNARTSON e t  a l .  1976 ( 3 5 6 )  

HALLGREN e t  a l .  1974 ( 3 5 7 )  
ZOPF e t  a l .  1 9 8 2  ( 3 5 8 )  

TOKUNAGA e t  a l .  1979 ( 3 5 9 )  

KOSEKI et TSURUMI ' 1377 (360) 

O l i g o s a c c h a r i d e  " m u c i n  l i k e "  0 , 2  - 1 

a - N ~ ~ A C -  ( 2 . 6 )   al- ( 1 . 4 )  - G ~ C N A C  HUTTUNEN 1966 ( 3 6 1 )  

LEMONNIER e t  a l .  1 9 8 2  ( 3 6 2 )  

a - N e u A c -  ( 2 . 3 )  -6-  al- ( 1 . 3 )  ~ a l N A c -  PARKKINEN e t  F I N N E  1983 ( 3 6 3 )  
I 

a-N~UAC- ( a 2 . 6 )  

a - N e u A c -  ( 2 . 3  ou 6 )  - 8 - G a l -  ( 1 . 4 )  -G~CNAC-l-@ PARKKINEN e t  FINNE 

(3-N~UAC- ( 2 . 3 )  -6-  al- ( 1 - 3 )  -G~~NAC-1-@ 
1983 ( 3 6 4 )  



dans la figure 16 . il apparait que des surcharges glucidiques déclenchent 
des réactions de transglycosylation, s'effectuant sar les glucides 

inducteurs, conduisant à la formation d'oligosaccharides dont la 

structure dépend des systèmes glycosyltransférasiqueç normalement 

impliqués dans la biosynthèse de groupes sanguins. 

B - OLIGOSACCHARIDSS NON RELIES AU GROUPE SANGUIN 

Différents oligosaccharides ne possédant aucune 

activité de groupe sanguin donnée ont été caractérisés dans l'urine (TableauXIII) 

Si certains proviennent du catabolisme des glycoprotéines, gangliosides 

ou glycogène, l'origine de certains autres tel le fucosylmyoinositol 

est totalement inconnue. 



CONCLUS 1 ON 

Les chapitres qui précédent rapportent de façon synthétique 

les données actuelles concernant le déroulement de la fonction digestive 

accomplie au sein de la cellule par les lysosomes, et nous nous sommes 

principalement attaché aux différentes étapes conduisant à la dégradation 

des polymères glucidiques. Nous avons également essayé de montrer que si 

les hydrolases acides sont aujourd'hui bien cataloguées et les phénomènes 

conduisant à leur intégration dans le lysosome en voie d'être élucidés, 

leur mode d'action ainsi que leur exacte spécificité demeurent dans bon 

nombre de cas méconnus. 

Nous avons évoqué les différents types de dérèglement 

d'ordre génétique de la machinerie enzymatique, conduisant à des états 

pathologiques où le blocage de la dégradation d'un type moléculaire 

déterminé, entraîne son accumulation au sein du lysosome créant ainsi le 

phénomène de "surcharge". A la mort cellulaire, les substances accumulées 

sont déversées dans le milieu circulant, sont ensuite vraisemblablement 

concentrées au niveau rénal et excrétées dans l'urine. La nature 

chimique des composés ainsi excrétés est spécifiquement dictée par la nature 

du déficit enzymatique et pourra servir de base à la classification de ces 

dernières. Dans ce contexte, nous nous sommes plus particulièrement attaché 
L 

à la description des maladies affectant le catabolisme des glycoconjugués : 

mucopolysaccharidoses, gangliosidoses, glycogénoses. L'essentiel de nos 

travaux a porté sur l'élucidation de la structure du matériel accumulé lors 

de troubles génétiques affectant le catabolisme des chaines oligosaccharidique 

d'une classe de glycoconjugués particulière représentée par les glycoprotéines 

A l'époque où nous débutions nostravaux, seules deux enzypathie 

avaient pû être directemsnt rattachéesà'une anomalie du catabolisme de ces 

composés. Par analogie aux autres maladies de surcharge, les troubles 

génétiques du catabolisme des chaînes oligosaccharidiques des glycoprotéines 

conduisant à une accumulation tissulaire et urinaire d'oligosaccharides ou 

de glycopeptides furent par la suite reqroupés sous le terme de "glycopro- 

téinoses". 



Nous nous proposons de démontrer les intérêts d'ordre 

diagnostic, mais surtout d'ordre fondamental (hétérogénéité et bases 

structurales des chaînes glycanniques, compréhension des différentes 

étapes de leur catabolisme) que peut revêtir l'étude du matériel 

oligosaccharidique urinaire excrété lors de ces différentes maladies. 

Plusieurs maladies ont fait l'objet de notre étude : sialidoses, 

GM1 gangliosidose, maladie de Morquio B, mannosidose, maladie de Gaucher 

ainsi que d'autres maladies neurologiques d'étiologie inconnue. Nous 

ferons précéder chaque étude d'un bref rappel concernant les données 

cliniques et paracliniques de chaque maladie considérée. 



TRAVAUX PERSONNELS 



CHAPITRE I 

DESCRIPTION D'  UN NOUVEAU GROUPE 

DE GLYCOPROTEINOSES : L E S  S I  AL IDOSES 

Le terme de "Mucolipidose" fut introduit en 1970 par 

SPRANGER et WIEDEMAtJN (3641, pour rassembler un certain nombre de 

formes atypiques de surcharge en lipides ou mucopolysaccharides, présentant 

à la fois les signes cliniques des mucopolysaccharidoses et des sphingolipi- 

doses, sans qu'il y ait toutefois de mucopolysaccharidurie. Selon les 

propres termes des auteurs, il s'agissait là d'un groupe d'attente très 

hétérogène et comme nous l'avons préalablement mentionné, bon nombre de 

maladies classées initialement sous ce vocable, sont aujourd'hui reclassées 

comme " glycoprotéinoses" . 

Au terme de mucolipidose est venu aujourd'hui s'associer 

celui de "sialidose", résultat direct des études menées sur l'élucidation 

de la nature chimique du matériel accumulé au cours de ces maladies, ainsi 

que de la compréhension des mécanismes moléculaires responsables. 

Nous ferons précéder l'exposé de nos travaux concernant 

l'étude de l'oligosaccharidurie et du dérèglement enzymatique accompagnant 

ces différents syndromes par un rappel des traits cliniques et notamment 

des principales caractéristiques biochimiques ayant justifié l'amorce 

de nos travaux en 1976. 

1 - CARACTÉRISTIQUES CLINIQUES ET BIOCHIMIQUES DES MUCOLI P IDOSES 

La mucolipidose de type 1 ou "lipomucopolysaccharidose~' 

est une maladie neurodégénérative présentant los caractères cliniques d'une 

forme atténuée de la maladie de ElURLER (SPRANGER 1975 ( 3 6 5 ) ) .  Les 

principales caractéristiques cliniques de la maladie sont l'atteinte du 



système nerveux cen t ra l ,  s e  manifestant par une hypotonie e t  une a t a x i e  

cérébelleuse,  l e  fac iès  g ross ie r ,  l a  présence d 'une tache rouge c e r i s e  

au niveau de l a  ré t ine  (KELLY e t  a l .  1981 (366) 1 .  Une hépatomégalie e s t  

généralement observée, l'examen en microscopie électronique f a i t  appara î t re  

une vacuolisation importante des c e l l u l e s  de Kupfer. De grandes vacuoles 

c l a i r e s ,  optiquement vides  s e  retrouvent au niveau des ce l l u l e s  de l a  moelle 

osseuse. 

