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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 
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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 



- 103 - 
Ci .  Sircckcr 1.1 (11. 

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 
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in literature. The electrophoretic cnanges in excreted 
:V-acetylliexosarninidases in 1-Cell disease [15], as well 
the non-uptake of abnormal lysosomal enzymes 
excreted from 1-Cell fibroblasts [16,17] by normal 
fibroblasts suggest that in 1-Cell disease a defect in 
the control of exocytosis resulting in abnormal en- 
zynie excretion is probably the direct consequence of 
siaiidase deficiency, in regard to Ashwell's theory 1181. 
However rnany points remain obscure. First, it is 
difficult to understand the mechanism of the accumu- 
lation of sialyl-oligosaccharides in liver and brain, 
which is in contradiction with the observations of 
Ashweil et al. [18]. Secondly, the mucolipidosis W. and 
De P. are not accornpanied by the release of cellular 
hydrolases. However, it is possible that the enzyrnatic 
defect. in these two cases of rnucolipidosis, concerns 
itnother forrn of sialidase, since we observe (Fig. 2-5 
and Tables 1 and 3) that the relative proportions of 
sialyl linkages (2 -+ 6),'(2 -+ 3) for the accumulated 
products are approximately 1 for 1-Cell disease, 5 to 8 
Coi- niucolipidosis W. and 20 for mucolipidosis De P. 
The neuraminidase assay was realized on leucocytes 
with a natural substrate having sialyl (2 - 6) linkage 
[ 7 ] .  The results were zero percent for 1-Cell disease, 
6 O , ,  for m~:colipidosis W. and 18 and 22:; for the two 

- cases of mucolipidosis De P. Thus it could be suggested 
that 1-Cell disease is accornpanied by a total deficit 
in I ( 2  -+ 3) and x(2 -+ 6) sialidase, while mucolipidosis 
De P. is characterized by only a partial c((2-+6) siali- 
dase deficit and we are trying to demonstrate this 
specificity of sialidases. 

I t  is also interesting to observe that liver of a 
patient with 1-Cell disease preferentially accurnulated 
oligt~saccharides with sc(2-+6) sialyl linkages(Fig. 3 D). 
This observation can be explained by a selective syn- 
thesis of glycanic structures with sialyl (2 -+ 6) linkage 
by the liver, or by a selective catabolism or uptake 
of sialyl conjugates according to their sialyl iinkage. 
A cornparison of the accurnulated sialyl-oligosacchari- 
des with literature data concerning glycoproteins [19] 
shows that only oligosaccharides II, III, V and IX 
have been observed in known glycoprotein structures, 
in opposition to other structures containing r (2+3)  
sialyl linkage or r(2-3) and (2-+6) sialyl linkages 
in the sarne rnolecule. On the other hand, the urines 
we studied contained 10 to 15 other minor com- 
ponents, the structures of which are being studied. If 
we hypothesize that these sialyl-oligosaccharides cor- 
respond to al1 the possible structures of glycans found 
in the human organisrn, we can already predict al1 
possible glycoprotein structures. The present results 
clemonstrate a very large heterogeneity of these 
structures and it will be interesting to study their 
localization in tissues. 

Of particular interest is the observation that al1 
these oligosaccharides possess a N-acetylglucosamine 
residue in the terminal reducing position. This result 

is in a good agreement with the hypothesis of the 
existence of a b-endo-N-acetylglucosaminidase which 
is able to  split glycans even if they are sialylated [19,20] 
as in the case of glycans of "oligomannosidic type 
[19,21]. This enzyme remains to  be characterized 
among mamrnalians. 

In agreement with literature, we have used the 
term of mucolipidosis in this paper. As the word 
"n~ücolipidosis" does not correspond to any accepted 
term of nomenclature for glycoconjugates, we propose 
to cal1 these three types of oligosaccharidosis "siali- 
dosis", in regard to the nature of enzyrnatic defect 
and accumulated material as was done for rnanno- 
sidosis [22] and fucosidosis [23]. 

This work was supported in part by the Cenrre Natiotiul de lu 
Recherclie Scienrijique i Luhoraroire Associt; n 21 7 :  Biulogieph~fsico- 
cliimiqire er moliculaire de.v glircic1e.s libres er (.ot~ugu~.s and .4 T P  
Pl~aimaco(lynumie el cliit~iiorltL;rapie, eutirrucc 5 7 0 3 ~ .  by the Futlela- 
rion pour la Recherclie Méclicule Frunçai.se and by the Itisrirur 
,Vutionul de Iü Sariri er (le lu Reclterclie ML;(Iicrrle. The authors are 
indebted to Y. Leroy (C.N.R.S. technician), J .  P. Decottignies. 
4 .  F. Bouquelet and A. Lemaire-Poitau for their skilful technical 
assistance. 
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1 .  introductioii 

Cfucolipiiiosis 1 is a rare congenital disorder of 
coriip!ex carbvliydrate metabolism, characterized 
clinically by cdarse facial features, skeletal dysplasia, 
:ieurodegeneration: cherry-red macular spot ,  mental 
retardation. arid early death [ l - 3 1 .  An abnormal 
accumulation of siaiic acid-containing compounds in 
culiured fibi-oblasts and leukocytes, and a profoundly 
ditniriished activity of an cu-neuraminidase (sialidase) in 
tlie fornier suggested a defect in the catabolisrn of 
sialoglycopeptides and/or gangiiosides as the meta- 
bolic basis of this disease [3,4] . In this communica- 
tion. we report on the excessive excretion and the 
structure o f  iirinary sialyl-oligosaccharides in a patient 
wirii mucolipidosis 1. 

2 .  Materials and methods 

Sialyl-oligosaccharides were fractionated as 
described iri previuus papers [5,6]. Tlieir structures 
ivere deterniined by niethylation, periodate oxidation, 
i~ydrazinolysis-nitrous deaniination, and NMR spectro- 
scoyy. Tlie clieiiiical investigations will be developed 
in a following article [7] . 

3. Results 

As shown in fig. 1 ,  more than 1 0  sialyi-oligosaccha- 
rides were identified in the urine of patient D. F. by 
paper chrornatography of fractions eluted from a 
Dowex 1 X 2 column. The quantitation snd  carbohy- 
drate coniposition of the 10 major oligosaccharides 
are presented in table 1 .  Wlien coinpared to the 
normal, the excretion of these coiiipouiids is increased 
from about  80-800-fold. Figure 2 shows the complete 
structures of  these sialyl-oligosaccharides, which 
closely resemble the glycan portions found in many 
giycoproteins. Invariably, the N-acetylneurarninic acid 
residues are located at a non-reducing terminus in 
either a! 2-6 or a 2-3 linkage t o  galactose. The 
reducing termini consist of N-acetylglucosamine. 
suggesting that  each saccharide results from the action 
of an endo$-N-acetylgiucosaminidase on the parent 
sialoglycopeptide. 

4. Discussion 

The excessive urinary excretion of these sialyl- 
oligosaccharidzs must arise froni the a-neuraniinidase 
deficiency in the patients tissues, which causes a block 
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Fig.1. Paper chrornatography of sialyl-oligosaccharides eluted €rom Dowex 1 X 2 (200-400 rnesh; acetace form) by a discontinuous 
gradient of pyridine acetate !pH 5.4); 1 : 1 mhf; 2 : 2 mM; 3 : 5 mM; 4 : 10 mhl; 5 : 20 mM; 6 : 50 rnM; 7 : 100 rnkl; 8 : 200 mM; 
9 : 500 mM. Paper \\%atman No. 3. Solvent: erhyl acetate/pyridine/aceric acidlwater (515: 1:3), developed during 5 days (A) or 
40 days (B). Chromatograms were stained with alanine oxalat reagent. 

Table 1 
Carbohydrate analysis of urinary sialyl-oligosaccharides 

Quantity (mg!l) Molar ratios 

Mucolipidosis 1 Normd urine G d  Man GlcNAc Ac Neu 

1 16 0.1 -0.3 0.96 2 1.84 0.86 
II 185 0.2-0.3 1.12 2 1.94 0.92 

III 22 0.1 -0.3 0.86 3 1.85 0.94 
IV 18 < 0.1 2.16 3 3.06 0.99 
V 3 2 0. 1-0.5 1.84 3 2.76 0.84 

VI 38 < O . i  1.91 3 1.84 2.04 
VI1 11 < 0.1 1.84 3 2.96 1.96 

VI11 6 < 0.1 2.05 3 3.04 1.94 
IX 225 0.1-1.0 3.00 3 3.02 2.05 
x 112 ? 3.21 3 3.95 2.78 
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Fig.2. Structure of the 10 major sialyl-oligosaccharides isolated from MLP 1 urine. The structure of compound X here described 
results from preliminary investigations. 
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in the f~irti-ier catabolisrn of the chains by exoglycosi- 
dases. Liriiiary oligosaccl~arides of  identical structures 
iiave been observed in three other genetic disorders 
ui rh  deficiency of an a-neurarninidase: mucolipidosis 
I I  311d I N  L; .iiew' types of mucolipidosis [6,8-101. In 
:~iiicoli?idosis I I ,  tlie neuraminidase deficiency 
i.rcbab1). resiilts frorn a defect in lysosomal enzyme . 

Iocalizarian involvirig riiariy such hydrolases [ I l ]  . 
I i i  iiiuL~i!ipidosis 1 and the other two forms of  

:~:iicoliçiàosis. however, the neuraminidase deficiency 
: j  iingular. buggesting ttie mutation of a gene which 
~ i r e c t i  y cwdes for the expression of a neuraminidase. 
At rireserit i i  cannot be decided whether the marked 
diîfereiiics in plienotype between these latter types of  
;ii~col!pidoses are diie to allelic mutations at a single 
~i.iiraiiii!:idase qene. to  a deficiency of different 

iii.tiraniinidaçes, or t o  still another mechanism. 
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FIGURE 18 

Structure des 20 principaux sialyl-oligosaccharide isolés de l'urine 

de différents types de mucolipidoses. 



La figure 18 rassemble les structures des sialyl-oligosaccha- 

rides majeurs isolés de l'urine des patients. Des chromatographies prépara- 

tives de longue durée (70 jours) ont permis l'isolement d'isomères supérieurs 

portant à 20 le nombre de composés différents isolés de l'urine. 

Tous les oligosaccharides isolés de l'urine des patients 

atteints de sialidose sont construits sur le même modèle que l'on peut 

subdiviser en classes (Figure 19). Les classes E et F pouvant elles-mêmes 

se subdiviser en sous-classes selon le nombre de résidus d'acide sialique 

externes. Ces résultats confirment le schéma général de structure des 

glycoprotéines de type lactosaminique proposé par MONTREUIL 1975 (415) 

Il est remarquable de constater qu'un tel schéma général de structure 

est conpatible avec un nombre élevé de structures différentes si l'on 

tient compte de la possibilité offerte à chaque galactose externe d'être 

ou non substitué par de l'acide sialique en position (a2,3) ou (a2,6). 

Le nombre de structures possibles est d'ailleurs multiplié par la présence 

éventuelle de résidus de fucose sur la N-acétyl-glucosamine du point 

d'attache ou en position périphérique. Il est à noter que KURIYAMA et al. 

1981a (416)ont mis en évidence deux isomères des sialosides 1 et II, 

différents par le type de liaison du mannose (liaison a1,6 ou a1,3). D'autre 

part, LECAT et al. 1984 (417) ont rapporté l'existecce de glycopeptides 

de type "O glycosidiques" dans l'urine de patients atteints de mucolipidose 

'de type 1. Il est cependant à noter que ce type de structures préexiste 

dans l'urine nomale (PARKXINEN et FINNE 1983 (418)) et que l'élévation 

du taux de ces composés chez les malades est nettement plus faible que 

celle des structures de type N-glycamique. 

B - ETUDE ENRESONNANCE MAGNETIQUE NUCLEAIlZE A 300-MHz 

Le fait de disposer d'une série homogène d'oligosaccharides 

de complexité structurale croissante a Pernis l'étalonnage d'un spectromètre 

de résonnance magnétique nucléaire. Cette étude a 6té réalisée en 

collaboration avec le groupe hollandais du Professeur VLIEGENTEART (Utrecht). 

Les informations réunies dans l'ARTICLE 3 montrent qu'il est possible 

par la seule tec'mique de RMN à haut champ d'établir la structure primaire 

d'oligusaccharides ou de glycope~tides. 
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360-MHz 'H Nuclear-Magnetic-Resonance Spectroscopy 
of Sialyl-Oligosaccharides from Patients with Sialidosis 
(Mucolipidosis 1 and II) 

Larnbertus DORLAND, Johan HAVERKAMP, Johannes F. G. VLIEGENTHART, Gérard STRECKER, 
Jean-Claude MICHALSKI, Bernard FOURNET, Geneviève SPIK. and Jean MONTREUIL 
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{Rcccivrd Jsnuary 27, 1978) 

360-iMHz proton nuclear magnetic resonance spectra were recorded of 10 sialyl-oligosaccharides 
isolated from urine of sialidosis patients. Their structures are related to the complex asparagine- 
linked glycan chains of glycoproteins. By correlation of these spectra and comparison with spectra 
of reference glycopeptides and sialyl-lactose isomers it was possible to assign al1 signals belonging 
to anomeric, mannose H-2, sialic acid H-3 and N-acetyl protons. The number of the constituting 
monosaccharide residues of the oligomers can be obtained by integration of the above-mentioned 
signals. The chemical shifts of the anomeric and mannose H-2 protons give information about the 
type of glycan structure (mono-, bi-, triantennary) and the presence of terminal sialic acid at each 
of the antennas. The chemical shifts of sialic acid H-3 protons are typical for sialic acid residues in 
2 -+ 3 or 2 -+ 6 linkage to galactose. 

Recently it has been shown that the application 
of 360-MHz 'H-NMR spectroscopy is a highly 
powerful technique in the structure elucidation of 
oligosaccharides and glycopeptides [l-51. Most of 
the signals of anomeric protons in these high-resolu- 
tion spectra are well separated. Their resonance posi- 
tions are characteristic for the structure and in fact 
can be used as indicators for the type and position 
of the various glycosidic linkages and for the sequence 
of the constituting monosaccharide residues. The 
resonances of the non-anomeric protons can provide 
valuable additional information as has been demon- 
strated in particular for the H-2 protons of the 
mannose residues of the frequently occurring manno- 
triosido branching core of complex glycans [2- 51.. 

In this paper the investigation of oligosaccharides 
and glycopeptides containing one or more sialic acid 
residues is described. The greater part of these com- 
pounds stem from the urine of patients suffering from 
inborn errors of metabolism associated with neur- 
aminidase deficiency. These mucolipidosis (sialidosis) 
patients have increased levels of urinary sialyl-oligo- 
saccharides [6] which originate from incomplete 
glycoprotein catabolism. The structures of these oligo- 

. - . . 

.-lhhrevtrrtio/rs. Glc, glucose; GlcNAc. N-acetylglucosarnine; 
Gal, galactose; Man, mannose; AcNeu, N-acetylneurarninic acid 
(sialic acid); Xsn, asparagine; NMR. nuclear rnagnetic resonance. 

saccharides have been determined by chemical meth- 
ods [6,7] and are related to the complex biantennary 
type of glycan chain [8]. 

MATERIALS AND METHODS 

The isolation of oligosaccharides 1 - X from urine 
of patients with sialidosis [6,7], of GP-1 and GP-2 
from human serotransferrin [2,9] and of sialyl-lactose 
isomers [IO] has been described before. The structures 
of the compounds are presented in Table 1. 

Solutions of the oligosaccharides and glycopeptides 
were neutralized if necessary and exchanged three 
times in ' ~ 2 0  with intermediate lyophilization. Spec- 
tral analysis of 0.02-0.05 M solutions of the com- 
pounds in 'Hz0 (99.9%, Aldrich) was carried out 
on a Bruker HX-360 spectrometer, operating in the 
Fourier transform mode at probe temperatures of 
25 O C  or 60 O C .  Chemical shifts at 25 "C are given 
relative to sodium 2,2-dimethyl-2-silapentane-5-SUI- 
phonate (indirectly to acetone i n ' ~ 2 0 :  6 = 2.225 ppm). 

RESULTS AND DISCUSSiON 

From al1 compounds listed in Table 1 360-MHz 
'H NMR spectra were recorded at 25'C (8  H 0 2 ~  



High-Resolution 'H NMR Spectroscopy of  Urinary Sialyl-Oligosaccharides 

Table 1. Srrzrciirres O/ '  rke ~rr inary  sin/!!-oligoscicci~~rrt~ies anci rlle reference cornpo~rncis 
The coding of monosaccharide untts in al1 sonipounds corresponds to those given for GP-1. VI and X 

GP- 1 

GP- 2 

11 

III 

S i -  3 

SL-6 



L.  Dol.luiid. 1. Hsverkamp, J .  F .  Ci.  Vlirgenthart. Ci. Strecker, J.-C. Michalski, B. Fournet, G. Spik, and J .  Montreuil 

N 4.78 ppm) and at 60 'C (6 H 0 2 H  shifted to 
= 3.35 pprn). As a typical example of the compounds 
1 - V and VI1 - IX which are al1 related to the bianten- 
nary structure GP-1, the spectrum of VI11 is given in 
Fig. 1 .  The compounds VI and X have an additional 
sialyl-N-acetyllactosamine branch linked to mannose 4 
(for coding of monosaccharide residues see Table 1) 
and are therefore derived from the triantennary type 
of complex glycan chains [8]. The spectrum of X is 
given in Fig. 2. The chemical shifts of the anomeric, 
N-acetyl, mannose H-2, and sialic acid H-3 axial and 
eguatorial protons of al1 compounds are compiled 
in Table 2. 

The assignment of the signals of the anomeric 
protons in the sialo compounds was made by using 
the resonance positions in the spectrum of GP-1 as 
refèrence data. Extension of both branches of GP-1 
with sialic acid in 2 -+ 6 linkage to galactose (GP-2) 
introduces a few significant changes in the chemical 
shifts of the anomeric protons of the residues 6, 6', 
5 ,  5'. 1 and 4'. Deletion of the GlcNAcBl -+ Asn 
part which affords structure IX has no effect on the 
chemical shifts of the above-mentioned anomeric 
protons. 

In compound V the sialic acid residue in the lower 
branch is missing. In comparison to the asialo stmc- 
ture GP-1 it is evident that sialic acid causes only 
shift increments for Gal-6, GlcNAc-5 and Man-4, 
leaving the anomeric protons of the lower branch 
unaffected. The same effects are observed in II and 
III wherein the lower branch is shortened up to residue 
3 or 4' respectively. 

Compound VI1 differs from IX only in the type 
of linkage of the sialic acid residues to  galactose, being 
2 -+ 3 instead of 2 -. 6. Attachment of sialic acid 
residues by 2 -+ 3 linkages to Gal-6 and 6' introduces 
only shift increments for H-1 of Gal-6 and 6' when 
compared to GP-1 ; the long-distance effects as de- 
scribed for a 2 -+ 6-linked sialic acid residue do  not 
occur. From the spectral data of the partiai structures 
1 and I V  i t  is clear that the 2 -+ 3-linked sialic acid 
residue affects only the H-1 of the directly attached 
galactose residue and not the H-1 of galactose in the 
oiher branch. 

Both types of sialic acid linkages occur in VI11 
each giving rise to its typical effects as described above. 
The N M R  data indicate immediately to which branch 
the 2 -+ 6-linked sialic acid residue is connected since 
the H-1 signal of Man-4 shows the characteristic shift 
increment (5.1 19 -+ 5.1 38 ppm) whereas the H-1 of 
Man-4' is unaîTected (4.926 pprn). For this kind of 
assignment the chemical shifts of the anomeric protons 
of Gal-6 and 6' cannot be used because these protons 
are indistinguishable. The &me holds for the anomeric 
protons of GlcNAc-5 and 5'. The influence on ano- 
meric protons in the glycan chain of attachment of a 
sialic acid residue to the 3 or 6 position of galactose 

are summarized in Table 3. Sialic acid linked to 
galactose affects also the resonance positions of the 
N-acetyl protons of the N-acetylactosamine units but 
these effects are independent of the type of sialic acid 
linkage (see Table 3). 

An interesting phenomenon in the spectra of the 
sialo compounds is the position of the axial and 
equatorial H-3 protons of sialic acid. These protons 
do not coincide with the bulk of the non-anomeric 
protons. Their chemical shifts are characteristic of 
the type of linkage of the sialic acid residue to any 
galactose moiety of N-acetyllactosamine as indicated 
in Table 4. From Table 2 it becomes clear that the 
resonance position of a sialic acid N-acetyl group 
depends on the type of glycosidic bond of the sialic 
acid residue as well as on the branch on which it is 
presen t . 

The biantennary structures (IV, V, VII, VIII, IX) 
can be recognized on the basis of the resonance pattern 
of the H-2 protons of the mannotriosido branching 
core (resonances at 4.12, 4.20 and 4.26 ppm, see 
Table 2). If the lower branch is completely absent, 
the resonance position of H-2 of Man-3 is changed 
(4.26 + 4.24 ppm, compounds 1, II). In III the H-2 
resonance of Man-4' is buried in the bulk of the non- 
anomeric protons because Man-4' is not glycosylated 
in position 2. 

Extension of the biantennary structure with the 
additional sialyl N-acetyllactosamine chain as in X 
is expressed in the resonance position of H-2 of 
Man-3 and M a n 4  (both at 4.22 pprn). It has been 
found that in other structures of this type the same 
set of parameters occurs (unpublished results). The 
determination of the positions of the 2 -* 3 and 2 -+ 6- 
linked sialic acid residues in X can easily be carried 
out on the basis of the NMR data. Integration of the 
axial and equatorial H-3 protons of sialic acid shows 
that the molar ratio of 2 -+ 3-linked to 2 -. 6-linked 
residues is 1 :2. The chemical shifts of the H-1 protons 
of residues 4,4', 5,5', 6,6', 7 and 8 point to the presence 
of 2 -+ 6-linked residues in the upper (4, 5, 6) and the 
lower (4', 5', 6') branch of the molecule, whereas the 
2 -+ 3-linked sialic acid residue is attached to Gal-8. 
Structure VI can be conceived as derived from X by 
deletion of the lower (4', 5',  6') branch. This is reflected 
by the absence of the signal at 4.94 pprn (H-1 of 
Man-4') and by the integral values of the signals at 
4.60, 4.44 and 4.12 pprn (see Table 2). 

With regard to the sialyllactose isomers it has to 
be noted that the chemical shifts of the H-3 protons 
in SL-3 are identical to those for 3 -+ 3-linked sialic 
acid residues in the oligosaccharides 1 -X. However 
the H-3 protons in SL-6 occupy deviating resonance 
positions with regard to the corresponding protons 
in the oligosaccharides. The N-acetyl protons of the 
sialic acid residues in SL-3 as well as in SL-6 resonate 
at 2.030 ppni. This is in contrast to the positions of 
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Table 2. ' H ciiemical shifrs o f  anomrric, niannose H-2. sialic crcid H-3 and Nacetyl protons for si~zlyl-oliyosacchrities 1- X and rrference 
comporrnrls 
Chemical shifts in 'H20 at 25 C are given in ppm downtie!d from sodium 2,7-dimethyl-2-silapentane-5-sulphonate. For coding of mono- 
saccharide residurs and complet? structures see T3ble 1: t = neutral or amino sugar residue; A- = AcNeu(2 - 3); 0- = AcNeu- 
(2 -+ 6).  The r and anomeric protons of a reducing unit were in the molar ratio of 0.65 : 0.35. Values at z 4.72 and =: 1.77 ppm cannot 
be determined more accurately ( 2  G.01 ppm) due to interference of the HOLH line at 25 'C 

Compound 

GP- 1 

GP- 2 

1 

II 

III 

IV 

v 

VI 

VI1 

VI11 

IX 

X 

SL-3 

SL-6 

Schemacic 

Structure . 
H-l of residue 

1 - 3 2a LE - - - 4 - 4 '  2 - - 7 8 5' 6 6' 

Signal of two protons. ' Values may be interchanged. 
In the case of an .4cNeu residue linked to position 3 of gülac- * G i u c ~ s e  residue. 

tose. the H-3 of that residue resonates in the range oEJ. 1 1 -4. II.  ppm Signal of t u o  rnethyl groups. 
which maices a more accurate calculation of 6 [or 3 - 2  of \[an-4' 
difficult. 
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ii-2 o f  Man 

- 3 - 4 '  4 - 

H-3 of 
AcNeu(2+3) AcNeu(2+6) 

3. . eq. E. 

NAc of residue 

1 2 5 5' 7 Acneu AcNeu 
(2-3) (2+6) 



Fig. 1. 360-iC1H: ' H-IV,MR specrrtrm of  oligosacc~/laricie Ç'III isoia!eti from ~irine o! a sialidosis parienr 

- - - - -." 
5 3 

a.AcNeu ~ - ~ i G a i ~ [ l - i ) G ~ c N A q ?  (1-?lManî l  ;'-îi 
>larqfl (;-iiGic &A-  

c-AcNeu , :-3iGalOil-&) 85ic":Ac0 (]-;)Man a (1-6j '  3 2 

'6 5 4' AcNeu 2-6 

h ,  .- * c ' S  

I 

I 2 

AcNeu 2-3 ,I 
i 

Man 
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Table 3. I~lfluence of 7 - 3-litiked und 7 + 6-Iinked terminai Ac,Veu 
residues on rhe ciiernical sliiji of arzonieric and N-ace0.l pvorons of'  
arl~er sugar residues in oligosuccharides 1- X and GP-2 
Al1 results are mean values I S.D. calculated from data of Table 1 
with the number of branches in which the effect is observed in 
parentheses. All reference values were from GP-1. except those for 
Gal-8 and NAc-7 which were from glycopeptides with carbo- 
hydrate structures identical to that o i  asialo-X (L. Dorland. J. 
Haverkamp & J. F. G.  Vliegenthart. unpublished results) 

AcNeu Residues Chemical shift of 
linkage influenced 

asialo chain sialo chain 
(reîerence) (observed) 

Table 4. Dependence of sialic acid H-3 cheniical sirifts on rire r);oe of 
gkcosidic linkage of the sialic ucid iesidue for oligosarcltaiides 1- X 
and g!:vcopepride GP-2 
Results are mean values k S.D. calculated from data of Table 2 
with the number of branches in which these sialic acid residues are 
present in parentheses 

Linkage Chemical shift of H-3 

equatorial axial 

these protons in the oligosaccharides 1 - X ~vhich 
depend on the type of the sialic acid linkage. 

The results described in this study show that high- 
resolution 'H-NMR spectroscopy is very suitable for 

characterizing sialo-oligosaccharides and glycopep- 
tides which are related to the complex asparagine- 
bound carbohydrate chains of glycoproteins. In partic- 
ular the number of constituting monosaccharides 
(integration). the type of branching of the glycan 
chain and the type of glycosidic linkage of sialic acid 
to the different branches can be determined in a 
convenient way. The NMR method is non-destructive 
and thus leaves open the possibility of subsequent 
chemical and enzymic investigation. 

This investigation was supported Dy the Xetherlands Founda- 
tion for Chemical Research (SON) with financial aid from the 
Netherlands Orpanization for the Advancement of Pure Research 
(ZWO). the Cenrre Narional de la Recllerche Scientifique / Labora- 
toire Associe no. 717: Biologie pliysico-chimique et moléculaire des 
glucides lihres er conjziguésj. and the Délégation Ge~~érale a la Re- 
cherclte Scientifique et Tecilnique (contract 75-7-1 334). 
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Nous reprendrons ici les informations essentielles fournies par l'analyse 

d'un spectre RMN, quant à la structure primaire des chaînes glycanniques. 

L'examen du spectre du sialoside VI11 par exemple (page 120) montre que si 

la majorité des protons non anomériques du squelette résonnent dans une 

même zone comprise entre 83,s et 83,9 ppm donnant un massif de signaux 

complexe ; les signaux d'un. certain nombre de protons se distinguent 

toutefois du massif et résonnent à des positions parfaitement carac- 

téristiques du spectre, ne dépendant que de la strücture primaire de la 

chaîne oligosaccharidique considérée. Les déplacements chimiques (81, 

les constantes de couplage et la largeur de ces signaux caractéristiques 

fourniront l'essentiel des informati.ons structurales nous renseignant 

sur le nombre et l'anomérie des monosaccharides constituant la molécule 

et leur type de branchement. (VLIEGENTHART et al. 1983 (419)). 

Les signaux ainsi pris en compte seront ceux : 

- des protons &.nomériques 
- des protons H-2 du mannose, dont le glissement chimique 

varie selon la substitution du noyau trimannosidique. 

- des protons des radicaux méthyl(fucose) et méthylène 
(acide N-acétylneuraminique) . 

- et enfin des protons des groupements N-acétyl des N- 
acétylhexosamines et de l'acide N-acétylneuraminique. 

- .  
1 

L'expérience montre que le noyau pentasaccharidique 

(tri-mannosido-di-N-acétylchitobiose) commun à toutes les N-glycosyl- 

protéines possède un spectre RMN tout à fait caractéristique. La substitution 

de ce noyau par addition de résidus de N-acétyllactosamine ou comme nous le 

verrons plus loin de résidus de mannose, va apporter deux types de nodifi- 

cations : 

- l'apparition de signaux additifs correspondant aux 
nouveaux monosaccharides introduits dans la molécule ; 

- une modification spécifique du glissement chimique des 
signaux existants. 



Il est enfin à noter que l'addition de résidus terminaux 

d'acide sialique ou de fucose notamment, influence de façon tout à fait 

caractéristique, les glissements chimiques des protons anomériques 

des autres sucres. Les tableaux 3 et 4 (page 121) 

montrent que les modifications des glissements chimiques sont différents 

suivant le type de liaison (a2,3 ou p2,6) de l'acide sialique en bout de 

chaîne. Il apparait notamment qu'une liaison sialyl (~12~6) modifie de 

façon appréciable les valeurs 6 ~ - 1  des galactoses 5 et 5', des N-acétyl- - - 
glucosamine 5 et 5' et surtout des mannoses 4 et 4 ' ;  la liaison sialyl - - - - 
(~12~3) est quant à elle sans effet sur les glissements chimiques des mannoses. 

Ce fait est à mettre en parallèle avec une rigidité plus grande de la 

liaison (a2,3) en comparaison de la libre rotation de la liaison ( ~ 2 ~ 6 ) .  

En conclusion, il apparait que la RMN à haut champ constitge 

une méthode de choix dans l'établissement de la structure primaire des 

chaînes glycanniques, cette méthode pouvant en particulier nous renseigner 

quant à la nature, au nombre et au type de liaison des différents 

monosaccharides constituant la molécule. L'étude des sialosides a en 

particulier démontré qu'il était possible par cette méthode de déterminer 

la nature de la liaison de l'acide N-acétylneuraminique en bout de chaîne. 

C - CONCLUSION 

Outre les constatations strycturales préalablement 

mentionnées, l'observation majeure se dégageant des structures trouvées 

et que dans tous les cas, il s'agit de sialyl-oligosaccharides. De tels 

composés sont présents dans l'urine normale mais à des quantités nettement 

plus faibles (de l'ordre du 1/10 de mg) ; il est donc fortement vraisemblable 

que leur origine soit liée au processus pathologique commun à ces maladies, 

l'hypothèse métabolique la plus vraisemblable étant celle d'un déficit en 

a-neuraminidase. L'action sialidasique ne s'effectuant pas, la dégradzticn 

récurrente des chaînes glycanniqi~es par les autres exoglycosidases est 

rendue impossible, et expliquerait l'engorgement cellulaire et l'excrétioc 

urinaire de sialyl-oligosaccharides. 
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I I I  - MISE EN ÉVIDENCE D'UN DEFICIT EN a-NEURAMINIDASE ASSOCIÉ 

A LA MUCOLIPIDOSE DE TYPE I I  

METHODE DE DOSAGE 

Af i n  de v é r i f i e r  1 'hypothèse préalablement énoncée se lon  

l aque l l e  un d é f i c i t  en Ci-neuraminidase, pouvai t  ê t r e  responsable de 

l ' e x c r é t i o n  accrue de s i a ly l -o l igosacchar ides  dans l ' u r i n e  e t  l e s  

t i s s u s  de p a t i e n t s  a t t e i n t s  de mucolipidose, nous avons dans un 

s remier  temps développé une néthode de radiodosage app l i cab le  à de 

f a i b l e s  concentra t ions  en p ro té ines .  En e f f e t ,  l e s  méthodes conventionnel- 

lement u t i l i s é e s  pour l a  mesure de l ' a c t i v i t é  neuraminidasique, basées  s u r  

l a  méthode calorimétrique à l ' a c i d e  th iobarb i tu r ique  de WARREN 1959 (420) 

s ' a v é r a i e n t  t r o p  peu s e n s i b l e s  pour l a  d é t e c t i o n  de l ' a c t i v i t é  enzymatique 

sur des homogénats c e l l u l a i r e s .  D'autre p a r t ,  l e s  s u b s t r a t s  synthét iques  

de type méthyl-umbelliféryl-acide s i a l i q u e  n ' é t a i e n t  pas  d i spon ib les  

commercialement à l 'époque où nous débutions ce  t r a v a i l .  

Nous avons donc décidé d ' u t i l i s e r  comme s u b s t r a t s  n a t u r e l s  

de l'enzyme, l e s  deux s i a ly l -o l igosacchar ides  majeurs i s o l é s  de l ' u r i n e  

des p a t i e n t s ,  l e s  s i a l o s i d e s  no 1 e t  no  II préalablement d é c r i t s ,  

possédant respectivement une l i a i s o n  s i a l y l  a2 ,3  e t m 2 , 6 .  Les s u b s t r a t s  

sont  marqués s u r  l a  N-acétylglucosainine en p o s i t i o n  terminale  r é d u c t r i c e ,  

par réduction au borohydrure t r i t i é ,  e t  l e  dosage e s t  r é a l i s é  comme 

s u r  l a  f i g u r e  2 0 .  Ce t t e  méthode t r è s  sens ib le  permet d 'es t i iner  

une hydrolyse du s u b s t r a t  de l ' o r d r e  de l a  picornole. 
i 

Etan t  donné qu'une dé f i c i ence  enzymatique mul t ip le  é t a i t  

observée au niveau des  f i b r o b l a s t e s  1-Ce11 en c u l t u r e ,  n o t r e  choix 

s ' e s t  po r t é  s u r  l e s  leucocytes où l e s  a c t i v i t é s  des p r i n c i p a l e s  hydrolases 

ac ides  mesurées é t a i e n t  dans l a  l i m i t e  de l a  normale. 

Nous avcns dans un premier t e m p  comparé l ' a c t i v i t i  

neuraminidasiqce des  leucocytes nomaux e t  c e l l e  de p a t i e n t s  a t t e i n t s  

de mucolipidose de type II. Les r é s u l t a t s  obtenus sont  rappor tés  dans 

L'AKrICLE 4. 



o u 2 + 3  6-1 + 4 8-1 + 2 a-1 + 3 8-1 + 4 
NANA - Cal + GlcNAc ,-* ?fan.-+ Man ----+ GlcNAc 

a-2 -+ 6 
o u 2 + 3  8-1 -t 4 8-1 + 2 a-l -t 3 6-1 + 4 NANA L Ga1 -+GlcNAc .- Han -.?fan C l c ~ ~ c - i C o l - ~ ~  

neuraminidase 

t 
( NANA + substrat non dégrad8 

+ Ga1 - GlcNAc - Man - Man ---4- GlcNAc-i tol-H 3 

I 

Dowex 1 x 2 

t 
Ga1 - GlcNAc ----b M a n - - - +  Xan - GlcNAc-itol-H 3 

(100 cmp = 0,00097 nmole = 3 x 10'~ pg NANA libéré) 
l 

FIGURE 20 

Méthode de dosage de la neuraminidase 
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DEFICIT IN NEURAMINIDASE ASSOCIATED 
WITH MUCOLIPIDOSIS II  (1-CELL DISEASE) 

Using a tritiated sialyloligosaccharide as a substrate, 
the authors showed that mucolipidosis I I  is characte- 
rized by a lack of nerrraminidase activity in lertcocytes, 
while the other acidic hydrolases activities are normal. 
According to Ashwell, termitial galactose is the reqrrired 
signal for giycoproteins uptake by the cei!s. Thus, a 
ne~rraminidase deficit may e,uplain the increase of 
sialylated hydrolases activities in the plasn~a and the 
non-recognition of' these enzymes by crllruredfibroblasts. 

La mise au point d 'me  ultra-microméthode origiriale 
de dosage de l'activité nerrraminidasique des tissus a 
permis de mettre en r'vidence crn r.ficif rotal de cette 

activité enzymatique au niveail des leucocytes d'un 
patient atteint de m~rcolipidose II, alors que les activités 
des autres hydroiases acides sont restées normales. 
La nature de ce déficit enzymatiqite est srisceptible 
d'e,ugIiqner I'ar{grnentation du taux des autres hydrolases 
acides dans le piasma et la non-reconnaissance de ces 
enzymes par le fibroblaste en ctrlture, à cause du mas- 
quage du galactose ([[ri constitrte le signai de reconnais- 
sance nécessaire à l'endocytose des glycoprotéines 
selon la théorie d'Ashwel1. 

Mucolipidosis II (1-Celi disease) is an hereàirary 
disease the semiology of which is very similar to 
those of mucopolysaccharidosis . the differential 
diagnostic elements are the absence of pathological 
mucopolysacchariduria, the occurence of numerous 
cytoplasmic inclusions in cultured skin fibroblasts 
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(1-Ce11 phenotype), the increase of the activity of 
several lysosomal hydrolases in extracellular fluids 
and in fibroblast culture medium, contrasting with the 
decrease of these same activities in the cultured 
fibroblasts (3, 2, 8, 7). Moreover, we have found, 
in five personal cases, a massive excretion of sialyl- 
oligosaccharides (30 to 60 fold the normal amouilt) 
the structures of which have been described (5). 

These results suggested a primary defect in neura- 
minidase and in order to verify this hypothesis we 
developped an appropriate micromethod. We used as a 
natural substrate a sialyl-hexasaccharide excreted in 
large amount in urines of mucolipidosis II. This 
compound was labelled by reducing the N-acetyl- 
glucosamine terminal residue with tritiated potassium 
borohydride. Thus, the formula of the substrate was 
as follows : NANA x(2-6) Ga1 $(1-+4) GlcNac 
$(1-2) Man r ( l  -t 3) Man ?(1 4 4) GlcNac-itol- 
1-3H. 

Neuraminidase activity was determined on 200 to 
300 pg of leucocyte proteins obtained by ultrasoni- 
cation. After a 2 hour-incubation at 37 OC in 0.05 M 
sodium acetate buffer (pH 4 3 ,  the neutral pentasaccha- 
ride : Ga1 a ( l+  4) GlcNac $(1 -t 2) Man x(1-t 3) 
Man $(1 + 4) GlcNac-itol-1-3H was obtained and 
isolated in pure form using a column (5 x 80 mm) of 
anion exchanger (Dowex 1 x 2; 200-400 mesh; 
acetate form). In these conditions, free N-acetyl- 
neuraminic acid and N-acetylneuraminic acid-contai- 
ning substrate were quantitatively retained. The 
neutral oligosaccharide-containing fraction. plus 5 ml 

of washing water, were directly collected in counting 
vials. After drying at 80 OC, the radioactivity was 
determined with Bray scintillating liquid : in our 
experimental conditions, we obtained 103 cpm per 
0.16 nmoles of free N-acetylneuraminic acid (0.05 pg). 
Standards without enzyme were studied in the same 
conditions. 

The results we obtained (Table) clearly show that 
no leucocyte neuraminidase activity is detectable in 
the first patient and that an activity of only 10 % of 
the normal value is found in the second patient. 

The activities of the other hydrolases were normal, 
except the 3-galactosidase activity of the first patient 
which was only 15 % of the normal value (Table). 

It should be very interesting to compare other cases 
of mucolipidosis II in order to verify if this deficit 
is a general phenomenon. Nevertheless, the nature of 
this deficit is in good agrement with many observa- 
tions which have been done in mucolipidosis II : 
massive excretion of sialyl-oligosaccharides (5), 
increase of hydrolases activities in the sera (8) and 
in the media of cultured fibroblasts (7), increase of 
electronegativity of hydrolases secreted by cultured 
fibroblasts compared to intracellular hydrolases. 
It has been proposed that a recognition marker, 
different from the catalytic site, was altered in the 
case of secreted hydrolases in mucolipidosis II (1). 
In rat liver, this marker has been identified as galac- 
tose (4). A neuraminidase deficit might explain the 
increase of electro-negativity of secreted enzymes and 
the failure of their uptake by the cells. 

TABLE 

Hydrolase activities in leucocytes (nmoles/h/mg proteins) 

b 
Presumed normal subjrcts 1st patient 2nd  patient 

2-Mannosidase(d) 
p H  3.5 
p H  4.5 

Arylsulfatase A(d) 

10 determinarions results o i  which are : 0.132. 0.132, 0.128, 0.152. 0.1S2. 0.241, 0.250, 0.157. 0.467, 0.188. 
(d) 3 different determinorions gave the same resulr. 
(cJ Results of 3 rnaasures :.O, 0.02. 0.03. 
(d) Artificial substrates (urnbelliferyl derivatives). 





B - CONCLUSION 

Un déficit total en a-neuraminidase vis=&-vis du sialoside 

II (a2,6) est observé dans les leucocytes des patients atteints de 

mucolipido se de type II. 

Le déficit en sialidaçe est vraisemblablement à l'origine 

de l'excrétion anormale de sialyl-oligosaccharides observés chez les 

malades et permet d'expliquer certaines des caractéristiques étiologiques 

de la maladie telle l'hypersialylation des enzymes lysosomaux, ce 

dernier point sera discuté plus en détail au saragraphe suivant. 

Par analogie avec les autres types de glycoprotéinoses 

connues, nous proposons de désigner les affections caractérisées par une 

accumulation de sialosides et un déficit en a-neuraminidase par le terne 

général de " Sialidoses". 

IV - .ÉTUDE COMPARÉE DE L'ACTIVITÉ NEURAMINIDASICUE DANS LES 

DIFFÉRENTS TYPES DE SIALIDOSE 

Une étude comparative de la sialyl-oligosaccharidurie 

accompagnant les différentes mucolipidoses (ARTICLE 1) a montré que le 

taux relatif 6es différents'sialyloligosaccharides variait suivant le type de 

la maladie.ccest ainsi que les oligosaccharides possédant respectivement 

des liaisons sialyl(C%2,6) et (a2,3) sont dans les rapports 1 : 1 dans le 

cas des mucolipidoses II et III et de 8 à 30 : 1 dans les autres mucolipi- 

doses. Cette observation laisserait supposer des déficits affectant des 

espèces isoenzymatiques différentes. Nous avons effectué une étude 

comparative des activités neuraminidasiques en utilisant comme substrats 

naturels des sialyl-oligosaccharides possédant respectivement une liaison 

sialosyl a2,6 ou a2,3. Ces résultats sont rapportés dans 1' ARTICLE 5. 
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1. Sialidosis 

Presently, six different inborn diseases can be 
defined as sialidosis. The semiology of mucolipidosis 
II (1-Celi disease) is well known: the occurrence of 
numerous cytoplasmic incIusions in cultured fibro- 
blasts, the increase of the activity of several lysosomal 
hydrolases (except B-plucosidase and acid phosphatase) 
in extracellular fluids contrasting with a decrease of 
the same activities in cultured fibroblasts are the most 
significant elements of diagnosis [l-31 . An elevated 
excretion of unnary sialyl-oligosaccharides has been 
observed [4,5],  with a total lack of a-neuraminidase 
activity in leukocytes, while the other hydrolase 
activities are normal [6] . This defect ofa-neuramini- 
dase activity has been also found in cultured iïbroblasts 
[7 ,8]  , but was not charactenstic, in this case, of a 
pnmary defect, since the other hydrolases were also 
defective. This primary defect in a-neuraminidase is 
in good agreement with rnany other observations 
which have been made on mucolipidosis II such as an 
increase of electronegativity of secreted hydrolases 
compared to intracellular or normal plasma hydrolases 
191 , and failure of their uptake by different types of 
cells [IO]. Recognition markers of secreted glyco- 
proteins, including acidic hydrolases, have been 
identified for different types of tissues as galactose, 
iV-acetylglucosamine or mannose [ I  1-13] , and an 
a-neuraminidase deficiency might explain the abnormal 

Abbreviations: Na, IV-acetyineuraminic ~icid, Gai, jaiactose; 
&fan, mannose; GNAc, 1%'-acetylJlucosarnine; $-endo-GlcNase, 
O-endo-IV-acetylglucosaminidase 

exocytosis of hydrolases in ICD fibroblasts by rnasking 
the recognition marker. 

Mucolipidosis III can be considered as an attenuated 
form of mucolipidosis II. A partial defect of leükocyte 
a-neurarninidase activity (15% of the normal value) 
and a rnoderate excretion of unnary sialyl-oligo- 
sacchandes (IO-20-fold the normal level) were also 
charactenzed [14,15] . 

Other known rnucolipidosis present quite different 
pathogenesis. Mucolipidosis 1 is characterized by a 
profoundly diminished activity of a-neuraminidase 
and abnormal accumulation of sialic acid-containing 
compounds in cultured fibroblasts [8] . Nevertheless, 
the hydrolase activity abnormalities found in muco- 
Iipidosis II and III are here not present. Structures of 
sialyl-oliposacchandes accurnulating in urine have 
been described [16] and are identical to those of 
rnucolipidosis II. 

Mucolipidosis W. (provisionally named by the 
initiai of the patient) is very similar to mucolipidosis 
1. with additional rend insufficiency [17] . An accu- 
mulation of urinary sialyl-oligosaccharides and a total 
lack of leukocyte a-neuraminidase activity have 
been observed [4,5] . 

Patients De P. [18] and N.  (Guazzi, Fedenco, 
Carlemagno, Michalski and Strecker) are adolescent 
and adults, without significant symptoms, except 
cherïy-red macular spot and moderate neurological 
troubles. In these two 'new' types of mucolipidosis 
(which are probably attenuated forms of mucolipidosis 
1), a massive excretion of urinary sialyl-oligosaccharides 
has been observed and an a-neuraminidase deficiency 
was confirmed for the two patients De P. [5,15] . 

Elsevicr/~Vorth-Holland Biomedical Press 
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Table 1 
a-Neuraminidase activitya in leukocytes (nmol/h/mg protein) 

Substrate 
a-AcNeu-(2&)-R a - A c N ~ u - ( ~ + ~ ) - R  

1. Concentration of substrate 

Normal subjects 

Siakdosis A 
MLP II case no. 1 

case no. 2 
MLP III 

Sialidosis B 
MLP W. 
MLP De P. brother 

sister 

2. Concentration of substrate 

Normal subjects 

Sialidosis A 
hILP II case no. 3 

case no. 4 

Sialidosis B 
MLP W. 
MLP 1 case no. 1 

"il the other hydrolase activities are normal or slowly increased, except 
p-gaiactosidase (15% of the normal value for MLP case no. 1) 
n.d. not determiqed 

Table 2 
a-Neuraminidase activity in cultured fibro2>lasts (nmol/h/mg protein) 

Substrate 
a-AcNeu-(24)-R cr-AcNeu-(2+3)-R 

-- - -  

Concentration of substrate 20 nmo1/200 pl 40 nmo1/200 pl 

Control 1 
Control 2 

Sialidosis Ba 

MLP De P. (brother) 0.020 
MLP 1 (case no. 2) 0.00 

a AU the other hydrolase activities are normal or slowly increased 
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From a biochemical point of view, these six types 
of sialidosis can be divided into two classes: sialidosis 
type A, (mucolipidosis II and III) with an a-neur- 
aminidase defect, a moderate excretion of urinary 
siaiyl-oligosaccharides (10-20-fold the normal value 
for mucolipidosis III and 40-120-fold for mucolipi- 
dosis II) and a leakage of lysosomal hydrolases into 
extracellular fluids; sialidosis type B, (mucolipidn~is 
1, W. De P. and N.) with an a-neuraminidase defect 
and massive excretion of urinary sialyl-oligosaccharides 
(500- 1000-fold the normal value), but without 
lysosomal hydrolase exocytosis. On the other hand, it 
is interesting to note [5] that the accumulated 
compounds show a ratio of a-(2-.6) to a-(2+3)-sialyl 
linkages of 1 for sialidosis A and of 10-30 for 
sialidosis B. 

a-(2+3) and a-(2+6) neuraminidase activities, whiie 
sididosis B is only characterized by the single defect 
of a-(3'6) neuraminidase activity. 

In order to verify this hypothesis, we determined 
the a-neuraminidase activities using as natural 
substrates two siaiyl-oligosaccharides isolated from 
the urine of the patients. After reduction with 
tritiated potassium borohydride, their formulae were 
as follows: 

a-AcNeu-(2-6)-?-Gd-( 14)-0-GlcNAc-(1-2)-a- 
Man-(1+3)-0- an-( 1-4)-G~CNAC-itol-1 - 3 ~  and 

The neuraminidase activity was determined according 

2. Enzymatic studies to the procedure described [6] .  The results we 
obtained (tables 1 and 2) confirm the hypothesis of a 

Ail the above facts can be explained by the hypo- specific defect of a-(2+6) neuraminidase in the case of 
thesis that sialidosis A is due to a defect of both sialidosis B. 

~ 2 ~ -  

W 2 , 3 2  Gal 

q3 NA 
%&6m 

Fig.1. Catabolism of &coproteins and packaging ox iysosomal hydrolases in siaiidosis A and B. 
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3. Discussion 

It  has been recently shown that plasma hydrolases 
are normaliy sialylated (except for P-glucosidase, 0- 
xylosidase and acid phosphatase) in contrast to liver 
hydrolases [19] . It has been also shown that the release 
of only two sialyl residues on the twelve present in 
ceruleoplasmin was sufficient to resuit in endocytosis 
of the glycoprotein [ I I ]  . In view of these facts, we 
propose a scheme (fig.1) which might explain the dif- 
ferential etiology of the two types of sialidosis. The 
broken line (-p) indicates the failure of hydrolase 
packaging which characterizes sialidosis A. In the case 
of siaiidosis B, a single defect of a-(2+6) neuraminidase 
activity aliows a normal uptake of lysosomal hydro- 
lases. The moderate excretion of sialyl-oligosaccharides 
in the case of siaiidosis A is probably due to  the 
slackening of glycoprotein endocytosis (dotted line, 
fig.1). 

It has been aiso faund that desidylation of ICD- 
excreted 0-hexosarninidase with CZostridium per- 
f k g e n s  neuraminidase did not  enhance enzyme 
uptake by 6-hexosaminidase-deficient, non-ICD celis 
[20]. However, Ullrich and von Figura [21] found 
that endocytosis of a- and 0-N-acetylgluccsaminidase 
by human slun fibroblasts was inhbited by D-mannose 
and L-fucose and that of P-glucuronidase by mannose. 
These facts do not confirm the hypothesis of a 
masking of recngnition markers due to a primary 
defect in a-neuraminidase. since glycoproteins, and 
probably hydrolases, possess this common terminal 
structure: . 

The desialylation of excreted hydrolases couId not 
restore their endocytosis, in the case of cultured 
fibroblasts. 
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L'activité Gneuraminidasique estimée sur des homogénats 

de leucocytes et de fibroblastes a pernis de montrer que les activités 

(a2,6) et (a2,3) neuraminidasiques étaient pratiquement nulles dans les 

cas de mucolipidoses de type II et III. Dans les cas de mucolipidoses de 

type 1, W et De P., si l'activité (a2,6) est totalement nulle, l'activité 

(a2,3) neuraminidasique conserve cependant une activité normale ou 

partielle. 

Dans le cas de la mucolipidose de type II, l'absence totale 

d'activité neuraminidasique est susceptible d'expliquer la non-reconnaissancr 

des hydrolases acides, anormalement sialylées par le fibroblastes suivant 

un processus vraisemblablement analogue à celui décrit à propos de la 

reconnaissance spécifique des glycoprotéines sériques par la membrane 

hésatique. L'hypersialylation peut également expliquer les propriétés 

anorn?.les des membranes plasmiques des fibroblastes 1-Cell. Dans le cas 

de la mucolipidose de type 1 et de ses variants (De P et W.) la fuite 

des hydrolases acides lysosomaux vers le milieu extracellulaire n'est 

pas observée, bien qu'une légère augmentation des hydrolases sériques 

accompagnée d'une électronégativité accrue ait été décrite. Nous pouvons 

donc supposer, que l'activité résiduelle en a2,3 neuraminidase soit 

compatible avec une séquestration fonctionnelle des hydrolases par le 

lysosome. 

L'étude comparée des anomalies biochimiques précédemment 

décrites, semble en faveur d'une subdivision des différentes formes de 

sialidoses en 

a - S i d i d o a e  d~ ;typeA (WII et III) caractérisées par une élévation 

de certaines hydrolases sériques, une diminution de ces mêmes activités 

dans le fibroblaste en culture, une excrétion modérée de sialosides 

urinaires et un déficit total de l'activité a-neurarninidasique du 

leucocyte (dont toutes les autres activités hydrolasiques sont demeurées 

normales) . 

b - Si&do/se de Xype (MLPI, W. , De P. et N. ) caractérisées Far des 
activités normales des hydrolases sériques ou fibroblastiques, l'excrétion 



massive de sialyl-oligosaccharides urinaires et un déficit total ou 

partiel de l'activité a-neuraminidasique du leucocyte ou du fibroblaste 

en culture. 

Les faits observés à propos de la sialidose de type B 

ne permettent pas d'envisager un dysfonctionnement identique à celui 

décrit pour la mucolipidose de type II. Le seul point essentiel 

opposant ces deux types de sialidoses, mis à part le problème des 

anomalies enz~patiques consiste en l'observation d'une déficience 

du rapport des liaisons (~12,6)~euAc/(~2,3)~euAc pour les oligosaccharides 

accumulés qui est de 1 pour la sialidose de type A et de 8 à 30 pour la 

sialidose de type B. 

Les différences biochimiques observées à propos des sialidosss 

A et B pourraient s'expliquer d'un point de vue génétique par des mutations 

ponctuelles des unités oligomériques constitutives des a-neuraminidases. 

Il faudrait alors supsoser que ces hydrolases soient de la forme (a), 

pour 11a2,3 neuraminidase et (amBn) pour 1'a2,6 neuraminidase. La 

mutation de la sous-unité cl correspondrait dans ce cas à la sialidose de 

type A, la mutation de la sous-unité B à la sialidose de type B. 

V - ÉTUDE DES ACTIVITÉS a-NEURAMINIDASIQUES DU FOIE HUMAIN 

Afin de vérifier l'hypothèse préalablement mentionnée de 

1 ' existence de di£ férentes formes isoenzymatiques d'a-neuraminidases 
dans les tissus humains, nous nous sommes attachés à l'étude de la 

spécificité de ces enzymes au niveau du foie humain. Le cnoix de cet 

organe se justifiait par le fait qu'il s'agit de l'un des sièges majeurs 

du catabolisme des glycoprotéines au niveau de l'organisme, et d'autre 

parc par la quantité de protéines accessibles en vue d'une éventuelle 

purification enzymatique. L'ensemble fie ces travaux ont été réalisis 

dans le Laboratoire du Professeur SCHAUER à Kiel (R.F.A.), et sont 

résumés dans les ARTICLES 6 et 7. 
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SUMMARY 

The intracellular localization of sialidose £rom human 

liver was investigated. The enzyme activity was mainly localized in the 

lysosomal fraction, no activity could be detected in the cytosol. The 

lysosomes exhibit activity toward sialyl-lactose, sialyloligosaccharides, 

BSM mucin, fetuin and gangliosides. Al1 type of sialosyl-linkages are 

cleaved with the rate a2,3 > a2,6 > a2,8. 
++ 

Ca ions stimulate the sialidase activity towards 

sialyl-lactose, but have no effect on the rate of cleavage of 

gangliosides. H ~ + +  and CU" ions inhibit both sialyl-lactose 

and gangliosides hydrolysis. After hypotonically disruption of 

the lysosomes. The total sialidase activity is recovered in the 

pellet indicating a membrane localization of the enzyme. The use 

of Triton X-100 leads to the solubilization of an enzymatic form 

active only on gangliosides and mucins, the activity towards 

oligosaccharides and glycoproteins remains in the pellet. The use 

of sialidase inhibitors : N-4-nitrophenyl oxamic acid, and N-acetyl 

2,3-dehydro-2 deoxy neuraminic acid (NeusAc 2en), also demonstrates 

different inhibition pattern respectively for the "ganglioside" or 

"glycoprotein" sialidases. 



INTRODUCTION 

Neuraminidases ( s i a l i d a s e s ,  acylneuraminylglycohydrolase 

E.C. 3.2.1.18) a r e  involved i n  hydrolyzing s i a l i c  a c i d  r e s idues  

a -ke tos id ica l ly  bound t o  o l igosacchar ides ,  glycoproteins,  glycopeptides 

and g lyco l ip ids  (1 ,2 ) .  They have been demonstrated i n  s e v e r a l  mammalian 

organs (3-5) and i n  various s u b c e l l u l a r  f r a c t i o n s  (6-8). Most of t h e  

s i a l i d a s e  a c t i v i t y  has been found assoc ia ted  with t h e  lysosomes (9 , lO) .  

I f  the  a c t i v i t y  found i n  d i f f e r e n t  animals organs is  well  documented, only 

a few informations a r e  a v a i l a b l e  concerning the  human enzymes. The 

recen t  discovery of  genet ic  d i seases  (Mucolipidoses and s i a l i d o s e s )  

a s soc ia ted  with s i a l i d a s e s  d e f e c t s  (2,111 has g r e a t l y  increased the  

i n t e r e s t  o f  human forms of the  enzyme, and severa l  i n v e s t i g a t i o n s ,  

mostly c l i n i c a l l y  o r i en ted  have been r e a l i z e d  on cu l tu red  f i b r o b l a s t s  

and leucocytes ( 2 , l l ) .  Previous r e p o r t s  of Meyer e t  a l .  (12) and 

Alhadeff and Wolfe (13) described t h e  presence of a neuraminidase 

a c t i v i t y  i n  human l i v e r  mostly a s soc ia ted  with the  lysosomal f r ac t ion .  

This r e p o r t  descr ibes  the  subce l lu la r  l o c a l i z a t i o n  of human l i v e r  

neuraminidases, the  general  p r o p e r t i e s  and s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  of  

the  lysosomal a c t i v i t y .  Evidence on t h e  occurence of two p a r t i c u l a t e  

forms of t h e  lysosomal enzyme with d i f f e r e n t  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t i e s  

i s  given. 

MATERIALS AND METHODS 

x Subcel lu lar  f r ac t iona t ion .  

Normal human l i v e r  obtained a t  autopsy 6-10 h a f t e r  

death was kindly provided by D r .  H. S t e i n  (Department o f  Pathology, 

Universi ty of  K i e l ) .  For subce l lu la r  l o c a l i z a t i o n  s t u d i e s  f r e s h  t i s s u e s  

were used. For o the r  experiments t i s s u e s  uere s to red  a t  - 80'C p r i o r  

t o  use. A l 1  procedures were c a r r i e d  o u t  a t  0-4OC. Approximatively 300 x g 

of  l i v e r  was washed with ice-cold 0.150 M KC1 t o  remove blood and was 

then passed through a meat gr inder .  The ground l i v e r  vas suspended i n  

a 0.5 f o l d  vol .  of 0.154 M KC1 so lu t ion  containing 1 ml phenylmethane- 

su l fony l f luor ide  (PMSF) a s  p ro te inase  i n h i b i t o r  and homogenized by two 



s t rokes  of a  motor-driven loose f i t t i n g  Potter-Elvehjem homogenizer. 

The homogenate was cent r i fuged 15 min a t  1500 x g i n  a  Sorva l l  GSA 

r o t o r  t o  y i e l d  the  nuclear  f r a c t i o n .  The mitochondrial frac't1on was 

obtained by cen t r i fug ing  the  supernatant  3 min a t  33.000 x g. The 

r e s u l t i n g  supernatant  was cent r i fuged a t  63.000 x g ,  10 min t o  y i e l d  t h e  

lysosomal f r a c t i o n  ; t he  supernatant  a s  well  a s  the  f l u f f y  pink l a y e r  

of  the  p e l l e t  (microsomes) were d iscarded and cent r i fuged a t  105.000 x g 

30 min i n  a  Beckman 50 TI r o t o r ,  t o  given t h e  microsomal and cy toso i i c  

f r ac t ions .  

% Prepara t ion  of the  lysosomal membranes 

The lysosomal f r a c t i o n  was suspended i n  a  10 vol .  

hypotomic s o l u t i o n  of 5 mM a c e t a t e  buf fe r  p3  5.5 s t i r r e d  f o r  30 min 

a t  O°C and then cent r i fuged a t  3000 x g f o r  15 min ; t h e  milky super- 

na tant  was discarded and the  p e l l e t  was resuspended i n  a  10 f o l d  vol .  

of 1 M NaCl, s t i r r e d  f o r  14 a t  O°C and cent r i fuged a t  105.000 x g f o r  

30 min t o  g ive  a supernatant  (NaCl washings) and a p e l l e t  (lysosomal 

mernbrsnes). I n  ~ o ~ u b i l i z a t i o n  experiments, t h e  membranes were suspended 

i n  5 vol.  o f  20 mM T r i s / ~ C l  s o l u t i o n  containing 1 % Triton-X-100, 

adjus ted  t o  pH 6.0, s t i r r e d  f o r  1 h,  and during t h i s  time twice submitted 

t o  a  20 s sonica t ion  i n  a  cooling ba th  with a "Branson" s o n i f i e r  (mode1 

B-12, microt ip  s e t t i n g  7.5 A) and cent r i fuged a t  105.000 x g. 

3 Enzyme assavs  

For s i a l i d a s e  assays ,  the  incubation mixtures contained 

0.05 t o  0.1 mg p ro te in  from the  f r a c t i o n  and 0.1 M sodium a c e t a t e  buf fe r ,  

pH 4.0 i n  a  f i n a l  volume of 0.2 m l .  Subs t ra t e s  were added i n  aqueous 

solu t ion  t o  g ive  a f i n a l  concentra t ion  of 1 mM g lycos id ica l ly  bound 

s i a l i c  acid.  

The con t ro l  incubation mixtures (blanks)  were performed 

using boi led  enzyme. Come ol igosacchar ides  o r  the  2,3-dehydro-2-deoxy-N- 

acetylneuraminic ac id  made a small con t r ibu t ion  t o  the  absorbante which 

was correc ted  with the  ap2ropr ia te  blanks. 

Ganglioside s i a l i d a s e  was assayed a s  i n  (14) .  I n t e r n a t i o n a l  

u n i t s  of enzyme a c t i v i t y  were employed being t h a t  amount of enzyne requi red  

t o  r e l ease  1 pnol s i a l i c  âcid/min. Routinely incubations wre made a t  37OC 



for 2 h and stopped by freezing or adding the periodate agent for the 

periodic acid/thiobarbituric acid test (15). Microadptations of the 

periodic acid/thiobarbituric acid method were used for the estimation 

of free sialic acid, and those of the orcinol/~~l/~e~+ method for the 

estimation of total (free and bound) sialic acid. 

Al1 other enzymes were assayed as in (16) . 

x Substrates and inhibitors 

Fetuin was obtained from Sigma and dialysed extensively 

against water before use. Sialyllactose isomers ( I I ~  Neu5Ac Lac and 
6 II Neu5Ac Lac) were prepared according to (17). Bovine brain ganglioside 

mixture was prepared by the partition method of Folch et al. (22), 

and individual gangliosides were obtained as described by MOMOI et al. 

(18). Bovine submandibular gland mucus glycoprotein was obtained âs 

detailed in (19). Sialylhexasaccharides wre purified from sialidosis 

urine ( 2 0 ) .  

2,3-dehydro-2-deoxy-N-acetylneuraminic acid and 

N-(4-nitro-phenylloxamic acid were gifts from Dr. R. Veh (Bochum). 

* Protein assays 
Protein was determined by the method of Lowry et al. (21) 

using bovine albumin standards. 

RESULTS 

x Subcellular distribution of sialidase activity 

In order to obtain a rough estimate of the intracellular 

distribution of sialidase in human liver, the fractionation scheme described 

under "methods" was followed. The relative purity of each fraction was 

followed Uy the assay of marker enzymes (succinate dehydrogenase for 

mitochondria, arylsulfatase for lysosomes and glucose 6-phosphatase for 

the microsomes), which showed expected distribution pattern. 

Figure 1 shows that neuraminidase present the greatest specific activity 

in lysosomes ; some activity was also found in other fractions mainly 

the nuclear one (corresponding certainly to the plasmic membrane enzyme), 



and also in microsomes. The activity of this latest enzyme seems to be 

increased when the assay Fs realized at pH 5.0. The activity found in 

the mitochondrial fraction corresponds to contaminant lysosomes as 

indicated by the marker enzymes. It should be noted that no sialidase 

activity is detected in cytosol even after concentration of this 

fraction. This result is in disagreement with previous report of 

Meyer et al. (11) and may be explained by the use of protease inhibitor 

in the fractionation procedure, as well as the use of fresh tissue for 

the experiment. 

The data given in table 1 show that more than 90 % of 

the total activity of the lysosomal activity remain in the membrane 

after the treatment of hypotomic shock and washing with 1 M NaCl; 60 % 

of the total acid phosphatase activity (a lysosomal membranes' marker 

enzyme) remains associated with the membranes in the same condition. 

53 % of the pellet activity can be solubilized by the Triton X-100/ 

sonication procedure. The enzyme released by this method remain active 

only on gangliosides and mucins ; its purification has been described 

elsewhere (22) . 

* Properties of lysosomal sialidase 
The optimum pH was 4.4. when determined with sialyl- 

lactose, and 4.1 with gangliosides mixture. This low pH optimum is 

typical for other sialidases, especially those £rom lysosomal origin 

(2). The hydrolysis of both sialyl-lactose and gangliosides proceeds 

linearly for 4 hours, after which time there was a slight decrease in 

the hydrolysis rate. There was also a linear relationship between the 

concentration of enzyme and the amount of product formed. 

* Stability of neuraminidase 
Storage of a lysosomal suspension in acetate buffer at 

4OC for 24 h causes 30 to 40 % loss of activity. 80 % of the activity 

was recovered after storage of the suspension one week at - 20°C. 
Only 50 % of the activity remâins after two cyles of freezing and 

thawing. Mercaptoethanol or dithiothreitol (2 mM) inhibits the enzyme 



and doesn't prevent t he  l o s s  of a c t i v i t y  during the  storage. Preincubation 

of t he  enzyme 3 0  min a t  40°C gives a 5 0  % decrease of the  enzyme a c t i v i t y  

towards a l 1  the  subs t ra tes  tes ted.  The enzyme a c t i v i t y  was completely 

destroyed by a 3 0  min preincubation a t  50°C. 

* Influence of ions  

The influence of d i f f e r en t  ions  on s i a l i da se  a c t i v i t y  has 
++ 

been tes ted  and summarized i n  Fig. 2. Ca stimulated the  hydrolysis of 

s ia lyl - lactose ,  but has no e f f ec t  on the  r a t e  of hydrolysis of gangliosides. 
++ 

H ~ + +  and Cu i n h i b i t  both s ia lyl - lactose  and gangliosides cleavage. 

Similar inhibi t ion pa t te rn  has been previously described f o r  s i a l i da se s  

of d i f f e r en t  sources (23,24). 

* Inhibi t ion s tud ies  

Two d i f f e r en t  inh ib i to rs  of s i a l i da se  were tes ted  : 

N-acetyl 2,3-dehydro-2 deoxyneuraminic acid (Neu5Ac 2en) and N-4- 

nitrophenyl oxamic acid. Fig. 3 shows the  inh ib i t ion  pa t te rn  obtained 

f o r  d i f fe ren t  substra tes .  I t  can be observed t h a t  Neu5Ac 2en i n h i b i t s  

the  s ia l idase  a c t i v i t y  f o r  the  d i f f e r en t  gangliosides o r  s ia ly l - lac tose  ; 

a c t i v i t y  towards glycoproteins ( fe tu in ,  orosomucoid) a s  well  a s  f o r  

oligosaccharides derived from glycoprotein carbohydrate chains (Sialoside 

1 and II) remains unchanged. Opoosite r e s u l t s  a r e  obtained with 

N-(4-nitropheny1)oxami.c ac id  which se lec t ive ly  i nh ib i t s  gangliosides,  

but has no e f f ec t  on glycoproteins. Similar r e s u l t s  have previously 

been obtained fo r  horse l i v e r  s ia l idases  (25) .  These r e s u l t s  confirmed 

those obtained by so lub i l i za t ion  experiments and a re  i n  favour of two 

d i f f e r en t  enzymatic forms with d i f f e r en t  subs t ra tes  spec i f i c i t i e s .  

Substrate s p e c i f i c i t i e s  

The a c t i v i t y  of lysosomal s i a l i da se  towards d i f f e r en t  

sialyl-glycoconjugates with d i f fe ren t  type of s ia losy l  linkages has been 

tes ted .  The r e s u l t s  are  summarized i n  Fig. 4. A l 1  types of subs t ra tes  

including s ia lyl - lactose ,  sialyl-oligosaccharides from d i f f e r en t  o r ig in  

(milk o r  glycoproteins),  mucins, gangliosides, glycoproteins are  cleaved. 



Dif fe ren t  r a t e  of cleavage a r e  observed according t o  t h e  type of 

s ia losyl - l inkage  with t h e  order  2 ,3  > 2,6 > 2,8. I t  should be noted 

t h a t  no g r e a t  d i f f e rences  can be observed âccording t o  t h e  na ture  o f  

t h e  s i a l i c  a c i d  (N-acetyl o r  N-glycosyl). A slow hydrolys is  of GM1 

ganglioside i s  observed, bu t  it can be r e l a t e d  t o  the  presence of  

B-galactosidase a c t i v i t y  i n  t h e  lysosomal suspension. Hydrolysis of 

4-OAc-Neullc-GM3 gangl ios ide ,  which i s  know t o  be neuraminidase r e s i s t a n t  

(26) was observed. This  f a c t  may be associa ted  with t h e  presence of  

e s t e r a s e  a c t i v i t y  i n  hunan l i v e r  (Schauer, unpublished).  

Km va lues  f o r  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e s  a t  pH 4.0 were 

ca lcu la ted  us ing the  Lineweaver and Burk p l o t  (27) and a r e  summarized i n  

Table 2 .  

Our r e s u l t s  concerning the  s i a l i d a s e  a c t i v i t y  of 

human l i v e r  demonstrate t h a t  t h e  enzyme i s  mainly loca ted  i n  lysosomes. 

No a c t i v i t y  i s  detec ted  i n  t.he cytosol .  This r e s u l t  i n  opposi t ion wi th  

previous r e p o r t  concerning human l i v e r  ( 1 2 ) ,  o r  r a t  l i v e r  enzyme ( 2 3 ) ,  may 

be  explained by the  use  of  f r e s h  t i s s u e s  o r  t h e  presence of  proteases  

i n h i b i t o r  i n  the  f r a c t i o n a t i o n  procedure. The s i a l i d a s e  a c t i v i t y  i s  

f i rmly  associa ted  with t h e  lysosomal membrane. The use o f  s p e c i f i c  

i n h i b i t o r s  demonstrate t h e  presence of  a t  l e a s t  two forms of  the  enzymes. 

One form a c t i v e  on gangl ios ides  o r  mucins can be so lub i l i zed  by t h e  use 

of  Tr i ton  X-100 and sonica t ion .  I f  d i f f e r e n t  hydrolys is  r a t e  have been 

demonstrated f o r  s ia losyl - l inkages  a2 ,3  and a2 ,6 ,  no one of the  

physica l  p r o p e r t i e s  here  reported seems i n  favour of  t h e  exis tence  

o f  s p e c i f i c  isoenzymes f o r  each types  of l inkages .  The r e s u l t s  presented  

he re in  should permit s t u d i e s  on t h e  a l t e r a t i o n s  of neuraminidase l e v e l s  

i n  pa thologica l  condi t ions .  
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ENZYME LYSOSOMES 0.05 M ACETATE 0.1 M NaCl MEMBRANES TRITON X- 100 SOLUBLE 
WASHING WASHING FRACTION 

S.A. % % % k 
Protein (mg) 8180 4 7 15 38 12 

Acid phosphatase 2 200 15 2 0  65 30 

Sial idase * 2 , 3  s ia lyl- lactose 150 * 12 2 5 93 2 
I 

Table 1 : Distribution of enzymes and protein i n  the  lysosomal subfractions.Yields a re  expressed a s  percentage of the  

whole lysosomal protein and a c t i v i t i e s .  The specif ic  a c t i v i t i e s  (S.A.) of acid phosphatase, P-N-acetylgluco- 

saminidase a re  defined a s  nmole of p-nitrophenol/min/mg protein.  Activity of s ia l idase  towards GM and s i a ly l -  3 
lactose i s  given i n  pu/mg protein.  



Table II : Kinet ic  parameters of human l i v e r  lysosomal s i a l i d a s e  towards d i f f e r e n t  types  of subs t ra t e s .  

Km values were ca lcu la ted  a t  p H  4 .0  using t h e  lineweaver-Burk p l o t  method. 

3 
II Neu5Ac Lac 

6 
II Neu5Ac Lac 

S ia los ide  1 

Sia los ide  II 

3 
GM (II Neu5Ac Lac Cer) 

3 

Fetu in  

3 
Dis ia ly l - l ac tose  (II (Neu5ACI2 Lac) 

Col ominic 



LEGENDS TO FIGURES 

Figure 1 : Subcellular localization of human liver sialidase activity. 

Fractions are represented in the order of their isolation. 

(N : nucielJs, M : mitochondria, L : lysosomes, P : microsomes, 

S : cytosol). Each fraction is represented separately by its own 

relative specific activity (percentage of total recovered activity/ 

percentage of total protein recovered). In the abcissa scale, each 

fractions is represented (cumulatively £rom left to right) by its 

protein content, expressed as a percentage of the total protein. 

Sialidase was assayed with 113-sialyl-lactose as a substrate. 

Figure 2 : Effect of divalent cations on rat liver neuraminidases. The 

cations were added to the enzymes and the mixtures kept for 
++ ++ +C 

30 min at 4OC prior the enzyme assay. HCa , OZn , UMg , 
++ 

C U + + ,  A Hg . 

Figure 3 : Inhibition of human liver membrane bound lysosomal sialidase 

by 2-deoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuraminic acid a) and N-(4- 

nitrophenyll-oxamic acid b} with the following substrates : 

al-acid glycoprotein ( 0 ) ; fetuin ( i ) ; I V ~ N ~ U ~ A C ~ C O S ~ ~  ( A ) ; 

Neu5Ac2-6Gal-GlcNAc (Man) 2GlcNAc ( O ; 113~eu5~cLac~er ( a ) ; 

Ganglioside mixture (bovine brain) (A ) ; 11~~eu5~cLac ( O )  ; 

I I ~ N ~ ~ S A C L ~ C  ( C1) ; NeuSAc2-6GalBl-4GlcNAc ( A ) . 

Figure 4 : Substrate specificity of human liver sialidase. 1U = 1 nmole 

5NeuAc released/h/mg protein. 
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Solubil ization a n d  Aff in i ty  Chromatography  o f  a Sialidase f r o m  H u m a n  Liver 

Jean-Claude MICHALSKI, Anthony P. CORFIELD and Roland SCHAUER 

Biochemisches Institut, Universitat Kiel 

(Recrived 24 !vlay 1982) 

Siimmary: A sialidase, acting on gangliosides and HCI buffer, pH 7.5, as eluent. The sialidase ex- 
mucus glycoproteins (pH optimum 4.0-4.5) was hibited a molecular mass of about 200006 Da on 
soiubiiized by 1 do Triton X-100 and shprt ultra- Sephadex G-200. On analytical gel electrophore- 
sonication from a crude mitochondrial-lysosomal sis, an enzymically active protein band of about 
fraction isolated from human liver. The enzyme 70000 Da was observed. A sialidase acting on 
was enriched over 1000-fold with the aid of af- sialyllactose remained in the membrane fraction 
finity chrornatography on equine submandibular and could not be solubilized. 
gland rnucin bourid to Sepharose and 2 0 m ~  Tris/ 

Solubiiisiencng und A ffinirarschromatographie einer Sialidase aus menschlicher Leber 

Zusamrnenfassung: Eine Gangliosid- und Mucin- 
spezifische Sialidase (pH-Optimum 4.0-4.5) wur- 
de durch kurzes Beschailen einer aus Mitochon- 
drien und Lysosomen bestehenden Fraktion 
menschlicher Leber in Cegenwart von Triton 
X-100 in Lcisung pebracht. Die Enzymaktivitat 
wurde affinitatschromatographisch auf Submandi- 
buiardnisenmucin vom Pferà und unter Anwen- 
dung von 2 0 m ~  Tris/HCl h f f e r ,  pH 7.5, ais Elu- 

tionsmittel, über 1000-fach angereichert. Aus Se- 
phadex G-200 eluierte das Enzym mit einer Mole- 
kularrnasse von ungefahr 200000 Da, wahrend bsi 
analytischer Gelelektrophorese eine enzymatisch 
aktive Proteinhande mit etwa 70000 Da beobach- 
tet wurde. Eine Sialyllactose-spezifische Enzymak- 
tivitat blieb in der Membranfraktion zurück und 
konnte nicht in Losung gebracht werden. 

6- words. Sinlidase. Iiuman !iver, affinity chromatography, equine subrnandibular gland rnucin, gangliosides. 

E~iryme. 
3- .V-Xcetyi-D-i iemminidnse .  2-acetarnido-2-deoxy-13-D-hexoside acetamidodeoxyhexohydrolase (EC 3.2.1.57);  
3-D-Gal3c:o~ia:is?, 6-D-gîlnctotidt. galactohydrolase (EC 3.2.1.23); 
p-D-Gluco\itia\c. 0-D-glucoliydrolast. (EC 3.2.1.21); 
Siolid3be, acyineiirarnir.yl tiydrolase (EC 3.2.1.18), still recomrnended name neuraminidase. 
A bbreviario~i 
ES\.[-Sep1i:irox = Equine ~uhrnandibulrir gland rnucin-Sepharose. 

ÛOl84888/82/0363-iU97SO2.00 
O Copyrigiit by Walter de Gruyter & Co . Berlin . New York 
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The study of sialidases has been largely carried 
out with bacteriai and viral e n ~ ~ r r , e s [ ~ - ~ ] .  The 
investigation of mammalian sialidases has been 
limited by the complexity of marnmalian ce11 
systems and the mainly membrane-bound nature 
of the e n ~ ~ m e [ l - ~ ] .  Sialidases have been demon- 
strated in a variety of tissues, of which brain, 
liver and kidney have berri extensivrly studied 

A particulate form of the enzyae  was 
described in lysosomes[6], Golgi apparatus[51 and 
plasma membraneIf 1 of rat liver. The presence of 
a soluble activity has been reported in rat liver 
and brain181. The discovery of sialidase deficiency 
in sialidosis as well as in mucolipidosis II (1 ce11 
disease) and mucolipidosis III (Pseudohurler poly- 
d i s t r ~ ~ h y ) I ~ - ~ ~ I  has focused attention on the 
molecular Ïorms of human sialidase. 

Purification of mamnalian sialidases has not been 
widely reported[21. Recrntly , the separation of 
sialidases from pig kidney using immobilized cl, - 
acid glycoprotein and N-(4-nitropheny1)oxarnic 
acid was published[131. We describe here the 
solubilization of a sialidase from human liver 
and a rapid partial purification of the enzyme by 
affinity chromatography. 

Materials and Methods 

Sialidase solubilization 

All operations iverr carried oü t  a t  4 O C .  Human autopsy 
liver (300 g) obtained 6-10 ii after death was homo- 
genized by two strokes of a motor-driven loose fitting 
Potter-Elvehjen homogenizer, in a j-foid vol. of 3.154M 
KC1 solution, containing 1mPd phenyirnethanesulfonyl 
fluoride as proteinase inhibitor. 