B - VARIANTS DE LA MUCOLIPIDOSE 1 

Une grande hétérogénéité e s t  observée dans l e s  descr ipt ions  

c l iniques  des mucolipidoses, e t  en p a r t i c u l i e r  p lusieurs  formes atypiques , 
voisines de l a  mucolipidose de type I l o n t  é t é  déc r i t e s .  Nous ne ferons  

i c i  qu'énoncer l eurs  p r inc ipa les  ca rac t é r i s t i ques ,  leur  c l a s s i f i c a t i o n  

p réc i s e  en fonction de c r i t è r e s  biochimiques s e r a  repr i se  dans l a  discussion.  

1 ) M U C O L l P T D O S E S  I N F A N T I L E S  GRAVES (paXLerh5 L.  W. GL A. W. de n a h s  U u d e )  

Ces p a t i e n t s  présentent un f a c i è s  "Hurler-Like" dès l a  

naissance, avec hépatosplénomégalie, dysostose multiple,  c e l l u l e s  vacuolées 

dans l a  moelle osseuse (KFLLY e t  GRAETZ 1977 (367) ; RICHES e t  SMUC'KLER 1983 

(368 ) ) .  Chez ce r t a in s  pa t ien t s ,  au tableau c l in ique  précédemment évoqué 

s ' a jou t e  une néphropathie glomérulaire grave (MAROTEAUX e t  a l .  1978 (369) ; 

AYLSWORTH e t  a l .  1980 ( 3 7 0 ) ) .  Dans tous  l e s  ca s  l ' i vo lu t i on  de l a  maladie 

e s t  f a t a l e  dans l e s  premières années. 

2 )  M U C O L I P T D U S E  S A N S  A T T E I N T E  N E U R O L O G I Q U E  ( p d e d  P . A .  de n o h e  &tude) 

Ce cas t r è s  voisin de l a  mucolipidose 1, ne présente 

t ou t e fo i s  aucune a t t e i n t e  neurologique (MAROTEAUX e t  a l .  1978b (37 1) ) . 

3 )  "CHERRY-RED S P O T  i\dYOCLONUS SYNDROME" (pcu3en;t~ De P. GL Mac de noLw &,tude) 

Ces p a t i e n t s  présentent une symptomatoiogie neurologique 

d i s c r è t e  e t  progressive avec myoclonie, l ' a t t e i n t e  nentale e s t  quant à e l l e  

var iable .  Une tache rouge cer i se  b i l a t é r a l e  e s t  observée en fond d ' o e i l .  



Aucune organomégalie ou dysmorphie squelettique n'est enregistrée. Une 

vacuolisation des hépatocytes et cellules de Kupfer est à noter. Ce 

syndrompourrait représenter une forme adulte de la mucolipidose 1 

(DURAND et al. 1977 (372) ; RAPIN et al. 1978 (373) ; THOMAS et al. 1978 

( 374) ; FEDERICO et al. 1980 (375) ) . 

4 )  MUCOLlPlVOSE AVEC VEFlC1 T EN 6-GALACTUSIVASE 

Ces patients initialement classés comme variants de la 

GM1 gangliosidose (GOLDBERG et al. 1971 (376) ; GALJAARD et al. 1975 (377)), 

présentent les principales caractéristiques de la mucolipidose de type 1, 

sans qu'il y ait toutefois d'organomégalie. Un déficit en 6-galactosidase 

est observé dans la majorité des tissus étudiés. 

Une forme adulte de la maladie a été décrite principalement 

au Japon (MIYATAKE et al. 1979 (378) ; KURIYAMA et al. 1980 (379) ) dont 

les caractéristiques cliniques, outre le déficit en B-galactosidase sont 

superposables au "cherry red spot myoclonus syndrome" préalablement décrit. 

C - MUCOLIPIDOSES DE TYPE II et III ( M L P  II, INLP III) 

La première description de la mucolipidose de type II fut 

faite en 1967 par LEROY et DEMARS (3801, à la suite de la découverte d'in- 

clusions cytoplasmiques granulaires denses dans les fibroblastes en culture 

d'enfants présentant un tableau clinique évocateur d'une maladie de Hurler. 

L'entité ainsi décrite fut pour cette raison dénommée "1 ce11 disease" ou 

maladie des cellules à inclusion. 

Les principales caractéristiques cliniques de la maladie (FAFEI;IIAU> 

et al. 1976 (381) 1 sont les anomalies morphologiques évoquant la maladie 

de Hurler (dysmorphie faciale, hypertrophie gingivale, déformations thoraciques, 

hernies ombilicales), les anomalies articulaires et le retard statuzo ponùéral. 

Le retard pschychomoteur est constant et s'aggrave ~rogressivement. L'examen 

radiologique montre une dysostose multiple. L'évolution conduit généralement 

à une issue fatale lors de la première année. 



La rnucolipidose de type  III ou pseudo-polydystrophie 

de Hurler  d é c r i t e  par  MAROTEAUX e t  LAMY en 1966 (382 ) d i f f è r e  de 1'1-Ce11 

d i s e a s e  par  l ' â g e  d ' a p p a r i t i o n  des  symptômes, a i n s i  que p a r  l ' a t t e i n t e  

sque le t t ique  nettement p l u s  d i s c r è t e .  Le r e t a r d  mental n ' e s t  pas systéma- 

tiquement recensé (KELLY e t  a l .  1975 (383) ) .  

2 )  ETUVE HlSTULOGlQUE 

Le phénotype " 1  Ce l l "  e s t  c a r a c t é r i s é  p a r  l a  présence dans 

l e  cytoplasme des  f i b r o b l a s t e s  en c u l t u r e  de g ranu la t ions  r e f r i n g e n t e s  en 

microscopie en con t ras te  de phase (Fig.  17 1. Ces granules  cytoplasmiques 

donnent une co lo ra t ion  p o s i t i v e  au PAS e t  au n o i r  soudan, suggérant une 

surcharge mixte à l a  f o i s  g lucid ique  e t  l i p i d i q u e .  En microscopie 

é lec t ronique ,  l e s  vacuoles appara i s sen t  corne dé l imi tées  p a r  une membrane. 

Les mêmes inc lus ions  s e  r e t rouven t  en moins grand nombre dans l e s  f i b r o -  

b l a s t e s  de mucolipidose type III. On note  également une vacuo l i sa t ion  

deschondrocytes, des os téocy tes  a i n s i  que des  lymphocytes. 