The homogenate was centrifuged 1 5  min at  1 5 0 0  x g t o  
yield the nuclear fraction, and a crude mitochondrial- 
lysosomal fraction was obtained by centrifugating the 
supernatant 15 min a t  3 000 x g. The latter fraction was 
suspended in 10 vol. O:' 5mM acetate buffer. pH 5.5, 
stirred for 30 min and  centrifuged a t  3 000  x g for 
15 min. The pellet was resuspended in a 10-fold volume 
of 1 M  NaCI, stirred for 1 h and centrifuged as above. 
The residue was Suspended in 5 vol. of 70mM Tris,'HCl 
solution containing 1 %  Triton X-100 and adjusted to 
pH 6.0, stirred for 1 h ,  and during this time twice sab- 
rnitted to a ?O s sonicatior. in a cooling bath with 3 

"Branson" sonifier (mode1 B-12, microiip. setting 7.5 A). 
Xfter ceritrifu~a?ion a t  105000 x g, 30-5003 of the total 
sialidasr îctivizy was found in tne süpernatrn:: the re. 
mainin; pellet activity could not be soiubilized even 
after 60  s sonication. 

Affinity chromatography of sialidase 

Equine submandibular gland mucin (ES&l)-Sepharsse 
4B was prepared essentially as described by Corfield e t  
al.[ 141 for bovine subrnandibular glacd mucus glyco- 
protein. One ml ESM-Sepharose contained 0.09 pmol 
sialic acid. 

The soluble sialidase fraction obtained as described 
above was concentrated 2-fold using a PM-10 filter in a n  
Xmicon concentration ce11 and applied on  a column 
(10 x 1 cm) packed with the ESM-Sepharose 1 B  sel, 
previousiy equilibrated with 20mM TrisiHCl solution 
adjusted to pH 6.0. The column was eluted a t  a flow 
rate of 1 ml per min and ?-ml fractioris were collected. 
The elution was started usinj  the solution for equilibra- 
tion; after washing with 2 column volumes, sialidase was 
eluted by changing the pH of the 2OmM TrisIHC1 solu- 
tion from 6.0 t o  7.5. The sialidase-active fractions were 
concentrated as befûre. 
The enzyme eluted from the affinity column was applied 
t o  a Sephzdex G-200 column, equilibrated wirh 2OmM 
TrisEiC1 buffer, pH 7.5, or submitted to  electrophoresis 
on  polyacrylamide gels (see below). Protein concentra- 
tion was measured by the Lowry method[151 usin; 
crystalline bovine seriim albumin as a standard. 

Electrophoresis 

Discontinuous electrophoresis on  an analytical scale in 
8 c m  7.5% polyacrylarnide gel for separation and 1 c m  
3% gel for concentrstion was carried ou t  in a Canzlco 
electrophoresis apparatus with 0.4M Tris/HCl buffer, 
pH 8.9, as described beforei 161. Enzyme prorein 
(50-100 pg) was dissolved in 60mM TrisIHC! buifer, 
pH 6.9, containing 0.001 % bronophenol biue and 2 0 8  
sucrose in a total volume of 100 pl. The concentration 
of protein was carried ou t  at  150 V snd the separation 
at  250 V in the course of approximate!~  4 h at  5 OC. The 
gels were stained for protein with Amido black as de- 
scribed before[17] or ,  in parallel runs, studied for siali- 
dase activity. The enzyme was localized in unstained 
gels after extraction of  0.5 cm sectrons with 200 pl  
0.1M sodium acetate buffer, p t i  4.5, for 30  min a t  4 "C 
and incubation as described below. The marker proteins 
catslase, rabbit muscle aldolase, citrate synthetase. bo- 
vine serum albumin and ovalbumin purchased from 
Boehringer Mannheim GmbH. were employed in parallel 
runs to  allow 3n estimation of the molecuhr massIi71. 

Enz::me assays 

The incu'cation mixtures contained 0.05 to 0.1 mg pro- 
tein from the enzyme fractions and U.!hl sodium acrt2te 
buffer, pH 4.0 or 1 .5 .  in a final vo!ume of 0.2 ml. Sub- 
strates were added in aqueous solution to %ive a final 
concentr2r:on of 1 rnb! glycosid~cally bound sialic ~ c i d .  
The pH of tne reaction mixture wds at  the optimum. 
pH 4.0 for gsngliosides and pH 4.5 for sübrnandibular 
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yiand mucins and sialyllactose. as was established in 
preliminary experirnentc. The control incubation mix- , 

turcs t blanks) were performed using boiled enzyme. 
R«utiriely, incubation? were made at 37 O C  for 2 h and 
,toppcd by f'rcezing or adding the periodate agent for 
the pzriodic acidithiobarbituric acid testIi81. Incuba- 
tions for longer tirnes wcrc under the same conditions 
as L!cscribed above. Microadaptations of the periodic 
acid/t!iiobarbituric acid rnethod were used for the esti- 
mation of free sialic acid and those of the orcinol/HCI/ 
F ? ~ "  niethod for the estimation of total (free and bound) 
sialic acidj l a i .  International units of enzyme activity 
were ernpioyed, being that amount  of enzyme reqiiired 
to relsase I umol sialic acidlmin. 

Protcrise, J-D-galiictosidase and 9-N-acetyl-D-hexosamini- 
dase activities were deterrnined as described in ref.I1']. 

Strhsrrares 

1-i.tu,ii wns obtained frorn Sigma and dialysed extensively 
;ipninzt water before use. Sialyllactose ( I I ~ N ~ U ~ A C - L ~ C )  
\ L a i  prcpared according t 0 [ ' ~ 1  and e uine submandi- 3 b u l x  eland rnucin as described ini2' . This protein con- 
tiiiiicci 2 0 5  bound sialic acid aiter dialysis and saponifi- 
cation o i  the sialic acid ester groups. Bovine submandi- 
buliir land mucus glycoprotein was obtained as detailed 
i r!  ' f Bovine brain ganplioside mixture r a s  prepared 
b4 tlie partition method of Folch et and individ- 
\;al _oangiiosides were obtained as described by Momoi 
et al.lZ3 1. The purity of GM ( I I ~ N ~ u ~ A C G ~ O ~ ~ ~ C ~ ~ )  
usas estabiished by thin-layer chromatography. 

Results and Discussion 

Due to the protease activity associated with ly- 
sosornal preparations, a rapid purification tech- 
nique of the sialidase was required, assisted by 

the inclusion of the protease inhibitor phenyl- 
methanesulfonyl fluoride during homogeniza- 
tion of the liver. The sialidase is strongly mem- 
brane-bound and cannot be released by either 
hypertonic shock or extraction by sodium 
chloride or detergents alone. Only the combina- 
tion of extraction with Triton X-100 and short 
sonication gives a solubilization of 50% of the 
total sialidase activity Increases in the duration 
of sonication or Triton X-100 concentration lead 
to loss of enzyme activity. 

The procedure for partial purification of the 
human liver sialidzse can be completed within 
3-4 days and is summarized in the Table. Solu- 
bilization of the membrane-bound enzyme is 
followed by chromatography on an affinity 
column of EShl-Sepharose 4B, giving a yield of 
about 20% and a purification factor of more 
than a thousand. The majority of the contaminat- 
ing proteins present in the soluble fraction, togeth- 
er with most of the Triton X-100, are removed 
during affinity chromatography on ESM-Sepharose 
4 B  (Fig. 1). The solubilized sialidase activity is re- 
tarded on the coiumn and is eluted by changing 
the pH of the Tris/HCI eluent from 6 to 7.5. The 
use of Tris/HCl at pH 6 avoids the need to change 
buffers during elution. At pH 6 the protein con- 
centration is sufficient to buffer the solution. 

The sialidase behaves as a high molecular mass 
protcin (approximately 200000 Da) on Sephadex 
G-200 (Fig. 2 )  and shows a specific activity of 
7.73 mU/mg protein with bovine submandibular 
gland mucus glycoprotein and 5.07 mU/mg pro- 

Table. Yieids and specific enzyme activity towards mucus glycoprotein and gangliosides d u r i n j  the purification of 
siaiiilnse frarn liuman liver. 

Xlucus glycoprotein Ganglioside mixture 

j facror 
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20 40 
Fracrions no. + 

Fig. 1. Elution profile of solubilized human liver siaii- 
dase on ESBf-Sepharose 4B. 
Sialidase was applied to a column (10 x 1 cm) of EShf- 
Sepharose 4B in 2OmM Tris/HCl sclutior,, pH 6.0, 2nd 
eluted at 1 ml/rnin. Thr enzyme was eluted by the same 
buffer at pH 7 . 5 .  Fractions of 2 ml were collected. 
8 - - - - -, proteiri content; -. sialidase activity 
tested with gangliosides. 

tein with ganglioside substrate. The correspond- 
ing yield is - 14% and the overall purification 
between 1200- and 1400-fold with the mucus 
glycoprotein or gangliosides as substrates. 

Analysis of the affinity-purified sialidase fraction 
by polyacrylamide gel electrophoresis reveals a 
major protein band at high molecular mass and 
another at approximately 70000 Da, orily the 
latter corresponding with enzyme activity (Fig. 3). 
This result, together with the molecular mass from 
Sephadex G-200 suggests that the solubilized en- 
zyme is present mainly as a high molecular mass 
complex or aggregate, which was partially disag- 
gregated during electrophoresis to  yield the 
70C00 P a  band. Recovery of the sialidase activ- 
ity on electrophoresis was only 10% of the start- 
ing material (ESM-Sepharose eluate). 

The molecular mass of 70000 Da is in the range 
of molecular masses found for bacterial sialidases 
12,171. 

The partially purified enzyne can be stored at 
4 "C in 30mm TrislHCl buffer, pH 7.5,  for 18 h 
without appreciable loss of activity. However, 

10 20 30 
Fractions no. + 

Fig. 2. Sephadex (3-200 chromatograpiiy. 

The sialidase-containing fractions from EShl-Sepharose 
were conceatrated by ultrafiltration (Amicon PSI-10) to 
0 . 5  ml and applied to a Sephadex G-200 column (1 x 
100 cm) which was eluted with 20mM TrisIHCl buffer, 
pH 7 . 5 ,  at a speed of 10 ml/h. 2-ml fractions were 
collected. 
8 - - - - 8 ,  protein content; -, siaiidase activity 
towards ganglioside mixture. 

two cycles of freezing and thawing, or incubation 
for 5 min at 45 "c, lead to a 40% decrease of 
enzyme activity. 

The enzyme preparation from affinity chroma- 
tography contained nc detectable /3-D-galactosi- 
dase, j3-D -glucosidase, j3-LV-acetyl-D -hexosamini- 
dase or protease activity. 

The pH optimum in the region of pH 3 to 4.5 of 
the sialidase with mucus glycoproteins or ganglio- 
sides as substrates is typical for 3 lysosomal en- 
zyme. The activity of the enzyme with different 
substrates is striiung, in that mucus glycoprotein 
and gangliosides (inciuding CM*) are cleaved, but 
II3Yeu5Ac-Lac ana fetuin are very poor substrates 
(Fi;. 4). Studies with rat liver141 and h e a r ~ [ * ~ I  
sialidases have also shown some of these charac- 
teristics. 

The majority of the sialidase ac:ivity with 
i13Neu3Ac-Lac is not solubilized and rrmains in 
the p i l e t .  This is consistent with the existence 
of Iwo sialidases in +.uman live:. one acting or1 
gangliosides 2nd mucin giycoproteins and the 
other on ;Y-jlyzosidic type glycoproteins (e.g. 
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Fig. 3. Polyacrylamide gel elec- 
trophoresis of solubilized human 
liver lysosornal siaiidase after chro- 
matography on ESSI-Sepharose 
4B. 
The gel is stained with Amido 
black. Parailel gels were run for 
determination of enzyme activity 
acd rnolecular m a s .  Details of 
sialidase assay and extraction of 
gel slices are given in the text. The 
R F  values relative to bromophenol 
blue and the molecular masses of 
marker proteins are shown on the 
left hand side: 1, catalase; 2, 
aldolase; 3, citrate synthetase; 4 ,  
bovine serurn albumin; 5, oval- 
bumin. Siaiidase activity is indi- 
cated on the nght hand side. 

Sialic acid released 
1 0 - ~ x M ,  RF  [nmol] + 

Fig. 4. Progress curves of sialidase ootained after 
elution from Sephadex G ? O O  towards different natiiral 
substrates. 
Symbols: - - -*, sialyllactose; A- --A, f?tuin; 
-, GM gangliosi'de; n - . - . - c. bovine brain 
ganglioside mixture; mxxxx 8 ,  G4l3 ganglioside; 
a - - -a, bovine subrnanàibular plarid mucus giyco- 
protein. Conditions are as described in Jl~ierials and 
'vlethods. 
Incubations contained ImM final concentration of yly- 
cosidically bound siaiic acid. 

0.1 0.2 0.3 

Bromophenol blue 

fetuin) and 1 1 ~ ~ e u ~ ~ c - ~ a c [ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ] .  No evidence 
for separate activities with ganglioside and mucus 
glycoprotein substrates could be found on the 
basis of experiments presented here. Work with 
various substrates and sialidase inhibitors has 
provided evidence for the exisrence of probably 
three separate sialidase activities in human liver 
([271 and iClichalski et al., unpublished). 

A recent has described the presence of 
soluble acd membrane-bound sialidase activity 
against sialyllactose in human liver. Both enzyme 
forms showed similar pH optima at -pH 4, but 
no further purification or characterization was 
detailed. 

The method described for the solubilization and 
partial purification of one form of human liver 
sialidase by affiniry chromatography is simple 
and rapid. This is a valuable new tool for the 
study of this important enzyme. Proteolytic di- 
gestion. partly responsible for the great instability 
of rhe enzyme. can be avoided. The technique is 
applicable to the isolation of sialidases from dif- 
f e r e ~ t  sources (e.;. humân leucocytes, bacteria: 
Schauer, unpublished) and can be sppiied to the 
study of  siaiidases in pathological states such as 
sialidosis. 
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En résumé les études réalisées sur l'activité neuramini- 

dasique du foie humain ont permis de faire les constatations suivantes : 

- La majorité de l'activité a-neuraminidasique est localisée 
dans la fraction lysosomale ; aucune activité cytosolique n'a été détectée. 

Ce dernier résultat en contradiction avec les observations préalables de 

MEYER et al. 1981 (421) peut s'expliquer par l'emploi d'inhibiteurs 

protéasiques au cours de l'homogénéisation. 

- Au sein du lysosome l'activité neuraminidasique est 
essentiellement liée à la membrane. 

- Tous les types de liaisons de l'acide sialique sont 
hydrolysés, la cinétique d'hydrolyse étant a2,3 > a2,6 > a2,8. 

- L'emploi d'inhibiteurs spécifiques (2,3-1-dehydro-NeuAc 
ou acide para-nitro-phenyl oxamique) permet de mettre en évidence des 

inhibitions différentes pour les gangliosides et mucines d'une part, 

glycoprotéines ou oligosaccharides d'autre part, suggérant l'existence 

de deux formes isoenzymatiques différentes ou tout au moins de deux sites 

catalytiques différents. 

- L'emploi de détergent (Triton X-100) associé à la sonication 

a permis la solubilisation d'une forme enzymatique active sur les seuls 

gangliosides et mucines, l'acitivé vis-à-vis des glycoprotéines restant 

associée à la membrane. La "ganglioside sialidase" ainsi solubilisée peut 

être rapidement purifiée par chromatographie d'affinité sur ESM-sépharose. 

- L'activité résiduelle du culot membranaire hydrolyse à la 

fois les liaisons a2 ,3  et a2,6 des sialyloligosaccharides, ou des chaînes 

glycanniques des glycoprotéines. Les deux activités sont inhibées de façon 

identique par différents inhibiteurs sialidasiques. Ces dernières propriétés 

semblent en ciéfaveur de l'existence de formes isoenzymatiques spécifiques 

d'un type particulier de liaison. 

En conclusion, les études menées sur les a-neuraminidases 

hépatiques humaines ont permis de mettre en évidence l'existence d'au moins 

deux formes isoenz~ymatiques Cifférentes, l'une active sur les gangliosides 

et les nucines, l'autre active sur les glycoprotéines et les sialo- 

oligosaccharides en dérivant. Ces deux formes étant localisées dans la 

membrane lysosornale. Bien que des différences d'ordre cinétiques existent 

dans l'hydrolyse des liaisons sialosyl a2,3 et a2,6, il ne nous a pas ét6 

permis de caractériser des formes isoenzymatiques spécifiques d'un type 

particulier de liaison. 



VI - CONCLUSION A L'ÉTUDE DES SIALIDOSES 

A - NATURE DU DEFICIT EN Ci-NEUSAMINIDASE 

Faisant  s u i t e  aux observations préalablement déc r i t e s  

concernant l ' exc r é t i on  anormale de s ia ly l -ol igocacchar ides  associé 

à un d é f i c i t  en Ci-neurarnini5ase chez l e s  p a t i e n t s  a t t e i n t s  de nucolipidoses 

de type 1 e t  II, ce type d'acomalie f u t  recherché chez d i f f é r e n t s  malades 

présentant  l e s  c a r a c t j r i s t i q u e s  c l in iques  de ce type de maladies. 

Un d é f i c i t  en Ci-neuraminidase a a i n s i  é t é  c a r ac t é r i s é  dans 

un c e r t a i n  nombre de syndromes, de symptomatologie avois inante  c e l l e  des 

nucolipidoses (Pour une revus,  vo i r  LOWDEN e t  O ' B R I E N  1979 ( 4 2 2 ) ) .  

Dans l a  majori té  des cas ,  l e  d é f i c i t  a é t é  démontré dans l e s  f i b rob l a s t e s  

e t  l e s  leucocytes des malades à l ' a i d e  de subs t r a t s  na tu r e l s  ( s i z l y l - l a c to se ,  

s ialylhexasaccharides,  f é t n ine )  ou synthétique (MU-NeuAc) . En ra ison du 

manqae d 'uniformité dans l e s  procédés expérimentaux, l a  comparaison des 

d i f f é r en t e s  études e s t  rendue d i f f i c i l e .  I l  e s t  cependant à noter  que l a  

majori té  des dosages, e f fec tués  su r  des homogénats c e l l u l a i r e s  to taux 

saas pu r i f i c a t i on  e n z p a t i q u e  p réa lab le ,  mettent en évidence une t r e s  
f a i b l z  a c t i v i t é  neurasinidasique (O à 10 % de l a  nornale)  au s s i  bien 

avec l e s  sialyl-oligosaccharideç qu'avec l e  b1V-Neu.4~. TouteÎois ,  s i  * les  

pa t i en t s  a t t e i n t s  de mucolipidose II e t  III présentent  une a c t i v i t é  

s i a l idas ique  a f f a i b l i e  vis-à-vis  des gangliosides,  c e t t e  a c t i v i t é  r e s t e  

normale dans l e s  cas de mucolipidose de type 1 (CANTZ e t  IMESSER 1979 

(423) , WENGEiZ e t  a l .  1978 (424) 1 . 

Un point  de contreverse important e t a i t  néamoins soulevé 

par  l 'hypothèse que nous avions érnise concernant l e  d é f i c i t  de l a  seule  

isoenzyme @2,6 dans l a  mucolipidose de type 1, l e s  mucolipidoses W e t  

De P .  Les études r é a l i s ée s  j a r  d i f f é r e n t s  auteurs  ( C L W Z  e t  MESSER 1979 

(425) ,  POTIER e t  a l .  1979 (426) ,  F3ISCS e t  NEUFELD 1979 (4271, KT3RIY~~ 

e t  zl. 1981b (428) ) , dénontrant un d é f i c i t  des deux iscenzyrnes U2,3 e t  

u2,6 dans ces maladies é t a i e n t  notamment en opposit ion avec nos s ropres  

r é s u l t a t s .  



Bien qu'il soit difficile d'expliquer ces diffgrences dans 

les résultats, il est à noter que l'activité résiduelle a2,3 est généralement 

beaucoup plus élevée que l'activité a2,6. Notamment SWALLOW et al. 1979 

(429) rapportent un patient ne présentant que 20 % de réduction de 

l'activité neuraminidasique vis-à-vis de la fétuine, glycoprotéine 

renfermant majoritairement des liaisons sialyl a2,3. 

Ces faits sont à mettre en oarallèle avec les études 

réalisées avec des préparations enzymatiques purifiées, coinme celle 

que nous avons obtenue à partir du foie humain, faisant ressortir 

une hydrolyse beaucoup plus rapicle des liaisons sialosyl a2,3 par 

rapport aux liaisons a2,6. Ce fait est d'ailleurs confirmé par des 

études plus récentes réalisées sur l'enzyme leucocytaire (SCHAUXR 

et al. 1984 (430)), fibroblastique (MENDLA et CANTZ 1984 (431)) ou 

hépatique (MIYAGI et TSUIKI 1984 (432)). Ces études semblent en outre 

écarter l'hypo~hèse de l'existence de deux formes isoenzymatiques 

différentes spécifiques d'un type de liaison déterminée. L'hypothèse 

de deux sites catalytiques différents reste néanmoins envisageable. 

Dans ce sens, les études réalisées avec la sialidase hépatique humaine 

montrent que l'hydrolyse du sialyl-lactose, d'une part et les 

sialyl-hexosaccharides dérivant des chaines glycanniques des glycoprotéines 

d' autre part, peut être différemment inhibée par 1 ' emploi d' inhibiteurs 
spécifiques. 

Le fait que les parents d'enfants atteints de mucolipicase 

de type 1, présentent une activité diminuée de moitié à la fois pour des 

sialyl-oligosaccharides à liaison a2,3 ou a 2 , 6  (O'BRIEN 1981 (433) ) 

semble néanmoins en faveur de la théorie un gène : un enzyne : plusieurs 

substrats énoncée préalablezent pour les 8-galactosidases (O'BRIEN 

1975 (434)). VEXHEIJEN et al. 1983 (435) ont recemment isolés deux formes 

a-neuraminidasiques leucocytaires diff-rentes, toutes deus actives sur 

le MU-NeuAc. Cette observation est à ra-grochée ces travaux de NGIIIEN-ZONG ec al. 

1980 (436) ; SUZITLI et al. 198îa (437) et TSUJI et al. 1982 (438) qui sur 

la base àlex~Sriences de dénaturation thericique avaient sup-os6 l'esistenco 

de formes isoenzymatiques différentes dans le leucocyte. Il est intéressant 



de noter que seule une des formes isoenzymatiques (présente majoritairement 

dans les lymphocytes) est dificiente dans les sialidoses. Cette constatation 

montre que les mesures d'activités neuraminidasiqaes effectuées sur les 

leucocytfs doivent être considérées avec modération. 

B - NATURE DU DEFICIT ENZYMATIQUE P4Ii"IR.E DANS LES 

MUCOLIPIDOSES II ET III 

Si le déficit en a-neuraminidase semble être le déficit 

génétique primaire dans la mucolipidose de type 1 et dans certains 

variants tel le "Cherry-red spot myoclonus syndrome", plusieurs observa- 

tions s'opposaient à un déficit similaire dans les mucoli~idoses II et III ; 

notamment les parents de patients ?.tteints de ces maladies présentent 

des activités sialidasiques nomales (THOMAS et al. 1976 ( 4 3 9 ) ) .  

De même un traitement des enzymes sécrstés dans le milieu 

extracellulaire par la neuraminidase ne rotablit pas la reprise des 

enzVyaes par la cellule déficiente (VLADUTIU et RATTAZZI 1978 ( 4 4 0 ) ) .  

HASILIK et NEUFELD 1980 (441)  appliquant les mgthodes 

d'études de la biosynthèse des enzyymes iysosomaux aux cellules "1-Cell" 

ont pu rn~ntzé qu2 chez les mnlades, les enzymes étaient synth6tisés sous 

forme de pricurseurs de poids moléculaire apparemment nomal mais non 

phosphorylés. Ces formes précurseurs étaient ensuite secrétées dans le 

milieu extracellulaire. Un déficit de la phos^horylation des hydrolases 

acides dans les fibroblastes 1 Celi est également démontrie par BACH 

et al. 1379 (442 ) . Dès lors, un déficit dans l'assemblage du signal à 

mannose-6-phosphate responsable de l'"empaquetage" des hydrolases acides 

dans le lysosome (voir Cnasitre Généralités) était sus-ecté. 

REITl.WY et al. 1981 (443 ) , E;P,SILIi( et al. 1981 ( 4 4 4 )  

démontrent un déficit en uri5ine 5'-dipkos~i1ate-N-acétylglucos~nine : 

glycoprotéine N-acétyl~lucosamin~~l -hcspnotransférase dans les fibroblastes 



Umkkne - 5  ' -diphoh pha;te-N- 
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UMP + a-GlcNAc-1-P-6-Man-ENZ 

FIGC'RE 2 1  

N a V ~ r e  du déficit enzymatique pimaire dans les mucolipiûoses II et III. 



La dé f i c i ence  enz-ymatique a pa r  l a  s u i t e  é t é  démontrée 

dans d ' a u t r e s  t i s s u s  (\\IAHEED e t  a l .  1982 (445) ) . Cet te  observat ion  t o u t  

comme l a  cons ta ta t ion  du c a r a c t è r e  hétérozygote des  pa ren t s  pour l 'enzyme 

(VAW(1 e t  a l .  1982 (446) )  a t t e s t e  q u ' i l  s ' a g i t  b i en  du d é f i c i t  'pr imaire 

responsable des t roub les  observés dans l a  maladie. 

Le ü ê f i c i t  en phosphotransférase expl ique  notamment l ' a b s e n c e  

de phosphorylation des  hydrolases  ac ides  s y n t h é t i s é e s  p a r  l e s  f i b r o b l a s t e s  

I-Cell.  Le s i g n a l  Man-6P n ' é t a n t  pas assemblé, l e s  enzymes sont  déroutées  

de l a  voie  d ' i n t é g r a t i o n  dans l e  lysosome e t  su iven t  c e l l e  des  g lycoproté ines  

de séc ré t ion .  La Figure 22 schématise l e s  a l t é r a t i o n s  moléculaires consécu- 

t i v e s  à l a  déf ic ience  en phosphorylation. 

Un d é f i c i t  en N-acétylglucosanine l-phosphotransférase a 

également é t é  c a r a c t é r i s é  dans l a  mucolipidose de type  III (WAHZED e t  a l .  

1982(b) ( 4 4 7 ) ) .  La dé f i c i ence  du même enzyme dans c e s  de ix  a a l a d i e s  

explique l a  complémentation des  f i b r o b l a s t e s  de mucolipidoses II e t  III 

dans l e s  expériences d 'hybr ida t ion  (HASILIK e t  NEUFELD 1980 ( 4 4 8 ) ) .  Les 

mucol ip~doses  de type II e t  III semblent ê t r e  causées p a r  deux mutations 

d i f f é r e n t e s  du même gène s t r u c t u r a l ,  donnant naissance à deux ph6notypes 

d 'express ion c l in ique  d i f f é r s n t e ,  d 'cne  façon s i m i l a i r e  à ce  q u i  e s t  

observé dw-s l e s  syndromes de m % E R  e t  SCtiEIE (BACH e t  a i .  1972 ( 4 4 9 ) ) .  

Les exsér iences  d ' h y b r i d i s a t i o n  (SHOWS e t  a l .  1982 (450) ; HONEY e t  a l .  1982 

(451) ou de surcnarge en saccharose (:KAT0 e t  a l .  1982 (452) ; O W A  e t  a l .  

1983 (453))  o n t  permis de me t t r e  on évidence une grande hétérogécGité 

qénétiçue a u s s i  b ien  dans l a  mucolipidose de type  II que de l a  

mucolipidose de m e  III, où 3 groupes de complémentation o n t  i t é  

c a r a c t é r i s 6 s .  L'un des  v a r i a n t s  de mucolipidose de t p e  III, p résen te  

notanment une N-acétylglucosaminyltrançférase catalyt iquement a c t i v e  

mais incapable de phosphoryler l e s  enzymes lysosomaux (VARKI  e t  a l .  1981 

( 454) ) . 

Cet te  grande hétorcgénéi té  peut  s ' e x p l i q n e r  par  une 

s t r u c t u r e  multimérique complexe de l a  phosphotransférase (MTJ'ELLER 

e t  a l .  1983 (455) ) .  L a  nu ta t ion  d ' u n i t é s  rcononi6riquc-s différer: tes  

écan t  impliqués dans l a  rnucolioidosc d s  type II ou III. Il f a u t  néarmoins 



FIGURE 22 

Représentation schénatique des eonsé-ences du 

d é f i z i t  p r i na i r e  dans l a  "1-ce11 disease"  
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garder en mémoire qu'une déficience en phosphodiestérase, second enzyme 

impliqué dans l'assemblage du signal Man-6P conduirait à une étiologie 

identique à celle observée dans les mucolipidos~s. 

Sur la base de l'activité résiduelle en a-neuraminidase 

LOWDEN et O'BRIEN 1973 (456) avaient proposé de subdiviser le groupe des 

sialidoses en sialidose de type 1, regroupant essentiellement les malades 

?résentant le "cherry-red spot myoclonus syndrome" et en sialidoses de 

tyge II, englobant la mucolipidose de t p e  1 et ses variants. 

Cette classification tout comme celle que nous avions 

préalablement proposée, s'avérait néanmoins prémacurée. En effet, 

HCOGEVEEN et al. 1980 (457 ) et MUESLER et SHOWS 1982 (458 , sur la 
base d'expériences de complémentation entre lignées fibroblastiques de 

rnucolipidose de type 1 et de ses variants cliniques, mirent en évidence 

deux classes génétiquement différentes au sein de la sialidose de t m e  II ; 

notamment les malades présentant un déficit ccnbiné en 6-galactosidase et 

u-neuraminidase s'avéraiznt génétiquement différents de la mucolipidose 

de type 1 classique. Le fait que l'activité neuraminidasique dans les 

fibroblastes des malades pouvait être restorë en présence d'i~ibiteurs 

prctéasiques (SUZUKI et al. 148ib (459)) était en défaveur d'un déficit 

primaire en u-neuraminidase. HOOGEVEEN et al. 1981 (460) ; D'AZZO et al. 1982 

(461) proposent que le déficit primaire chez les malades atteints de 

"galactosialidose" résulterait de l'absence d'une glycoprotëine nécessaire 

à la protection de la sialidase vis-à-vis de l'action jrotéasique lysosomiale 

Cette protéine d'un poids moléculaire de 3 2 . 0 0 0  favoriserait l'aggrégation 

de la 8-galactosidase et la sialidase en un complexe multimérique du type : 

multimères de 6-galactosidaçe-sialidase-protéine d'aggrëgation 

(HOOGEVEEN et al. 1983 (462 ) ) . 



Les faits préalablement mentionnés montrent l'extrème 

diversité génétique des maladies où une déficience en a-neuraminidase 

a été enregistrée. Le déficit primaire en a-neuraminidase pouvant à ce 

jour se limiteraux seules "cherry-red spot myoclonus syndrome", 

mucolipidose de type 1 et néphroçialidose. 

Le tableau XIV se propose de classifier les différents 

syndromes où un déficit en sialidase (primaire ou non) a été enregistré. 

Nous avons ajouté à cette classification la mucolipiQose de type IV 

dans laquelle un déficit spécifique en "ganglioside sialidase" a été 

démontré (BENYCSEPH et al. 1982 (463) ; CAIMI et al. 1982 (464) ) . 

Il est bien évident que cette classification comme celles 

préalablement proposées, ne peut être que provisoire et ne tient pas 

compte de l'hétérogénéité démontrée au sein des mucolipidoses II et III. 



TABLEAU XIV 

SIALIDOSES 

TYPE FORME DEFICIENCE 

"Cherry-red spot rnyoclonus syndrome" juvénile, adulte glycoprotéine-sialidase 

mucolipidose de type 1 

néphrosialidose 

"galactosialidose" 

infantile, juvénile 

in£ anti-le, juvénile 

glycoprotéine-sialidase 

glycoprotéine-sialidase 

infantile, jiivSnile, adulte protéine dg aggrégation I 

. 6-galactosidase, a-neura- t- 

niinidase O\ 
w 

mucolipidose de type IV (sialolipidose) juvénile, adulte ganglioside-sialidase I 

de type II "1-ce11 disease" infantile 

MUCOLIPIDOSES de type III "Pseudo-Hurler polydystrophy" juvénile 

de type III Variant juvénile 

UDP-GlcNAc phosphotransférase 

UDP-GlcNAc phosphotransférase 

UDP-GlcNAc phosphotransférase 



CHAPITRE 2 

ETUDE COMPAREE DE L' O L I  GOSACCHARIDURI E 

ACCOMPAGNANT DEUX MALADI ES A DEFI  C I T  EN 6-GAMCTOS IDASE : 

LA GMi GANGLIOSIDOSE ET LA MALADIE DE MORQUIO TYPE B 

1 - L A  GM1 GANGLIOSIDOSE 

A - INTRODUCTION 

Pendant longtemps le terme "d'idiotie amaurotique" fut 

utilisé pour décrire une multitude d'entités nosologiques présentant 

en commun un dysfonctionnenent neuronal (ARONSON et al. 1960 (465)). 

Durant la dernière décennie, les études biochimiques réalisées sur ce 

groupe de maladies, ont révélé une variété de mécanismes moléculaires 

différents, aboutissant tous à la même sym~tomatologie (VAN HOOF 

1973 ( 4 6 6 ) ) .  En particulier des anomalies du catabolisme des gangliosides 

éraient démontrées comiie responsables d'un premier sous-groupe d'idioties 

amaurotiques dénommées gmur cette raison l'gangliosidoses" ; Geux tpes 

principaux de gangliosidoses peuvent être distingués suivant la nature 

du matériel accunulSr les GM et GM gangliosidoses respectivement. Les 
1 2 

GM gangliosidoses (maladie de TAY SACHS, maladie de Sandhoff, variant m. 2 
Voir classification page 52) ne sercnt pas développés dans ce propos, 

l'oligosaccharidurie accompagnant la maladie de Sandhoff ayant été 

préalablement décrite par STRECmR et ILIONTEUIL 1972 (467) ; STRECIZR et al. 

1977 (468). 

SYMPTOMATOLCGIZ DES GN1 GANGLIOSIDOSES 

Deux types principaux de fM gangliosidoses ont été décrits, 1 
différant par l'âge d'apparition de la naladie et par la présence ou non 

de viscéromégalie CU G1anomaliês ~~eletticy~es. On distinguera aicsi 

la forne infantile de la maladie ou "maladie de Nornann Landing" 

(GM1 gangliosidose de type 1), et la forme juvénile ou "Malaaie 2e DERQY" 

(GX1 gangliosidose de type II). L'absence de GM ganglioside dans le foie 1 
et les organes des patients atteints de la fome juvénile de la maladie 

permet de distinqcer biochimiquement les deux formes. Deux autres formes 

de la maladie, le type III (PINSKI et al. 1974(469)), ainsi que la forne adulte 

(type IV) ont @galement Sté décrites ( G X J A A R D  et al. 1975 (4701). 



1 " )  GIU GANGLIOSIDOSE INFANTILE (TYPE 1 )  -1 

Les patients manifestent généralement 12s symptômes durant 

la période néonatale (0'3RIEN 1978 (47111, présentant un faciès grossier, 

une viscéromégalie, des dysrcorphies osseuses et un retard mental et moteur 

progressif. La respiration est difficile et irrégulière, et la Sroncho- 

pneumonie est friquente, et est généralement responsable de la mort 

surven&qt vers l'zge de 2 ans. Des convulsions cloniques sont souvent 

observées, et si la survie excëde la première année, l'image clinique 

est celle d'unedécérébration totale avec rigidité musculaire, perte de 

la vue, surdité. 

Une tache rouge cerise est observée lors de l'examen 

fond d'oeil des patients. 

GiU, GANGLIUSIDOSE JIIVENI LE (TYPE 11) - 

Le phénotype diffsre de la forme précédente. L'apparition 

de la maladie est plns tardive, l'évolution est plus lente et l'atteinte 

squelettique beaucoup moins importante. 

Le développement moteur et mentâl est souvent normal durant 

la première année. L'ataxie locomotrice apparaissont généralement au bout 

de la premiore année, constitue généralement le premier symptôme. 

L'incoordination des gestes, la perte du langage et l'hypotonie 

musculaire généralisée, sont gingralement les symptômes les plus 

précoces. La détérioration mentale et rnotrice progresse rapidement 

par la suite. Des crises apparaissent après l'âge de 16 mois, ainsi que 

des infections répétitives telles les bronchopneumonies. Les organes 

conservent une taille normale ; la tache rcuge cerise en fond d'oeil 

est absente. L'espérance de vie varie entre 3 et 1 0  ans. 

C - HISTOPATHOLOGIE 

Les -rincipales modifications touchent le sÿs~ème nerveux 

central. Les neurones présentent de multiples vacucles cytoplasmiques, 

renfermant un matSriel granulaire oc flcculbnt. Des strixtures lamellaires 



FIGURE 23 

hssect en microscopie électronique des cellules de Kupfer lors de la 

GM gangliosidose tyoe I id'apres T.WAHASHI et al. 1978 ( 4 7 2 ) ) .  1 

a - On noce la présence de nombreuses inclusions vacuolzires (x 6500) 

b - A plus fort grossissement les vacuoles apparaissent délimitées 
par une merobrane wiqxe et contiennent un matiriel flocculent 

f inernent réticulogranulé (x 23 COO) . 



similaires aux "corps zébrés'' observés dans certaines mucopolysaccharidoses 

peuvent également etre observées (GONATAS et GCNATAS 1965 (473)). 

Le même type d'inclusions est observé au niveau hépatique (képatccytes 

et cellules de Kupfer) (Figure 23) . 

D - ETUDE BIOCHIMIQUE 

7 O )  NATURE VU bIATERIEL ACCU,MULE 

L'existence d'une maladie de surcharge en gangliosides 

différente de la ~aladie de Tay-Sachs (Gangliosidose GM ) fut suggérée 2 
pour la première fois par Jatzkewitz et Sandhoff 1963 (474), lorsqu'ils 

rapoortèrent la présence d'une quantité exceptionnellement imsortante 

du monosialoganglioside GM dans le cerveau d'un patient atteint d'une fome 1 
d'idiotie amauratique. 

Le taux de GM ganglioside atteint environ 10 fois le 1 
taux normal dans la matière grise du cerveau aussi bien dans la fome 

infantile que la forme juvénile c?e la saladie (O'BRIEN et al. 1972 (475)). 

Ce taux atizeint 20 à 50 fois la nornale dans le foie des patients dans 

la GM1 gangliosidose type 1. L'asialo-GM ganglioside (GN 1 s'accumule 1 1 
égaleme9t Cans le cerveau des patients (LEDEEN et al. 1965 (476)). 

Outre les glycolipides, SUZUKI 1968 (477) décrit une 

élévation de polysaccharides contenant du galactose et de 1:hexosamin.e 

dans le foie àes patients ; la structure de ces polysaccharides peut être 

directement reliée à celle du kératane sulfate d'origine squelettique. La 

structure d'un O-glycosylpeptic5e isolé du foie d'un patient fut par 

la suite etablie Car TSAY et al. 1975 (478) (Figure 2-a). 

WOWE et al. 1970 (479) démontrent d'autre part l'excrétion -- 
de kératane sulfate partiellement désulfaté dans l'urine de patients 

atteints de la forme juvinile de la maladie. Ces mêmes auïzeurs (WOLFZ 

et al. 1974 (480)) mcntrent d'autre part que le fcie de satienïzs rsnfeme 

un oligosaccharide majeur dont la structure fut étàSlie par différents 

procédis chhiques ainsi que par RiW4 (Fig-ire 24b).Le i~ê~oe oligosaccharide 

fut par la suite isolé de L'urine de patie~ts atteints de la forme ir,fantiic 

ou jnvénile de la maladie (NG YING KIN et WGLFZ 1975 (481) ; WOLFE et 

NG YING KIN 1976 (282) ; LUNDaLP3 et ai. 1978 ( 4 8 3 ) ) .  



Ga1 (61-4) -GlcNAc (61-2) -~an(al-6) 

\ 
/ 

Man ( B 1-4 ) -GlcNAc 

Ga1 (61-4) -GlcN~c (61-2)  a an (al-3) 

FIGURE 24 

A - Structure d'un glycopeptide isolé du foie de patient atteint 

de GM1 gangliosidose @SAY et al. 1975 (478) ) 

B - Structure de l'oligosaccharide majeur isolé du foie d'un patient 
atteint de GM gangliosidose type II (WOLFE et al. 1974 ( 4 8 0 ) ) .  