Les t e n t a t i v e s  f a i t e s  pour é l u c i d e r  l a  n a t u r e  du maté r i e l  

accumulé n ' o n t  donné que des  r é s u l t a t s  assez fragme,ntaires e t  pour l e  moins 

con t rad ic to i res .  DAWSON e t  al .1972 (384) ont  néanmoins pu met t re  en éviaence 1; 

présence de glycosphingolipides dans l e s  f i b r o b l a s t e s  en c u l t u r e .  Dans ces 

mSmgfibroblastes,  l a  présence de mucopolysaccharides ac ides  s u l f a t é s  a 

également é t é  démontrée (SMICKEL e t  a l .  1975 (385) ) .  Les r é s u l t a t s  l e s  

p l u s  i n t é r e s s a n t s  son t  néanmoins ceux obtenus o a r  THOMAS e t  a l .  1976 (386) 

montrant une é léva t ion  massive du t aux  d 'ac ide  s i a l i q u e  i n t r a c e l l u l a i r e  dans 

l e s  f i b r o b l a s t e s  en cu l tu re .  Cet te  observation e s t  à met t re  en p a r a l l è l e  

avec l e s  é tudes  d'ORfiII e t  a l .  1972 ( 3 8 7 )  montrant une é l é v a t i o n  du taux d'acidc 

s i a l i q u e  sé r ique  e t  c e l l e  de BERMAN e t  a l .  1974a(388) montrant l a  présence 

de qlycopeptidec ' s i a ly lés  dans l ' u r i n e  des malades. 

4 ) ETUV ES E N Z  Y I ~ ~ A T ~ ~ U E S  

Les mucolipidoses II e t  III son t  t o u t  à f a i t  c a r a c t é r i s t i q ~ e s  



FIGURE 17 

Aspect caractéristique des fibroblastes "1 Cell" en microscopie de 

contraste de phase (Cliché fourni par ie Professeur J. LEROY (ANVERS)). 



de part les anomalies enzymatiques rencontrées, notamment au niveau du 

fibroblaste 'en culture. 

Deux types d'anomalies sont rencontrées : 

a - V d a h i b u X o n  s u b c u d e  auzamde des hydrolases acides au 

niveau des fibroblastes en culture, avec dépression de l'activité 

enzymatique intracellulaire, contrastant avec une élévation de ces mêmes 

enzymes dans le milieu de culture des cellules. Seuls trois enzymes 

voient leur activité inchangée : la phosphatase acide, la xylosidase et 

la f3-glucosidase (WEISMANN et al. 1971 (389)). Une hyperactivité enzymatique 

est également observée dans les milieux biologiques sérum et urine 

notamment (HERD et al. 1978 (390)). Les enzymes leucocytaires et tissulaires 

conservent une activité normale à l'exception toutefois de la 6-galactûsidase 

qui voit son activité fortement abaissée. Ces anomalies de distribution ne 

touchent que les enzymes lysosomaux, l'activito des enzymes cytosoliques 

demeure inchangée. 

b - E~ecttLanég&vi. t~ a n a m d e .  Plusieurs auteurs ont rapporté une 

anomalie des migrations électrophorétiques des enzymes lysosomaux dans 

les mucolipidoses II et III (LIE et al. 1973 (391) ; VLADUTIU et 

RATTAZZI 1975 (392) ; CWION et SHOWS 1977 (393)), les enzymes excrétés 

par les fibroblastes 1 Ce11 en culture présentent en effet une électroné- 

gativité plus grande que celles sécrétées par les fibroblastes normaux. 

Ce phénomène serait consécutif à une hypersialylation plus grande des 

enzymes secrétés par les fibroblastes "1 Cell", une migration normale 

étant rétablie après traitement des enzymes par la neuraminidase (VLADUTIU 

et RAWAZZI  1978 (394)). Il est à noter que l'adénosine déaminase, enzyme 

de nature glycoprotéinique non lysosomal voit également sa migration 

électrophorétique altérée. 

Ces observations sont à mettre en parallele avec certaines 

modifications des propriétés chromatogra,-hiques des hydrolases acides 

ELLIS et al. 1975 (3951, ainsi qu'à leur affinité accrue ?Our certaines 

lectines telle la ricine (HIRANI et al. 1982 (396) ) . 



5 )  THEURIES SUR LA PATHUGENESE DES IUUCOL~P~DOSES 11  ET 111 

Dif fé ren tes  t h é o r i e s  s e  proposaient  d ' exp l iquer  l e s  

anomalies enzymatiques observées,  l e s  unes proposant une anomalie 

membranaire, l e s  a u t r e s  basées s u r  une a l t é r a t i o n  des chaînes  glycanniques 

des  enzymes. 

a - Anam&a r n e m b m a h a .  

- A l t é r a t i o n  de l a  membrane lysosornale : WEISMANN e t  

HERSCHKOWITZ 1974 (397) expliquent  l a  compartimentation enzymatique anormale, 

p a r  une p e ï m é a b i l i t é  excess ive  de l e  membrane du lysosome, ayant  pour e f f e t  

une " f u i t e "  des enzymes v e r s  l e  mil ieu e x t é r i e u r s .  

- A l t é r a t i o n  de l a  membrane plasmique : SLY e t  a l .  1976 (398) 

s e  fondant su r  l e  f a i t  que des  f i b r o b l a s t e s  " 1  Cel l"  congelés son t  d i f f i c i -  

lement remis en c u l t u r e ,  émettent  l 'hypothèse  d 'une a l t é r a t i o n  de l a  

membrane f ib rob las t ique .  Ils cons ta ten t  en o u t r e  (SCHLESINGER e t  a l .  1978 

(399) que des v i r u s  Sindbis  c u l t i v é s  s u r  f i b r o b l a s t e s  "1 Cel l"  p r é s e n t e n t  

une s e n s i b i l i t é  t r è s  grande à l a  congélation-décongélation, a i n s i  qu 'une 

i n a c t i v a t i o n  exagérée p a r  l e  Tr i ton  X-100. Ces r é s u l t a t s  semblent en faveur  

d 'une a l t é r a t i o n  phénotypique des  v i r u s  pouvant ê t r e  a t t r i b u é e  à des modifi- 

c a t i o n s  de l 'enveloppe v i r a l e  dé r ivan t  directement de l a  mrmbrane plasmique 

de l a  c e l l u l e  hôte. Ces modificat ions peuvent donc ê t r e  directement 

r a t t a c h é e s  au d é f i c i t  génétique primaire responsable de 1 ' " I  Ce11 d i sease"  

(VLADUTIU e t  a l .  1981 (400) ) .  L e s  a l t é r a t i o n s  membranaires a i n s i  observées 

semblent p a r  a i l l e u r s  a f f e c t e r  l a  g lycosyla t ion  puisque D I  DONAT0 e t  a l .  

1977 (401) mettent  en évidence l ' a c t i v i t é  anormale de d ive r ses  e c t o s y l t r a n s -  

f é r a s e s  du f i b r o b l a s t e .  

b  - E X O C ~ X U A ~  a n a m d e .  Se basant  s u r  l e  f a i t  que l e s  f i b r o b l a s t e s  

"1 Cel l"  pu i s sen t  normalement i n t e r n a l i s e r  l e s  enzymes de f i b r o b l a s t e s  

normaux (HICKNIAEJ e t  NEUFELD 1972 (402) ; VLADUTIU e t  RATTAZZI 1975 (403) ) 

proposent que l e  taux é levé  des  hyorolases ac ides  dans l e  mi l ieu  de c u l t u r e  

ne s e r a i t  pas diî à une f u i t e  des  enzyines des  lysosomes secondaires,  mais 

s e r a i t  l e  r é s u l t a t  d 'une  exocytose anormale à l a  s u i t e  d'une fus ion 

p r é f é r e n t i e l l e  des lysosomes pr imaires  dé r ivan t  du Golgi avec l a  membrane 



plasmique au lieu des vésicules pinocytiques. L'hypersialylation des enzymes 

préalablement notée empêcherait alors leur réinternalisation par un 

processus de reconnaissance de type "Ashwell". Un phénomène d'exocytose 

anormale est également invoqué par LLOYD 1977 (404) pour qui l'altération 

résiderait en la déficience d'un récepteur permettant l'"ancrage" des enzpes 

à la membrane du lysosome, ces derniers se déverseraient alors dans le 

milieu extracellulaire lors des pnénomènes de recyclage membranaire. 

c - iModX~icatLun d u  chenu gxycanniquu deh  enzymel. L'hypothèse de 

la "secrétion-recapture" énoncée par NEUFELD et al. 1977 (405), et 

préalablement mentionnée dans le chapitre "Généralités" de ce mémoire, est 

la plus courainment retenue pour rendre compte du déficit primaire dans les 

mucolipidoses II et III. Le fait que les enzymes secrétés par les fibroblastes 

"1 Cell" soient incapables d'être internalisés par les fibroblastes normaux 

(HICKEAN et al. 1974 (406)) a conduit NEUFELD a mettre en hypothèse la modi- 

fication d'un signal.de reconnaissance, vraisemblablement de nature glucidique, 

nécessaire à l'endocytose des enzymes lysosomaux par les cellules, suivant un 

processus ligand-récepteur analogue à celui décrit par ASirWELL pour les 

protéines plasmatiques. Des études de coaposition en sucre d'enzymes purifiés 

à partir de cellules ou de milieux biologiques de mucolipidose II et III 

(MILLER et al. 1981 (407) ; W S S  et al. 1980 (408) ; HIRFNI et al. 1982 (400) ) 

confortent cette hypothèse, soulignant une farte élévation du taux de 

galactose et d'acide sialique par rapport au mannose. 

D - MUCOLIPIDOSE DE TYPE IV 

Nous ne ferons que mentionner cette maladie qui n'a pas 

fait l'objet de notre étude, mais dont tous les caractères cliniques et 

surtout histochimiques pernettent sa classification comme mucolipidose. 

Le premier cas de cette maladie relativement rare atteignant 

les Juifs Askenazes fut décrit par BEmIANet al. 19742 (410), comme un syndrome 

neurodegénératif à évolution lente, sans atteinte squelettique ou hépato- 

splenomégalie, avec opacités cornéennes bilatérales. Les principales 

observations sont d'ordre ultrastructural mettant en évidence la présence 



dlinclusions granulaires et/ou de corps lamellaires dans la majorité des 

tissus (LIVNI et MERIN 1978 (411) . 

Une surcharge mixte, à la fois mucopolysaccharidique et 

gangliosidique (GM et GD 1 a été caractérisée dans les fibroblastes 
3 3 

(BACH et al. 1975 (412) ; BACH et al. 1977 (413)). 

1 1 - ÉTUDE DE L' OLI GOSACCHAR 1 DUR 1 E ACCOMPAGNANT LES DI FFÉRENTS 
TYPES DE MUCOLIPIDOSES 

A - STUDE CHIMIQUE 

L'ensemble des observaticns histochimiques et chimiques 
-2 . 

concernant la nature du matériel accumulé au cours des mucolipidoses, 

notamment l'élévation anormale du taux d'acide sialique était en faveur 

d'un dérèglement du catabolisme des glycoconjugués glycoprotéines ou 

gangliosides. 

Dans cette optique, STRECKER et al. 1976 (414) avait 

recherché une éventuelle oligosaccharidurie chez les malades pouvant 

refléter un tel dysfonctionnement. Cette première étude s'itait concrétisée 

par l'isolement et la caractérisation de 3 sialyl-oligosaccharides anomaux 

dans l'urine de patients atteints de mucolipidose de type II. 

Nous avons quant à nous étendu cette étude à l'urine et 

aux tissus de patients atteints de différents types de mucolipidoses, et 

nous nous sommes attachés à l'isolement et l'étude chimique de plus de 

20 sialyloligosaccharides de l'urine de ces malades. Ces travaux sont 

rapportés dans les ARTICLES 1 et 2. 
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Structure of Nine Sialyl-Oligosaccharides Accumulated 
in Urine of Eleven Patients with Three Different Types of Sialidosis 

Mucolipidosis II and Two New Types of Mucolipidosis 

Gérard STRECKER, Marie-Claire PEERS, Jean-Claude MICHALSKI, Théophile HONDI-ASSAH, Bernard FOURNET, 
Gene\ii.ve SPIK. Jean MONTREUIL. Jean-Pierre FARRIAUX, Pierre MAROTEAUX, and Paolo DURAND 

Labor;itoire de Chimie Biologique de l'université des Sciences et Techniques de Lille 1 
et Laboratoire Associé au Centre National de la Recherche Scientifique No. 217. Villeneuve d'Ascq; 
Institut tir Recherches sur le Cancer de Lille (Institut Jules Driessens) 
ct Unité 124 de I'lnstitut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Lille: 
Scr~ice de Pédiatrie de la Cité Hospitalière de Lille: Hôpital des Enfants-Malades, Paris; 
and Istituto Giannina Gaslini, Geneva Quarto 

Urines of 11 patients with three different types of mucolipidosis characterized by a total or partial 
sialidase deficiency, were studied. In al1 cases, we found an important accumulation of sialyl-oligo- 
saccharides. The structure of 9 of them has been determined: 

Al1 these compounds are products of incomplete catabolism of glycoproteins and result from the 
action of a new type of P-endo-N-acetylglucosaminidase able to act on sialylated glycoproteins or 
glycopeptides. The term sialidosis is proposed for these three types of oligosaccharidosis. 

Mucolipidosis II (1-Cell disease) is a genetic error 
of metaboiism associated with mental retardation, 
early severe clinical symptoms such as hypertrophy 

Ci S.  and P.  M .  are Mitres de Recherche au Centre National 
de In Kccherche Scientifique. 

.-lhhrri,iu~toti., Gül. 11-galactose; Fuc, ~4ucos.e; Man, D-man- 
nose; GlcNAc. .V-acrtyl-1,-glucosamine; P.cNeu, N-acetylneurami- 
nic iicid. 

Iii:j,rlre.,. Neurarninidase (EC 3.2.1.18); /j-galactosidase (EC 
3.7.1 2 3 , ;  fi-.V-acetylhexosiiminidase (EC 3.2.1.30); z-mannosidase 
(EC 3.2.1.24); P-mannosidase (EC 3.2.1.25). 

of the gingiva, thickened skin, minimal hepatospleno- 
megaly, joint limitations, severe bony abnormalities 
like those found in mucopolysaccharidosis [l -41. The 
decrease of the activities of numerous hydrolases in 
cultured fibroblasts and the increase of these sanie 
activities in serum and culture medium, as well as 
the absence of abnormal mucopolysacchariduria are 
the essential points of the diagnosis. In addition, we 
found an increased level of urinary sialyl-oligosaccha- 
rides and a sialidase deficiency in leucocytes [5-71. 
This observation has been confirmed for fibroblasts [8]. 