1 



Dès 1965, O ' B R I E N  e t  a l .  (484) a v a i t  pos tu lé  que l 'acc-~mulation de 

GMl gangl ics ide  é t a i t  l e  r é s u l t a t  d i r e c t  d 'un  d é f i c i t  a t t e i g n a n t  l e  

système enzymatique de dégradation des  gangl ios ides .  En 1968, OKADA e t  

O 'BRIEN (485) mettent  en évidence un d é f i c i t  profond en 6-galactosidase 

dans d i f f é r e n t s  t i s s u s  des  malades en u t i l i s a n t  l e  GM1 gangl ios ide  corne 

s u b s t r a t .  Dâns l e s  t i s s u s  normaux, l a  B-galactosidase e x i s t e  sous 

d i f f é r e n t e s  formes, 3 formes ac ides  a c t i v e s  à pH 4-5 e t  thermolabi les ,  

e t  des formes neu t res  a c t i v e s  à pH 4-5 (Pour une revue, v o i r  HO e t  a l .  

1977 (486) ) .  La forme ac ide  majeure, ou GM 6-galactosidase A e s t  une 
1 1 

p ro té ine  monomérique d 'un poids moléculaire de  65 000. Deux a u t r e s  

formes isoenzymatiques son t  égalenent  p résen tes  : l a  6-galactosidase B 2 ' 
dimère de A qu i  e s c  l a  forme nornalement a c t i v e  i n  v i v o  (FROST e t  a l .  

1 ' 
j 

1978 (48?))  e t  une fo rne  multimérique A 3 ' Ces d i f f é r e n t e s  formes enzyma- 

t i q u e s  sont  capables d 'hydrolyser  d i f f é r e n t s  s u b s t r a t s  hydrophiles t e l s  

o l igosacchar ides ,  a s i a l o f é t u i n e ,  l ac tose .  

L ' ac t ion  vis-à-vis des  s u b s t r a t s  hydrophobes ne se 

manifeste qu 'en  présence de s e l s  b i l i a i r e s  i n  W , ~ ' L O ,  e t  en présence 

d 'une p ro té ine  a c t i v a t r i c e  i n  v i v o  (LI e t  a l .  1974 (488) 1 .  

Seules l e s  formes ac ides  semblent a l t é r é e s  l o r s  de  l a  

GM gangliosidose b ien  que normalement syn thé t i sées .  Des modif ica t ions  1 
du pH optimum, de l a  migrat ion é lec t rophoré t ique ,  de l ' a c t i v i t é  enzymatique 

r é s i d u e l l e  l o r s  de l a  GM gm-gliosidose o n t  é t é  démontrées (RITTi?? e t  
1 

O'BRIEN 1981 ( 4 8 9 ) ) .  I l  e s t  c e ~ e n d a n t  d i f f i c i l e  de c o r r é l e r  ces  n o d i f i c a t i o n s  

avec l a  v a r i é t é  de phénotyyes observés dans l a  maladie, c a r a c t é r i s é s  pa r  

d i f f é r e n t s  degrés  dans l 'accumulat ion de s u b s t r a t s  n a t u r e l s  de l 'enzyme 

(g lycol ip ides ,  o l igosacchar ides ,  g lycopept ides) .  Des miutations a l l é l i q u e s  

du gène s t r u c t u r a l  de l a  GM B-galactosidase peuvent ê t r e  responszble de 
1 

l a  production de ? r o t é i n e s  enzymatiques avec d i f f é r e n t s  degrés d ' a c t i v i t é  

vis-à-vis des  d i f f é r e n t s  subs t ra t s .  Des expériences d 'hybr ida t ion  c e l l u l a i r e ,  

r é a l i s é e s  s u r  d i f f é r e n t s  va r i an t s  de l a  n a l a d i e  (WIT-VERBEEX e t  a l .  1978 

(490))  montrent en o u t r e  que l e s  var iar i t s  a d u l t e s  ( type  III e t  I V )  son t  

dûs à des mutations &'LUT gèze a u t r e  *e l e  gène s t r u c t i l r a l  de l a  

B-galactosidase codant pcur une p ro té ine  nécessa i re  aux n o d i f i c a t i o n s  

p o s t - t r ~ n s l a t i o n n e l l e s  de l'enzyme. 



I I  - LA MALADIE DE MORQUIO TYPE B 

Comme nous l'avons préalablement signalé, à côté des 

GM1 gangliosidoses de type 1 et II, de très nombreuses autres £ornes 

cliniques de déficit en 6-galactosidase ont été décrites, différant 

par l'âge d'apparition des symptômes, l'atteinte viscérale, ou la 

présence ou non d'un retard mental (HOEKSEWI et al. 1980 ( 491) ) . 
Parmi ces différents phénotypes, nous nous sommes plus particulièrement 

interressé à une forme atténuée de la maladie de Morquio, appelée pour 

cette raison maladie de Morquio type B (ou mucopolysaccharidose IV B - 
voir classification page 42), caractérisée par un déficit marqué en 

A - SYMPTOMATOLOGIE 

Le syndrome de Morquio est une maladie génétique 

atteignant le catabolisme des mucopolysaccharides. Les patients 

présentent une intelligence normale, sont atteints de nanisme, 

avec un faciès gargoylique et de nombreuses anomalies squelettiques 

(dysplasie spondylo-épiphysaire, protrusion sternale) (MAROTEA'JX et L&YY 

1965 (492)). On note une excrétion urinaire variable de kératane 

sulfate. Cette forme clinique de la maladie de Mor-io est dûe au 

déficit de l'activité d'une sulfatase spécifique, capable de libérer 

les groupements sulfates des résidus N-acétylgalactosamine-8-çulfate et 

galactose-6-sulfate, présents respectivement dans le chondroltine-6- 

sulfate et le keratane sulfate (iMATALON et al. 1974 (493)). Récemment 

O'BRIEN et al. 1976 (494) ; ARBISSER et al. 1977 (495) ; GROEBX et al. 

1980 (496) ont décrit des patients présentant en commur, une dysolasie 

spondylo-épiphysaire ménagée, des opacités cornéennes, mais l'absence 

d'atteinte du système nerveux central. 

B - ETUDE EIGC3IMIQUE 

Une excrétion urinaire anormale de kératane sulfate 

est observée chez les malades, cependant contrairenent à la maladie 

de Norquio classique, aucune modification de l'activité de la 



N-acétylgalactosamine-6-sulfate n'est observée. Par contre la B-galacto- 

sidase ne présente que 5 à 7 % de l'activité normale, dans différents 

types ceilulaires tels les fibroblastes ou les leucocytes. Cette 

déficience est retrouvée quelpe soit le substrat utilisé (aryl Q-D- 

galactosides, GN1 ganglioside, kératane sulfate ou asialofétuine). 

L'enzyme mutant présente des modifications de 'Km vis-à-vis 

du p-nitrophényl-B-D-galactoside, ainsi qu'une tendance accrue à l'aggré- 

gation à pH 7 .O (PASCHKE et al. 1979 (497) ) . 

D'autre part, PASCHiCE et al. 1982 (498) démontrent que 

la f3-galactosidase est normalement synthétisée dans la maladie, et 

qu'elle est ensuite normalement modifiée vers la forme mature. 

L'erreur génétique responsable de la maladie semble donc n'atteindre 

que les propriétés catalytiques de l'eazype. , 

Les études enzymatiques et génétiques réalisées sur les 

différents phénotypes de déficit en 8-galactosidase, ont fait ressortir 

l'évidence qu'ac moins trois types de mutations pouvaient être res~onsables 

des différents variants cliniques obse??rés (HCOGEVEIN et al. 1984 (499)). 

Il est en particulier envisageable que certaines de ces mutations puissent 

entraîner des déficiences en isoenz~ymes 6ifférents, eux-mêmes responsables 

de l'hydrolyse de liaisons osidiques différentes. Si cette assertion se 

vérifiait, elle conduirait sans nul doute à des modifications dans la 

nature chimique du matériel accumulé. 

Dans cette optique, nous avons entrepris une étude comparative 

du matériel oligosaccharidique urinaire excrété lors de deux variants 

génétiques de déficit prinaire en 9-galactosidase : la GM1 gançliosidose 

de type 1 et la maladie de Morquio type B. 

I I I - ISOLEMENT ET DÉTERMINATION STRUCTURALE DE 6 OLIGOSACCHAHIDES 
URINAIRES CARACTLRISTIQUES DE LA MALADIE LIE MORQUIO TYPE B 

L'essentiel de c?s travaux est rapporté dans L'A2TICLE 
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Morquio syndrome type B is an inherited, lysosomal storage disease charac- 
terised by a marked deficiency in acid P-D-galactosidase, while the 2-acetamido-2- 
deoxy-P-D-galactose 6-sulphate sulphatase activity is normal. Urinary oligosaccharides 
were studied in order to evaluate the effect of the diminished B-D-galactosidase activity 
on the catabolism of glycoconjugates and to compare their structures with those 
excreted by patients with GM,-gangliosidosis. The following oligosaccharides were 
isoiated: /3-D-Galp-(1 +4)-P-D-GlcpNAc-(1 -+2)-r-D-Manp-(1 -6)-P-D-Manp-(1 -4)- 
D-GlcpNAc (l), 9-D-Galp-(1 -4)-P-D-GlcpNAc-(1 +2)-r-D-Manp-(1 -6)-[x-D-hfanp- 
(1 +3)]-P-D-Manp-(1 +4)-D-GlcpNAc (ta), B-D-Galp-(1 -4)-P-D-GlcpNAc-( l -2)- 
a-D-Manp-(1 -3)-[r-D-Manp-(1 -6)]-8-D-Manp-(1 -4)-D-GlcpNAc (2b), P-D-Galp- 
(1 +~)-P-D-G~c~NAc-(~+~)-z-D-M~~~-(~ -+ 3)-[P-~-Gal~-(l-4)  -/3-D- GlcpNAc-(14 
2)-rx-~--&fanp-(i +6)]-P-D-Manp-(1 +4)-D-Glcpl\TAc (3), ,!?-D-Galp-(1 +4)-/3-D-Glcp- 
NAc-(1 +2)-r-D-Manp-(1 -3)- (8-D-Galp-(1 -4)-P-D- GlcpNAc-(1 -2)-[P-D - Galp- 
(1 -+4)-P-D-GlcpNAc-(1 -6)]-a-D-Manp-(1 4))-8-D-Manp-(1 -4)-D-GlcpNAc (1), 
8-D-Galp-(1 +4)-8-D-GlcpNAc-(1 +2)-r-D-Xfanp-(1 -. 3)- [P - D-GlcpNAc-(1 +4)]- [ f i -  
D-Galp-(1 +4)-P- D-GlcpNAc-(1 -2) - sc - D  - Manp-(1-6)] - P- D - Manp-(1 +4)-D-Glcp- 
NAc (5).  Significant différences between Morquio syndrorr.e type B and GLU,- 
gangliosidosis have been observed, with regard to the excretion rate and the specific 
structures of urinary oligosaccharides. Compounds 2a, 2b, and 5 are novel members 
of the series of oligosaccharides isolated from the urine of patients with inheri~ed, 
lysosomal storage diseases. 

INTRODUCTION 

kforquio syndrome type B is an inborn error of netabolism, characterised by 
a marked diminution of acid P-D-galactosidase a ~ t i v i t y l - ~ .  Patients suffering from 
this syndrome show r o w t h  retardation, dysostosis niultiplzx, clouciy corneas, 

0008-6215/8210000-0000/S 02.75, @ 1982 - Elsevier Scientific Publishinp Company 



J.-C. MICHALSKI, G. STECKER, H. V4N HALBEEK, L. DORLAND, J. F. G. VLIEGENTHART 

odontoïd anomalies, and excessive excretion of keratan suiphate. Growth retardation 
and skeletal dysplasia are less severe than for ;Clorquio syndrome type A, which is 
caused by the deficiency of 2-acetamido-2-deoxy-P-D-galactose 6-sulphate sulpha- 
tase4- 6. The absence of any psychomotoric abnormalities and the presence of normal 
intelligence allow an easy differentiation from GM,-gangliosidosis, which is caused 
by a virtually complet? deficiency of 8-D-galactosidase7, 

The lysosornal deficiency of P-D-galactosidase leads to the accumulation of 
oligosaccharides in the urine of patients with ivlorquio syndrome type B or GM,- 
gangliosidosis. Such oligosaccharides have a D-galactosyl group at the non-reducing 
end. We now report on six oligosaccharides isolated from the urine of a patient with 
iMorqulo syndrome type B. The oligosaccharides were characterised in order to 
evaluate the effect of the diminished P-D-galactosidase activity on the catabolism of 
glycoconjugates, and to compare their structures with those known to be excreted 
by patients suffering from GM,-gangliosidosis. 

ibiaterials. - The urine samplé was kindly provided by Dr. E. Paschke, and 
collected from patient R.E. of ref. 3. 

Fractioization of riri)tary oltgosaccitarides. - Urine (5 L) was demineralised on 
a column ( 5  x 40 cm) of charcoal-Celite. After washing with water (5 L), the carbo- 
hydrate material was eluted with 50% ethanol (5 L). The ethanolic solution was 
evaporated to dryness under reduced pressure, and the residue dissolved in water 
(200 mLj. Glycopeptides and sialyl-oligosaccharides were removed by using columns 
(2 x 20 cm) of Dowex 50-X2 (200-100 mesh; H f )  and Dowex 1-X2 (700-400 mesh; 
HCO;) resins. The neutral effluent was then fractionated on a column ( 2  x 20 cm) 
of charcoal-Celite by elution with a discontinuous gradient of ethanol in water 
( l . j + l S  %). The oligosaccharides present in the various fractions were isolated by 
preparative paper chromatography, and analysed. 

Analytical procedures. - Descending paper chromatography was performed 
on Whatman No. 3 paper with pyridine-ethyl acetate-acetic acid-water (5 : 5 : 1 : 3) 
and detection by the aniline oxalate reagent'. 

The molar ratios of hexoses and iV-acetylhexosamines were deternined by 
g.1.c. of the trifluoroacetyl derivatives, obtained9 after methanolysis of oiigosaccharides 
(methanol-0.5hr HC1, 24 h, 30"). 

ibfethylation anaiysis. - Oligosaccharides were reduced tvith NaBD,, rnethyl- 
atedlO, and methanolysed (methanol-O.j>r HC1). The partially methylated methyl 
glycosides were acetylated" (pyridine-acetic anhydride, 1 : 1; 0.2 mL), and the 
products were analysed by s.1.c.-m.s. (Riber, mode1 10- 10, Rueil-hlalmaison, France), 
using 3 capillary coiumn (0.35 mm x 60 m) coated with OV-101 O: Carbowax 
20-iç1 (temperature programrne, 100-+220', at  4"/min). 

'H-N.m.r. spectroscopy (500 iCIH:). - A Bruker WM-500 spectrometer, 
operating in the Fourier-transform mode, was used. Rzsolution enhancement of the 
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spectra was achieved by Lorentzian to Gaussian transformation from quadrature 
phase detection, according to Ernst12. Before analysis, the oligosaccharides were 
treated five times with D 2 0  with intermediate lyophilisation, finally using 99.96:< 
D,O (Aldrich). The probe temperature was 27". The chemical shifts (6) are expressed 
in p.p.m. downfield from internai sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulphonate 
(DSS), but were actually measured by reference to internal acetone (6 2.225) with an 
accuracy of 0.001 p.p.m. 

RESULTS 

Isolation and purification of oligosaccharides. - In Fig. 1, the stained paper 
chromatogram of oligosaccharidzs eluted from the charcoal-Celite column by a 
discontinuous gradient of aqueous ethanol is depicted. Of the numerous oligo- 
saccharides, 1-5 are characteristic for Morquio syndrome type B, whereas the other 
compounds are generally present in the urine of individuals with secretor phenotype13. 
Oligosaccharides 1-5 were isolated and purified by preparative paper chromatography. 

Structure determination of 1-5. - Thz main characteristics of 1-5 are given in 
Table 1. The sugar compositions suggest that they are products of the catabolism 

Lac 

Glc 

Fig. 1. Paper chromatogram of urinary oligosaccharides from a patient with Morquio syndrome 
type B, eluted from a charcoai-Celite column nith a discontinuous gradient of aqueous ethanoi 
(1.5 -, 1S0/,). Standards: Lac, lactose: Glc, D-glucose. 
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Fig. 2. G.1.c. analysis of partially methylated monosaccharide derivatives present in the methano- 
lysates of the permethylated, reduced oligosaccharides 1-5: 1, 2,3,4,6-tetra-0-Me-Man; 2, 2,3,4,6- 
tetra-O-Me-Gal; 3, 3,4,6-tri-O-Me-Man; 4, 2,3,4-tri-0-Me- man; 5, 3,4-di-O-Me-Man; 6, 2,4-di-0- 
Me-Man; 7, 1,3,5,6-tetra-O-Me-GIcN(Me)Ac-itol; 8, 3,6-di-O-Me-G1cjMe)Ac; 9, 3,4,6-tri-0-Me- 
GlcN(Me)Ac; 10, 2-O-iMe-Man. For oligosaccharides 1-4: capillary column (0.35 mm x 60 m) 
coated with Carbowax 20-bf; for 5: capillary column (0.35 mm x 60 m) coated with OV-101. 
Temperature 100 -, 220°, a t  4"/min. 

TABLE 1 

ABUNDANCE AND MOLAR COMPOSiTiON OF THE OLIGOSACCHARIDES ISOLATED FROM THE W N E  OF A 

PATENT WiTH MORQCIIO SYNDROME ïYîE B 

Oiigosaccharide Amount 
(mglL) 

Molar ratiosa 

GlcNAc Gai Man 

OBased upon 2 or 3 mol of m a ~ o c e / m o l  of oligosaccharide. 
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TABLE II 

MOLAR RATXOS OF PARTXALLY METHYLATED ,MONOSACCHARIDES PRESENT IN THE METHANOLYSATES OF THE 

PERMEiHYLATED, REDUCED OLIGOSACCHARIDES FROM THE URiNE OF A PATIENï W ï l H  MORQUIO SYNDROME 

TYPE B 

Partially methylated monosaccharide Oligosaccharide 

1 2 3 4 5 

2,3,4,6-Tetra-0-Me-Man 
2,3,4,6-Tetra-O-Me-Ga1 
3,4,6-Tri-0- Me-Man 
2,3,4-Tri-0-Me-Man 
3,CDi-O-Me-Man 
2,CDi-O-Me-Man 
1,3,5,6-Tetra-0-Me-GlcN(Me)Ac-ito! 
3,6-Di-0-ive-GicN(Me)Ac 
3,4,6-Tri-O-Me-GlcN(Me)Ac 
2-O-Me-Man 

"The numbers in brackets refer to the designation of the partially rnethylated monosaccharides in 
Fig. 2. bThe rnolar ratios were determined on the basis of one residue of 1,3,5,6-tetra-O-Me-GlcN- 
(Me)Ac-itol. 

of N-glycosylproteins. The results of qualitative g.1.c. analysis of the partially methyl- 
ated methyl glycosides, obtained by methylation analysis of 1-5, are shown in Fig. 2, 
and the molar ratios are summarised in Table II. The relevant 'H-n.m.r. data, 
namely the chemical shifts of the structural reporter-groups14 of the constituent 
monosaccharides, for 1-5 are compiled in Table III. 

Oligosaccharide 1. - The methylation studies (Table II) in combination with 
the molar carbohydrate composition (Table 1) demonstrate that 1 contains a terminal 
Ga1 residue, whereas ail of the other constituent monosaccharides are mono-sub- 
stitiited. Therefore, 1 is a linear pentasaccharide. The 500-MHz, 'H-n.m.r. spectrum 
of 1 reveals the complete sequence of the monosaccharides and the configurations of 
their glycosidic linkages. 

The spectriim shows the characteristic features of an iV-acetyl-lactosaminic- 
type oligosaccharide, derived from a carbohydrate unit IV-glycosylically linked to 
asparagine of a glycoprotein. As usual for reducing oligosaccharides of this type, 
terminating in a 4-substituted GlcNAc residue, denoted GlcNAc-2 (for the numbering 
system of sugars residues, see ref. 15), the n.m.r. spectrum of 1 is a superposition of 
tne subspectra of thz two anomers containing the c i  and P forms of G ~ C ~ N A C - ~ " ~ ' ~ .  
In D,O solution at r o o n  temperature, these anomers occur in a ratio of - 2 : 1,  as 
deduced from the intensity ratio of the GlcNAs-2 H-1 signals at 6 5.216 and 4.726, 
and also from the N-acetyl signals of this residue at 6 2.063 and 2.059. 

A P-Man residue (Man-3) is (1 +4)-linked to GlcNAc-7. Man-3 is characterised 
by the chemical shifts (Table III) and the shapes of its H-1 and H-2 signals, together 
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TABLE III 

1H-CHEMICAL s m s  OF STRUCTURAL REPOR~R-GROUPS OF CONSTITUENT MONOSACCHARIDES FOR SIX 

URINARY OLIGOSACCHARIDES, TYPICAL FOR A PATIENT WI'IH MORQZnO SYNDROME TYPE B. 

- 

Reporter Residuea 
group 

Oligosaccharide Chernical shifr Ni oligosaccharidea 
anomer 

1 2a 2b 3 4 5 

NAc of 

"For complete structures and nurnbering of monosaccharide residues, see formulae. 

with its JI,, value of 1.0 Hz149". Both signals are doubled, because 1 is a mixture of 
anomers as confirmed by the 2: 1 intensity ratio for each pair of resonances. From 
the chemical shift of H-2 of Man-3 (6 -4.08), it can be concluded that this residüe 
is mono-substituted at  C-6 by an a-Man residue, denoted Man-4' (H-1, 6 4.92; 
JI .2 1.5 Man-4' bears a P-GlcNAc residue (H-1, 6 4.582; JI,, 7.9 Hz) at 
C-2, as can be inferred. from the chemical shift of H-2 of Man-4' (6 4.10)". The 
terminal Ga1 residue (H-1, 6 4.47; JI,, 7.8 Hz) is P-(1-4)-linked to GlcNAc, Coni- 
pleting the N-acetyl-lactosamine residue 5'-6'. The H-1 and H-2 signals of Man-4', 
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the N-acetyl signal of GlcNAc-5', and the H-1 doublet of Gal-6' are ail doubled, 
in the anomeric ratio. This is in line with the earlier observation14 that the influence 
of anomeric configuration is rather pronounced in the signals of the 4'-5'-6' (lower) 
branch. Oligosaccharide 1 is therefore identified as a lower-branch, mono-antennary 
N-acetyl-lactosamine-type structure. 

Oligosaccharide 2. - The results of the metbylation analysis of 2 (Table II) 
show that the Ga1 residues present occupy terminal positions. Further, the three Man 
derivatives indicate the presence of a Man residue which is substituted at C-3 and 
C-6, a terminal Man residue, and a Man residue substituted at C-2. The 500-MHz, 
'H-n.m.r. spectrum of 2 (Fig. 3) reveals that it is a mixture of two isomeric hexa- 
saccharides, both ending in GlcNAc-2. These hexasaccharide components have in 
common the mannotriose branching-core in 8-(1-14) Iinkage to GlcNAc-2, i.e., 
a Man-3 residue which is substituted at C-3 and C-6 by a-Man-4 and a-Man-4', 
respectively. This is evident from the chemical shift of H-2 of Man-3 (Table III) in 
conjunction with the presence of Man-4 and Many4' structural reporter-group 
signals (Fig. 3)14.' '. 

The conclusion that a mixture of two oligosaccharides is involved is primarily 
based on the occurrence of a pair of well-separated signals for H-1 of Man-4 and for 
H-2 of Man-4, with relative intensities of 3 : 1 within each pair (Fig. 3). The main 
cornponent (2a, 75%) contains a terminal Man-4. This can be deduced from the 
chemical shifts of H-1 and H-2 of this residue (6 5.105 and 4.071, respectively). 
These values are identical with those for structurally related oligosaccharides con- 
taining a terminal Man-4 residue, namely, a-D-Manp-(1 + 3)-8-D-Manp-(1 -4)-D- 
G I C ~ N A C ' ~  and a-~-NeuAcp-(2+6)-~-~-Galp-(I-14) -8 -D - GlcpNAc-(1 +2)-a-D- 
Manp-(l+6)-[a-~-Manp-(l-.3)]-~-~-Man~-(1+4)-~-~lc~~~c'~. The relatively 
narrow lines of the H-1 signal for Man-4 at d 5.105 reflect the relatively large flexibility 
of Man-4 with respect to the linkage conformation, inherent in a terminal sugar 
residue". The Man-4' residue in 2a bears a 8-linked N-acetyl-lactosaminyl group at 
0-2, as is evident from the chemical shift for H-2 of Man-4' (6 4.112) (cf. 1, Table 
III). The n.m.r. features of GlcNAc-5' and Gal-6' in 2a are in full agreement with 
those described for 1 (see Table III). 

The set of signals with relatively low intensity (Fig. 3) is attributed to the minor 
component (2b, 25 %) of the mixture. Compounds 2a and 2b differ in the location 
of the N-acetyl-lactosaminyl group. Compound 2b contains a terminal Man-4', since 
the H-2 signal of Man-4' is hidden in the bulk resonance of sugar skeleton protons 
(3.9 < 6 H-2 < 4.0) (not shown in Fig. 3). This criterion has been applied in the 
structural characterisation of various oligosaccharides and glycopeptides containing 
a t-rminal Man-4' r e s i d ~ e ' ~ " ~ * ' ~ - ~ ~ .  The substitution of Man-4 in 2b at 0 -2  by a 
fi-linked N-acetyl-lactosaminyl group is reflected in the downfield shifts for H-1 
(Ad 0.018) and H-2 (Ad 0.122) of Man-4, as compared to 2a (Table III). Further- 
more, the chemical shifts of the structural reporter-sroups of GlcNAc-5 and Gal-6 
in 2b are slightly, but significantly, different from those of GlcNAc-5' and Gal-6' 
in 2a, respectively. This is in line with earlier, 500-MHz, 'H-n.m.r. observations on 
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related structures containing the 5-6 as well as the 5'-6' fi-acetyl-lactosaminyl 
gro~p '~ ," .  Finally, it is worth mentioning that the relatively small line-width of the 
H-1 signal of the terminal Man-4 in 2a renders possible the recognition of the in- 
fluences of anomerisation upon the chemical shift of this structural reporter-group, 
whereas, for the substituted Man-4 in 2b, these are masked by considerable line- 
broadening. 

Oligosaccharide 3. - The results of sugar and methylation analyses (Table 1 
and II) of 3 point to a doubly branched structure, terminated in both branches by a 
Ga1 residue, and possessing a 3,6-substituted Man residue as the branch point. 
The 'H-n.m.r. data (Table III) indicate that 3 is a di-antennary oligosaccharide of the 
N-acetyl-lactosamine type, with a GlcNAc-2 terminus. The presence of the manno- 
triose branching-core is inferred from comparison with the data for 2a and 2b. Both 
Man-4 (H-2, 6 4.192) and Man-4' (H-2, 6 4.1 13) bear an N-acetyl-lactosaminyl 
group at 0-2. The spectral features of 3 accord with those of the asialo di-antennary 
oligosaccharide isolated from the urine of patients with GM,-gangli~sidosis'~. 

Oligosaccharide 4. - The methylation studies of 4 (Table II) demonstrate that 
al1 three Ga1 residues (Table 1) occupy terminal positions. Comparison with the 
corïesponding data for 3 indicates that one of the two u-Man residues is substituted 
at C-2 and C-6, indicating the presence of an additional substituent on this Man 
residue. The 500-MHz, 'H-n.m.r. data for 4 suggest the presence of a tri-branched 
structure, containing three N-acetyl-lactosaminyl groups linked to the mannotriose 
branching-core. This is indicated by the occurrence of three Ga1 H-1 doublets (one 
of which is doubled in the anomeric, intensity ratio) at 4.4 < 6 < 4.5 and three H-1 
doublets belonging to non-reducing GlcNAc residues at 4.5 < 6 < 4.6, together 
with the presence of al1 of the Man-3, Man-4, and Man-4' structural reporter-group 
signals (Table III). Both Man-4 and Man-4' bear an AT-acetyl-lactosaminyl group 
at 0-2 (Table II). 

The assignment of the position of attachment of the third N-acctyl-lactos- 
aminyl group Zo 0-6 of Man-4' (and not Man-4) is based primarily on the shift 
decrements for H-1 and H-2 of Man-4' in comparison to 3 (Table III), whereas the 
chemical shifts for H-1 and H-2 of Man-4 remain unaltered. The shift decrements 
are similar to those observed for these protons as a result of the introduction of the 
p-(1+6)-iinked N-acetyl-lactosaminyl group in the step from tri- to tetra-antennary 
glycopeptides of the N-acetyl-lactosamine typel".l '. Moreover, the chemical shifts 
for H-1 of the additional Ga1 (6 4.481) and H-1 of the additional GlcNAc (6 4.555) 
closely resemble those of the N-acetyl-lactosaminyl group 7'-8', P-(l+6)-linked to 
Man-4' in tetra-antennary structures' '. The small downfield-shift for H-1 of GlcNAc- 
5' (Ad 0.010, Table III) with respect to 3, concornitafit with a considerable line- 
broadening of rhis resonance due to the attachment of the third unit, corroborates 
the trif-antennary* N-acetyl-lactosamine-type structure for oligosaccharide 1. 

*It is necessary to introduce this designation provisionally, in order to discriminate between the tri- 
antennary structurel7 having the third IV-acetyl-lactosaminyl group linked to 0-4 of Man-4, and the 
structure of 4 presented here. 
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Oligosaccharide 5. - The methylation analysis of 5 (Table II) affords, inter 
alia, 2-0-methylmannoside, implicating the occurrence of a 3,4,6-substituted Man 
residue in the structure. Comparison of the results of sugar and methylation analyses 
for 5 and 3 (Tables 1 and II) leads to the hypothesis that 5 is a di-antennary N- 
acetyl-lactosamine-type oligosaccharide, having an additional GlcNAc residue linked 
to 0-4  of Man-3. This assumption is confirmed by the 'H-n.m.r. data for 5 (Table III) 
which reveal the presence of an additional GlcNAc residue, when compared to 3; 
the chemical shifts for H-1 (6 4.47) and the N-acetyl group (6 2.064) of this residue, 
together with the JI,, value (8.4 Hz), provide strong evidence for its location in 
b-(1-4)-linkage to Man-3. Similar values have been reported for the chemical shifts 
of the structura1 reporter-groups of this intersecting GlcNAc residue (designated 
GlcNAc-9), which occurs in a heptasaccharide isolated [rom the urine of a patient 
having Sandhoff's disease (GM,-gangliosidosis, variant O)", and in the carbohydrate 
chah  of chicken ovotransferrinZ2. The profound, characteristic influences of the 
attachment of GlcNAc-9 on the chemical shifts of the signals for H-1 and H-2 of 
Man-3, Man-4, and Man-4' (cf. the datafor 3 and 5 in Table III) are completely 
analogous to those described earlier2 .". Therefore, the structure of oligosaccharide 
5 is identified. 

DISCUSSION 

The structures of six urinary oligosaccharides that are typical for a patient with 
Morquio syndrome type B were elucidated by 500-MHz, 'H-n.m.r. spectroscopy'in 
combination with methylation analysis. Oligosaccharides 1-5 belong to the family 
of N-acetyl-lactosarnine-type carbohydrate chains, which probably have been split off 
from the GlcNAc residue, IV-glycosylically linked to asparagine of a glycoprotein, 
by the action of an endo-8-D-hexosarninida~e~~. A striking, common feature of the 
structures is the preponderance of lower branch N-acetyl-lactosaminyl groups 
8-(1-+2)- or p-(1-6)-linked to Man-4'. In this respect, there is a clear difference 
between the structures of urinary oligosaccharides from patients with GM,-gangliosi- 
dosis and those with Morquio syndrome type B. Oligosaccharides 1, 3, and 4 have 
been reported to b& excreted also by patients suffering frorn GM,-gangliosido~is~~, 
but, in addition, oligosaccharides 6-8 have been found in the urine of these patients1'. 
Oligosaccharides 2a, 2b and 5 are novel constituents in the series of oligosaccharides 
excreted by patients with lysosomal storage diseases. 

The relationship of P-D-galactosidase deficiency in GMl-gangliosidosis and in 
Morquio syndrome type B is not clear. The structure of the excreted oligosaccharides 
points to an impaired degradation of glycoconjugates in both disorders. The lower 
rate of excretion (10-fold less than in GMl-gangliosidosis) and the absence of some 
oligosaccharide structures of the more-complete type (6-8) may be related to the 
presence of residual, acid 8-D-galactosidase activity in Morquio syndrome type B. 
The mutant /?-D-galactosidase in Morquio syndrome type B fibroblasts retains a resid- 
ual activity of 5-10% of controls3 towards various natural substrates, including 
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asialofetuin, keratan sulphate, GM,-ganglioside, and lactose. The mutant enzyme is 
mainly present in a polymeric form, whereas the monomeric form prevails in control 
fibroblastsZ3. The Michaelis-Menten constant of the mutant enzyme towards p- 
nitrophenyl 8-D-galactoside is increased3 more than 10-fold. By the use of the oligo- 
saccharides described here, which possess galactose residues at various non-reducing 
positions, as substrates for the residual P-D-galactosidase activity in Morquio syndrome 
type B, further information on the pathogenesis of the impaired catabolism of 
glycoconjugates may be obtainable. 
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I V  - ÉTUDE DE L' O L I  GOSACCHARIDURI E ACCOMPAGNANT L A  GANGLI OS IDOSE 

DE TYPE 

L'urine (190 m i )  est déminéralisée par passage sur deux 
+ 

colomes couplées (2 x 10 cm) de DOWEX 50 x 8 (25-50 mesh, H ) et DOWEX 

1 x 2 (200-400 mesh ; ~~00-) . L'effluent est concentré sous vide à un 

volume de 20 ml, et la solution ainsi obtenue est soumise à une chromatographie 

d'adsorption sur colonne de charbon-célite. Les oligosaccharides sont désorbés 

par un gradient discontinu d' éthanol dans 1 'eau : 5 ; 7,s ; 10 ; 12 ; 15 ; 18 ; 

20 et 25 % respectivement. Aprss concentration, chaque fraction est analysée 

par chromatographie descendante sur papier (Fig. 25). Les oligosaccharides 

sont ensuite purifiés par chromatographie préparative, les durées de chroma- . 
tographie étant de 6 jours pour les oligosaccharides 1 à V, 15 jours p u r  

les oligosaccharides VI à VIII, 1 mois pour les oligosaccharides IX à XI et 

2 mois pour les oligosaccharides XII et XIII. 

B - METHODES STRUCTURALES 

Les méthodes conduisant à la détermination des rapports 

molaires des différents monosaccharides ainsi que l'analyse par méthylation 

sont décrites dans l'article prgcédent. 

Les méthjjl-glycosides acétates ont été séparés par 

chromatographie en phase gazeuse sur colomes de verre (300 x 0,2 cm) 

contenant 3 % de Carbowax 6000 sur un support chromosorb W-EWDS (100-200 mesh) 

ou sur colonnes capillaires (60 m x 0,4 mm) de Carbowax 20 M. La température 

a été programmée de 130 à 200°C à 22/min. L'identification des glycosides 

acétates a été effectuée par comparaison de leur temps de rétention par 

rapport à des standards. 



FIGURE 25 

Chromatographie papier des oligosaccharides élués de la colonne de charbon-célite par la solution a'ethano:. 

Solvant : pyridine/acétate d16thyle/acide acétique/eau ( 5  : 5 : 1 : 3). Durée de migration : 5 jûurs. 



1 ' )  FRACTIONNEMENT DES OLIGOSACCHARTDES URINAlRES 

L'emploi combiné de la chromatographie sur charbon-célite 

et chromatographie préparative sur papi.er, a permis l'isolement de 13 

oligosaccharides majeurs. Six autres composés mineurs ont pû être 

caractérisés sans que leur isolement 9 l'état pur n'aie pu être obtenu. 

Tous les oligosaccharides contiennent 3 résidus de mannoses, 

à l'exception du composé 1 (voir Tableau XV). 

Pour les oligosaccharides 11 à IV, le rapport Gal/GlcN~c 

est en faveur de structures respectivement bi, tri ou tétra-antennées. 

Les oligosaccharides VI à XII1 possèdent 1 à 3 résidus de lactosamine 

additionnels. Tous les oligosaccharides possèdent un résidu de N-acétyl- 

glucosamine en position terminale non réductrice. 

3') ANALYSE PAR METHYLATION ET RMN A 360 MHz 

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse des oligo- 

saccharides méthylés est représentée dans la figure 26 . L'identification 
des éthers méthyliques est donnée dans le tableau Xnainsi que dans les 

figures 27a et 27b. Les spectres de masse des méthylglycosiàes partiellement 

méthylés et acétyles ont été interprétés suivant les indications de FOURNET 

et al. 1981 (500). 

+ 
Le fragment A ( M  moins 31) indique le poids moléculaire de 1 

l'éther méthylique et de la même façon le nombre de groupements acétyls. 
+ 

Le fragment El (M moins 45 ou 73) précise la substitution du carbone - C-6. 

Le fragment B1 (m/e 204 ou 232) donne une indication du nombre de groupement 

acétyls portés par les carbones - C-2, C-3 ou C-4. Union JI (m/e 75) de faible 

intensité est en faveur d'une substitction par un groupement acétyl du 
+ 

carbone C-3. Un ionm/e 101 (CH O-CH=CH-CH=OCH3) est caractéristique d'une 
(4) (3) (2, 

substitution par un groupement O-méthyl des carbones C-2 et C-4. 



TABLEAU XV : COMPOSITION EN MONOSACCHARIDES DES DIFFERENTS OLIGOSACCHARIDES (Les rapports molaires sont calculés sur la base de 

2 ou 3 résidus de mannose en accord avec les résultats de méthylation et d'analyse RMN) 

OLIGOSACCHARIDES 

1 II III IV v VI VI 1 VI11 IX X X 1 XII XII1 

Taux d'excrétion 34 3 50 120 3 9 8 1 2.4 6 
mg/l 

CL Rapports a 
molaires Man 2.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 

I 

GlcNAc 1.96 3.04 3.95 3.98 4.88 3.90 4.61 5.89 4.96 5.71 5.83 6.66 7.61 





FIGURE 26 : Analyse par chromatographie en phase gazeuse des monosaccharides partiellement méthylés présents 

dans les méthanolysats des oligosaccharides 1 à XIII réduits. 

(Pour les oligosaccharides 1 à XI, colonne de verre (300 x 0,2 cm) remplie avec 3 % Carbowax 6000 

sur support chromosorb W-HMDS (100-200 mesh). Pour les oligosaccharides XII et XIII, colonne 

capillaire (60 m x 0,4 mm) Carbowax 20 M. Programme de température 130-200°C à 2OC/min). 



TABLEAUXVI: RAPPORTS MOLAIRES DES DIFFERENTS ETHERS METHYLIQUES PRESENTS DANS LES METtiANOLYSATS DES 

OLIGOSACCHARIDES PERMETHYLES EX' REDUITS 

1,3,5,6-tétra-O-Me-GlcNAc 
(Me) Ac-itol l 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1 .00  1 .O0 1.00 .1.00 1.00 1.00 1.00 

MONOSACCHARIDES PARTIELLEMENT 
METHYLES 

Rapport GlcNAc/GlcNAcitol 
établi par RMN I 1.00 2 .00  3.00 3 -00  4 . 0 0  3.00 4.00 5 .00  4 .00  5.00 5 .00  6 . 0 0  7.00 

OLIGOSACCHARIDES 
1 II III IV V VI VI 1 VI11 IX X XI XII XII1 
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FIGURE 27a et 27b: a. Analyse pa r  spectrcmétrie de masse des principaux 

é t h e r s  méthyliques présents  dans l e s  méthanolysats des 

ol igosacchar ides  1 à X I I I .  (Pour l a  terminologie 1 à 9 

se  r epo r t e r  a l a  f igure  précédente) .  

b. I n t e rp ré t a t i on  des principaux ions  obtenus après 

fragmentation des  d i f f é r e n t s  é the r s  méthyliques selon 

FOURNET e t  a l .  198 1 ( 500) . - 



+ 
L'ion K1 (R-O-CH2-CH-CH=OCH ) n'est présent que si le 

(6) (5) (4) 
3 

carbone C-4 est O-méthylé et peut avoir deux valeurs 102 (R=CH3) et 

130 (R = CH3CO). 