Sialyl-Oligosaccharides irom Crine of Patients with Sialidosis 

Mucolipidosis W. (Mande. unpublished results) 
is characterized by clinical and radiological aspects 
similar to other mucolipidosis, but with renal insuffi- 
ciency. An increase of the activity of some hydrolases 
in the cells was observed. Excretion of urinary sialyl- 
oligosaccharides is 10 times higher than in the case of 
1-Cell disease [5]. Sialidase activity is lacking in the 
leucocytes, as in the case of 1-Cell disease (to be 
published). 

The only clinical characteristic of mucolipidosis 
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of this new type of mucolipidosis is based only on -1 
Dowex 1x7 (200-400 mesh; CH,COO-: 2 Y li c m )  

the observation of a very large excretion of urinary A 
sialyl-oligosaccharides [5,6j. The sialidase activity in Effluent : neutrai materiai 

discarded 
1 

Elution with solutions 
leucocytes was 18 and 20°/, of the normal values for (1 1) of pyridine acetate 
the brother and sister, who are still alive (22 and PH j . j ( l  to 1000 mbt) :  
9 years old), and do not show new significant clinical 
symptoms or mental retardation. 

In a first paper, we proposed the structure of the 
three major components isolated from the urine of 
five patients [6]. Iri the present paper, we ;ive the 
structure of ~ i n e  sialyl-oligosaccharides present in the 
urine of eleven patients we studied. On the other hand, 
we found the same oligosaccharides in the liver and 
in the brain of one patient with 1-Cell disease. 

MATERIAL AND METHODS 
Fractionation of Urines 

Analjtical ,Lfethotis 

The molar ratios of hexoses. .Y-acetylhexosamines 
and iV-acetylneuraminic acid were deterrnined ac- 
cording to Zanetta [9], after methanolysis with metha- 
nol10.5 M HCI, for 24 h at 130-C. Molar ratios of 
glucosamine and amino acids were determined usino a Beckman analyser, after hydrolysis in 4 N or 5.6 ;CI 
HCI for 12 or 24 h at 100'C. 

Urines of 11 patients: Cathia and Sylvana R., Rose- Strtrcrzrral ,Lfethods 
Hélène and Marie-France D.,  Séverine K., Karin Z. 
and Nicolas Pi., with mucolipidosis II (1-Cell disease), The sugar at the reducing position was identified 
Pierre Alexandre and Laura W.. with a new type of as a polyol after reduction with potassium borohydride 
mucolipidosis (mucolipidosis W.), and Fiorenzo and and hydrolysis with 1 N CF3COOH for 4 h at 100 'C. 
Christina De P. (,mucolipidosis De P.) were frac- The nature of the substitution on :V-acetylglucosamine 
tionated according to the scheme described on Fig. 1. in reducing position was determined by analysis of 

chromogens obtained after the action of 1.25 LM 
sodium carbonate for 15 min at 100 'C. The reaction 

Fractionation of Liiler Oligosnccharides withp-dimethylaminobenzaIdehyde-HCI is negative in 
the case of ( 1  - 4) linkaoe. positive in the other cases: - - 

Liver was homogenized and extracted with water. (1 -+ 3) and (1  -+ 6 ) .  
Oligosaccharides were isolated from the aqueous blethylation was carried oui according to Hako- 
solution as described t'or urinary extracts. mori [IO] after reduction of the oligosaccharides by 

potassium borohydride. O-btethyl ethers were identi- 
fied according to Fournet and Alontreuil [ I l ] .  

Cliromaro,ornp/~y ~lncl Electropiloretrc Procedures 

Sol\ent, ethyl acetate pyridine acetic acid bbater 
(5 5 1,3, by vol.); buffer pH 5.4, pyridme 15 ml. 
water 1935 ml, ptI adjusted to 5 4 wtth acetic acid. 
buffer pH 3.9, pyridine acecic acid water (30 100 3870, 
by vol.). Spots were stained with aniline ovalate 
(aniline 2 ml; ethanol 100 ml; 2.5 ". o ~ a l i c  acid: water 
150 ml). and the chromdtograms heated at 120 C for 
15 mm. 

. . 

Smith degradation was carried out as follows: 
10 mg of reduced oligosaccharide were ciissolved in 
15 ml of 0.07 Yi NaIOt, 0.05 hl  NaCH3CO0 (pH 4.5). 
After being alIowed ro react at 4 'C  for at least 3 days. 
the oxidized sample was adjusted to pH 7.0 and trzated 
with potassium borohydride. After one nighc at 4 'C, 
the excess borohydride was destroyed by adjusting 
the solution to pH 4.0 and then read-iusting to nec- 
trality. The oxidized-reduced oligosaccharide \vas 
isolated on a coiiimn (2 x 80 cm) of Sephadex G-IO 



and then hydrolyzed with 0.05 M H2S04 (20°C, 18 h). 
After purification with anion exchanger (Dowex 1x8;  
25 - 50 rnesh ; HCOO-), the oligosaccharide was sub- 
mitted to a second step of Smith degradation. 

.Acetolysis was carried out according to Bayard 
and ,Montreuil [12]. The time of reaction was reduced 
to 1 h in order to split specifically (1 4 6 )  linkages. 
Hydrazinolysis-nitrous deamination and fractionation 
of the products of the reaction were carried out ac- 
cording to Bayard et al. [13]. Oligosaccharides were 
successively digested with the following enzymes: 
neuraminidase from Closti-idium perfringens, P-galac- 
tosidase and 1%'-acetyl-0-hexosaminidase from ox 
spic.cn. r-mannosidase from Jack bean meal and 
/3-m:innosidase from A.s/w~.gill~~s niger [14]. Liberated 
monosaccharides and resulting oligosaccharides were 
;innlyscci and isolated by paper chromatography. 

RESC LTS 

As i t  can be seen in Tables 1 and 3 and in Fig. 2 
and 3. the fractions eluted from the anion-exchange 
coluinn by a discontinuous gradient of pyridine 
acerLtre contain only a small arnount of sialyl- 
oligosaccharides in the case of normal urines. On the 
contrary. in the 1 1  cases of mucolipidosis we studied, 
large ainounts of sialyl-oligosaccharides were found. 
These were characterized by paper chromatography. 
developed for 5 to 36 days (Fig. 2- 5). The chromato- 
granis were very similar in al1 cases. Electrophoresis 
was also a convenient procedure for the charac- 
terization of these acidic components (Fig. 6). 

The acidic components present in the 11 urines 
were isolated by paper chromatography developed 
for 6 to 36 days. The purity of products was verified 
by electrophoresis in pH 3.9 and 5.1 buffers which 
were furtlier used for preparative electrophoresis. It 
was impossible to estimate the homogeneity of isolated 
products without another solvent system capable of 
high resolution and the purity was judged with regard 
to the iiiolar ratios and the analysis of results of 
perrnetliylation. The ~najority of the products accumu- 
lated in the urine were otigosaccharides, but some 
rzlvcopep.tides were also found. 
L .  