Des résultats obtenus par méthylation et méthanolyse, 

et se basant sur l'hypothèse d'un noyau trimannosidique commun, il est 

possible de proposer les structures rassemblées dans la figure 29 

pour les oligosaccharides 1 à X. Cette hypothèse s'est vue vérifiée 

par les résultats de l'analyse FWN à 360 MHz. Cette dernière méthode 

a, en outre, permis de montrer que l'oligosaccharide 1 était constitué 

d'un mélange de deux isomères numérotés Ia et Ib dans les proportions de 

3 : 2, confirmant ainsi les résultats de la méthylation qui avait démontré 

un mélange de deux éthers méthyliques 2,4,6-tri-O-Me-mannose et 2,3,4-tri-0- 

Me-mannose. La présence d'un noyau mannotrioside-N-acétylglucosamine peut 

en outre être déduit de l'interprétation des glissements chimiques des 

différents monosaccharides (Figure 28), par rapport à ceux obtenus 

préalablement pour des substances de référence ( D O U V D  et al. 1977 (501) ; 

DORLAND et al. 1978 (502) ) . 

Les oligosaccharides VI à XIII donnent des spectres 

identiques avec des signaux additionnels correspondant à des séquences 

~al(B1-4)GlcN~c(Bl-3)- supplémentaires. Comme la présence de ces 

résidus n'influence pas les valeurs des glissements chimiques (dppm) 

des protons H-1 et H-2 des monosaccharides intdrnes (notamment des mannoses), 

la position exacte de ces résidus n'a pû être déterminée. Il est à noter 

que l'existence de séquences supplémentaires de N-acétyllactosamine n'a 

pû être démontrée que par détermination du rapport 
GlcNAc 

GlcNAcitol Par 

analyse RMN. 

En effet, pour des raisons inconnues, probablement liées 

à une susceptibilité diffPrente des liaisons de la N-acétylglucosamine à 

l'hydrolyse acide, un défaut en 3,6-di-O-Me-GlcNAcN(Me)Ac est observé en 

méthylation notamment pour les oligosaccharides supérieurs XII et XIII 

(Tableau XVI). Ce déficit a d'ailleurs conduit à une première interprétation 

erroncée des résultats (STRECKER 1981 (503)). 



FIGURE 28 

- 
III 

Représentation schématique des  d i f f é r e n t s  cjlissements chimiques 

c a r a c t é r i s t i q u e s  des  o l igosacchar ides  II à V ( s t r u c t u r e s  d i - ,  

tri- e t  té t ra-anténnées) .  

a 



La constante de couplage J1,2 indique en outre une anomérie 

"6" pour tous les monosaccharides à l'excepticn des résidus de mannose 4 - 

L'ensemble des structures oligosaccharidiques déterminées 

par méthylation et analyse RMN sont rassemblées dans la Figure 29. 

V - CONCLUSION 

L'analyse des oligosaccharides isolés de l'urine de 

maladie de Morquio type B et de GM1 gangliosidose, montre que tous 

possèdent un ou slusieurs résidus de galactose en position terminale 

non-réductrice, témoin du déficit en 6-galactosidase enregistré au 

cours de ces deux maladies. Un rapport de 1 à 10 est néanmoins à noter 

dans le taux d'excrétion urinaire de ces oligosaccharides dans l'urine 

relatif aux deux maladies (0.2 g/litre pour la maladie de Morquio type 3, 

1,s à 2g/litre pour la GM gangliosidose. 1 

Si des profils oligosaccharides pratiquement analogues 

sont observés par analyse directe de l'urine par chromatographie couche 

mince (Figure 30), l'étude structurale comparative de la surcharge permet 

néanmoins de dégager certaines différences notables, en particulier en 

ce qui concerne les isomères oligosaccharidiques supérieurs. Il est en 

effet, à noter l'absence totale de structures "tétraantennées" dans 

l'urine des malades Morquio. Ce fait peut être correllé à l'absence de 

structures triantennées, résultant de la substitution du mannose (al-3) 

par la branche N-acétyllactosaminique liée en (81-4) (Oligosaccharide III). 

Un autre fait notable dans la maladie de Morquio type B est 

l'absence de structures oligosaccharidiques supérieures possédant des 

séquences N-acityl-lactosaminiques su~plimentaires Gal(B1-4)-GlcNAc(B1-3)- 

telles qu'elles ont été démontrées dans la GM gangliosidose. Ces différence: 1 
structurales sont résumées dans la Figure 31 . Il semble donc que l'activité 
6-galactosidasique résiduelle enregistrée chez les patients atteints de 

maladie de Morquio type B s'exsrime par une dégradation spécifique des 

résidus de N-acétyl-lactosamine périphériques, ainsi que de celui porté 

par le mannose (al-3) . 
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Gal(81-4)-GlcN~c(81-2)-Man(al-6) 

Gal(~l-4)-GlcNAc(81-2)-Man(al-3) 
\ Man (81-4) -G~CNAC 

Gal(81-4) -GlcNAc (81-2) -Man(al-6)/ 

Gal(61-4)-GlcNAc(81-6) / 

i~:i [Cai(61-4i-GlcNAc~Sl-li 
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FIGURE 29 

Structure de 13 principaux oliçosaccharides isoles de l'urine de 

GM Ganqliosidose type 1 
1 



Il nous est néanmoins impossible de trancher entre le fait 

de savoir si ces différences structurales sont le reflet d'une spécificité 

étroite de l'activité 6-galactosidasique résiduelle dans la maladie de 

Morquio type BI ou simplement la conséquence d'un catabolisme "limite" 

par le faible taux d'enzyme présent. Si ce dernier point se vérifiait, 

il faudrait alors admettre une séquence dans les étapes de catabolisme 

("antenne après antenne") tout comme cela est observé dans le processus 

biosynthétiques des N-gly~a~nes. Nous mentionnerons que des différences 

structurales siailaires ont été décrites entre patients atteints de GM 
1 

gangliosidose de type 1 et de type II (YAMASHITA et al. 1981 (504) ; OKURA 

et al. 1981 (505)) rapprochant ainsi la maladie de rnorquio type B de la 

GM gangliosidose de type II. 1 

D'autre part, les lois structurales "d'antennari- 

sation" énoncées lors des.sialosides urinaires (antenne liée 

en fil-4 sur le mannose 4 (al-3) et en 61-6 sur le mannose 4' (21-6)) se - - 
vérifient ici, attestant ainsi leur universalité en ce qui concerne les 

séquences glycanniques de type N-acétyl-lactosaminique. 

Il est à noter que les séquences des oligosaccharides 

Morquio 2a et 2b, possédant un mannose (al-6) libre ont été précédemment 

démontrees dans l'urine de sialidose (sialoside IV). Ces structures peuvent 

être dûes à une inefficience de la mannosidase al-6, résultat d'un 

encombrement stérique engendré par la séquence Gal(B1-4)-GlcN~c avoisinante 

une spécificité similaire ayant été démontrée pour l'a-mannosidase isolée 

de Jack-bean (YAMASHITA et al. 1980 (506)). Il est toutefois plus probable 

que ces structures préexistent à l'état natif dans certaines glycoprotéines 

comme cela a récemment été démontré pour la gonadotropine chorionique humaine 

(MIZUOCHI et al. 1983 (507)). 

De même des glycannes possédant des séquences N-acétyl- 

lactosaminique additives corme celles des oligosaccharides supérieurs de 

l'urine de GM1 gangliosidose ont été caractérisées dans certaines glyro- 

protéines, nous citerons le cas de certains glycannes des sIgA du lait 

humain (PIERCE-CRETEL et al. 1984 (508)) ou celui d'un glycopeptide isolé 

de cellules ovariennes de Hamster Chinois (LI et al. 1980 (509)). 
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FIGURE 3 0  

Analyse par chromatographie couche mince de l'urine de GM 
1 

gangliosidose et de Morquio type B 

Solvant (butanol/acide acétique/eau 2 : 1 : 1) ; migration 8 h 

Révélation orcinol sulfurique 



F I G U R E  31 

Structure comparée des oligosaccharides trouvés dans la GM ganqliosidose 1 
type 1 et de la maladie de Morquio type B. 

Les éléments structuraux encadrés ne se retrouvent que dans la seule GM1 

gangliosidose et sont absents dans la maladie de Morquio type B. 



CHAPITRE 3 

ETUDE DES OLIGOSACCHARIDES SUPERIEURS 

EXCRETES LORS DE LA MANNOSIDOSE 

En 1967, ~CKERMAN (510) d é c r i t  une nouvelle maladie de 

surcharge lysosomale, présentant  de nombreux c a r a c t è r e s  c l i n i q u e s  communs 

avec l e  syndrome de HURLER, c a r a c t é r i s é e  p a r  l a  présence de composés r i c h e s  

en mannose au niveau du f o i e  e t  du cerveau (OCKERMAN 1969 (511))  , r é s u l t a t  

d 'une déf ic ience  profonde en a-mannosidase ac ide ,  d 'où l a  dés ignat ion  de 

"mannosidose" a t t r i b u é e  à l a  maladie. 

1 - ÉTUDE CLINIQUE 

Les études r é a l i s é e s  s u r  l e s  60 p a t i e n t s  a t t e i n t s  de manno- 

s idose  actuel lement d é c r i t s  (AUTIO e t  a l .  1982 ( 5 1 2 ) ) ,  on t  f a i t  r e s s o r t i r  

une considérable hé térogénéi té  en c e  q u i  concerne l e s  t r a i t s  c l i n i q u e s  des  

malades. Les p a t i e n t s  appara issent  généralement normaux jusqu'à  l ' â g e  de 

2 ans, où s e  développe un phénotype t o u t  à f a i t  p a r t i c u l i e r .  Les c a r a c t è r e s  

systématiquement recensés son t  a l o r s  l e  r e t a r d  mental profond ( d é b i l i t é ,  

langage e t  marche non a c q u i s ) ,  dysmorphie f a c i a l e  (grosse t ê t e ,  f r o n t  

s a i l l a n t ,  nez a p l a t i ,  l è v r e s  é p a i s s e s ) ,  anomalies osseuses (en p a r t i c u l i e r  

v e r t é b r a l e s ) ,  s u r d i t é  e t  i n f e c t i o n s  r e s p i r a t o i r e s  (FARRIAUX e t  a l .  1975 ( 5 1 3 ) ) .  

L'examen his to logique  f a i t  a p p a r a î t r e  dans tous  l e s  c a s  

é t u d i é s ,  l a  présence de lymphocytes vacuolés dans l e  sang périphérique.  

Ces mêmes vacuoles s e  re t rouvent  au niveau des  f i b r o b l a s t e s  de l a  b i o p s i e  

hépatique (MONUS e t  a l .  1977 ( 5 1 4 ) ) .  Bien que l a  génétique de l a  maladie 

s o i t  mal é tud iée ,  il semble que c e t t e  de rn iè re  s o i t  t ransmise suivant  un 

mode autosomal r é c e s s i f .  La mutation responsable de l a  maladie a  pû ê t r e  

l o c a l i s é e  s u r  l e  chromosome 19 chez l'Homme (CBAMPION e t  SHOWS 1977b(515)) .  

La maladie présente  d ' a i l l e u r s  une c e r t a i n e  v a r i a b i l i t é  

génétique e t  e s t  classiquement d iv i sée  en Mannosidose 1 ou forme grave 

e t  Mannosidose de type II (forme a t ténuée)  (BOOTH e t  a l .  1976 (516) ; 



BACH et al. 1978 (517)' ; MITCHELL et al. 1981 (5181). Dans ce dernier cas, 

les patients atteignent généralement l'âge adulte (MONTGOMERY et al. 1982 

(519) ; AUTIO et al. 1982 (520) ; YUNIS et al. 1976 (521) ) . 

' Plusieurs formes d'a-mannosidases tissulaires (E.C. 3.2.1.24) 

peuvent être distinguées, deux formes lysosomales actives à pH acide 

(mannosidases A et B) (CAROLL et al. 1972 (522) ; OPHEIM et TOUSTER 1977 

(523)), une forme active à pH neutre localisée dans le cytosol (MARSH et 

GOULAY G.C. 1971 (524)) mais provenant vraisemblement du réticulum 

endoplasrnique (BISCHOFF et KORNFELD 1983 (525)) et enfin 3 formes d'a- 

mannosidases golgiennes jouant un rôle régulateur dans la biosynthèse des 

N-glycosylprotéines (mannosidases IA, IB et II) (TULSIANI et al. 1977 (526) ; 

TAEAS et KORNFELD 1979 (527) ; TULSIANI et al. 1982a(528)). Les mannosidases 

acides A et B resrésentent des formes moléculaires voisines présentant des 

caractéristiques biochimiques et immunochimiques similaires, ne différant 

que par leur charge (GRABOWSKI et al. 1980 (529) ; PHILIPS et al. 1975 (530)) 
-. 

A l'inverse de la mannosidase neutre cytosolique, l'activité des mannosidases 

acides est augmentée par les ions ~n2' et au contraire inhibée en presence 

dl ions co2* (PHILIPS et al. 1974 (531) ) . La seule déficience des formes 
acides a été demontrée dans le foie, les leucocytes, le plasma et les 

fibroblastes des malades (POENARU et al. 1980 (532) ; TAYLOR et al. 1975 (533. 

Une activité résiduelle en a-mannosidase acide subsiste 

néanmoins chez les malades ; les deux isoenzymes mutants présentent un 

Km supérieur p o u  les substrats artificiels (chromogéniques ou fluoro- 

géniques), une moins grande thermostabilité que les enzymes normales et 

cne capacité de fixation des ions divalents altérée suggérant une mutation 

du gène structural de l'enzyme (BEAUDET et NICHOLS 1976 (534) ; BURTON et 

NADLER 1978 (535) ; HULTBEXG et MASSON 1975 (536) 1 .  

Par ailleurs, il est intéressant de noter que contrastant 

avec le déficit intracellulaire en u-mannosidase, il a été observé que l e s  

fibroblastes des patients secrétaient dans le milieu de culture un enzyme 

catalytiquement normale et un déficit touchant le signal de reconnaissance 



de l'a-mannosidase similaire à celui décrit dans la 1-Ce11 disease a été 

avancé (HULTBERG et MASSON 1977 (537) ; HALLEY et al. 1980 (538)). 

Une étude plus récente effectuée par BEN YOSEPH et al. 1982b 

(539) montre que le taux d'enzyme intracellulaire des cellules mutantes, 

mesurée par immunotitration est similaire à celui des cellules normales, 

excluant ainsi l'hypothèse d'une localisation subcellulaire anomale. 

Le "processing" de l'a-mannosidase semble donc être normal et la mutation 

structurale ne s'exprimerait qu'après délivrance de l'enzyme aux lysosomes. 

I I  1 - ÉTUDE CHIMIQUE DU MATÉRIEL ACCUMULÉ 

- 
Dès 1969, OCKERMAN (540) met en évidence la présence de 

composés riches en mannose dans le cerveau de patients atteints de manno- 

sidose. En 1973, NOFOEN et al. (541) isolent l'oligosaccharide majeur de 

l'urine des patients et établissent sa structure comme étant le trisaccharide : 

Par la suite, ce trisaccharide a été caractirisé dans 

différents tissus et les fibroblastes des malades (TSAY et al. 1975b(542) ; 

MERSMANN et al. 1976 (543)). Des oligosaccharides plus complexes furent 

caractérisés dans l'urine (NORDEN et al. 1974 (544) ; TSAY et al. 1974 

(545)), résultant de la substitution du trisaccharide gréalablement isolé 

par des résidus de mannose liés en a 1-2. En 1976, STRECKER et al. (546) 

isolent les 8 oligosaccharides majeurs de l'urine et proposent la base 

de méthodes chimiques (méthylation, oxydation périodique, acétolyse) 

lz structure suivante pour les isomères supérieurs : 



Ces composés dériveraient donc de la substitution du 

noyau trimannosidique, comun à toutes les glycoprotéines par un 

nombre variable de résidus de mannose en al-2. Cependant nos connais- 

sances sur la structure des chaînes glycanniques progressant et en 

particulier avec l'élucidation structurale des chaînes de type poly- 

mannosidique impliquses dans ces voies biosynthétiques des N-glycosyl- 

protéines (KORNFELD et al. 1978 (54711, les structures des oligosaccharides 

supérieurs de l'urine de mannosidose apparaissaient comme "hétérodoxes" 

et n'étaient plus en accord avec les schémas généraux de structure 

proposés pour les chaînes glycanniques de type "polymannosidique" 

(MONTREUIL 1982 (548) ) .  Ce désaccord pouvant provenir d'une mauvaise 

interpritation des résultats de l'analyse chimique, il nous est apparu 

nécessaire de reconsidérer les structures des oligosaccharide supérieurs 

par le biais de méthodes spectroscopiques en particulier par une 

étude en résonance magnétique nucléaire (réalisée en collaboration 

avec l'équipe du Professeur VLIEGENTHART (Utrecht) (ARTICLE no 9) 

ainsi que par une étude en spectrométrie de nasse réalisée en collabo- 

raticn avec le Professeur EGGE (Bonn) (ARTICLE no 10). 
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1. Introduction 

/ .  Mannosidosis is an autosomal, recessively herita- 
ble, inborn error of glycoprotein metabolism charac- 
terized by a lysosomal deficiency of acidic a-manno- 
sidase leading to the accumulation of mannose-rich 
oligosaccharides in tissues, fibroblasts and urine [l-71. 
The structure elucidation of these oligosaccharides, 
produced by endo-0-N-acetylglucosaminidase digestion 
of the sugar chains, is of great interest, since they 

- represent possible intermediates in the processing of 
the biosynthesis of asparagine-linked carbohydrate 
chains [7-91. 

Here, the investigation of several of these oligo- 
saccharides by 500 MHz 'H NMR spectroscopy is 
described. Some smaller compounds were already 
chemicaily identified [3,5]. The NMR parameters of 
these smaller oligosaccharides in combination with 
those of three oligomannoside-type glycopeptides 
isolated from the urine of a patient with Gaucher's 
disease [IO], enable the interpretation of the struc- 
tural reporter group regions of the 500 MHz 'H NMR 
spectrum of an oligosaccharide containing 9 mannose 
residues, in terms of structural assignments. 

2. Materials and methods 

The isolation of mannose-rich oligosaccharides from 
urine of patients with mannosidosis has been described 
[3,5]. The structures of compounds Man2. GlcNAc 
(M2G), ,Clan3. GlcNAc (iif3G) and ?vlan,, . GlcNilc 
(Mac), as determined by chernical methods [3.5], are 
presrnted in fig.1. 

Fig.1. Structures of the urinary mannosidosis oligosaccharides, 
used as reference compounds. 

Solutions of the oligosaccharides were exchanged 
several times in D 2 0  with intermediate lyophilization. 
Nb1R spectral analysis of -0.02 M solutions of the 
compounds in D 2 0  (99.96 atom %D,  Adrich) was car- 
ried out on a Bruker WM-500 spectromerer, operating 
in the Fourier transform mode at probe temperatures 
of 300 K or 330 K. Compound M4G* was analysed 
by 360 MHz 'H NMR spectroscopy on a Bruker HX- 
360 spectrometer, operating under the same condi- 
tions. Chemical shifts at 300 K are given relative to 
sodium-2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulphonate 
(indirectly to acetone in D20 :  6 = 2.225 ppm). Reso- 
lution enhancement of the 'H NlvlR spectra was 
achieved by Lorentzian to Gaussian transformation 
according to [ l  11. 

3. Results and discussion 

Besides the 3 oligosaccharides listed in fig.1, another 

Elsevier/North -Hoiland Biomedical Press 
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series of mannose-rich oligosaccharides was isolated from M4G* and M9G, hi&-resolution 'H NMR spec- 
from the urine of mmnosidosis patients, varying in tra were recorded at 300 K and 330 K. 
mannose-content frorn 4-9 residues. Compounds The 360 MHz ' H NMR spectral features of the 
M4G* and M9G were obtained in a pure state. Purifi- trisaccharide M2G have appeared [12]. The NMR data 
cation of the other oligosaccharide fractions is still in of this oligosaccharide, refined by 500 MHz ' H  NMR 
progress. spectroscopy are compiled in table 1. The NMR spec- 

Frorn the cornpounds M2G, M3G, M4G as well as trum of this oligosaccharide ending on GlcNAc - 2 is a 

Table 1 
' H chernical shifts of structural reporter groups of constituent monosaccharides for some rnannosidosis 

oligosaccharidesa 

Reporter ~ e s i d u e ~  Cornpound Compound and schematic structureC 
group anorner 

M,G M,G M ~ G  M , G * ~  hlg G 

NAc of 2 - 

a Chernicai shifts ure given at 300 K ;  from the spectra recorded ar 330 K. no drarnatic temperature dependeiicy 
of the chemicai shift of any structural reporter groups has been obscrved, in contrasr to [ 1 6 ]  
For coding of monosaccharide residues and complete structures see tiq.1-3 
(a-) Mannose; (3-1 IV-acetylglucosamine: Measured at  360 ?.ssignments rnay be interchanged 
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superposition of the subspectra of its two anomers 
containing GlcNAc 2 in the a- and B-pyranose form in 
a ratio a:@ = 2: 1, respectively. The effect of anomeri- 
zation is recognizable in the structural reporter group 
signals of the reducing end monosaccharide, as well as 
in those of the other two residues. Obviously, this 
effect is more pronounced at 500 MHz than at 360 
MHz 1121. The relatively large coupling constant 
of the 0-linked Man 3 (0.95 Hz) is reflected in the 
presence of a well-resolved doublet for its H-1 in both 
a- and 0-form of MzG (cf. [10,13]). The a- and the 
0-linked rnannose residues in M2G can still be recog- 
nized on the basis of their H-1 and H-2 resonance pat- 
terns [13]. 

The tetrasaccharide M3G (see fig.1) can be con- 
ceived as an extension of M2G with an 41'2) linked 
mannose residue at the non-reducing end. The 500 
MHz 'H NMR spectral parameters of M3G are sum- 
marized in table 1. By selective homonuclear decou- 
pling the relatively sharp lined signals at 6 = 5.050 pprn 
and 6 = 4.069 pprn were proved to belong to neigh- 
bouring protons; they are assigned to H-1 and H-2 of 
the a(l+2) iinked Man C, respectively. The above set 
of chemical shift values are characteristic for a termi- 
nal a(l+2) linked mannose residue. Upon attachinent 

of Man C to  Man 4 at C-2, the H-1 and H-2 signais of 
Man 4 undergo downfield shifts (A6 = 0.245 pprn and 
0 . 0 3 4 ~ ~ m ,  respectively) and are slightly broadened. 

Extension of M3G with Man Dl, a(l+2)-linked to 
Man C,  leads to the pentasacchaxde M4G (see fig.1). 
The relevant parts of the 500 MHz 'H NMR spectrum 
of M4G are given in fig.2, and its NMR features in 
table 1. The chemical shifts (see table l), coupling 
constants and linewidths of the H-1 and H-2 signals 
of the terminal Man Dl closely resemble those of Man - 
C in M3G. - 

The doublet at 6 = 5.296 pprn is ascnbed to H-1 of 
Man C. Again 41'2) substitution of a mannose resi- 
due (C) by another mannose (DI), leads to a shift 
increment of the H-1 of the substituted residue: A6 = 
0.246 ppm, that is comparable with the effect on 6H-1 
of Man 4 due to a t t a c h e n t  of Man C to  Man 4 (vide 
supraj, Analogously, H-2 of Man C undergoes ;shift 
increment (A6 = 0.035 ppm), going from M3G to 
M4G (cf. A6 for H-2 of Man 4 in the step from M2G 
to M3G). Attachrnent of theG(l+2)-linked Man Dl 
influences also the chemicai shifts of H-1 and H-Fof 
the remote residue Man - 4 (A6 = 4 . 0  13 ppm and 
-0.020 ppm, respectively). 

The assignment of al1 a-mannose H-2 signals was 

\ 
Man pi1 -LI GIcNAc 

3 2 - - 

NAc 's 
La, P 

anomeric protons Man H-  2 ' s  
I 7 l 

2u - Man H-3 s 
2 2s l 

L= 

W f 
1 1  

1 
l I ,  1 

I 
l l, 

" 
111 * " ll-Q .+.N~**J ( 7 Y  ,'!/' 

Fig.2. Structurai reporter g o u p  regions of the resoiutior,-enhanced 500 hiHz 'H NMR spectrum of oligosaccharide W,G in D 2 0  
at  300 K.  The numbers and letters in the spectrum refer to the corrrsponding residüe: in the structure. 
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proved by selective irradiations of the a-mannose H-1 
resonances. From the spectrum of M4G (fig.2) it is 
clear that the linewidths of the a-linked mannoses 
H-1 doublets decrease poing from the interna1 Man 4 
via Man C to the terminal Man - Dl. Doubling of signals 
due to gomerization of M4G manifests itself only in 
the signais of GlcNAc 2 and Man 3. The more remote 
the residue is frorn the reducing end, the less the effect 
of the anomeric configuration of GlcNAc 2. 

The structure of another pentasaccharide contain- 
ing 4 mannoses, M4G*, could be elucidated with 360 
MHz 'H NMR spectroscopy. The spectral parameters 
of M4G* are listed in table 1. Based on the presence 
of signais at 6 = 4.7 16 pprn (H-1 of 2 O), 6 = 2.044 
pprn (N-acetyl-CH3 of 2), 6 = 4.776 pprn (H-1 of 3 )  
and 6 = 4.23 pprn (11-2 of  z), M4C* contains the M:$- 
(1+4)GlcNAc rnoiety. The identity of the chemical 
shift values for H-2 of Man 4 in M3G and M4G* (6 = 
4.109 ppm) implicates that Man 4 in M4G* bears a 
terminal a(l+3)-linked Man C (6H-1 = 5.056 ppm, 
6H-2 = 4.368 pprn). The occurrence of an 11-1 doublet 
zt 6 = 4.899 pprn indicates that the fourth mannose is 
a(l+6j-linked [IO]. The signal of 11-2 of this residue 

is hidden in the bulk of the skeleton protons (3.5 < 
6 < 4.0 ppm), which points to the terminal position 
of this a(1-6)-linked mannose. The occlirrence of 
two terminal residues in M4G* identifies this a(1-6)- 
linked mannose as Man o. This is further evidenced 
by earlier 360 MHz 'H NMR observations on oligo- 
sacchandes containing a terminal Man $ [14,15]. 
Therefore, the structure of M4G* turns out to be: 

The disubstitution of Man 3 is reflected in the smaii 
change of the resonance of its H-2 as com- 
pared to M2G, M3G and M4G. The chemical shift of 
H-1 of GlcNAc 2 in the a-anomer of M4G* is signif- 
icantly differentffrom that of this proton in M2G, 
M3G and M4G. 

The occurrence of oligosaccharide M4G* in man- 
nosidosis urine might have been traced before (e.g. 

\ 
Man pi1 -4)GlcNAc 

22 A 
Manœil-21~~nail-3) 

2 - - 
\ 

NAc 's 
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. 
Man /NI-4) GlcNAc 

anomertc protons 

Man H-2's 

Fig.3 (A) Overali 500 MHz 'H  NMR spectrum of oligosaccharide k1,G in D,O at 300 K, together with its structure. (B) Structural 
reporter group regions of the resolutionenhanced 500 MHz 'H NMK specrrum of oligosaccharide M,G in D,O a t  300 K. The 
numbers and letters in the spectrum refer to the csrresponding residues in the structure. 

[4]), but was not described for the urine investigated 
in [7]. 

The 500 MHz 'H NMR spectrum of the largest 
mannose-containing oligosaccharide isolated from this 
mannosidosis urine, M9G, is depicted in fig.3A. The 
expanded structurai reporter group regions are shown 
in fig.3B and the NMR spectral features of M9G are 
included in table 1. Integration of the anomeric region 
of the spectrum is consistent with the occurrence of 
9 mannose residues and one N-acetyl-glucosamine. 
GlcNAc 2 is the reducing end sugar as is evident from 
its 6H-1 values in the a- and b-anomer of M9G 
(lA6,-pl > 0.5 ~ p r n ) .  Man 3 is B(1-4)-linked to 
Glclu'Ac - 2 (6H-1 = 4.77 pp&). Based upon the pres- 
ence of 3 anomeric proton signals at 6 = 5.05 pprn it 
can be concluded that M9G contains 3 terminal 
a(1-2)-linked mannose residues, pointing to 3 bran- 
ches in the structure. 

Anaiogously to the data of M4G (see table l ) ,  the 
H-1 signals at 6 = 5.337 ppm, 6 = 5.308 pprn and 

6 = 5.048 pprn are ascribed to the upper branch man- 
nose residues +, C and El, respectively. The H-2 reso- 
nances of these mannoses are found at 6 = 4.089 ppm, 
6 = 4.109 pprn and 6 = 4.07 ppm, respectively. 

The disubstitution of Man 3 by an cu(l+3)- and an 
a(l+6)-linked mannose is evident from the chernical 
shifts of ics 11-2 resonances (6 = 4.239 pprn (a-) and 
6 = 4.229 pprn (0-anomer of M9G)) (cf. M4G*). The 
H-1 signals of Man 4' are observed at  6 = 4.87 ppm. 
This assignment is in accordance with that for 2 glyco- 
asparagines of the oligomannoside type isolated from 
urine of a patient with Gaucher's disease (M4GP and 
MSGP. [IO]). The H-2 signals of Man 4' were identi- 
fied by selective irradiation of the sigriAs at 6 = 4.87 
ppm; they are found at 6 = 4.16 ppm. The doubling 
of both the H- 1 and II-? resonances of Man - 4' with 
relative intensities in the anomeric ratio is more pro- 
nounced than for the corresponding signals of the 
a(l+3)-linked Man 4. - 

As derived [IO], a(l+3) substitution of Man $ by 
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Man A influences mainly the 6-value of H-2 of Man & 
(A6 g 0 . 1 8  ppm);a(1+6) substitution of Man 4' by 
Man B has a typicai effect on the H-1 chemicai shift 
of MG 4' (A6 z -0.03 pprn). The effect upon 6H-1 
of Man 4' due to attachment of Man 4, is negligibly 
small; the same holds for the influence of Man on 
6H-2 of Man $, both compared to the above-men- 
tioned lA6 1-values. Therefore, from the chemicai 
shift values of H-1 and H-2 o f  Man 4' in M9G, it is 
evident that this residur is substituted at C-3 and C-6 
by Man A and Man B, respectively. Owing to the pres- 
ence of the latter tw; residues, H-1 of GlcNAc 2 (a) 
undergoes a s m d  upfield shift (A6 = -0.02 ppm) 
(cf. [IO]), as compared to  M4G*. 

As discussed before, ail chains are terminated with 
an cr(l+2)-linked mannose residue. Combination with 
the occurrence of 9 mannose residues in compound 
MgG leads to the conclusion that Man 3 and Man g 
bear directly a terminai cr(l+2)-linked mannose. This 
deduction affords aiready the primary structure of 
MgG, given in fig.3. 

The NMR parameters of Man A and are in accor- 
dance with this interpretation. The H-1 doublet at 
6 = 5.142 pprn and the H-2 signal at 6 = 4.025 pprn 
are assigned to  Man B. Compared to the chemical shift 
values of the structurai reporter groups of a terminai 
Man 1 (6H-1 = 4.908 ppm, 6H-2 = 3.985 ppm, MsGP 
[IO]), both H-1 and K 2  are shifted downfield 
(A6 H-1 = 0.234 ppm; A6 H-2 = 0.040 ppm). These 
shift increments are indicative of an a(i+2) substitu- 
tion of Man g by Man Q3 (vide supra). 

Based on the same reasoning, Man A must be sub- 
stituted by Man at C-2. Its H-1 and H-2 signals 
are observed at 6 = 5.40 pprn and 6 = 4.105 ppm, 
respectively. The corresponding values for a terminai 
Man A are: 6 H-1 = 5.093 pprn and 6 H-2 = 4.066 pprn 
(MSGP, [IO]). The shift increment, observed for H-1 
of Man A in the step from MSGP to M9G is 0.05 pprn 
larger than that described above as typical for attach- 
ment of an ar(l+2)-linked mannose. 

The doubling of the structurai reporter group sig- 
nais of Man A in the spectrum of M9G due to anomer- 
ization is clearly observable; lA6,-pi for its H-1 is 
even larger than that for the corresponding proton of 
Man o. Apparently, anomerization effects upon the 
H-1 and H-2 signals of !vlan B are absent. In view of 
these obsemations the singe H-1 doublet a? 6 = 5.030 
ppm is ascribed to Man Df. - whereas the set of doublets 
at 6 = 5.058 pprn and 6 = 5.063 ppm (relative inten- 
sity 2: 1) are attributed to H-1 of Man J& in a- and 

0-anorner of MgG, respectively. The H-2 signais of 
Man Q2 and Man Q3 are found at  6 = 4.07 ppm. A 
tentative assignment is given in table 1. 

Comparison of the NMR pararneters of the 3 bran- 
ches of MgG reveais that the anomeric configuration 
of GlcNAc 2 exerts its influence far more pronounced 
on  the A-Q2 branch than on the other two, suggesting 
that thE branch occurs in the sphere of influence of 
the anomeric center of GlcNAc 2, in contrast to the 
other two. An argument in favour of this proposai is 
the unexpectedly large downfield shift of H-1 of Man 
A due to attachment of Man Q2. 

The structure of MgG given in fig.3 is in accordance 
with that elu'cidated dong chemicai routes [7]. It fits 
the scheme of the biosynthetic pathway for N-glycosi- 
dically linked carbohydrate chains of giycoproteins 
[8,91. , 

4. Concluding remarks 

In this study the NMR parameters of Man2. 
GlcNAc, Man3. GlcNAc, Man4. GlcNAc and Man4. 
GlcNAc*, isolated from the urine of mannosidosis 
patients, were established. The NMR characteristics 
of terminal and non-terminal a(l+2)-linked mannose 
residues, as well as the shift effects induced by such 
linked residues, are now well-defined. Since also the 
NMR data of the second branching point were avad- 
able [IO], the primary structure of Man9. GlcNAc 
could completely be derived from the 500 MIiz 'H 
NMR spectrum. 

In principal, the NMR anaiysis of reducing oligo- 
saccharides seems to be more complex than that of 
non-reducing compounds (giycopeptides, oligosac- 
charide-aiditols), because they consist of a mixture 
of compounds. In fact, the anomerization effect on 
the chemicai shifts of structurai reporter groups can 
be used as an additional tool for interpretation. 
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Three oligosaccharides isolated from the urine of a patient suffering from mannosi- 
dosis, a Man9GlcNAc, a Man8GlcNAc, and a Man7GlcNAc, were analyzed by electron 
impact mass spectrometry at  20 eV after reduction with NaB%, and permethylation. 
Molecular ions were observed a t  m/e 2144, 1940, and 1736, respectively. In the high-mass 
range very intense ions were found a t  M-45. The mass spectrum of the homogenous 
decasaccharide Man9GlcNAclD contains ions that could be attributed to specific parts 
of each of the three antennae of the molecule. Thus characteristic key ions were recog- 
nized. With the aid of these key ions the spectra of the nona- and octasaccharide mixtures 
could be evaluated in a qualitative and a semiquantitative way. In the nonasaccharide 
al1 three possible isomers that can be produced by cleavage of one of the three terminal 
a-mannoses are present, although in differing amounts. However, only five of the six 
possible isomers of the octasaccharide could be detected. 

The urine of patients suffering from 
glycoproteinoses or glycosphingolipidoses 
contains a great number of oligosaccha- 
rides that  are specific for the type of the 
disease (1). In these cases the number and 
quantity of the excreted oligosaccharides 
is significantly increased as  compared to 
normal (2). Mannosidosis first described 
by 0ckerman (3) is characterized biochem- 
ically by the accumulation of mannose- 
containing oligosaccharides in the tissues 
of patients and by the excretion in the 
urine (3-5). Al1 patients so far  described 
exhibited a deficiency in a-mannosidase 
(1, 4-7). The disease is considered to be a 
lysosomal storage disease. The structure 
of the major oligosaccharides excreted in 
the urine have first been characterized by 
0ckerman (3) and Nordén et al. (4, 5). Van 
Halbeek et al. (8) reinvestigated and con- 
firmed the structures of the Man2- 
GlcNAc,' Man3-GlcNAc, Man9GlcNAc, and 

' Supported by the Oeutsche Forscnungsgemein- 
schaft. 

two Man,GlcNAc by 500 MHz 'H-NMR 
measurements. Mannose-containing oli- 
gosaccharides have also been isolated from 
brzin and urine of Angus cattle afflicted 
by mannosidosis (4, 9, 10). Yamashita et 
al. (11) demonstrated the presence of sev- 
eral isomers in the ManrGlcNAc, Man6- 
GlcNAc, Man,GlcNAc, and MansGlcNAc 
fractions isolated from the urine of two 
mannosidosis patients. On the basis of 
methylation analysis, acetolysis and per- 
iodate oxidation several isomeric struc- 
tures were proposed together with a semi- 
quantitative estimation of their relative 
abundance. In this paper we present a 
method using electron impact mass 
spectrometry of the reduced and permeth- 
ylated Man7GlcNAc to Man9GlcNAc oli- 
gosaccharides which allows a more 

Abbreviations used: E.I., electron impact; 
GlcNAclD, N [l-'H)N-acetylgluco3aminitol; HPTLC, 
high-performance thin-layer chromatography; 
MIKES, mass-analyzed ion kinetic energy spectrom- 
etry, MS, mass spectrometry. 
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straightforward qualitative and quanti- 
tative analysis of the isomers present. 

MATERIALS AND METHODS 

The isolation of the oligomannosides from the 
urine of patients suffering from mannosidosis has 
been described before (1). 

itiethylatiun (1.2). Two milligrams of homogenous 
fractions was reduced with NaB% prior to per- 
methylation. The permethylation was performed es- 
sentially according to Sandford and Cornrad (12). 
The permethylated oligosaccharides were purified by 
chromatography on a column of Sephadex LH 20, 1 
x 20 cm, with CHC13/MeOH 1/1, as eluent in order 
to remove excess of dimethyl sulfoxide and over a 
small column, 0.5 X 2 cm, of silica gel 60 (E. Merck, 

Darmstadt) with CHC13/MeOH/H20, 75/25/4, as 
eluent in order to remove colored side products. Thus 
permethylated oligosaccharides homogenous by cri- 
teria of HPTLC were obtained. Thin-layer chroma- 
tography was performed using silica gel HPTLC 
plates (E. Merck) with benzene/EtOH. 8/2, as de- 
veloping solvent. Bands were visualized by charring 
with 10% H2S04 a t  110-120°C. 

Mass spedrometry (13). Samples of 20-100 pg were 
analyzed by mass spectrometry on a LKB 9000, a 
Micromass ZAB, and a Kratos 50 S instrument. Be- 
cause of the iower sensitivity, larger quantities of the 
samples (-100 bg) were used with the LKB 9000. The 
samples were dissolved in dichloromethane and ap- 
plied to q u a n  tubes of the direct inlet system with 
the aid of a microliter syringe. After evaporation of 
the dichloromethane the samples were dried in the 
lock of the direct inlet system. The conditions of the 
analysis were the following. 

LKB 9000 ZAB 50 S 

Acceleration voltage (kV) 
Ionization energy (eV) 
Probe temperature (OC) 

The samples were heated stepwise by 10°C intervals 
under continous monitoring of the total ion current 
untii relevant spectra were obtained. The probe tem- 
perature was adjusted such as to maintain constant 
total ion current during the recording of the spectra. 
Ion source temperatures were set Ca. 100°C above the 
~ r o h  temwratures. The vacuum was s10-' Torr. 

Cl of the N-acetylglucosaminitol is fa- 
vored. The distribution of the ions cen- 
tered about m/e 2057 (M-87) and m/e 1970 
(M-174) also indicates the preferred loss 
of Cl of the N-acetylhexosaminitol. Other 
fragments derived from the molecular ion 

RESULTS AND DISCUSSION 

The fragmentation behavior of the re- 
duced and permethylated oligomannosides 
was first studied with the aid of the ho- 
mogenous Man9GlcNAclD (8) identical with 
the structure proposed for the Man9 resi- 
due present in glycopeptide A from thy- 
roglobuline (14). I ts  mass spectrum is 
shown in Fig. 1 and the major path- 
ways of fragmentation are depicted in 
Scheme 1. 

A molecular ion, although of low inten- 
sity, is clear!y discernible a t  m/e 2144. The 
even number in a compound containing 
one nitrogen is due to the presence of the 
deuterium a t  cl of the reduced hT-acetyl- 
glucosamine. Very intense ions are pro- 
duced by the elimination of a terminal 
CH20CH3 group leading to m/e 2099 or m/ 
e 2098. The high intensity of ?n/e 2095 
clearly indicates that  the elimination of 

areWproduced by the elimination of one, 
two, or three mannose residues. These 
fragment ions are  accompanied by daugh- 
ter ions which arise. from loss of either 
CH3- or one or two HOCH3 units leading 
to m/e 1909, 1894, 1877, 1845; m/e 1705, 
1690, 1673,1641; and m/e 1501, 1486, 1469, 
1437, respectively. The mannose residues 
of the nonreducing end of the molecule are 
represented by m/e 219, 204, 187, 155, 
while m/e 277 and m/e 295 are de- 
rived from the N-acetylglucosaminitol. 
Although the molecular composition of 
the ion m/e 295 is still unclear, its attri- 
bution to the hexosaminitol residue is cor- 
roborateci by the fact that  after reduction 
with NaRH, m/e  294 is found instead. 

Other ions of diagnostic value are formed 
predominantly by the cleavage of one of 
the glycosidic bonds by which the mannose 
side chains are linked to the mannotriose 
core. Fortunately these elimination pro- 
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cesses exhibit some peculiarities that  can 
be attributed specifically to one of the 
three side chains, thus producing a group 
of key ions that  can be used favorably for 
the structural elucidation of lower ho- 
mologues. 

(1) In contrast to the very intense di- 
saccharide ion m/e  423 and its daughter 
ion m/e 391, hardly any trisaccharide ion 
m/e  627 is visible. However an intense 
daughter ion m/e  595 is present. This ion 
is attributed to the Man3 chain-linked 
a(1-3) to the mannotriose core. This at- 
tribution is supported by MIKES mea- 
surements showing, that  this ion is not 
derived from m/e  1034. 

( 2 )  The spectrum does not contain ions 
attributable to a tetrasaccharide unit. 
However, instead of an expected penta- 
hexosyl ion a t  m/e  1035 usually present in 
linear permethylated oligosaccharides (15) 
m/e  1034 is observed. This peculiarity is 
only found so far  for the branched Manj 
residue-linked a(1-6) to the central man- 
nose as indicated in Scheme 1. The com- 
plementary ion to m/e 1034 is m/e 1093 
with daughter ions m/e  1061 and 1047. 
This latter ion is produced by loss of the 
deuterated Cl of the N-acetylglucosamin- 
itol. 

(3) The ion m/e  1705 is produced by the 
elimination of two mannose residues from 
the molecule. This elimination can take 
place a t  one of the three antennae of the 
molecule leading also to the normal set of 
daughter ions like m/e  1690, 1673, etc. Be- ' 
sides its high intensity, which is extremely 
remarkable in E.I. mass spectra of per- 
methylated oligosaccharides, m/e  1705 is 
accompanied by another intense ion a t  m/ 
e  1765. The formation of a p+60 ion always 
containing the reduced end of the molecule 
with the general structure 

is especially favored in those cases, where 
pe arises from the cleavage of a (1-6)-gly- 
cosidic bond. Therefore it seems to be ap- 
propriate, to assign this ion m/e 1765 pref- 
erably to the octasaccharide ion that is 
formed after elimination of the &Tan2 
branch-linked a(1-6) as indicated in 
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187 39 1 ? 

SCHEME 1. Fragmentation pattern of reduced and permethylated urinary Man9GlcNAc. 

Scheme 1. Thus, each of the three anten- 
nae is represented by characteristic ions 
o r  sets of ions, t h a t  can in consequence be 
used for the evaluation of the mass spectra 
of the lower homologs of this molecule. 

The mass spectrum of the reduced and 
permethyiated Man8GlcNAc (Fig. 2) can 
be explained with the aid of three possible 
structures that  a re  shown in Schemes 2a, 
b, and c. In the high-mass range a molec- 
ular ion at  m/e 1940 and M-45 ( m / e  1895) 
a re  present together with m/e 1852, 1853. 
Key ions for the interpretation of the spec- 
t rum are m/e 1034 and m/e  830, which 
show that  the bifurcated carbohydrate 
moiety-linked a-(1-6) to the central man- 
nose may be composed of four or  five man- 
nose residues, respectiveiy. The analysis 
of m/e 830 by MIKES reveals m/e  799 
(pe-31), m/e 767 (pe-31-32), m/e  643 
(pe-187), m/e 627, m/e 423, and m/e  391 
a s  daughter ions, but no m/e  595. This 
again proves, t ha t  the ion m/e 595 is solely 
derived from the ?vlan3 chain-linked a(1- 
3) to the central mannose. The occurrence 
of a Man3 chain in this linkage point is 
corroborated by the complementary m / e  
1093 (Schemes 2a and b). The presence of 

ion m/e  889 shows, however, t ha t  also a 
Manz chain is present in this type of link- 
age (Scheme 2c). From the intensity of 
both ions i t  can be concluded tha t  two- 
thirds of the mixture is composed of the 
two species with Mana chain-linked a(1-3) 
to the central mannose (Schemes 2a and 
b) in accordance with the findings of Ya- 
mashita et al. (11). 

The ions complementary to m/e  889 and 
m/e  1093 produced by fission of the a(1-3) 
bond to the centra1 mannose with reten- 
tion of the  positive charge on the hexos- 
amine bearing moiety furnish m/e  1297 
for 2a, 2b and m / e  1501 for 2c. This ion 
can, however, be formed by still two other 
types of cleavages as indicated in Schemes 
2a and c. In both these types of cleavages 
m/e  1501 should be accompanied by a pe 
+ 60 ion m/e 1561. By comparison of the 
intensities of m/e 1561 and m/e 1765 and 
taking into account, tha t  2c constitutes 
about one-third of the whole mixture, the 
contribution of 2a for m/e 1561 should be 
very low indeed. Thus an  intensity ratio 
of 1:3:2 can be postulated for the struc- 
tures 2aa, 2b, and 2c. 

The same type of analysis can be applied 
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a rsdl - -1 -  
chicin-(1-2)- aMan-(1-3)- a Man 

3; A89 
1 0 3 4 ~ '  \ 0*  

6. , ,  

SCHEME 2. Mass spectrometric fragmentation pattern of the mixture of reduced and permeth- 
ylated ManBGlcNAc. Only the key ions important for the interpretation are shown. 

to the mass spectrum of the permethyl- 
ated and reduced Man,GlcNAc (Fig. 3) 
Theoretically six different structures 3 a- 
f are possible as  exemplified in Scheme 2. 
The analysis of the mass spectrum of the 
reduced and permethylated Man,GlcNAc 
fraction shown in Fig. 3 follows the 
same line of arguments a s  that  of the 
ManeGlcNAc derivative. Assuming that  
the Man7GicNAc fraction is derived from 

the Man9GlcNAc molecule or its protein- 
linked precursors by partial degradation, 
theoretically six different structures can 
be expected. These are depicted iri Schemes 
3a-f together with their respective key 
ions. Because of the complexity of this 
mixture, a qualitative and quantitative 
evaluation is rather difficult especially 
without the knowledge of the individual 
mass spectra. The fragments derived from 
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5 6 3 -  ,795 6 2 7 M  ' \ F l d 9 3  
(i 
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.,&Man-( 1-4 ) - G l c h , Z c i  t o l  

C - 626- ' " -1093 ~ 

'6 ,, 
0 ' ~ ~ n n - ( ~ - 4 ) - C l c \ P i c i  t o l  

;/\ , 
535t-(627* \ 1 

l Y a n - ( l - L ? ) -  a k l a n - ( 1 - 2 ) -  3 Slnri 

A' M a n - ( 1 - 1  )-ClcS.4ci t o l  

;Y. . , 
Y 1 2 9 7  

391- (423)-, ,/ 
ahfan-( 1-2)- 3 \fai'\ 

t 
1 2 6 J  

SCHEME 3 Possible s t ruc tu res  Man-GlcNAc isomers together  with their  expeçted ke) ions 

the  molecular ion rn/e 1736 a re  M-45, m/ 
e 1691 a n d  M-89, rn/e 1647. 

For  t h e  oligomannose branch-linked 
4 1 - 6 )  t o  the  central  P-Man, only two ions 
a t  m / e  626 and m / e  830 a re  present.  The 
ion î r ~ / e  1034 (Scheme 3c) is present only 
a s  an isotope peak a n d  the  cornplementary 
ion m / e  685 is also of negligible intensity.  
Thus t h e  occurrence of s t ructure  3e can  be 
ruled o u t  with g rea t  certainty.  

A Man, moiety-linked ~ ( 1 - 3 )  to  t h e  cen- 
t ra l  j3-mannose is represented by nz/e 595 
as  in t h e  Man,GlcNAc derivative (3a,  3b, 
3f) wi th  m / e  1093 as complementary ion. 
For the  Man, moiety-linked a(1-6) to  the  
13-mannose three se ts  of ions indicate the 
presence of the s t ructures  3a, 3b, a n d  3f. 
Tnese ions a re  m/e 627 and m/e  1153 (3a) ,  

w ~ / e  626 and d e  1561 ( 3 b ) ,  )ic/t. 627 and 
m / e  1357 (3f). The ion »r/r 1561 can be 
expected only for the  s t ructures  3b and 3c 
I ts  extrernely high intensity a l lous  the 
conclusion, that  these two s t ructures  rep- 
resent  the main components of the 
ManiGlcNAc fraction The ion t t / /v  1;13C 
at t r ibutable  to the  s t ructures  :3d and Sf 
h a s  only one-fourth of the  intensity of r r c /  
e 1561. Therefore, these  s t ructures  seem 
to be present only in minor arnounts 
The quantitative evaliiation of this 
ManïGlcNAc fraction is essentially in ac- 
cordance with the  findings of Ynmashita 
et ( L I .  (11) a s  far  a s  con~ponen ts  31). 3c, and 
3d a r e  concerned. X t  present it cannot he 
decided whether the  differenccs concern- 
ing the  occurrence of s t ructures  :<a nnti :if 
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are  due to differences of the material an- 
alyzed or to the methods used for  analysis. 

I t  is a widely accepted principle that  the 
nature of a metabolic defect is reflected in 
the structures of the substances that  are 
excreted in the urine. In view of the nu- 
merous structures found in the urine of 
cases of mannosidosis, however, it seems 
a t  first sight to be a difficult task to cor- 

relate these with a single enzymatic de- 
fect. The presence of a terminal PMan (1- 
4)-GlcNAc in al1 structures isolated so f a r  
by the groups dealing with this disease 
makes i t  ra ther  plausible t ha t  the oligc- 
saccharides a re  released by the action of 
an  endoglucosaminidase. Several hypoth- 
esis have been put forward for  the expla- 
nation of the genetic defect (1, 5, 11) b ~ t  
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none of them is completely satisfactory. REFERENCES 
Theoretically, two different types of com- 
pounds can serve as precursors for the 
oligomannosides found: either they are 
derived predominantly from the degra- 
dation of asparagine-linked oligosaccha- 
rides of the "high mannose type," or they 
are due to a defect in the processing path- 
way, recently reviewed by Schachter (16), 
that  leads to the biosynthesis of the com- 
plex type of glycoproteins. Every plausible 
hypothesis, however, has to cover the fact 
that  the core tetrasaccharide Man a(1-3) 
[Man a(1-6)] Man P(1-4)-GlcNAc, present 
in al1 asparagine-linked carbohydrate side 
chains of glycoproteins does not occur in 
the urine. This finding cannot be recon- 
ciled with the "high mannose theory" 
without introduction of additional as- 
sumptions. Carroll et al. (17) demonstrated 
the presence of three a-mannosidases in 
normal human liver. Two of them with a 
pH optimum of 4.4 were missing in two 
cases of mannosidosis. Hultberg et al. (18) 
could not find any significant differences 
in the activity of the three purified man- 
nosidases toward different substrates. A 
mannosidase specific for a(1-2)-linked 
mannose was found in ra t  liver Golgi (19). 
These findings do not explain, why in the 
more complex structures terminal a(1-6)- 
linked mannose residues occur whereas 
the tetrasaccharide with one terminal 
Man a(1-6) is completely absent. Further 
work will be necessary to darify this 
point. A solution to the unsolved question 
could be hidden in the action of the GlcNAc 
transferase II described recently by the 
group of H. Schachter (20). It can be ex- 
pected that a lack or reduced activity of 
this enzyme, that transfers one GlcNAc 
to the Man a(1-6) branch of the manno- 
triose core will Iead to severe disturbance 
of the metabolic pathways leading from 
the high-mannose precursors of the rough 
endoplasmic reticulum to the complex 
type glycoproteins secreted by the Golgi. 
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IV - DISCUSSION 

L'ensemble des données de la RMN et de l'analyse en masse 

spectrométrie a permis de vérifier que les oligosaccharides supérieurs de 

l'urine de mannosidose répondaient au schéma de structure généralement 

admis pour les glycoprotéines de type polymannosidique : 

L'oligosaccharide supérieur est représenté par une structure 

unique "limite" à neuf mannoses, la spectrométrie de masse a permis de 

mettre en évidence une grande hétérogénéité en ce qui concerne les autres 

oligosaccharides. Cette hétérogénéité a d'ailleurs été confirmée par 

YAMASHITA et al. 1980b(549) et MATSUURA et al. 1981b(550), qui ont porté 

à 17 le nombre d'oligosaccharides différents dans l'urine (Figure 32). 

Seule une origine biosynthétique peut expliquer la 

grande hétérogénéité structurale observée, les oligosaccharides urinaires 

correspondent aux différentes étapes dégradatives des précurseurs poly- 

mannosylés schématisées sur la figure 33. 

Puisque il a été démontré que le déficit enzymatique ne 

touchait que les seules a-mannosidases acides lysosomales, il faut donc 

imaginer nne perturbation des voies dégradatives régulatrices de la 

biosynthèse (qui ne se font qu'au niveau du réticulum endoplasmique 

et du Golgi) par l'accumulation intracellulaire de composés riches en 

mannose. La nature des oligosaccharides trouvés soulève par ailleurs 

d'autres problèmes concernant le catabolisme des glycannes de type 

polymannosidique. En effet, l'oliyosaccharide ~ajeur attendu en cas de 

déficit en a-mannosidase, aurait dû logiquement être un tétrasaccharide 

possédant le noyau trimannosidique commun à toutes les N-glycosylprotéines. 

Or ce tétrasaccharide est pratiquement inexistant dans l'urine. Plus de 
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2/3 en poids des oligosaccharides excrétés sont représentés par le 

trisaccharide : 

et par des structures en dérivant par addition de résidus de mannose en 

al-2. 

Il est à noter que les isomères correspondants, possédant 

un résidu de mannose en al-6 sont totalement inexistants. Puisque de tels 

composés linéaires n'ont jamais été caractérisés en tant que chaines 

glycanniques de glycoprotéines, leur existence pourrait s'expliquer 

soit par l'action d'une mannosidase al-6 résiduelle comme il l'a été 

proposé par STRECKER et al. 1976b(552), soit par l'existence d'endo- 

mannosidases spécifiques des liaisons al-6 agissant sur les structures 

polymannosidiques (YAMASHITA et al. 1980b(553)). Comme dans beaucoup 

d'autres maladies lysosomales, les oligosaccharides excrétés ne possédent 

qu'une seule N-acétylglucosamine terminale, suggérant l'action d'une 

endo-6-N-acétylglucosaminidase sur les structures polymannosidiques, 

et pouvant d'ailleurs jouer un rôle régulateur dans la biosynthèse des 

N-glycosylprotéines (MONTREUIL 1981 (554)). Il est à noter que des formes 

de mannosidoses animales ont été décrites chez le boeuf (JOLLY 1971 (555)) 

et chez le chat (BURDITT et al. 1980 (556)). Dans ce cas, les oligosaccha- 

rides excrétés dans l'urine sont normalement terminés par un chainon di-N- 

acétylchitobiose et sont vraisemblablement libérés par action préférentielle 

de l'aspartamido-hydrolase, ABRAHAM et al. 1983a(557). Ce dernier point sera 

discuté plus amplement dans les pages de conclusion de ce mémoire. 

parallèlement à la mannosidose bovine génétiquement induits, 

a récemment été décrite aux Etats Unis et en Australie, une forme de la 

maladie touchant le cheptel bovin et ovin, après ingestion de plantes telle 

la swainsona canescens et l'astragale, DORLING et al. 1978 (558) ; JAMES 

et al. 1981 (559). 

Cette phénocopie de la mannosidose serait chimiquement 

induite par ingestion d'une alcaloïde spécifique des plantes grécitées, 

la swainsonine ou 1,2,8 indolizidinetriol, agissant comme inhibiteur puissant 

de la mannosidase II golgienne (TULSIANI et al. i982b (560) ; ABRAHAM et al.. - 
1983 b( 561) . 



L'effet de la swainsonine LM v i v o  se manifeste par un 

arrêt de la maturation des chaînes glycanniques, et par l'apparition de 

structures glycanniques hybrides, venant s'accumuler au sein du lysosome 

et créant ainsi les caractères de maladie de surcharge observés chez les 

animaux (ELBEIN et al. 1981 (562) ; ELBEIN et al. 1983 (563) ; TULSIANI et 

TOUSTER 1983 (564)). Ches les animaux atteints de "locolsme", on note 

l'apparition dans l'urine d'oligosaccharides identiques à ceux rencontrés 

dans la mannosidose bovine d'origine génétique, avec prédominence toutefois 

de la structure intermédiaire à 5 mannoses reflet du dysfonctionnement 

biosynthétique (CENCI DI BELLO et al. 1983 (565) ; SADEH et al. 1983 (566)). 

Une réversion des signes chimiques et biochimiques est 

enregistrée chez les animaux intoxiqués quelques jours après arrêt de 

la consommation des plantes responsables (DORLING et al. 1983 (567)). 

Nous ferons également mention d'un autre type de mannosidose 

animale qui est la 6-mannosidose caprine (JONES et al. 1983 (568) ) .  Cette 

maladie causée par le déficit d'une 6-mannosidase responsable de l'hydrolyse 

de la liaison ~an(B1-4)Glc~~c (JONES et DAWSON 1981 (569)) se traduit par 

l'apparition dans les tissus et l'urine du trisaccharide : 

~an(~1-4)~lcN~c($1-4)~lcNAc (MATSUURA et al. 1981 (570) ; MATSUURA et al. 

1983 (571)). 

Bien que plusieurs formes de B-mannosidases soient présentes 

chez l'Homme (DAWSON 1982 (572) ) , aucune forme humaine de la maladie n' a 
à ce jour été caractérisée. 



CHAPITRE 4 

ETUDE DES GLYCOASPARAGINES ACIDES 
DE L' URINE D'ASPARTYLGLYCOSAMINURIE 

Les premiers cas d'aspartylglycosaminurie (AGU) furent 

décrits en Angleterre en 1968 par POLLITT (573) chez une fratrie 

présentant un sévère retard mental. Des quantités anormales de 2 acétamido- 

1-(6-L-aspartamido)-1-2 dideoxyglucose (GlcNAc-Asn) furent détectées dans 

l'urine, associées à un déficit tissulaire en aspartylglucosaminidase 

(1-aspartamido-B-N-aminohydrolase E.C. 3.5.1). De nouveaux cas furent 

alors rapidement trouvés en Finlande (AUTIO 1972 (574)), et à l'heure 

actuelle plus de 138 patients ont été diagnostiqués. Si le déficit 

génétique reste en majorité géographiquement limité au pays finlandais, 

il est à noter q%2 d'autres cas ont été récemment décrits en Sicile 

(GEHLER et al. 1981 (575) ; GATTI et al. 1982 (576) ) , aux Etats Unis - 
(HREIDARSSON et al. 1983 (577)) et en France (MAROTEAUX, non publié). 

1 - ÉTUDE CLINIQUE 

Les signes cliniques de la maladie, comme pour beaucoup 

d'autres maladies de surcharge ne sont pas spécifiques. Cliniquement la 

maladie ressemble à une forme atténuée de mucopolysaccharidose, les signes 

principaux étant le retard mental, le faciès grossier, les dysmorphies 

osseuses (anomalies vertébrales, os longs au cortex peu épais), présence 

d'opacités cornéennes. Les enfants présentent en outre une sensibilité 

accrue aux infections. Des hernies ombilicales ou inguinales sont 

fréquemment recensées (AULA et al. 1982 (578)). Les premiers signes, 

témoins de l'atteinte neurologique, apparaissent généralement entre 1 et 

4 ans et se manifestent par un arrêt de l'acquisition de langage et un 

retard dans les fonctions motrices. 

La maladie évolue vers une forme adulte, avec accentuation 

des troubles neurologiques. La mort survient dans la plupart des cas par 

suite d'infections d'origine pulmonaire. 



Comme dans les autres maladies lysosomales, l'examen histolo- 

gique révèle la présence de larges vacuoles dans de nombreux tissus et 

notamment la présence de lymphocytes vacuolés dans le sang périphérique. 

1 1 - ENZYMOLOG 1 E 

Le déficit métabolique dans 1'AGU a été démontré comme étant 

une déficience en amidase (1-aspartamido-B-N-acétylglucosamine amidohydrolase 

(EC 3.5.1.26)) (POLLITT et JENNER 1969 (579)). Cette enzyme catalyse 

l'hydrolyse des liaisons N-acétylglucosamine-asparagine (GlcNAc-Asn) 

rencontrées dans les N-glycosyl glycoprotéines, selon un processus en 

deux étapes schématisé sur la Figure 34 (MAKINO et al. 1966 (580)). 

Cette enzyme a été caractérisée dans bon nombre de tissus animaux où elle 

est spécifiquement associée à la fraction lysosomale (pour une revue, voir 

MAURY 1982 (581)). L'enzyme du foie humain, présente un pH optimum de 

7.7-9.0 (DUGAL et STR~MME 1977 (582) ; MC GOVERN et al. 1983 (583)). 

Dans 1'AGU l'activité de l'enzyme est réduite à 10 % de la 

normale, sans qu'il y ait toutefois altération de ces propriétés physico- 

chimiques (SAVOLAINEN 1976 (584)). 

II 1 - NATURE DU MATÉRIEL ACCUMULÉ 

La caractérisation du glycopeptide GlcNAc-Asn dans les tissus 

ou dans l'urine des patients, par le biais de différentes méthodes chromato- 

graphiques, demeure l'élément majeur de diagnostic (MAURY et PAL0 1980 (585)). 

Le taux d'excrétion dans l'urine de ce glycoasparagine est d'environ 

d'=rie mmole/24 h, sans qu'il y ait corrélation entre le taux urinaire du 

glycopeptide et la gravité des syrnptomes cliniques enregistrés. D'autres 

glycoasparagines plus conïplexes ont été caractérisés dans l'urine et les 

tissus des malades, leurs structures sont rassemblées dans la Figure 35. 

Bien que l'aspartamidase ait été caractérisée ou isolée de 

différents tissus, peu d'information sont connues quant à son exacte 
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spécificité, notamment en ce qui concerne les glycopeptides complexes de 

type N-acétyllactosaminique ou oligomannosidique. L'étude du matériel 

accumulé chez les malades est susceptible de nous donner ce type d'infor- 

mations, notamment la présence de glycopeptides à mannose suggère que 

l'enzyme est capable d'hydrolyser des glycopeptides beaucoup plus 

complexes que le GlcNAc-Asn. 

Nous nous sommes quant à nous plus particulièrement 

intéressés à l'isolement et l'étude des glycoasparagines acides de 

l'urine. Ce travail est rapporté dans  ARTICLE 11. 
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SUMMARY 

Acidic glycoasparagines w e r e  i s o l a t e d  from t h e  u r i n e  of  

a p a t i e n t  wi th  aspartylglycosaminuria and t h e i r  s t r u c t u r e s  completely 

e luc idated  by a combination of 500 MHz 'H-NMR spectroscopy and methylat ion 

analys is .  These glycoasparagines possess a common carbohydrate backbone 

made of r e p e t i t i v e  N-acetyllactosaminic u n i t s  (2 t o  3 r e s i d u e s ) ,  with a 

terminal s i a l i c  ac id  r e s idue  according t o  t h e  scheme : 

The or ig ine  o f  such carbohydrate sequences which have not  y e t  been 

described i n  glycoprotein i s  discussed. 

1 NTRODUCTI ON 

Aspartylglycosaminuria (AGU) i s  a he red i t a ry  lysosomal 

d isorder  a f f e c t i n g  t h e  catabolism of  g lycoprote ins  (1 ,  2 ) .  A s  a consequence 

o f  the  primary enzymatic de fec t  i n  1-aspartamido-6-N-acetylglucosarnine- 

aminohydrolase, la rge  q u a n t i t i e s  o f  N-acetyl-B-aspartylglucosamine 

(1-L-B-aspartamido-2-acetamido-1,2 dideoxy-6-D-glucose) accumulated i n s i d e  

t h e  t i s s u e s  (3)  and a r e  excreted i n  t h e  u r i n e  of  t h e  p a t i e n t s  (4)  . In  

addi t ion  t o  t h i s  compound, l a r g e r  n e u t r a l  and a c i d i c  glycoasparagines, 

have a l so  been charac ter ized  i n  t h e  ur ine  (4 ,  8 ) .  I n  t h i s  paper we desc r ibe  

t h e  i s o l a t i o n  and s t r u c t u r a l  determination based on methylation and 500-MHz 
1 

H-NMR spectroscopy a n a l y s i s ,  o f  t h e  d i f f e r e n t  a c i d i c  glycoasparagines 

p resen t  i n  u r i n e  of t h e  p a t i e n t s .  Four of t h e s e  compounds have been 

previously described (9 ) ,  bu t  t h e  higher isomers a r e  d i f f e r e n t  £rom 

any of the  glycoasparaçines i s o l a t e d  before. 



MATERIAL AND METHODS 

Urine was c o l l e c t e d  from two p a t i e n t s  diagnosised a s  AGU 

on the  b a s i s  of c l i n i c a l  symptoms, and t h e  demonstration of  B-D-GlcNAc-1-L-~sn 

i n  the  u r i n e  (one o f  the  p a t i e n t s  was t h e  f i r s t  case  of  AGU described i n  

France, MAROTEAUX unpublished). Frac t ionat ion  of u r ine  was r e a l i z e d  by 

previous ly  described methods (10) .  Acidic glycoasparagines were s e l e c t i v e l y  

e lu ted  £rom the  anionic  exchanger Dowex 1 x 2 (200 t o  400 mesh ; CH~COO- form) 

by a d iscont inous  gradient  of pyr id ine  a c e t a t e  (pH 5.4) (1,  10, 20, 50 and 

100 m M ) .  Descending paper chromatography was c a r r i e d  o u t  on WHATMAN No 3 

paper us ing e thy l  ace ta te /pyr id ine /ace t i c  acid/water (5  : 5 : 1 : 3 by vol .)  

a s  a so lvent .  

Analysis of glycoasparagines by t h i n  l a y e r  chromatography was 

made a s  previous ly  described (10) .  Qua l i t a t ive  and q u a n t i t a t i v e  sugar analyses 

were c a r r i e d  ou t  a f t e r  methanolysis ( M ~ O H / H C ~  0.5 M l  24 h, 80°C) by gas- 

l i q u i d  chromatography of t h e  t r i f l u o r o a c e t y l a t e d  d e r i v a t i v e s  (11) .  

Permethylation was performed according t o  FINNE e t  a l .  (12) .  

P a r t i a l l y  methylated monosaccharides obtained by methanolysis of  permethylated 

glycopeptides were analysed and i d e n t i f i e d  according t o  FOURNET e t  a l .  (13) .  

The amino ac id  and hexosamine composition of the  glycopeptide was 

determined a f t e r  a c i d  hydrolysis  (5.6 N HC1,  24 h l  100°C, under vacuum) 

on a Beckman amino-acid analyser .  For NMR spectroscopy t h e  glycopeptides 

were repeatedly  exchanged i n  D20 (99.96 atom % D ,  Aldrich) wi th  intermediate 

lyoph i l i za t ion .  

1 The 500 MHz B-NMR specta  of n e u t r a l  so lu t ion  of  the  

compounds were recorded on a Bruker WM-500 spectrometer,  ope ra t ing  i n  

t h e  Four ier  transform mode a t  a probe temperature o f  300 K. Chemical s h i f t s  

a r e  given r e l a t i v e  t o  sodium-2-2-dimethyl-2 silapentane-5 sulphonate 

( i n d i r e c t l y  t o  acetone i n  D20 : 6 = 2.225 ppm). Resolution enhancement 

o f  the  500-MHz spec t ra  was achieved by LORYiJTZIRN t o  Gaussian transformation 

according t o  (14) .  Spectra of  glycoasparagines were i n t e r p r e t e d  a s  previously 

described ( 15) . 



FIGURE 1 

Paper chromatogram of  u r ina ry  a c i d i c  glycoasparagines £rom p a t i e n t s  

with AGU. The glycoasparagines were e l u t e d  from a Dowex 1 x 2 column 

(200-400 mesh, CH3COO' form) with a d iscont inous  g r a d i e n t  of pyr id ine /  

a c e t i c  ac id  b u f f e r  ( p H  5.5) from 1 mM t o  20mM ( 1  : 1 m M ;  2 : 2 m M ;  

3 : 5 m M ; 4 :  1 O m M ; 5 : 2 0 m M ; 6 : 5 O m M ; Ï :  l G O m b l ; 8 : 2 O O m M ) .  

Solvent : ethylacetate/pyridine/acetic acid/water  (5 : 5 : 1 : 3 ) .  

Time of migrat ion : 4 days. 



RESULTS 

ISOLATION OF A C I D I C  GLYCOASPARAGINES 

A s  shown i n  f i g u r e  1, a c i d i c  glycoasparagines were e l u t e d  

from t h e  Dowex 1 x 2 (200-400 mesh, CH~COO-) column with pyr id ine  a c e t a t e  

concentra t ions  of  10 and 20 mM. 

Two main glycopeptides (GPA1 and GPA2) w e r e  charac ter ized  

by paper chromatography i n  f r a c t i o n  20 mM. Fract ion  10 mM conta ins  s i x  

higher glycoasparagines (GPA t o  GPA8). Each glycoasparagine was i s o l a t e d  3 
i n  pure form by p repara t ive  paper chromatography during 3 days f o r  f r a c t i o n  

20 mM and 6 days f o r  f r a c t i o n  IO mM. P u r i f i c a t i o n  of h igher  isomers GPA and 
7 

GPA which were contaminated byminor "mannose containing mater ia l"  was achievea 
8 

by passing through a ConA a f f i n i t y  column. Pur i ty  of i s o l a t e a  cornpounds was 

checked by t h i n  l a y e r  chromatography. 

COMPOSITION OF PURIFIED GLYCOASPARAGINES GPAl TO GPA7 

Sugar and amino-acid a n a l y s i s  (Table 1) revealed  t h a t  

a l 1  glycopeptides contain s i a l i c  ac id ,  ga lac tose ,  N-acetyl-glucosamine 

and asparagine. I n  a l 1  case t h e  r a t i o n  NeuAc : Asn was 1 : 1 ind ica t ing  

t h a t  a l 1  compound were monosialylated. The r a t i o  Ga1 : GlcNAc was 1 : 1 

i n  a l 1  glycopeptides,  and t h e  number o f  ga lac tose  and N-acetylglucosamine 

increased from 1 f o r  GPAl and GPA t o  4 f o r  GPA7 and GPA8. This  f a c t  2 ' 
suggest  t h e  p o s s i b i l i t y  of r e p e t i t i v e  N-acetyllactosaminic sequences. 

SUGAR LINKAGES AND SEQUENCES 

The molar compositions o f  t h e  p a r t i a l l y  methylated methyl- 

glycosides p resen t  i n  the  methanolysates of the  permethylated glycopeptides 

GPA t o  GPA a r e  given i n  Table 1. 
1 8 

The main observation i s  t h a t  a l 1  t h e  c o n s t i t u e n t  monosaccharides 

a r e  monosubstituted ind ica t ing  a l i n e a r  sequence f o r  a l 1  glycopeptides.  In  a l 1  

cases a te rminal  s i a l i c  ac id  res idue  w a s  observed. The presence of  2,4,6- 

tri-O-Me-3-mono-O-Ac-Gd i n  GPA, and 2,3,4-tri-0-Me-6-mono-Mc-Ga1 i n  GPAs - 



TABLE 1 

Molar ratios of const-ituent monosaccharides and of partially methylated methylglycosides, after methylation analysis, of 

the major glycoasparagines frorn the urine of two patients with aspartylglycosaminuria 

Carbohydrate and akino-acid 
Glyco- Amoun t composition 

Methylation analysis data 

Asparagine mg/]. 
NeuAc Ga1 GlcNAc Asp 2,3,4-tri-0-Me- 2,4,6-tri-0-Me- 3,6-di- 4,7,8,9-tétra- 

6-mono-O-Ac-Ga1 3-mono-O-Ac-Ga1 O-Me-4-mono-Ac- O-Me-Neu(Me)Ac 
GlcN (Me) Ac 

F I 
GPA 52 0.90 1.00 0.48(1) 1.00 - 1 .O9 0.45 O. 70 

r u  
,P 
N 

GPA2 2 7 0.92 1.02 0.46(1) 1.00 1 .O4 - O. 32 O. 76 I 

C;PA3 18 0.94 2.00 1.45(2) 1.00 - 1.94 1.40 O. 80 

(E) theorical values 



is in favour of the substitution the galactose residue by sialic acid 

either in a 2,3 or a 2,6 linkage. This observation is confirmed by NMR 

analysis and can be extended to higher isomers. So GPA1, GPA3, GPA5 and 

GPA possess a a-2,3 sialyl linkage and GPA2, GPA4, GPA6 and GPA8 a 7 
a-2,6 sialyl linkage. 

Al1 N-acetylglucosamine residues are substituted on 

carbon - 4. The increased number of N-acetylglucosamine derivatives, 

together with the presence of the 2,4,6-tri-0-Me-3-mono-O-Ac galactose 

derivative is again in favour of repetitive N-acetyl lactosaminic sequence 

enchained with a 1,3 linkage, according to the scheme : 

These results were confirmed by NMR analysis which precise the anomeric 

configurationof the different linkages. The 500 MHz H-1 NMR spectrum 

obtained with GPA is shown on figure 2. 5 

DISCUSSION 

The data obtained by sugar composition, methylation and 

NMR analysis, allow to propose the structures summarize in Fig. 3 for 

glycopeptides GPAl to GPA8. 

If compounds GPAl to GPA have been previously described ( 9 ) ,  4 
compounds GPA to GPA have new structures never described before in any 5 8 
biological fluids. The fact that al1 are glycoasparagines, can be related 

to the primary enzymatic defect in AGU. Al1 these glycoasparagines possess 

in common the core Gal(Bl,4)-G~CNAC-~sn. As to now this type of carbohydrate 

structure has never been described in glycoproteins and their origin can be 

discussed. We can first assume that like other oligosaccharides or glyco- 

peptides found in the urine of patients with glycoproteinosis (161, they 

originate from a disturbed catabolism of the carbohydrate chains of 



suqar skeleton protons 
I 

dnomeric protons 
r- 

HOO 
(suppressed) 

Asn 
CHI NeuAc 
7- H-3eq 

/ X.L 

?.$ 
NeuAc 

t 

I 

Neu Ac 
H-3ax 

\ 

FIGURE 2 

The overall 500 MHz 'H-NMR spectrum of GPR a "polylactosaminic" type glycoasparagine w i t h  three repetitive 
5 ' 

N-acetyllactosamine sequences, i n  D20 a t  300 K. The doublet a t  5 ~ 1 . 3 2  ppm, indicated by @, stem £rom a 

non carbohydrate non protein contaminant. 



GPA6 : NeuAc(cl2-6) Ga1 (el-4) -G~CNAC (el-3) -Ga1 (61-4) -G~CNAC (Pl-) -Asn i l2 
GPA7 : N e W c  (cl2-3)- al (Bl-4) -GlcNAc (61-3) -Gal(@l-4) -G~CNAC (Pl-) -Asn E l3 

FIGURE 3 

Structures of the acidic glycoasparagines isolated £rom the urine of 

patients with aspartylglycosaminuria 



glycoproteins normally present  i n  t i s s u e s  o r  b i o l o g i c a l  f l u i d s .  A second 

hypothesis i s  t h a t  they a r e  b u i l t  by a r e p e t i t i v e  g lycos id ic  t r a n s f e r  

on the  glycoasparagine GlcNAc-Asn which represen t  t h e  major metabol i te  

i n  urine. Since we observed t h a t  no one o f  t h e  n e u t r a l  glycoasparagines 

of the  u r i n e  possess a N-âcetylglucosamine i n  non reduct ive  te rminal  

pos i t ion  (unpublished r e s u l t s ) ,  w e  can suppose t h a t  t h e  compounds a r e  

biosynthet ized by t h e  ac t ion  of a ga lac tose  : N-acetyl-glucosamine 

ga lac tosy l t r ans fe rase  and achieved by add i t ion  of a te rminal  s i a l i c  ac id  

residue. I t  can be noted,  t h a t  t h i s  type o f  b iosyn the t i c  process  has  

never been described i n  o ther  g lycoprote inos is  and must be i n  t h i s  

case d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  the  na tu re  o f  t h e  acceptor  GlcNAc-Asn. It can 

a l s o  be observed t h a t  i n  fucos idos is  where the  major u r ina ry  metabol i te  i s  

t h e  glycoasparagine Fuc(al,6)-GlcNAc-Asn t h i s  process doesn ' t  occurs. 

-1 

Inves t iga t ions  on t h e  p o s s i b i l i t y  of such b iosyn the t i c  

pathways us ing mode1 acceptors ,  w i l l  c e r t a i n l y  g ive  an answer t o  t h e  

o r i g i n  of t h i s  new type  of carbohydrate chains .  
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IV - DISCUSSION 

Le déficit en aspartamidase dans 1'AGU se-traduit par 

une excrétion massive dans l'urine du glycoasparagine G~CNAC-~sn, motif 

structural correspondant au point d'attache des chaînes glycanniques sur 

la protéine dans les N-glycosylprotéines. 

D'autres glycoasparagines plus complexes se retrouvent 

également dans l'urine. L'analyse structurale que nous avons réalisée sur 

les composés acides, montre qu'ils sont constitués d'un enchaînement 

linéaire de type "polylactosaminique" : 

Bien que des séquences polylactosaminiques aient été 

caractérisées par un certain nombre de N-glyc,osylprotéines (glycoprotéine 

de la bande 3 de la membrane érythrocytaire TSUJI et al. 1981 (592) ; 

kératane sulfate HIRANO et al. 1951 ( 5 9 3 ) ) ,  dans tous les cas ces enchaîne- 

ments substituaient le noyau trirnannosidique commun aux N-glycosylprotéines. 

L'origine des glycoasparagines de l'urine d'AGU est dans 

ce sens problématique et soulève deux hypothèses. 

L'hypothèse première serait que ces séquences résultent d'un 

processus de transfert sur le chaînon GlcNAc-Asn présent en grande quantité 

dans les différents tissus ou l'urine, au quel cas plusieurs constatations 

peuvent être faites. Il faudrait en effet dans ce dernier cas, imaginer 

un transfert successif de résidus de lactosamine plutôt qu'une addition 

ordonnée de résidus de galactose puis de N-acétylglucosamine. En effet, 

il est à noter qu'aucun des glycoasparagines neutres isolés de l'urine 

ne possède une séquence intermédiaire à N-acétylglucosamine terminale. 