In al1 cases we studied, 9 to 11 oligosaccharides 
were isolated in a pure state, and more than 10 other 
components were characterized which will be further 
investignted. 

The fàct' that the chromatographic patterns are 
identical is in a good agreement for the identity of the 
structure of the sialyl-oligosaccharides excreted in 
these t hree diseases. 

Structure of Oligosaccharides E-xcreted in Urine 
of One Case of Mucolipidosis II (Cathia R.)  

Ten major components were isoiated and the 
structure of nine of them was studied. Molar ratios 
were determined (Table 1) and results of methylation 
(Table 2) and enzymatic hydrolysis allowed us to 
propose the structures given in Fig. 10. 

Oligosaccharide 1. Methanolysis of oligosaccha- 
ride 1, followed by trifluoro-acetylation, gave trifluoro- 
acetate ethers of methylosides of galactose, mannose, 
N-acetylglucosamine and neuraminic acid in the 
molar proportions of 0.91 : 2 : 2.07 : 1.05. The methyla- 
tion analysis gave methyl3,4,6-tri-O-methylmannoside, 
methyl2,4,6-tri-O-methylmannoside and methyl2.4,6- 
tri-O-methylgalactoside in the molar proportions of 
1 .O : 1.25 : 0.88. N-Methyl3,6-di-O-methylglucosamine 
was also identified. N-Acetylglucosamine in reducing 
position was identified as glucosaminitol after reduc- 
tion and hydrolysis. This N-acetylglucosamine was 
substituted in C-4 position, since no free or conjugated 
chromogen was obtained after alkaline treatment. 
The oligosaccharide 1 was successively digested with 
the following enzymes : cc-neuraminidase, a-neuramini- 
dase plus P-galactosidase, a-neuraminidase plus P- 
galactosidase plus B-N-acetylglucosaminidase. We 
obtained successively the liberation of neurarninic 
acid, galactose and N-acetylglucosamine. After the 
third step of enzymatic degradation, an oligosac- 
charide was obtained, having the same migration 
rate that the compound a-Man-(1-3)-a-Man-( l-4)- 
GlcNAc isolated from urine of a patient with 
mannosidosis. This oligosaccharide was isolated by 
paper chromatography and submitted to enzymatic 
hydrolysis with cc-mannosidase and a-mannosidase 
plus P-mannosidase, which liberated mannose and a 
disaccharide. in a first step, and mannose and N- 
acetylglucosamine, in a second step. In addition, one 
step of Smith degradation of reduced oligosaccharide 1 
gave disaccharide mannose- N-acetylxylosaminito1. 
proving the element of structure: Man-(1 -t 3)-Man- 
(1 +4)-GlcNAc. These results together show that 
oligosaccharide 1 has the structure a-AcNeu-(2 - 3)- 
,8-Gal-(l+4)-,8-GlcNAc-(1+2)-cc-Man-(1 -t 3)-P-Man- 
(1 -* 4)-GlcNAc. 

Oligosaccharide II contains galactose. mannose. 
N-acetylglucosamine and neuraminic acid in the molar 
proportions of 1 .O4 : 2 : 1.78 : 1.02. N-Acetylglucos- 
amine was identified as a reducing end and did 
react with p-dimenthylaminobenzaldehyde after alka- 
line treatment, proving a C-4 substitution. The methy- 
lation analysis gave methyl 3,4,6-tri-O-methylman- 
noside, methyl 2,4,6-tri-O-methylmannoside and me- 
thyl 2,3,4.-tri-O-methylgalactoside in the molar ratios 
of 1 .O : 1.12 : 0.90. N-Methyl 3,6-di-O-methylglucos- 
amine was also identified. The exact structure was 
established in regard to the results obtained by en- 
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Sial~I-Oligosdcch~rides from Lrine of  Patients uith Sialido~is 

Fig.4. :Clucolipit/osis CY. ( A )  Pierre-Alexandre W. :  ( B )  L ~ u r a  W .  Time of migrarion: j days fur A dnd 10 days for B. (C )  Fracrion 6 of A 
chromatographed during 36 days. See legend to Fig.2 for further details 

Fig. 5 .  .Ll~r~~oiipit/oris De P.  ( A )  Fiorenzo De P B I  Chrisrinci De P Time of miSrlitic:n. A. 4 dli)s: 6. 1 1  dabs. See lezefid to Fig. 2 iiir fiirtner 
details 

zymatic hydrolysis and Smith degradation, which gave 0ligo.sncchnfitirii I I I  contains galactose. mannose. 
the same results than in the case of oiigosaccharide 1. Y-acetylg!ucosamine and neurarninic acid in the molar 
The strüctüre of oli~osaccharide II  u.as established as proportions of 0.95 : 3 : 2.78 : 0.95. :V-"ketylglucos- 
follows: z-AcNeii-(24 6)-/3-c'ial-( 1 - 4-fi-Ci1cN;Ac- amine was in reducing position and substituted on 
(1 + 2)-x-Man-( 1 4 3)-1->\iIan-( 1 -t 1)-GlcNAc. carbon4. The rnethylation analysis gave rnethyl2.3.1.6- 
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Fig. 6. Paper eiecrropizoresis if1 pH 7.4 h~rfTer of.urinary siuixl-oiigosaccliaritles~ ( A )  1-Cell disease. ( B )  mucolipidosis DeP.  

Table 1. Slrgar composition of oligosi7ccharitles isolatedfrott~ urine of' a parienr irirl~ mlicoiipirlosis I I  i Carhia R. 
The quantity is expressed as mg oligosaccharide isolated per I urine by paper chromatography. The amount of isolated product is approxi- 
mativeiy 60 "; of urinriry rnateriai. The level of these oligosaccharides in normal urine is iess than 0.5 mg, 1. The niolar ratio is calculated on 
the basis of 7 o r  3 mannose residues 

Oligosaccharides Quantity .Molar ratios Monosaccharide 
in reducing 

Gal Man GlcNAc AcYeu position 

mg. I urine 

GlcNAc 
GlcNAc 
GlcNAc 
GlcNAc 
Glcl iAc 
GlcNAc 
GlcNAc 
GicNAc 
GlcNAc 

Table 2. .blolar ratios of tnonosaccliaritie methyl er/iers present in permet/i~lareti oligoscicclinricies isolateri trot?? the irrine of' Carilici R. 
I 1-Cr11 diseasel 

Monosaccharide methyl ethers Oligosaccharides 

1 I I  I I I  1 v v V 1 VI1 VI11 IX 

M e t h ~ l  2.3.4.6-tetra-O-methylnannvside 0.75 
hlethyl 1.3.4.6-tetra-O-methylgalactoside 1.14 1.11 
Msthyl 3.4.6-tri-O-methylmannoside 1 .O l .O 1.0 1.0 2.0 1.0 2.0 1.0 
41ethq.I 2.4.6-tri-O-methq Imannoside 1.25 1.12 1 . O  
Merhyl 2.4.6-tri-O-mrth~lgaiac~oside 0.88 1.14 0.16 1.14 2.14 I l 4  
hlethyl 1.3.4-tri-O-methylmctoside 0.90 0.92 O.  9 1.71 0.84 1.12 2.11 
Yfethyl ?.&di-O-methyimsnnoside 0.77 0.8: 0 94 0.88 O 94 1.16 
hlethyl 3.6-di-O-meth~lrnannoside 0.87 
.V-blethyl 3.6-di-O-methylgluco~i~mine - T - i - A - A- 4. 
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i (1) Methylation: (2) rnethanolysis 

Characterization of methyl 2.3.6-tri-0-rnethyliiiannoside and 2.4.6-tri-O-methylrnannoside 

Fi-. - .  S11iiri7 tl<grcrtlrrrion of rerl~ccrrl oligosnccltarirle V I .  AcNeui. 5-acetaniido-3,5-dideoxy-~-ar~bio-2-lieptulosonic acid: XylNAc-itoi. 
.\'-:tce!yI-11-uylo\aminitol 

tetrü-O-methylmannoside, methyl 3,4,6-tri-0-methyl- 
mannoside, methyl 2,4-di-O-methylmannoside and 
methyl 2,3,4-tri-O-methylgalactoside in the molar 
proportions of 0.75 : 1 .O : 0.77 : 0.92 and N-methyl 3,6- 
di-O-rnethylgliicosamine. After the action of r-man- 
nosidase, we obtained a compound having the same 
migrarion rate than oligosaccharide II and which 
gave, after methylation analysis. methyl 3,4,6-tri-0- 
inet;iylinannoside, 2,4,6-tri-O-methylmannoside and 
inerhyl 2,3.4-tri-O-methylgalactoside. The structure 
of oligosaccharide I I I  was established as follows: 
r-,4cNeu-(2-.6)-P-Gal-(l +4)-P-GlcNAc-(+2)-  
Y-Man-( 1 -+ 3)[x-Man-(1 -, 6)]/?-Man-(1+4)-GlcNAc. 

O!igosaccl~ar.ide I V  contains galactose, mannose, 
!V-~icetylglucosamine and neuraminic acid in the 
molar proportions of 1.69 : 3 : 2.90 : 0.95. N-Acetyl- 
glucosamine was identified as a reducing end, and did 
not give chromogens after alkaline treatment. Methyla- 
tion analysis gave methyl 2,3,4,6-tetra-0-methylgalac- 
toside. methyl 3,4,6-tri-O-methylmannoside, methyl 
2.3-di-O-methylmannoside and methyl 2,4.6-tri-0- 
methylgalactoside in the molar proportions of i.14 
: 2.0 : 0.82: 1.24. The methylated osamine was idendi- 
fied as N-methyl 3,6-di-O-methylglucosamine. The 
conjugated action of P-galactosidase and 8-N-acetyl- 
glucosaminidase liberated an oligosaccharide iden- 
tical to oligosaccharide 1, as it was demonstrated by 
rnethylation analysis. In conclusion, the following 
structure was proposed: a-AcNeu-(2-r 3)-P-Gal- 
(1 4 4)-fi-GIcNAc-(1 -, 2)-a- man-(1 -, 3)p-Gal(1-,4)- 
P-GlcNAc-(1 -, 4)-r-Man-(1 -, 6)]/3-Man-(1 + 4)- 
GlcNAc. 

Oligasaccliaride V contains galactose, mannose, 
ru'-acetylglucosamine and neuraminic acid in the molar 
proportions of 1.89: 3 : 3.09: 0.96. Methyiation analy- 
sis gave methyl 2,3,4,6-tetra-0-methylgalactoside, 
methyl 3,4,6-tri-O-methylmannoside, methyl 2,3,4- 
tri-O-methylgalactoside and methyl 2.4-di-O-methyl- 
maniloside in the molar proportions of 1.12: 2 :  1.12 

: 0.94. N-Methyl3,6-di-O-methylglucosamine was also 
identified. After the action of Sgalactosidase and 
P-N-acetylgiucosaminidase we obtained an oligosac- 
charide identical to compound II, as it was demon- 
strated by methylation analysis. The following struc- 
ture was proposed for oligosaccharide V : x-AcNeu- 
(2 -6)-~-Gal-(1-+4)-~-GlcNAc-(1+2)-r-Man-(l-+3)- 
[P-Gal-(1 -, 4)-P-GlcNAc-(1 -, 4)-a-Man-(1 -, 6)]- 
P-Man-(1 -, 4)-GlcNAc. 

Oligosaccharide VI  contains galactose, mannose. 
N-acetylglucosamine and N-acetylneuraminic acid in 
the molar proportions of 1.72 : 2 : 2.95 : 1.96. Methyla- 
tion analysisgavemethyl2.4.6-tri-0-methylrnannoside. 
methy! 2,4,6-tri-O-methylgalactoside, methy! 2,3.4-tri- 
O-methylgalactoside and methyl3,6-di-O-methylman- 
noside in the molar proportions of 1 .O : 1.14 : 0.84 : 0.52 
and IV-methyl 3,6-di-O-methylglucosamine. The posi- 
tion of sialic acid residues was elucided according to 
the scheme described in Fig 7. After two steps of Smith 
degradation, methylation of oxidized reduced oligo- 
saccharide gave a mixture of methyl 2.3,6-tri-0- 
methylmannoside and 2,4,6-tri-O-rnethylmannoside, 
proving the proposed structure. Enzymatic hydrolysis 
was carried out with a mixture of x-neuraminidase. 
P-galactosidase and P-1V-acetylglucosaminidase and 
gave a compound having the same migration rate than 
the oligosaccharide a-Man-(1 -+ 3)-P-Man-(1 -, 4)- 
GlcNAc. These results allowed us to propose the struc- 
ture a-AcNeu-(2-,6)-~-Gal-(l-,4)-~-GlcNAc-(l-,2)- 
[a-AcNeu-(2 -, 3)-P-Gal-(1 -, 4)-8-GlcNAc-(1 -, 4)]- 
r-Man-(1 -, 3)-P-Man-(1 -, 4)-GlcNAc. 