Le processus de transfert sur le GlcNAc-Asn nécessitait donc comme 

accepteur un nucléoside du type UDP-Gal(61-4)-GlcNAc. Il est cependant 

surprenant qu'un tel processus de transfert n'ait jamais été observé 

pour les autres maladies de surcharge, au quel cas il faudrait admettre 

que ce phénomène soit ss6cifiquement associé à la nature du 

produit majeur accumulé à savoir le glycoasparagine GlcNAc-Asn. 



La seconde hypothèse, qui d'ailleurs a été adoptée comme 

concept (STRECKER et MONTREUIL 1978 (594) )  est que tous les motifs 

glycanniques retrouvés dans l'urine, soient un reflet exact de ceux 

existant naturellement dans les glycoprotéines. Il faut alors admettre 

que ce type de séquence linéaire existe dans certaines glycoprotéines 

et reste à découvrir. 



CHAPITRE S - 250 - 

EXEMPLE DE SURCHARGE LYSOSOMALE SECONDAI RE, 

ETUDE DU MATERIEL URINAIRE EXCRETE LORS DE 
LA MALADIE DE GAUCHER, 

Sous le terme de "Maladie de Gaucher" sont regroupés 

un certain nombre de syndromes, transmis suivant un mode autosomal 

récessif, et qui se manifestent sous un grand nombre de formes 

cliniques (Tableau XVII) . Toutes les formes de la maladie semblent 
être dues à la déficience d'une enzyme lysosomale, la "glucosylcéramide- 

6-glucosidase" (BRADY et al. 1965 (595) ; PATRICK 1965 (596) , catalysant 
l'hydrolyse du glucocérébroside en céramide et glucose, et entraînant 

l'accumulation de glucosylcéramide dans différents organes, et en 

particulier dans les cellules àu système réticulo-endothélial 

(GAL et al. 1979 (597)). Cette surcharge confère aux cellules de 

Gaucher un aspect caractéristique, les cellules prennentgénéralement 

une forme ovoïde ou polygonale et renferment de très nombreuses inclusions 

cytoplasmiques d'aspect strié. Observées en microscopie électronique, ces 

inclusions ont l'apparence de structures tubulaires (TAKAHASHI et al. 

1978 (598) ; EBATO et al. 1980 (599) ) . 

La glucosylcéramide provient de la dégradation de 

différents glycosphingolipides tels les gangliosides dans le cerveau 

et les viscères, le lactosylcéramide dans les cellules de la lignée 

blanche et enfin du gabotétraosylcéramide dans les hématies (FIGURE 36). 

La 6-glucosidase spécifique de l'hydrolyse de la 

liaison 6-glucosidique du glucocérébroside est une glycoprotéine 

oligomérique fortement ancrée dans la membrane lysosomale (PENTCHEV 

et al. 1973 (600). L'activité enzymatique est fortement stimulée par 

un facteur glycoprotéinique de faible poids moléculaire et thermostable, 

particulièrement abondant dans la rate de patients atteints de maladie 

de Gaucher (PETERS et al. 1977 (601) ) . D'après HO 1975 ( 6 0 2 )  , 
l'hydrolyse du glucocérébroside s'effectuerait par l'intermédiaire d'un 

complexe enzymatique constitué par la glucocérébrosidase (facteur C), 



TABLEAU XVII 

DIFFE23NTES FORMES CLINIQUES DE LA MALADIE DE GAUCHER 

Type 1 : Forme chronique ou adulte (maladie dtAshkenazi) non 

neuronopathique : symptdmes variables incluant l'hé- 

pathosplénomégalie, l'anémie, la thrombocytopénie, des 

difficultés orthopédiques, une pigmentation anormale 

de la face, du cou et des mains (Juifs) . 

Type 2 : Forme infantile, neuronopathique : hépatosplénomégalie, 

dysfonctionnement nerveux, retard mental dès le premier 

mois de la vie. Mort généralement dans la 2ème année. 

T-ype 3 : Forme juvénile : hépatosplénornégalie mhagée, crises, 

troubles cérébelleux apparaissant vers l'enfance 

(répandue dans certaines régions de Suède). 
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O 
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I 

FIGURE 36 

STRUCTURE DU GLUCOSYLCERAMIDE ACCUMULE LOFS DE LA MALADIE DE GAUCHER 



de l'activateur glycoprotéinique (facteur P) associés à un phospholipide 

acide. Une forme soluble de la 8-glucosidase a également été caractérisée 

(DANIELS et al. 1981 (603))~ cette enzyme de spécificité beaucoup plus 

large est également déficiente dans certaines formes de la maladie de 

Gaucher. 

Tout récemment, des formes multiples de la 8-gluco- 

cérébrosidase ont été caractérisées par des techniques d'électrofocalisation 

aussi bien dans les tissus normaux que chez les malades, CHOY et DAVIDSON 

1978 (604) ; GINNS et al. 1980 (605) ; MARET et al. 1981 (606). 

Ces méthodes ont permis de caractériser des formes enzymatiques altérées 

chez les malades, en particulier GINNS et al. 1982 (607), montrent que 

l'enzyme existe sous 2 formes, une forme précurseur A et une forme 

mature BI en quantité variable suivant les types cellulaires étudiés. 

La mutation responsable de la forme adulte de la maladie atteindrait 

le site catalytique de l'enzyme qui évoluerait toutefois vers la forme 

mature, alors que dans les types 2 et 3 l'enzyme demeurerait sous forme 

précurseur. 

Cependant de ces différentes itudes, il apparait qu'il 

est possible de corréler la gravité de la maladie avec l'activité 

résiduelle en 6-glucocérébrosidase. Parallèlement au déficit en 6- 

glucosidases d'autres enzymes semblent être perturbés dans la maladie. 

En particulier, MOFFITT et al. 1978 (608), mettent en évidence 

l'élévation de l'activité de nombreuses glycosidases dans le plasma 

et la rate des patients. Ces perturbations enzymatiques peuvent être 

mises en parallèle, avec des accumulations aspécifiques en GM 
3 

ganglioside et en galactocérébroside chez certains malades, PHILIPPART 

et MENKES 1967 (609). Plus récemment, DE GASPIEFU et al. 1981 (6101, 

ont mis en évidence une accunulation de glycopeptides de nature N-acétyl 

lactosaminique dans la rate des malades. 

Ces derniers résultats nous ont incité à rechercher 

l'influence des variations de l'activité des hydrolases acides, consécutives 

à la surcharge lysosornale en glucocérébroside sur le catabolisme des chaînes 

glycamiques des glycoprotéines, et à rechercher une éventuelle oligo- 

saccharidurie associée à la maladie. Ces travaux sont résumés dans les 

ARTICLES 12 et 13. 
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The urine of two patients with the infantile form of Gaucher's disease were analyzed for their carbohydrate 
content. Nine sialyl-oligosaccharides were isolated and characterized. Compounds with identical structures occur in 
the unne of patient with sialidosis. Furthermore, an abnormai excretion of mannosyl-glycoasparagines was 
observed. Three of these compounds were isolated and identified: 

GP-1 : a-Man-(1 4 6)-j-Man-(l-4)-j-GlcNAc-(1-+4)-j-GlcNAc-Asn; 

GP-III: r-Man-(143) 8-Man-(1 -+ 4)-j-GlcNAc-(1- 4)-j-GlcNAc-Asn; 
\ 

a-Man-(1 -+ 6 )  
/ 

r-Man-(1 -. 6) 
/ 

/ 

GP-IV : 

r-Man-(1 -. 3) 
- ))\ 

j-Man-(144)-P-GlcNAc-(l - 4)-P-GlcNAc-Asn. 
\ r-Man-(1 - 6) / 
/ 

.*-Man-(14 6) 

This carbohydrate material, which is found also in the spleen of the patients, probably originates from obstruction 
of lysosomal functioning by the accumulation of an excessive amount of glucocerebroside. 

Gaucher's disease is an autosomal. recessivelv heritable 
inborn error of metabolism characterized by a deficiency in 
glucocerebrosidase [l], resuiting in the accumulation of gluco- 
cerebroside in the spleen [SI. Three forms of the disease 
(infantile, juvenile and adult) can be distinguished on the basis 
of clinical parameters and age of the patients [3]. The infantile 
form is characterized by hepatosplenomegaly and neurological 
abnormalities during the first years of life. 

Little is known about the biochemical or genetic basis of the 
variation observed among Gaucher's disease patients. There is 
no correiation between the clinical course of the disease and the 
levels of residual glucocerebrosidase activity, so it is quite 
possible that the clinical expression of Gaucher's disease 
depends upon factors different from the glucocerebrosidase 
deficiency. Several authors have reported an increase of lyso- 
soma1 hydrolase activities, such as P-glucuronidase, acid 
phosphatase, both hexosaminidases A and B and P-galac- 
tosidase in spleen, liver or plasma of the patients [4, 51. The 
origin of this phenornefion is not known, but Moffitt et al. [j] 

Abbreviarions. Man, D-mannose; GlcNAc, !V-acetyl-D-gluqosamine; 
Gal. D-galactose: NeuXc. .V-acetyl-D-neuraminic acid: Asn, L-asparagine: 
Asp. L-aspartic dcid: TLC, rhin-layer chromatography: GLC, :as-liquid 
chrornatography; GC-MS, ras-liquid chromatography coupled with rnass 
spectrometry; YMR. nuclear rnagnetic resonance. 

suggested that it may be due to an interaction of accumuiated 
metabolites inside the lysosomes with cellular hydrolases. Sorne 
of these secondary changes in lysosomal enzyme activities 
might account for changes in the glycolipid or glycoprotein 
content of the tissue. Recently, De Gasperi et al. [6] described 
an increased amount of glycopeptide material in spleen of 
patients with Gaucher's disease. 

These reports prompted us to investigate the urine of two 
patients with Gaucher's disease (infantile form), with regard to 
the content and the nature of carbohydrates related to glyco- 
proteins. A preliminary report of the 'H-NMR investigations 
of the unnary glycoasparagines has been published previous- 
]Y 171. 

MATERIALS AND METHODS 

Isolation of  Cnrboliytlrate .Clarerial 

Urine of two siblings with the infantile form of Gaucher's 
disease was fractionated as described previously [SI: 10 1 of 
urine were first demineralized in batches using Dowex 50 A 8 
( 2 5  -50 mesh. HA form) and Dowex 1 x 8 (75 - 50 mesh, 
HCOO- form). The filtrate was concentrated to 1 1  under 
reduced pressure and then applied io a column (5 x 4Q cm) of 



charcoalicelite. After washing with 7 1 of distilled waier. the 
adsorbed material was eluted with 51 of 50°, ethanol. The 
volume of the ethanol solution was reduced to about 100 ml Sy 
evaporation. Subsequently, the solution was applied to col- 
umns (2 x 30 cm) of Dowex 50 x 2 (700 - 400 mesh, H + form) 
and Dowex 1 x 2 (200 - 400 mesh, CH,COO- fmm) connected 
in series. Xfter washing with 500 ml of distilled water, the 
columns were eluted separatly by a discontinuous gradient of 
1 - 500 mM pyridine/acetic acid buffer (pH 5.5). Each fraction 
was then concentrated to 1 ml and analyzed by paper 
chromatography. 

Chrornatographic Procedures 

Further separation and purification of oligosaccharides 
and glycopeptides was achieved by descending paper chroma- 
tography for 1 - 12days on Whatman no. 3 paper, with ethyl 
acetate/pyridine/acetic acid/ water (5 : 5 : 1 : 3, VI v) as solvent. 
Carbohydrate material was stained with the aniline oxalate 
reagent [9] or with a 1 O< ninhydrin solution in acetic 
acid/acetone (5 : 95, v/v). 

Homogeneity of purified glycans was verified by thin-layer 
chromatography on Silicagel-60, precoated plates (Kiesel- 
gel 60, Merck, Darmstadt) with ethanolln-butanollpyridinel 
acetic acidlwater (100: 10: 10: 3 : 30, vjv) as solvent [IO]. 
Sugar material was stained with a 0.2"; orcincl solution 
(w/v) in sulfuric acid,'water (20: 80, v ~ v ) ,  fol!owed by heating 
to 105 'C for 10 min. 

-0sac- obtained by methanolysis of the permethylated oli, 
charide-alditols (0.5 M HCI in methanoi for 74 h at 80 -C) 
were analyzed by gas-liquid chromatographyjmass spectrom- 
etry after acetylation in pyridinejacetic anhydride (1 :  1. 
v/v, 500pl, 10OCC, 2Omin) usiny a Girdell mode1 30 gas 
chromatograph (Suresnes, France) equipped with a capillary 
glass column (0.3 mm x 60 m) coated with Carbowax 20 M 
(column temperature : 130 - 225 'C with a temperature gra- 
dient of 2'C;'min; flow rate of carrier gas N,: 20 mllmin) and 
subsequently identified by mass spectrometry (Riber-Ma; 10- 
10 mass spectrometeï, Rueil-Malmaison, France). 

Prior to NMR spectroscopy, the glycoasparagines were 
repeatedly exchanged in D,O (99.96atomo0 D,  Aldrich, 
Milwaukee), with intermediate lyophilization. For NMR 
spectral analyses approximately 2 mM solutions of the com- 
pounds in 0.4ml D 2 0  were used. The 500-MHz 'H-NMR 
spectra of the glycoasparagines were recorded on a Bruker 
WM-500 spectrometer, operating in the Fourier transiorm 
mode at a probe temperature of 300 K [7]. Chemical shifts 
are given relative to sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-1- 
sulfonate (indirectly to acetone in D , 0 :  6 = 2.225ppm). 

Table 1. iMolar carbohydrare composition of sialyl-oliyosaccharides isolated 
from the urine of trvo patienrs with Gaucher's disease l infanti lejormi 
The molar ratios are based upon 2 or 3 mol of mannoseimol of oligo- 
saccharide . 

Analytical Methods 

The molar carbohydrate composition of the isolatrd com- 
pounds was determined according to Zanetta et al. [Il], after 
methanolysis with 0.5 M HCI in methanol for 24h at SO'C. 
Molar ratios of glucosamine and aspartic acid were determined 
using a Beckman amino-acid analyser, after hydrolysis of the 
glycoasparagines in 4 M HCI for 4 h. 

Permethylation was carried out according to Hakomori 
[12], as modified by Bjorndal et al. [13]. After extraction with 
chloroform, the permethylated compounds were purified by 
passing through a Silicagel column (0.5 x 5 cm) (Kieselgel, 70 - 
325 mesh, Merck, Darmstadt). The column was washed with 
5 ml chloroform and eluted with 70 ml methanol/chloroform 
(5 : 95, v/v) [14]. The partially O-methylated monosaccharides 

-- 

Sialyl- Amount in Molar ratios 
oligo- 
sac- normal Gaucher's Ga1 ,Man GlcNAc NeuAc 
charide ürine disease 

mg: ml 

Table 2. Molar ratios ofpartially methylated rnerhylg&cosides derived from rhe merhuno1,vsures of the permerhylared. rer!ucerisial.vl-oligosaccharides from rhe 
urine of pcrienrs wilh Gaucher's disease linfanrile forml 
The molar ratios were determined on the basis of one residue of l.3,5,6-tetra-O-Me-&mono-O-Ac-GlcN(MeAc-O Me = methyl, Ac = acetyl 

Partially methylared methylglycoside Molar ratio in sialyl-oligosaccharide 



Fig. 1. Paper chromarogram of urinary sialyl-oligosaccharides from apalient 
rvith Gaucher's diseuse finfanrile form). The sialyl-oligosaccharides were 
eluted from a Dowex 1 x 2 column (200-40 mesh, CH,COO- form) with 
a discontinuous gradient of pyridineiacetic acid buffer (pH 5 . 5 )  from 1 mM 
to500mM(1:1mM,7:2mM,3:5mM,4:10mM,6:50mM,7:100mM, 
8 : 200 mM. 9 : 500 mM). Solvent: ethyl acetateipyridine/acetic acidjwater 
(5 : 5 : 1 : 3). Time of migration: over night 

Resolution enhancement of the spectra was achieved by 
Lorentzian to Gaussian transformation according to Ernst 
il 51. 

RESULTS 

Characrerization of Sialyl-oligosaccharides 

The sialyl-oligosaccharides eluted from the Dowex 1 x 2 
column were qualitatively analyzed by paper chromatography. 
The chromatographic pattern (Fig. 1) was identical to that 
obtained for sialidosis urine [16]. The levels of these oligosac- 
charides are significantly increased as compared to. normal 
urine (see Table 1); however, they are considerably lower than 
those in the urine of sialidosis patients [16]. 

The nine major sialyl-oligosaccharides were isolated by 
preparative paper chromatography and characterized by meth- 
ylation analysis. The carbohydrate compositions (Table 1) 
and the molar ratios of the partially methylated methyl- 
glycosides denved from the permethylated reduced oligo- 
saccharides (Table 2) indicate that the oligosaccharide struc- 
tures are most probably identical to those described to 
occur in urine of sialidosis patients. The structures of the nine 
major sialyl-oligosaccharides present in Gaucher's disease 
urine, are listed in Fig. 2. 

Cliaracterization of Glycoasparagines 

Paper chromatography of the fractions eluted from the 
Dowex 50 * 2 column (Fig. 3) showed the occurrence of 

9 o-NeuAc-(2 + 6)-a-Gal-( 1 + 4)-3-ClchiAc-(1 + 2)-:-Yan-! i - 3) 

'a-?tan-(\ -+ S)-GICNAC 

a-NeuAc-(2 +6)-3-Gal-( i  -4)-3-G1c::Ac-(1 +2)-6-Y3n-(I + 5 j  
/ 

Fig. 2. Structures of' the nine major siul~l-oligosci~.~~hur~~ies rsoiutecl frurn rhe rrrine O/' u parierIr wirh Giruchrr's Nisrase ' irlfonrile Jorm: 



Fig. 3. Paper chrornafogram of'urir?ary g(vcoasparagines from apatienr with 
Gaucher'sdisease (infantile form I .  The glycoasparagines were eluted from a 
Dowex 50 x 2 column (200-MO mesh, H' form) with a discontinuous 
gradient of pyridine:scetic acid buffer (pH 5.5) from 1 mM to 200 miM, as 
indicated at the top. Time of migration: over night 

several glycoasparagines, which have not been observed in 
normal urine. Glycoasparagine GP-1, eluted with 10 mM 
pyridineiacetate, was isolated by paper chromatography and 
its purity was verified by TLC. Glycoasparagine GP-II, eluted 
with 5 m M  pyridine acetate, was found to be a mixture of 
several components, so far unresolvable by paper chromatog- 
raphy or TLC. Glycoasparvgines GP-III and GP-IV, eluted 
with 2 mM pyridine acetate, were isolated by paper chromatog- 
raphy performed during 6days and also their purity was 
confirmed by TLC (see Fig. 4). The fraction eluted with 1 miM 
pyridineiacetate contained a mixture of more complex glycoas- 
paragines which has not yet been resolved by paper chro- 
matography. 

The carbohydrate compositions and the molar ratios of the 
partially methylated rnethylglycosides present in the methano- 
lysates of the permethylated glycopeptides GP-1, -III and -IV 
are given in Table 3. 

GP-I. The methylation studies in combination with the 
molar carbohydrate composition (Table 3) dernonstrate that 
GP-1 contains a terminal rnannose residue, whereas the other 
constituent monosaccharides are monosubstituted. Therefore. 
GP-1 is a linear glycoasparagine. The 500-MHz 'H-NMR 
spectrum of GP-1 [7] reveals the sequence of the monosac- 

Fig. 4.  Thin-layer chromarogram of purf$ied glycoasparagines isolated from 
the urine of a patient wirh Gaucher's diseuse (infantile form) .  Solvent: 
ethanolin-butanol~pyridine!acetic acidiwater (100 : 10 : 10 : 3 : 30, v!v) 

charides and the confi_ouration of their glycosidic linkages. The 
presence of the structural element 

can readily be inferred from comparison of the chemical shifts 
of the structural reporter Croups of these residues (for GlcNAc- 
1, 6 H-1 = 5.07 ppm and 5 NAc = 2.014 pprn; for GlcNAc-2, 
5 H-1 = 4.618ppm and 6 NAc = 2.076ppm; for Man-3, b H-1 
= 4.767 ppm, J,,, = 0.6 Hz) with those of numerous glycopep- 
tides containing N-glycosidic carbohydrate chains. published 
so far [17 - 221. Both from methylation analysis (Table 3) as well 
as from the 'H-NMR spectral data (for Man-4, 5H-1 
= 4.915 ppm, JI,* = 1.8 Hz and 5 H-2 = 3.968ppm, while for 
Man-3 6 H-2 = 4.080ppm) it is evident that the terminal 
mannose residue is r-(l+6)-linked to mannose-3 (cf. [17, 23, 
231). This affords the following structure for GP-1: 

GP-III. The results of sugar and rnethyiation analysis of 
GP-III (Table3) show that two out of the four constituting 
mannose residues occupy terminal positions. Further. the 
presence of a di-3,6-substituted mannose and that of a mono-6- 
Substituted mannose residue is indicated (ser also Fig. 5). 
Assuming GP-III to possess the usual N,,V'-diacetylchitobiose 
unit iinked to asparagine, in principie two structures can be 
proposed on the basis of sugar and methylation analyses, 
namely : 





Fig. 5. GLC analysis ofparriab merhylared monosaccharitfe derivarives presenr in rile rnerl~ylano(vsates 0.f the permerhylaredgiycoasparagines i I I I  and IV! .  
( 1 )  2,3.4,6-Terra-O-bfe->tan: (2) 1,3.+tri-0-b'ie-~an: (3) 3.4.6-tri-O-Me-Man: (4) 2.Cdi-O-Me-Man, (5) 3.6-di-O-%le-Glc(Me)Ac: ** fatty acids. 
The retention time is plotted horizontally against the detector response 

6-Man- (1 + 4) - 3-GlcNAc- (1 - 4) -6-GlcNAc - Asn 
a-Man- ( 1 + 6 )  

/ 

GP- 1 

6-Man-(1 -* 4) -8-GlcNAc-(1 -c 4) -8-GlcNAc - Asn 
I 

GP-III 

\ 
6-Man- (1 -+ 4) -6-GlcNAc- (1 + 4) -6-GlcNAc - Asn 

GP- I'J 
Fig. 6. Srrucrures of the major glyroasparagit~es preser~r in rhe urine O/-a parienr rvirh Gaucher's diseuse i infanrile /orm i 

of lysos~mal  diseases. The same glycopeptides have been found 
to accumulate in the spleen of a third patient (,Michalski and 
Strecker. unpubiished resuiisj. These findings are in line with 
the observation of de Gasperi et al. [6]. 

The structure of the oligosaccharides and glycopeptides 
strongly suggest that they are related to incomplete catabolism 
of iv-acetyllactosaminic and high-mannose types of carbohy- 
drate chains of glycoproteins. As the 1-neuraminidase activity 
was found to be normal, and the z-mannosidase activity only 
slightly increased in the serum and Gbrobiasts of the two 
siblings, the occurrence of this accumulated materiai is not due 

to a primary enzymatic defect of lysosomal hydrolases. but 
must be considered to originate from obstruction of lysosomal 
functioning, probably due to the accumulation of glucocere- 
broside, wiiich may reach 1 ", in weight in the spleen, or an 
interaction of this lipidicmaterial with lysosomal hydrolases 
inside the lysosome. 

The investigation was supporred by the C'entre .\intiotruiiie la Recherche 
S~~ieriri/ïqire Lahorciroirr .Assoc,;t Ili: Biolo,oie phyricoc~liiniiyue er nioie- 
c~ulicire des gilcclties libres et ;or~~icpiris 1 ,  the Insrlrlrr .Varional lie la Sartre et lie 
la Recherche .M~tlirale (sontract 78.1.0523). The Vetherlands Foundation 
tnr Cheaical Research (SON) with financial i!d (rom The Netherlsnds 



Organization for the PIavancernent of Pure Rssearch (ZWO). and The 
Netherlands Foundation for C~nce r  Research ( K W F .  g a n t  UCKC-OC 
79-1 3). 
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1. Introduction 

High-resolution 'H NMR spectroscopy is an effi- 
cient and powerful technique for the structure 
determination of a wide variety of carbohydrate 
chains derived from N- and O-type glycoproteins 
[l-61. However, for oligomannoside-type [7] glyco- 
peptides and oligosacchandes from N-type giyco- 
proteins the fuUy discrirninative deduction of the 
pnmary structure from the 'H NMR spectrum 
remained difficult due to  the similarity of the con- 
stituting units. 

The availabiiity of a 500 MHz 'H NMR spectrom- 
eter in conjunction with a more sophisticated com- 
puter resolution enhancement routine afforded a sig- 
nificant refinement of the spectral data of N-acetyl- 
lactosamine-type carbohydrate chains of giycopro- 
teins, and the linewidth of the signals in the spectrum 
was made a useful parameter for structurai assign- 
ments 151. 

This new development opened the possibiiity to 
derive the structures of oiigornannoside-type carbo- 
hydrate chains from their 'H NMR spectra. This wili 
be illustrated for 3 glycoasparagines isolated from the 
urine of a patient with Gaucher's disease, a gluco- 
cerebrosidase deficiency [8]. 

2. Materiais and methods 

The giycopeptides dealt with here were isolated 
from the urine of a patient suffering from Gaucher's 
disease, and fractionated in the usual way [7] .  Details 
will be described elsewhere. 

The molar ratios of neutral monosaccharides and 
hexosamines were determined after methanolysis [9]. 
Molar ratios of glucosamine and aspartic acid were 
determined on a Beckrnan arnino acid analyzer, after 
hydrolysis in 4 N CF3COOH for 4 h at 100°C. 

For NMR spectroscopy the glycopeptides were 
repeatedly exchanged in D 2 0  (99.96 atom% D, 
Aldrich) with intermediate lyopbdization. 

The 500 MHz 'H NMR spectra of neutral solutions 
of the compounds were recorded on a Bruker 
WM-500 spectrometer, operating in the Fourier 
transform mode at a probe temperature of 300 K. 
Chemical shifts are given relative to sodium-2,2- 
dirnethyl-2-siIapentane-SuIphonate (indirectly to 
acetone in D20 :  6 = 2.225 ppm). Resolution enhance- 
ment of the 500 MHz spectra was achieved by 
Lorentzian to Gaussian transformation according 
to [IO]. 

3.  Results and discussion 

From the urine of a patient with Gaucher's disease 
3 major glycopeptides were isolated. Sugar and amino 
acid analyses revealed that only mannose ,N-acetyl- 
glucosamine and asparagine were present in these 
compounds. 

To elucidate the primary structures of the glyco- 
asparagines, 500 MHz 'H NMR spectra of the com- 
poünds in D20  were recorded. The structcral reporter 
group regions of  the resolutionenhanced 500 MHz 
'H NMR spectra of the 3 glycopeptides, viz. the si;- 
nals of the anomeric protons, the mannose H-2 reso- 
nances anc! the "li-acety! proton singlets are given in 
fig. 1-3. In view oftheir rnolar carbohydrate com- 
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Fig.1. Structural reporter group regions of the resolutionenhanced 500 MHz 'H NMR spectrum of M,GP, a glycoasparagine con- 
taining 2 mannoses, in D,O a t  300 K. The numbers in the spectrum refer to the corresponding residues in the structure. The rela- 
tive intensity scale of the Nacetyl  proton region differs from that of the other parts of the spectrum as indicated. 

Man fiil-LI GicNAcp(1-L)GlcNAc fiil-N)Asn 
4 

~Tnor ( l - 31  \ i 2  2 - 1 

4 G P  Mana(1-6) 
Manœil-61 I L  

B NAc 's - - 
anomeric protons Man H -2 's  

2 

I l  

l I 

Aan ii-E 

5 O k8 Lb C2 L O 
1 Il - dlwm l - 

Fig.2. Structural reporter group regions of the resolutionznhanced 500 MHz 'H NMK spectrum of M,GP, a giycoasparagne of 
the oligomannoside type containing 4 mannoses, in D,O at 300 K. ï h e  numbers and letters in the spectrum refer to the cone- 
sponding residues in the structure. The relative intensity scale of the N-acetyl proton region differs frorn that of the other parts of 
the spectrum as indicated. The spectrurn shows signals of low intensity sternrning from contaminants with related carbohydrate 
structures; those marked by asterisks belong to  M,GP. The quartet at  6 = 4.1 1 ppm, indicated by 0, stems from a non-carbo- 
hydrate non-protein contaminant !see also fig.4). 
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Fig.3. Structural reporter group regions of the resolutionenhanced 500 MHz 'H NMR spectrum of M,GP, a glycoasparagine of 
the oiigomannoside type containing 5 mannoses, in D,O a t  300 K. The numbers and letters in the spectrum refer to the corre- 
sponding residues in the structure. The relative intensity scale of the N-acetyl proton region differs from that of the other parts of 
the spectrum as indicated. The HOD-resonance is left out from the spectrum; its position is indicated by an arrow. Compound 
M,GP is present in s m d  amount in the sample (see signals marked by asterisks), which contains a few other low amount carbo- 
hydrate contaminants. 

positions, estimated by integration of the anomeric 
proton regions of their 'H NMR spectra (see table l ) ,  
the glycopeptides are designated with subscripts after 
their mannose content M2GP, %GP and MSGP. As 
an example for the 3 compounds, the overaii spec- 
trum of M4GP is depicted in fig.4. Relevant NMR 
parameters for the 3 glycopeptides are listed in 
table 2. 

Comparison of the 500 MHz 'H NMR spectra of 
M2GP, M4GP and M5GP reveals that the resonance 
positions as weii as the patterns of the signals 
belonging to corresponding anomeric protons (at 
6 2 5.07 ppm; = 9.8 HZ and at 6 2 4.61 ppm; 

= 8.2 HZ) and to corresponding N-acetyl methyl 
proton (at 6 = 2.0 1 and = 2 .O6 ppm) of the ClcNAc 
residues 1 and 2, respectively, are identical. The same 
holds for the asparagine proton signals (6H-a = 3.98 
ppm; 6H4  = 2.86 pprn and 6H4' = 2.93 pprn). These 
similariries in the spectra indicate that the glycopep- 
tides have in common the (+4)GlcNAcfi(1+4)- 

ClcNAcB(l+N)Asn moiety, as usual for N-glycosidic 
carbohydrate structures [SI. 

The two additional rnannose residues of M2GP can 
be characterized as follows. The anomeric proton 
resonating at 6 = 4.767 ppm belongs to the P-linked 

Table 1 
Carbohydrate and amino acid compositions of three oligo- 

mannoside-type glycopeptides isolated from Gaucher's 
disease urinea 

Constituent Gly copeptides 

Mannose 2 4 5 
N-Acety lglucosamine 2 2 2 
Asparagine 1 1 1 

a The molar compositions were estimated by rneans of M I R  
spectral inregration, on the basis of one residue of aspara- 
gine 
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I 
skc(tton protons 

r 

NAc '5 

Fig.4. The overail 500 MHz 'H NMR spectrum of M,GP, a glycoasparagine of the oiigomannoside type containing 4 mannoses, 
in D,O at 300 K. The quartet a t  6 = 4.1 1 ppm, together with the doublet at 6 r 1.32 ppm, indicated by @, stem from a non- 
carbohydrate non-protein contaminant. 

Man 2 (cf. [ I l ] ) .  Its coupling constant Ji,z (=0.6 Hz) 
is indicative of the P-type of linkage between Man 3 
and GlcNAc 2. The relatively smaii vaiue of J , , ,  gives 
rise to an apparent broad lined singlet for H-1, which 
can easily be distinguished from the weli-resolved 
doublet of H-1 of an a-linked mannose residue [SI. 

The chemical shift of H-2 of  Man 3 for compound 
M2GP (6 = 4.080 ppm) reflects a mono-a(l-6)- 
substitution of Man 3 by another mannose, which is 
usually numbered Man 5'. Type 2nd configuration 
of  the Man+Man linkage in M2CP are proved to be 
cr(l-.6) by the chemical shift of the H-1 of Man 
(6 =4.915 ppm) [11,12] anditsJ, , ,  (1.8 Hz) [ 5 ] .  
In accordance with the terminal position of Man 6 
the chemical shift of its H-2 is 6 = 3.968 ppm. It 
shouid be nored that in more cornplex structures 
possessing this element this H-2 signal is buried in the 
bulk of non-anomeric sugar skeleton protons, as in 
[11,12]. The signais of the (structural reporter group) 
protons of Man 4' are marked by relatively narrow 
Iinewidths, correspondmg with the expected rnobility 

of the residue. The structure of M2GP as given in fig.1 
is the afuco-analogue of a glycoasparagine isolated 
from the urine of a patient with fucosidosis [ I l ] .  

In the spectrum of M4GP (fig.2) the signals at 
6 = 4.770 pprn (H-1) and at 6 = 4.076 pprn (H-2) 
point again to  a rnonoa(l+6)-substitution o f  Man 3. 
Therefore M4GP contains Man o. The well-resolved 
doublet at 6 = 4.909 pprn (JI,, = 1.8 HZ) and the 
narrow doublet of doublets at E = 3.988 pprn closely 
resemble the Man 4' structural reporter group signals 
in the spectrum of M2GP, also with respect to  their 
linewidths. Therefore , a terminal ~(1-4)-linked 
mannose residue is present in M4GP, designated 
Man 

The H-1 doublet at 6 = 5.076 pprn (Ji,* = 1.8 Hz), 
in conjunction with the H-2 resonance at 6 = 4.064 
ppm, are characteristic for s terminai rnannose, 
cr(l-+3)-linked to another rnannose residue, as can be 
aerived from earlier observations, for example, Man 5 
in the rnonosialo~ligosaccfiaride NeuAcai2+6)- 
Ga@( 1+4)GlcNAcB( 1+7)Mancr(1-.6) [lkfancr(l+.3)]- 
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Table 2 
'H chemical shifts of structural reporter groups of constitu- 
ent monosaccharides for three oiigomannoside-type glyco- 

peptides isolated from Gaucher's disease urine 

Reporter ~ e s i d u e ~  Compound and schernatic structureb 
gr0UP 

M,GP M,GP M,GP 

a For codiig of monosaccharide residues and complete struc- 
tures see fig.1-3 
(O-)  Mannose; (c-) Nacetylgiucosamine 

Man/3(14)GlcNAc, isolated from human meconium 
[12] and Man 4 in the trisaccharide Mancu(1+3)- 
ManO(l4)GlcNAc [13]. The a(l+3)-linked mannose 
residue in M4GP cannot be attached to Man 3, since 
the latter is mono-a(1+6)-substituted, nor to Man 2 
which is a terminal residue. The fourth mannose in 
M4GP, designated Man 4, must therefore be attached 
to C-3 of Man o. 

The H-1 signal of Man $ is found at 6 = 4.870 pprn 
= 1.8 HZ). The presence of an a(l+3)-iinked 

mannose residue hardly influences the resonance 
position of the H-1 of the residue to  which it is 
attached (cf. [5] vs. [ I l ] ) .  The observed shift decre- 
ment for H-1 of Man 4 ' ,  as compared to M,GP, 
A6 = -0.045 ppm, must therefore be ascribed to the 
substitution of this residue at C-6. A similar shf t  decre- 
ment is observed for H-1 of Man 4' in the step from 
tri- to tetra-antennary glycopeptide of the N-acetyl- 
lactosarnine type [5], involving extension with a 

Galp(l+4)GlcNAc moiety, P(1+6)-iinked to Man $. 
In contrast, the shift increment for H-2 of Man $ as 
compared to M2GP, can be attributed to the attach- 
ment of Man A. A similar shift increment is observed 
for H-2 of Man 3 extending M,GP to the meconium 
oligosaccharide described above 1121. An a(1+6) 
substitution of one mannose by another hardly 
affects the former's H-2 chemical shift [2]. The above 
findings lead to the structure for M4GP shown in 
fig.2. 

The 500 MHz 'H NMR spectrum of M5GP (fig.3) 
differs in the region of the anomeric proton signals 
from that of MIGP (fig.2) only by the occurrence of 
an additional doublet at 6 = 5.099 pprn = 1.9 HZ). 
This suggests that M,GP is an extension of M4GP 
with another teminal a(l+3)-linked mannose resi- 
due. The residue to which this fifth mannose is 
attached, can be inferred frorn the chemical shifts 
of the mannose H-2s. The characteristically-shaped 11-2 
signal of the B-Man 3 is shifted from 6 = 4.076 pprn 
to 6 = 4.25 1 pprn going from the spectrum of M4GP 
to  M5GP, indicating a further substitution of Man 3 
at C-3. The other H-2 signals remain at essentiaiiy the 
same positions and an additional H-2 resonance is 
found at 6 = 4.077 ppm. By consequence, the fifth 
mannose residue in MSGP is identified as Man 4, 
a(1+3)-iinked to Man 3. The chemical shifts of H-1 
and H-2 of this Man 4 are essentiaiiy the same as 
those descnbed for the terminal Man 4 in the tri- 
saccharide Mana(] +3)Man@(l+4)GlcNAc [ 131. The 
set of chemical shifts of H-1 and H-2 of Man 3 in 
M,GP reflect the completeness of the trimannosyl 
(3,4-,4')-NA'-di-acetylchitobiose-~sn core (cf. [5]). 
The observed change of the chemical shift of H-1 of 
Man A, going from M4GP to M5GP, is remarkable; 
it may reflect a spatial effect. The E-values of the 
anomeric protons and the H-2s of the 2 terminal 
cr(l+3)-iinked mannose residues are very similar (cf. 
[14]). The most likely assignment has been given in 
table 2. 

The structure of M5GP proposed on the basis of 
its NMR data, is given in fig.3. 

4. Concluding rernarks 

The resolutionenhanced 500 hlHz 'H NMR spec- 
tra of 3 glycoasparagines isolated from the unne of a 
patient with Gaucher's disease. could be interpreted 
in terms of complete primary structures of these 
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compounds. In fact, the proposed structures are 
rnainly based upon interpretation of the sets of 
chemical shift values of H-is and 11-2s of constituting 
mannose residues. Such ciata are in fact sensitive to 
the type and configuration of the glycosidic linkage 
of the mannose residue and to the position of man- 
nose in the chain. 

This study provided us with the NblR characteris- 
tics of the second branching point (A-O-B), also 
occurring in more cornplex oligornannoside~type 
structures; it thereby disclosed this type of carbo- 
hydrate chains for hi@-resolution ' H NMR structural 
analy sis. 

For biosynthetic studies the nondestructive iden-. 
tification of partial structures, as shown in [15], is 
quite helpful. Now this seerns also to be possible for 
oligomannoside-type carbohydrate structures. 
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CONCLUS ION 

L'analyse de l'urine de différents malades atteint de 

maladie de Gaucher, nous a donc permis de mettre en évidence une excrétion 

anormale d'oligosaccharides et de glycopeptides pouvant etre directement 

rattachés aux structures glycanniques présentent dans les glycoprotéines 

sériques ou tissulaires. 

Le taux d'excrétion de ces composés n'est toutefois en 

rien comparable à celui enregistré dans les autres maladies de surcharge 

lysosomale (environ 10 fois moins élevé). Il est vraisemblable que cette 

excrétion ait pour origine une perturbation des activités glycosidasiques 

suite à un encombrement des lysosomes par le glucosylcéramide. L'excrétion 

de sialyloligosaccharides, en tout point identique à celle enregistrée 

dans les sialidoses, est vraisemblement dûe à une inhibition de l'activité 

neuraminidasique par le glycosphingolipide accumulé. Il est à noter que 

comme dans la plupart des glycoprotéinoses, l'abolition de l'activité 

exoglycosidasique est paliée par l'action d'une endo-6-N-acétylglucosami- 

nidase, capable ici de libérer des oligosaccharides sialylés. 

L'excrétion de glycopeptides mannosylés est quant à elle 

plus enigmatique. En effet, cette excrétion est à ce jour spécifique de 

la maladie de Gaucher et n'est pas enregistrée dans d'autres maladies 

de surcharge, comme la mannosidose en particulier. Cette excrétion pourrait 

s'expliquer par une inhibition spécifique de la N-acétylglucosaminyltrans- 

férase 1, dont l'action est nécessaire à l'élongation des chaines glycanniques 

et à leur évolution vers le type mannosidique (HAilPAZ et SCHACHTER 1980 

(611)). Le fait que la structure mannosidique limite est constituée par 

le glycopeptide à 5 mannoses servant de substrat à l'enzyme, serait en 

faveur de cette hypothèse. Une autre explication pourrait venir de 

l'hyperactivité hexosaminidasique telle qu'elle est enregistrée chez 

certains malades (MOFFITT et al. 1978 (61231. Comme dans le cas de la 

mannosidose, ces deux hypothèses sont en faveur d'une origine biosynthétique 

pour ces composés. 



Du point de vue structural, il est à noter que ces 

glycopeptides ont permis d'italonner l'appareil de RMN à 500 MEz, 

en vue de l'établissement des premières structures glycanniques de 

type oli-gsmannosidique . 

En conclusion, il est vraisemblable que de tels types 

de dérèglements secondaires de la machinerie enzymatique du lysosome 

existent dans d'autres glycosphingolipidoses ou mucopolysaccharidoses. 

L'analyse des catabolites urinaires est une fois de plus, l'un des 

meilleurs moyens pour les détecter. 



MISE EN EVIDENCE D'UNE'OLIGOSACCHARIDURIE 

ACCOMPAGNANT D 1 FFERENTS TYPES D' EP 1 LEPS 1 E 
MYOCLON IQUE 

Des lésions du système nerveux central (CNS) sont 

enregistrées dans plus de 1/4 des maladies de surcharge lysosomale 

(BIRD et HALL 1977 (613) ; ELRIDGE 1980 (614) )  ; les neurologues 

sont de ce fait en position favorable pour faire progresser notre 

savoir dans le domaine des maladies héréditaires, et en particulier 

pour décrire de nouvelles formes de maladies métaboliques de 

surcharge. Les maladies atteignant le métabolisme des chaînes 

oligosaccharidiques des glycoprotéines structurales, et plus 

encore des gangliosides, interfèrent fortement avec le développement 

normal du cerveau et entraînent de ce fait un retard mental et 

pschychomoteur. L'ataxie, les crises épileptiques, l'atteinte du 

système nerveux périphérique et du tractus pyramidal seront 

généralement de règle chez les malades. Cependant, il est 

généralement difficile de corréler une maladie neurologique avec 

une hypothétique déficit génétique. Un certain nombre de tests 

simples de laboratoire permettent cependant d'orienter le 

diagnostic ; nous avons en particulier appliqué la méthode de 

dépistage des oligosacchariduries par chromatographie couche mince 

à différents malades atteints de troubles neurologiques pouvant 

évoquer une maladie métabolique. Ce type de recherches nous a permis 

de mettre en évidence une excrétion urinaire anormale de glycopeptides 

ou d'oligosaccharides dans deux cas différents d'épilepsie myoclonique. 



1 - MISE EN ÉVIDENCE D'UNE N-GLYCOPEPTIDURIE DANS UN CAS 
--- 

D'ÉPILEPSIE MYOCLONIQUE JUVÉNILE 

Dans un premier cas les signes neurologiques associés à 

des caractères histologiques évocateurs, tels les lymphocytes vacuolés, 

la surcharge intralysosomale, laissaient fortement présumer une maladie 

métabolique de surcharge. L'analyse urinaire met en évidence une 

excrétion anormale de composés glucidiques de poids moléculaire relati- 

vement élevé totalement absents dans l'urine normale et pouvant être 

partiellement purifiés par gel filtration, (ARTICLE 14). 
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Glycopeptidosis: A New Inherited Disorder of Glycoconjugate 
Metabolism Affecting the Central Nervous System 
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A patient with progressive neurological deterioration and myoclonus epilepsy showed an increased excretion 
of glycoprotein in the urine and storage material in lymphocytes and fibroblasts. This is probabljr a new 
disorder of glycoprotein metabolism. 

The association of progressive myoclonus epilepsy and Babinski sign and moderately severe mentai deterio- 
disorders of glycoprotein metabolism has been recently ration. Fundus oculi and ERG were normal. The EEG 
reported in several articles (Durand et al., 1977; Fedenco showed slow diffuse disregulation of cerebral electric 
et  al., 1977, 1980; Thomas et al., 1978; Rapin et al., activitv with subcontinuous exvlosion of svike-wave 
1978). The clinical heterogeneity of such synd;omes has 

/ been emphasized (Lowden and O'Brien, 1979). We 
report a clinical, microscopical and biochemical study of 
a patient of 18 years of age affected by progressive 
myoclonus epilepsy and with an abnormal urinary 
glycopeptide excretion. 

CASE REPORT 
Fal. Raffaella, female, born after a consanguineous 
marriage, showed a normal psychomotor development 
until 10 years, when epileptic seizures and attention 
troubles appeared. At 14 years she developed action 
myoclonus and at 16 years status epilepticus. At 18 years 
of age neurological examination showed nystagmus, 
hypotonus, ataxia, oculomotor apraxy, action myo- 
cionus, hyperactive deep tendon reflexes with bilateral 

Figure 1 Bone marrow lymphocyte with intracellular vacu- 
oles ( x 2500) 

Figure 2 Fibrocyte frorn skin biopsy showing, by electron 
microscopy, cytoplasrnic vacuoles containing microgranular 
material ( x 23 000) 

complexes. Compurerized axial tornography and roi!- 
tine laboratory examinations. lncluding arnino acids 
and mucopolysaccharides, revealed no abnormality. 
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RESULTS AND DISCUSSION 
Microscopic examination of bone inarrow cells showed 
the presence of intracellular vacuoles in lymphocytes 
(Figure 1). The electron rnicroscopic appearance of 
muscle biopsy was normal. Skin biopsy, on electron 
microscopy, showed numerous vacuoles containing 
granular material in the fibrocytes (Figure 2). Ultra- 
structural observation of erector pili muscle showed 
fibrillar disorganization and storage of microgranular 
material (Figure 3). 

Figure 3 Erector pili muscle, by electron microscopy, show- 
ing fibrillar disorganization and storage of granular electron 
dense material ( x 19000) 

Thin layer chromatography for urinary oligosac- 
charides revealed an increase of low molecular weight 
material. After sequential gel filtration on Biogel P2 and 
Biogel P30 (Figure 4) of patient's urine, five glyco- 
peptidic fractions, never found in normal urine, have 
been isolated. In normal subjects urinary glycopeptide 
,iiiiounts to 80-120 mg,il. In our case 350 mg/l of glyco- 
licl~lides were excreted in the urine. Sugar analysis of the 
live isolated fractions are reported in Table 1. Amino 
acids present were aspartic acid, serine. threonine, 
glycine and alanine. 

The histological and electron rnicroscopic findings of 
bone marrow cells, skin fibrocytes and erector pili 
muscle and the abnormal urinary glycopeptide excretion 
suggest that this case is affected by a disorder of glyco- 
protein metabolism never repoited in the literature. 
Neuraminidase and other lysosomal enzyme activities 
did not show any significant change. 

Figure 4 Purification of urinary glycopeptides by gel fil- 
tration on Biogel P2 (2.5 x 100 cm) 20040C mesh and Biogel 
P30 (1 x 100 cm). Peak 1 in normal urine. 80-120 mg,'l; in the 
patient's urine 350 mgil 
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Table 1 Sugar analysis of glycopeptides punfied from the urine of Fal. Raffaella by gel 
filtration on Biogel PZ and Biogel P30 (see Figure 4 for definition of the fractions) 

Molar ratzo on the basrs of 3-mannose resrdrres, molecule O 
/3 

Peak mgil h.v tveight 
Fuc Gai ,Lfan Glc,t-Ac G a l ~ W c  ~Veuilc of stigars 



La composition molaire des différentes fractions isolées, 

fait tout d'abord apparaître une certaine hétérogénéité ; la présence 

simultanée de mannose et de N-acétylgalactoaamine en particulier, vaut 

en faveur d'un mélange de glycopeptides respectivement de type N- et O- 

glycosidiques. Le fait notable est toutefois la forte proportion en 

sucre des composés lb, lc et Id. L'analyse en acides aminés réalisée 

ultérieurement fait apparaître la prêsence presque exclusive de la 

seule asparagine dans ces fractions. 

Nous sommes donc vraisemblablement en présence de 

glycoasparagines souillés de O-glycopeptides également présents dans 

l'urine normale. 

Il est difficile de corréler cette excrétion normale 

avec un possible déficit en exoglycosidase intervenant dans le 

catabolisme des chaînes oligosaccharidiques des N-glycoprotéines, 

d'autant que l'activité a-neuraminidasique s'est avérée normale. 

Si toutefois, on admet que le cat&olisnie des chaines osidiques des 

N-glycoprotéines débute par l'action de protéases suivi de l'action 

d'une endo-B-N-acétylglucosaminidase spécifique, il est possible de 

considérer un dysfonctionnement de cette dernière enzyme comme responsable 

de l'accumulation anormale de N-glycopeptides enregistrée au cours de 

cette maladie. 

I I  - MISE EN ÉVIDENCE D'UNE OLIGOSACCHARIDURIE ASSOCIÉE A UN 

CAS DI ENCÉPHALOPATHIE MYOCLONIQUE PRÉCOCE AVEC ÉPI LEPSIE 

Les encéphalopathies épileptiques du nouveau-né sont très 

polymorphes du soint de vue clinique. Toutefois, DALLA-BERDINA et al. 

1982 (615) rapportent plusieurs observations de nouveaux-nés présentant 

les tableâux chimiques d'encéphalopathie épileptique avec des caractères 

cliniques identiques et un même profil encéphalographique. Dans tous les 

cas l'évolution de la maladie se traduit par une détérioration neurologique 

progressive conduisant à la mort au bout de quelques mois. Aucune 

malformation cérébrale n'étant à noter chez les parents, l'hypothèse 

d'une maladie métanolique fut nuancée. 



A - .OBSERVATION CLINIQUE 
w 

A.T... était le premier enfant de parents non consanguins. 

Une tante paternelle aurait souffert d'une encéphalopathie congénitale 

non identifiée. Après une grossesse et un accouchement normal, l'enfant 

apparaît normal à la naissance. A 4 jours, il développe de fréquentes 

myoclonies des membres et une hypothomie axiale. A 10 jours, l'enfant 

entre dans un état comateux et présente de brèves et frgquentes 

convulsions. LIE.E.G. est tout à fait anormal et caractérisé par une 

désorganisation complète de l'activité de fond et par la présence 

d'une part de très nombreuses anomalies multifocales ayant une 

tendance nette à la diffusion. 

Aucune dysmorphie n'est à noter. L'examen en microscopie électronique 

du tissu hépatique montre la présence de très nombreuses inclusions 

osmiophiles dans le cytoplasme. Ces inclusions sont en nombre variable 

suivant-les cellüles, d'aspect circulaire d'environ 1 !m de diamètre. 

L'examen à plus fort grossissement montre que ces inclusions sont 

limitées par une membrane, suggérant leur origine lysosomale. Le 

contenu opaque des inclusions donne d'autre part une réaction positive 

au P.A.S., en faveur d'une constitution de nature glucidique. 

L'état de détérioration neurologique évolue vers une issue fatale 

à l'âge de 40 jours. 

L'examen après autopsie met en évidence une hépatomégalie. 

Le cerveau est d'aspect normal avec toutefois des modifications morpholo- 

giques de certaines cellules. Aucune surcharge cellulaire n'est décelée 

au niveau du cerveau. Ce derniar point contraste curieusement avec la 

symptomatologie neurologique enregistrée. 

En conclusion, il semble que l'atteinte prédominante soit 

d'origine hépatique. 



B - ETUDE DE L'OLIGOSACCHARIDURIE 

Les données cliniques et histologiques donnaient de fortes 

présomptions en faveur d'une maladie métabolique. 

Le test de dépistage des oligosacchariduries par 

chromatographie couche mince appliquée à l'urine des patients, met 

en évidence une nette surcharge oligosaccharidique. Trois composés 

majeurs peuvent en particulier être mis en évidence dans l'urine 

du malade. L'isolement et l'étude structurale de ces oligosaccharides 

est rapportée dans l'ARTICLE 15. 
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An abnormal carbohydrate pattern was found in urine of a patient with early 
myoclonic epileptic encephalopathy. Three major oligosaccharides have been iso- 
lated from the urine; structural studies including sugar analyses, methylation proce- 
dure and enzymatic hydrolysis allow us to propose the following structures: 

Such oligosaccharide structures have not previously been descnbed in any biologi- 
cal fluid. The origin of these compounds. and the possibility of a specific metabolic 
defect are discussed. . 
Introduction 

Normal urine contains a large number of glycopeptides and oligosaccharides. 
These compounds represent products of biosynthesis and degradation. and most of 
them can be related to the A B 0  and secretor status of individuals [1,2]. In the last 
few years, a number of different genetic defects of lysosomal glycosidases have been 
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Abbreuiatrons: Glc, D-glucose: Gal, O-galactose: Me, methyl group: [ 'H] ,N~B.  sodium borodeuteride: 
TLC, thn layer chromatography; GC-MS, gas liquid chromatography coupled with mass spectrometry. 
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found in man, and it is known that the urinary carbohydrate material is increased in 
such pathological conditions [3]. Most of these diseases are characterised'by severe 
neurological symptoms [4]. Recently, various cases of 'early myoclonic epileptic 
encephalopathy' with a lerhal outcome after the first few months have been de- 
scribed [5-71. The possibility of a metabolic defect in these syndromes has been 
advanced [7]. In the present report, we have investigated the urinary rnaterial from a 
2-week old patient suffering from this type of myoclonic and convulsive syndrome. 
No skeletal dysmorphism nor storage vesicles in tissues were noted (the clinical 
aspect will be described elsewhere). The direct analysis of urine by a t h n  layer 
chromatographie method showed an abnormal excretion of carbohydrate material. 
We report here detailed structural analysis of the major accurnulated urinary 
oligosaccharides which have not previously been described; the possibility of a 
specific enzymatic defect in the disease is advanced. 

Experirnental procedure 

Urine fractionation 
A sample of urine (100 mi) was filtered on glass wool and applied directly to a 

- charcoal/celite colurnn (3 x 20 cm). The colurnn was washed with water and then 
eluted with 2 1 of 50% ethanol. The ethanolic solution was reduced to atout 20 ml by 
rotatory evaporation and directly applied to a Dowex 50-X2 (200-400 mesh, H+ 
form) colurnn (2 x 30 cm) connected in senes to a Dowex 1 x 2 (200-400 mesh, 
CH,COO- form) column (2 x 30 cm). The columns were washed with 1 1 of distilled 
water. The eluent (neutral fraction), was concentrated to about 2 ml and applied to a 
Biogel P, (200-400 mesh) column (1.5 x 100 cm, eluent distilled water, flow rate 0.30 
ml/min). Fractions obtained after gel chromatography were analysed by descending 
paper chromatography in ethyl acetate,/pyridine/acetic acid/water (5 : 5 : 1 : 3, by 
vol.) (solvent 1) or  n-bütanol/acetic acid/water (4 : 1 : 5, by vol.) (solvent 2). Papers 
were stained with aniline oxalate reagent [8]. Pure oligosaccharides were obtained by 
preparative paper chromatography in the same solvent systems. 

Structural methodr 
The molar carbohydrate composition of isolated compounds was deterrnined [9] 

after methanolysis with 0.5 mol/l HCI in methanol, for 24 h at 80°C. The 
oligosaccharides were reduced with [*H],NaB and perrnethylated [IO]. After extrac- 
tion with chloroform, the permethylated compounds were purified by passing 
through a Silica gel column (0.5 X 5 cm) (Kieselgel, 70-325 mesh. iMerck, Darm- 
stadt, FRG). The column was washed with 5 ml of chloroform and eluted with 5 mi 
of methanol/chloroform (5 : 45, v/v) [Il].  The partially O-methylated monosac- 
chandes and alditols obtained by methanolysis of the permethylated oligosac- 
charide-alditols were acetylated (pyridine: acetic anhydride, 1 : 1, v/v, at 100°C for 
45 min) and then analysed by GC-MS using a Girdell Mode1 30 gas chromatograph 
(Suresnes, France) equipped with a fused capillary giass column (0.3 mm x 30 m) 
coated with OV 101 (column temperature 130-225'C, 5"C/min) [12]. Mass spectra 
were recorded on a Riber-Mag 10-10 mass spectrometer (Rueil-h4almaison. France), 



at an ionisation potential of 70 eV. The analysis of di- and trisaccharides was 
performed at a temperature of 230°C. 

Enzymic hydrolysis 
B-D-Galactosidase (EC 3.2.1.23) was punfied from Canaoalia ensiformis (Jack 

bean) [13]. The enzyme preparation was free of other exoglycosidase activities when 
checked with methylumbelliferyl glycosides or oligosaccharides as substrate. The 
reaction mixture contained the following components in a final volume of 30 
pl : 0.03 U of enzyme, 0.2 mol/l sodium phosphate, 0.1 mol/l acetic acid buffer (pH 
3.5), 20 pg of oligosaccharide. After a 12-h incubation at 37°C the reaction was 
stopped by heating at 70°C for 2 min. Hydrolysis products were analysed by TLC. 

Thin layer chromatography 
Silicagel60, precoated plates (Kieselgel60, Merck, Darmstadt, FRG) were run in 

n-butanol/acetic acid/water (2: 1 : 1, v/v/v) [14]. Sugars were stained with a 
solution of orcinol (2 g/l) in sulphunc acid/water 20 : 80 (v/v) followed by heating 
at 105°C for 10 min. 

Isolation of oligosaccharides 
TLC of urine (Fig. 1) showed the presence of abnormal carbohydrate-containing 

material migrating more slowly than lactose. Most of this material was recovered in 
the neutral fraction eluted from the Dowex columns. This neutral fraction was 
further fractionated by gel chromatography on a Biogel P, (200-400 mesh) column 
as illustrated in Fig. 2. For comparison, fractionation of a normai urine is also 
shown. The eluted material was pooled as indicated. Fraction C which contained the 

SUC- v 2 O 
LAC - 0 I() 

. W -0L1a 

-8L3 

Fig. 1. Thin layer chrornatography of urine (for details see 'Experimental procedure'). Lane 1, normal 
urine; iane 2, patient's urine; LAC, lactose: SUC, sucrose; OL la, 2, 3: oligosaccharides &. 2. 2. 



Fig. 2. Gel chrornatography on a Biogel Pz colurnn of neutral ünnary fraction. &-----m. patient with 
rnyoclonic encephalopathy: A-A, normal urine. Fractions were assayed for total hexose and the 
materiai was pooied and concentrated as indicrited. 

main urinary oligosaccharides was subjected to further purification by paper chro- 
matography in solvent 1. Three major components were observed. Component 1 was 
further separated into - l a  and - l b  by repeated preparative paper c h r ~ m a t o ~ r a p h y  in 
solvent 2. 

Characterisation of the oligosaccharides 
Compound l b  was identified as lactose by sugar composition and migration in 

different so l~ents~s tems.  The sugar compositions of oligosaccharides - la ,  - 2 and 3 are 
given in Table 1, whch shows that galactose constitutes the major cornPonent of 
oligosaccharides. Methylation analysis of the reduced (['H],NaB) oligosaccharides 
gave the resuits shown in Table II. 

Structrlre of isolated oligosaccharides 

Component la. Sugar analysis, enzymic hydrolysis. and permethylation demon- 
strated that cornPonent - l a  could be identified as the oligosaccharide ,&Gai-(? -. 3)- 

TABLE 1 

Occurrence and composition of oiigosacchandes isolated frorn urine 

Olioosacchandes Arnount Molar ratios " 

(rng/l) G d  Glc 



TABLE II 

Molar ratios of methylated methylglycosides denved from the methanolysate of permethylated reduced 
oligosaccharides 

Gal. The 1,3-nature of the linkage between the two galactose residues was confirmed 
by the mass spectrometric fragmentation pattern of reduced [lH],NaB and per- 
methylated oligosacchande l a  (Fig. 4a). The fragments m/e 133 and m/e 382 
obtained by cleavage of the zditol chain were characteristic of the 1,3-linkage. 

Componenr 2. Sugar analysis of oligosacchande 2 demonstrated that it was 
composed of two galactose and one glucose residues.-B-~alactosidase completely 
hydrolysed the oligosaccharide into galactose and glucose (Fig. 3) indicating the -- 
/3-galactosidic nature of the linkages and that galactose residues occupy an extemal 

Fig. 3. TLC pattern after P-galactosidase hydrolysis. Lane 1, oligosaccharide 2; lane 2. standard lactose; 
lane 3, P-galactosidase digest; lane 4, standard galactose. 



non-reducing position in the oligosaccharide, and glucose the reducing terminal 
position. 

The fragmentation pattern of reduced and permethylated oligosaccharide 2 is 
given in Fig. 4b. The A senes of fragments-cbA, (m/e 4231, CA, (m/e 219)zto- 
gether with the J senes of fragments-al, (m/e 236), baT, (m/e 440) and bal, (m/e 
500)-showed the linear chain of three hexose units. That hexose b is linked to the 4 
position of hexose unit a is evident from the fragments obtained by cleavage of the 



C ; - - c 

mh 

Fig. 4 (a-c). Mass spectrornetric fragmentation pattern of reduced and permethylated oligosaccharides; 
(a) oligosaccharide k; (b) oligosaccharide 2; (c) oligosaccharide 3. 

alditol chain (m/e 134, m/e 585, m/e 553). The methylation analysis (Table II) gave 
a mixture of 2,3,4,6-tetra-0-methyl galactose, 2,4.6-tri-0-methyl galactose and 
1,2,3,5,6-penta-0-methyl glucitol in equal proportions. Al1 these results pointed to 
the conclusion that compound 2 was the trisaccharide: - 

Oligosaccharide 3. Sugar analysis and enzymatic hydrolysis of oligosaccharide 3 - 
demonstrated that 2 was composed of two B-linked galactose residues. 

A similar fragmeiitation pattern as for oligosaccharide 2 was obtained for the 
reduced and permethylated oligosaccharide 3 (Fig. 4c), indEating a linear chain of 
three hexose units. The fragments obtainedWby cleavage of the alditol chain (m/e 
133, m/e 586 and m/e 554) proved that hexose unit b was, in this case, linked to the 
C-3 position of hexose unit a. Methylation analysis gave an equal mixture of 
2,3,4,6-tetra-0-methyl galactose, 2,4,6-tri-0-methyl galactose and 1,2,4,5,6-penta-0- 
methyl galactitol. Al1 these results point to the conclusion that compound 3 is the - 
trisacchande: 

Discussion 

A larger number of urinary oligossaccharides and glycoconjugates have been 
described in human disorders which result from deficiencies of lysosomal exogly- 



cosidases [3]. Many of these excreted products are structurally homologous to 
carbohydrate sequences found in the side chains of N-linked type glycoproteins. The 
oligosacchande structures found in this patient are completely unusual and their 
origin is not known. Their structures cannot be related to the general carbohydrate 
features found in glycoproteins [15] or glycolipids. At the time of urine collection, 
the infact received humanised milk. Analysis of the milk for oligosaccharides shows, 
apart from lactose, the presence of a small amount of sialyl-lactose; the galactosides 
described in the present study were completely absent. An oligosaccharide similar to 
compound 2 has been previously described in marsupial milk [17], which is a rich 
source of gaactose-containing oligosaccharides. The structural feature, B-Gal-(1 + 

3)-/3-Gal, has also been described in glycoproteins isolated from thymocyte mem- 
brane [18] and in the 'muco' series of glycolipids [16]. The accumulation of these 
unusual fi-(1 + 3) galactosides may be due either to the failure of a specific 
B-galactosidase or to the hyperactivity or abnormal expression of a ,f?-(1 + 3)- 
galactosyltransferase. 
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C - CGNCLUSION 

L'ensemble des données cliniques, histologiques et 

biochimiques observées dans le cas d'encéphalopathie myoclonique 

que nous venons de décrire sont nettement en faveur d'une maladie 

de surcharge iysosomiale. Le t a u  élevé de métabolites urinaires 

excrétés (environ 300 mg/litre pour le composé majeur) correspond 

au taux habituellement enregistré dans d'autres maladies de surcharge. 

L'origine des oligosaccharides excrétés demeure cependant inconnue. 

De tels types de galactosides n'ont eri effet jamais été décrits à 

ce jour dans les milieux biologiques. Leur structure ne peut de plus 

étre directement reliée aux caractères structuraux trouvés dans les 

chaînes glycanniques des glycoprotéines ou des glycolipides. Il est 

cependant à noter que des enchaînements répétitifs du galactose 

se retrouvent dans des gangliosides de la série "muco" : 

Seule l'anomérie des liaisons diffère. Il est possible 

que les galactosides urinaires aient pour origine ce type de composés. 

Il est également à noter que l'oligosaccharide no 2 : 

est présent dans le lait humain (MICHALSKI et al., résultats non publiés), 

ainsi que dans le lait de marsupiaux, MESSER et al. 1980 (616). 

A l'époque où l'urine à été collectée, l'enfant recevait 

un lait "humanisé" (Lacmil, Jacquemaire) dans lequel la recherche des 

galactosides préalablement décrits s'est avérée négative. L'hypothèse 

d'une origine nutritionnelle pour ces composés peut donc être écartie. 

L'accumulation de ces composés peut s'expliquer soit 

par un trouble du catabolisme, dû à un déficit en une isoenzyme de la 

6-galactosidase spécifique des liaisons 1 +3, soit à un trouble 

anabolique dû à l'expression anormale d'une galactosyltransférase 

spécifique . 

Des études seront réalisées dans ce sens sur une 

culture de fibroblastes, établie à partir d'une biopsie cutanée 

du malade. 



CONCLUS ION GENERALE ET RESUME 

Les études structurales menées sur les oligosaccharides 

et glycopeptides accumulés lors de maladies de surcharge lysosomiales 

initialement classifiées comme "mucolipidoses" ont contribué à définir 

un nouveau groupe d'affection : "les glycoprotéinoses". Ces maladies 

trouvent leur origine dans le déficit génétique de différentes exoglyco- 

sidases intervenant dans le catabolisme des chaines glycanniques des 

glycoprots ines. 

L'analyse de l'oligosaccharidurie accompagnant ces 

maladies a fait ressortir un triple intérêt : 

1 - INTERET DIAGNOSTIQUE TOUT D'ABORD 

Des méthodes simples telle la chromatographie couche mince 

des oligosaccharides urinaires permet d'orienter le diagnostic de glyco- 

protéinose. Des méthodes chromatographiques plus complexes telle la 

gel-filtration, la chromatographie d'échange d'ions ou la chromatographie 

liquide de haute performance (hplc) nous ont permis de séparer les composés 

glucidiques accumulés chez les différents malades. Dans tous les cas, 

l'identification du monosaccharide en position terminale non-réductrice 

nous renseigne sur la nature cïu déficit enzymatique responsable de la 

surcharge. 

Cette stratégie nous a permis de définir cette nouvelle 

classe de glycoprotéinose que sont les sialidoses caractérisées par une 

excrétion urinaire massive de "sialy1"-oligosaccharides. Cette dernière 

étude permet en outre de mettre en valeur une application 

particulière de notre travail, consistant en l'emploi d'oligosaccharides 

urinaires en tant que substrats enzymatiques naturels, démarche qui a 

conduit à l'éaucidation du déficit en hydrolase acide, responsables des 

sialidoses. 



Lors de situations pathologiques où des mutations affectant 

la même enzyme ou deux formes isoenzymatiques différentes, comme c'est le 

cas pour la GM1 gangliosidose et la maladie de Morquio type B, une analyse 

détaillée du matériel de surcharge permet de faire une discrimination entre 

les deux formes de la maladie. Une situation analogue est observée entre 

mucolipidoses et sialidoses, où le taux relatif des différents composés 

accumulés permet de distinguer ces deux groupes d'affections. 

L'introduction de méthodes analytiques très sensibles et 

nécessitant peu de matériel telle la chromatographie liquide de haute 

performance (h.p.1.c.) laisse en outre présager l'application des méthodes 

de fractionnement décrites dans ce mémoire aux cultures cellulaires, 

amniotiques en particulier aux fins de diagnostic anté-natal. 

II - COMPREHENSION DU CATABOLISME DES CHAINES GLYCANNIQUES DES GLYCOPROTEINES 

Les composés oligosaccharidiques excrétés lors des maladies 

de surcharge correspondent à toutes les étapes dégradatives des chaînes 

glycanniques des glycoconjugués. Le profil oligosaccharidique rencontré 

pour un déficit en exoglycosidase déterminé, correspond en fait à une 

image figée du catabolisme en un point déterminé. Les analyses comparatives 

montrant que le monosaccharide en position terminale non-réductrice est 

spécifique de l'enzyme manquant, confortent l'hypothèse d'une dégradation 

récurrente et séquentielle des polymères osidiques par les différentes 

exo-glycosidases. L'une des observations majeures se dégageant de l'étude 

des glycoprotéinoses est le fait que tous les oligosaccharides isolés de 

l'urine des malades ne possèdent qu'un seul résidu de N-acétylglucosamine 

en position terminale réductrice. Cette observation serait donc en faveur 

d'uneinitiation du catabolisme des chaines glycanniques des N-glycosylprotéinei 

par l'action d'endo-N-acétylglucosaminidases (endonases) qui couperaient la 

liaison GlcNAc-GlcNAc de la séquence terminale GlcNAc-GlcNAc-Asn et 

libèreraient le çlycanne amputé d'un résidu de GlcNAc. 

Comme nous le rappelions dans le chapitre "Généralités" de 

ce mémoire, les "endonases" connues à ce jour sont de deux types, les unes 

agissant sur des structures "oligomannosidiques" ou "mannon-endonases, les 



autres sur les structures N-acétyl-lactosaminiqileç ou "galactoW-endonases 

(PIERCE et al. 1979 (617) ) .  D'abord décrites au niveau du foie de rat, 

l'existence de telles enzymes a été démontrée au niveau des tissus 

humains et plus spécifiquement dans le cytosol (PIERCE et al. 1980 (618) ; 

OVERDIJK et al. 1981 (619) ) .  Jusqu'à présent seules des "ga1acto"-endonases 

agissant sur des structures glycanniques désialylées ont été caractérisées 

dans les cellules normales. Ces enzymes sont en particulier inactives sur 

les "sia10"-glycames, ce dernier point étant notamment en contradiction 

avec la découverte de sialyl-oligosaccharides à un seul résidu de 

GlcNAc terminal dans les urines de sialidose. 

Cette constatation soulève le problème de l'existence d'une 

"sia10"-endonase spécifique de structures oligosaccharidiques sialylées. 
r 

Le fait que cette enzyme ne soit pas rencontrée dans les tissus normaux, 

pourrait être en faveur d'une enzyme de type "adaptatif", ne régulant le 

catabolisme qu'en cas de blocage de la voie récurrente des exoglycosidases. 

Il est à noter que la voie d'initiation du catabolisme des chaînes 

glycanniques semble varier d'une espèce animale à l'autre. Notamment dans 

certains cas de glycoprotéinoses animales telle la 6-mannosidose caprine 

JQNES et LAIN3 1981 ( 6 2 0 ) ) ,  la GM1-gangliosidose canine (WARNER et O'BRIEN 

1982 (621)), ou la mannosidose bovine (WARREN et al. 1983 (622)), les 

oligosaccharides excrétés possèdent le résidu de di-N-acétylchitobiose 

servant normalement d'ancrage à la chaîne oligosaccharidique sur la 

protéine . 

Cette dernière constatation est en faveur chez ces animaux 

de l'action préférentielle d'une autre enzyme, l'aspartylglucosa- 

minidase ou aspartamidase, hydrolysant la liaison asparaginyl-N-acétyl- 

glucosamine (GlcNAc-Asn). Des études récentes effectuées au Laboratoire 

montrent que cette enzyme spécifiquement lysosorniale, est capable de 

libérer les oligosaccharides sialyiés à partir des glycoasparagines 

correspondants. Au vue de ces observations, une autre origine possible 

pour les oligosaccharides trouvés dans la sialidose humaine, serait 

l'action synergique de deux enzymes, aspartamidase d'une part suivie de 

l'action d'une di-NIN1-acétylchitûbiase d'autre part. 
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Il est en£in à noter que l'action des endo-6-N-acétyl- 

hexosaminidases semble freinée par la présence d'un résidu de fucose lié 

sur la N-acétylglucosamine du point d'attache, comme en témoigne l'excrétion 

massive de glycopeptides et non d'oligosaccharides dans la fucosidose. 

La figure 37 résume les différentes voies possibles d'initiation du 

catabolisme des chaînes N-glycanniques. Ces différentes possibilités 

sont actuellement à l'étude dans notre Laboratoire. 

La figure 38 schématise quant à elle les différentes étapes 

du catabolisme des N-glycosylprotéines. A ce jour seule la B-mannosidose 

n'a pas été impliquée dans un processus pathologique chez l'homme. La 

maladie a cependant été décrite chez la chèvre (JONES et DAWSON 1981 (623)). 

Nous pouvons également constater qu'aucun déficit en endo-glycosidase 

n'a été trouvé à ce jour ; il est probable que la gravité de la 

maladie qui en résulterait conduirait à un avortement 

spontané du foetus. Bien que des structures de type O-glycosidiques aient 

été caractérisées dans la sialidose de type 1 (LECAT et al. 1984 (624) ) ,  

aucune surcharge massive de ce type d'oligosaccharides n'est à noter dans 

les maladies étudiées. 

III - APPOTYT A LA CONNAISSANCE STRUCTURALE DES CHAINES OLIGOSACCHARIDIQUES 
DES N-GLYCOSYL PROTEINES 

Comme nous l'avons préalablement mentionné les oligosaccharides 

excrétés dans l'urine des patients atteints de maladie de surcharge lysoso- 

male trouvent leur origine dans les chaînes glycanniques de différentes 

glycoprotéines rencontrées dans l'organisme. D'une façon générale, il est 

possible d'énoncer le principe suivant lesquelles toutes les structures 

N-glycanniques des glycoprotéines endocellulaires et/ou membranaires 

répondent au schéma : 

1 Oligosaccharides urinaires GlcNAc-Asn 
1 l 

Ce principe s'est vérifié à maintes reprises, et certaines 

des stnctures ainsi reconstituées correspondent à des glycannes déjà connus 

comme ceux de la transferrine (sialoside IX),, des IgA et des IgE (sialoside V).. 
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D'autre part, les lois structurales précédemment énoncées 

purles oligosaccharides ou glycopeptides urinaires notamment celles de 

la polyantennarisation (sialosides), assemblage des structures mannosidiques 

(mannosidose) peuvent être élargies à l'ensemble des N-glycannes de 

glycoprotéines. Dans ce contexte, l'étude des structures oligosaccharidiques 

mineures de l'urine s'avère hautement intéressante, car il est probable 

qu'elles préexistent dans certaines glycoprotéines et restent à découvrir. 

De ce point de vue les structures polylactosaminiques sialylées trouvées 

dans l'aspartylglucosaminurie, ne répondent à aucun schéma structural 

trouvé à ce jour, mais préexistent peut-être dans un tissu déterminé. 

Il est enfin à noter que l'isolement de l'ordre de quelques 

milligrammes de structures oligosaccharidiques ou glycopeptidiques trouvés 

dans l'urine, nécessiterait des quantités élevées de matériel cellulaires, 

membranes ou autre, alors que plusieurs centaines de mg de composés 

s'accumulent par litre d'urine. Les quantités d'oligosaccharides ainsi 

isolées peuvent servir de modèles pour des études physiques telle la 

RMN à haut champ dont il a été fait mention dans ce mémoire, mais aussi 

études cristallographiques (WARIN et al. 1979 (625)), ou spécificités 

des lectines (DEBR?iY et al. 1981 (626)). Ces structures glycanniques 

peuvent également servir à la synthèse de néoglycoprotéines par 

couplage à une protéine porteuse (PERTSOUNIS 1983 (627) 1 .  



En résumé, nos .études menées sur l'oligosaccharidurie 

accompagnant différentes maladies de surcharges lysosomiales, nous ont 

permis de poser les bases de classification d'un nouveau groupe de 

maladies héréditaires du catabolisme des chaînes glycanniques des 

glycoprotéines : les "glycoprotéinoses". 

- la caractérisation de l'excrétion massive de sialyl- 
oligosaccharides dans l'urine de certains malades associé à une mise en 

évidence d'un déficit en a-neuraminidase à l'aide d'un procédë original 

de dosage, nous a permis de définir un nouveau groupe d'affections : 

les "sialidoses". 

Dans le but de mieux comprendre la sathologie de cette 

maladie, le travail enzymatique s'est poursuivi par une analyse détailse 

de l'activité neuraminidasique du foie huain et a débouché sur l'isolement 

d'une sialidase spécifique de l'hydrolyse des gangliosides. 

- les structures exactesde plus de 50 oligosaccharides ou 
glycopeptides ont été établies. Ces composés ont en outre servi à la mise 

au point de méthodes physiques d'analyse structurale telle la RMN à haut 

champ ou la spectrométrie de masse. 

- la mise au point de ces différentes méthodes d'analyses, 
nous a en outre permis de donner des bases métaboliques à un syndrome 

neurologique d 'éthiologie inconnue, et devrait dans l'avenir permettre 

d'accroître le champ d'étude des maladies de surcharge lysosornale. 
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Ces dernieres années ont vu la caract4risation d'un muveau 
groupe.de maladies : las glycap--ofc&irioses. Pour chacune da ces affectfons le 
aécarîisme pathogénique e s t  essentiellesent l e  z?i&xie : tinâ exogL.Jcos+dass lytcsanzle 
Lmtarvanznt dans l e  catabolisme des ebSnes glycanniques des glycopyot4ines f -;c 
défaut par sui te  d'üne i?tncrmaiie helxédi*aire ; la blocage m4kaSolique en rissv?.+lant 
se. tradu tt par une accumulatf ott inrrzlysosonala et une axcri t ion *urinalze 
massive d'oligosâcrkatides ou se glyccpeptichs trouvant Leur origine dans les 
chaf ries glycanniqses Ues glycaprot&L?es cie 1 * ensemU?,e c5e l 'organisrna . 
L'dltzcidation la nacue du xat4xiel urinaire directement en rapport avec 
ll'enzpe ci6r'icient consCitue pour ces maladies un 6lément O i a g r , ~ ~ t i ~  majeur. - 
S'aiiafyse ~ ? é t a i i l 4 e  des oligasaccharides ou glyc~peptideo srmet en outre 
b ' a p p r t e r  des ~ ~ é n e n k s  stmctxrawc prdcieiw relat.ifs d l'arzhi?-,ic~tiire 9.33 

\ ,, glytannes" . .> 
Hotre dtude a me.' sur' ies maioidlas sillvantes : sialiduses, ij 

çangiiosidose 2t GMl , maladie de rnorqio type B , n~?nosidose aspartylglycosaminl~r ke 
e t  mafadre cle Gaucher. Plus de 5 0  alicjoseccharides eu glycopeptides difZérer?ts 1 cnt B t i  caractérisés at isol6s. Leur 4tüde a 6t4 éfablia,par des mdthdas 
~ h ~ i q ù ~ ~  !n;@ti..ylatiacf st physiques !sgactrom&%xle de =asse Ç' f i iact  i lectxo-- 
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Las travaux effectu&s sur 1s -cape des sielidoses se sagt f 
ccm;?lc5cés d'études enz-vrrratiqiras nenées sur 19s. as-rarzidzsss Àeucocytairns a 
et Fibxcbiastiaues des malades, a i n s i  qua de L '&tude et 2. ' fsslezant des Zo=los - q;--i.?y-2;"i- " -- rn$J , *A"? -+qp. - " ' 
enzymatiques du fuie mmal. Fk .,+- - -.+. . L. r -~::qT,i 2-p 

+ . A, '- X,:>&-$*$;:-: 7 ,+,.I p; --a.'? ,;p 2-6. :q 
üaas un &exnier teapsi. i;ts mtijthdes d'anasiyse 3r,z d t 6  4lazgi.cbç 

de cos trïoaux peraet 11ér.onc6 Be lois conrezinax le3 szl,&xnas s%ryctürar;x dos 8 
rtiafnos g:ytangiques, ainsi  p~n'uzs aeilleurs cunar0hensian dos dkff6rari~es gf -a~sS  '; 
de i a ü r  catsho~asme. , . .I 