Oligosaccharide VII contains galactose, mannose, 
N-acetylglucosamine and neuraminic acid in the 
molar proportions of 1.75 : 3 : 2.93 : 1.89. Methyiation 
analysis gave methyl 3,4,6-tri-O-methy!mannoside. 
methyl 2,4,6-tri-O-methylgalactoside and methyl 2,4- 
di-O-methylmannoside in the molar proportion of 
2.0 : 2.14 : 0.88, and N-methyl 3,6-di-O-methylglucos- 
amine. Enzymatic hydrolysis was carried out according 
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AcYru 2 G:il !. GlcNAc !. M a n  Table 3. Sugur compo.ri!ion O/ o/igosocc/~urides isolrirrd jroni urine 
oj' a patienr ioirli o new t.vpe u/' muco1ipidosi.r i Loura W .  J 

For quantity see legend of Table 1 

Oligo- Quantity Molar ratios 
saccharide 

1 Gai Man GlcNAc A,cNeu 
1 KBH4 

F AcKeu 5 Ga1 !+ GlcNAc - Man 

+ 
AcNeii r asialo-oligosaccharide Hyc1ra:inoi~ris + 

! irirrous cteamitturioti 
/ /i-Galcrciosida.se 
l 

1- 
Giil - oligosaccharide 

1 'i -Aceryl-{l-glu< o.sunii~tirla.se 
I / 

GlcNAc + oligosaccharide 

1 
Miiii - Man -+ 2-dGlc 

i /{- MannO.sid~l.~lse 
L 

Man + 2-dGlc 

Fig. 8 I:ii:!.nirrri~. u17d chrmiccil clc~grudurion oj' oligosacciiariclrs VI!, 
i ' lll  iiiirl /.Y. GlcNAc-itol. ,%'-acetylplucosaininitol; 2-dGlc, 2- 
d r o ~ )  gluco~r 

III  15 1 .O6 3 1.87 1 .11  
I V  5 2.24 3 3.20 0.96 

Ofigosaccharide IX contains galactose, mannose, 
N-acetylglucosamine and neuraminic acid in the molar 
proportions of 2.12 : 3 : 3.08 : 1.96. Methylation analy- 
sis gave methyl 3,4,6-tri-O-methylmannoside, methyl 
2,3,4-tri-O-methylgalactoside and methyl 2,4-di-0- 
methylmannoside in the molar proportions of 2.0: 2.12 
: 1.16. Enzymatic hydrolysis was carried out ac- 
cording to the scheme described in Fig. 8. The struc- 
ture of oligosaccharide IX was established as follows: 
a-AcNeu-(2 + 6)-P-Gal-(1 3 4)-P-GlcNAc-(1 + 2)- 
or-Man-(1 + 3)[z-AcNeü-(2 + 6)-P-Cal-(1 -+ 4)-,f3- 
GlcNAc-(1 -+ 2)-a-Man-(1 -. 6)]P-Man-(1 -+ 4)- 
GlcNAc. 

to the scheme described in Fig. 8. The structure of 
oligosaccharide VI1 was established as follows: Slruciure O~ig<is<lcc,,ori~ ~~~~~~~d 
r-AcNeu-(2 -+ 3)-P-Gal-(1 + 4)-0-GIcNAc-(1 -+ 2)- in Urine of Mucolipidosi.~ W. 
Y-Man- (1  -+ 3)[r-AcNeu-(2 -, 3)-B-Gal-(1 -, 4)-8- 
GlcNAc-(1 -+ 2)- r -Man-(1  -+ 6)]P-Man-(1 + 4)- Eleven sialyl-oligosaccharides were isolated and 
GlcNAc. molar ratios are given in Table 3. The results of 

Olrgosucchnr-ide VI I I  contains galactose, mannose, methylation of compounds 1 to IX are deeribed in 
.V-acetylglucosamine and neuraminic acid in the Table 4 and Fig. 9. These results. associated with 
moiar proportions of 1.91 : 3 : 2.89 : 1.81. Methylation enzymatic hydrolysis and Smith degradation, prove 
analysis gave methyl 3,4,6-tri-O-methylmannoside, the identity of these structures with those of Cathia R. 
methyl 2,4,6-tri-O-methylgalactoside, methyl 2,3,4- oligosaccharides. 
tri-O-methylgalactoside and methyl 2,4-di-O-methyl- 
mannoside in the molar proportions of 2.0 : 1.14 : 1.12 
: 0.94. Methylated hexosamine was N-methyl 3,6-di- 
O-methylglucosamine. Partial acetolysis of oligosac- 
charide VI11 liberated on oiigosaccharide having the 
same migration rate as oligosaccharide II. Oligo- 
saccharide 1 was not found in acetolysates, and. con- 
sidering the extrerne lability of (1 + 6) linkage, the 
following struct'ire has been proposed: a-AcNeu- 
( 2 4 6 ) - 1 1 -  Gal-(1-4)-fi-GlcNAc-(1 +2 ) -a -Man-  
( 1  - 3) [Y-AcNeu-(2 -+ 3)-11-Gal-(1 + 4)-8-GlcNAc- 
i 1 - 2)-'/-Mun-( 1 -+ 6)lfi-Man-(l-+4)-GlcNAc. 

Structure of Ofigosaccharides 
E.ycretecl in Urine o f  Muc.olipido.si.s De P. 

Using the same methods, we demonstrated that 
the structures of the 9 major oiigosaccharides isolated 
in this case were identical to those previously de- 
scribed. For the patient (Fiorenzo De P.) we studied, 
the amount of each component was as follows (mgil): 
1: 4 mg; II:  140 mg; III: 14 mg;  IV: 2 mg: V :  20 mg. 
VI: 8 mg; VII :  1.5 mg; VIII: 5 mg; IX: 110 mg. 
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Table 4. .J/olar rarios of tïionosaccliaride merlyl erlic~rs presenr in rlie permetlii.litted oligosaccltarides is«lared from rlie irrine uf Lairra IV. 

hlonosaccharide methyl ethers Molar ratio in oligosaccharide 

1 I I  III IV v v 1 VI1 VI11 IX 

iMerhyl 1.3.4.6-tetra-O-methylmannoside 
Methyl 2.3.4.6-tetra-O-methylgalactoside 
Methyl 3.1.6-tri-O-methylmannoside 
Methyl 2.4.6-tri-O-methylmannoside 
Merhyl 2.3.6-tri-O-methylgdlactosidr 
.Llcthyl2,3,4-tri-O-methylgalactoside 
Methyl 2.4-di-O-methylmannoside 
ivtethyl 3.6-di-O-methylmannoside 
.V-blethyl 3.6-di-O-methylglucosamine 

III r-AcNeu-(2 - 6)-p-Gal-(I + 4)-P-GlcNAc-( 1 - 2)-%-Man-( 1 -. 3)\ 
8-'vlan-( 1 - 4)-GlcNAc 

r-Man-( 1 - 6)/ 

Fig. 10. Srriicrure rhe 9 major oligosaccliuricles e.\-crelrci in lrrrne ot'patienrs ii,irh rnircolipidosis I I .  mircolipitlosis Fi'. ntzti tnt,colipitio.i.rs Dr P. 

Cl1aracreri:ation of Sialvl-Oligosacd~arides 
in Liver and Brai17 of a Patient \i,ith 1-Ce11 Disease 

Fractionation of an aqueous extract of liver from 
a patient with 1-Ce11 disease gave a chromatographie 
map identical to those observed for urine of the sarne 
patient (Fi;. 3D and E). Level of total sialyl-oligo- 
saccharides was approximately 35 mg, 100 g of liver. 
These compounds have not been found in normal 
liver. A brain extract (less than 1 g) also contained 
the sarne 01i;osaccharides. Because of the small 

quantity of tissues avaiiable, we were not able to 
estimate their yields. 

DISCUSSION 

The three types of sialidosis we studied are charac- 
terized by a defect in sialidase [6] and an accumulation 
of sialy 1-oligosaccharides. The specific role of sialidases 
and sialic acid in the biochemistry of glycoproteins 
may explain some of the recent observations described 
















































































































































































































































































































































































































































