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INTRODUCTION



Au cours de ces derniéres 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 & dégrader des molécules complexes : ce sont les maladies
lysosomales congénitales. Pour chacune de ces affections, le mécanisme
pathogénique est essentiellement le mé&me : une hydrolase lysosomale
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
4 la classification des maladies de surcharge, c'est ainsi que l'on ”
distinguera les lipidoses, les mucopolysaccharidoses ou encore les
glycogénoses. Les années 1966 & 1969 virent la description d'un certain
nombre de syndromes présentant certaines des caractéristiques cliniques
des mucopolysaccharidoses mais s'en différenciant toutefois par
1'absence de mucopolyéaccharidurie. L'ensemble de ces maladies fut
rassemblé dans un premier temps au sein d'un "groupe d'attente" trés
hétérogéne sous le terme général de "mucolipidoses”. Les études biochi-
miques succédant aux études clinigues permirent d'associer & bon nombre
de ces affections une déficience en hydrolase acide intervenanp dans 1le
catabolisme des chalnes 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 chalnes glycanniques des glycoprotéines de
l'ensemble de l'organisme. Les maladies ainsi définies ont été reclassifiées
sous 1l'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
excrétés 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 &tre utilisé comme base pour l'identification de

l'enzyme responsable du blocage métaboligue.

- aux fins 4'études plus fondamentales ensuite telles que :
compréhension des différentes étapes du catabolisme des chaines glycanniques

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

de ces mémes glycannes.

Nous décrirons successivement les études réalisées sur
l'analyse du matériel oligosaccharidique‘ou glycopeptidique excrété lors
des maladies suivantes : sialidoses, GMl-gangliosidosidose et maladie de

Morquio type B, mannosidose, aspartylglycosaminurie et maladie de Gaucher.

Les travaux effectués sur le groupe des 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 & certains troubles neurologiques du nourrisson d'étiologie

inconnue.

Nous avons fait précéder l'exposé de nos travaux par un
chapitre "GENERALITES" ou sont résumés les processus cellulaires et molé-
culaires impliqués dans les différentes maladies de surcharge, ainsi que
nos connaissances actuelles quant aux structutres et rdles 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 premiéres
descriptions de lysosomes en microscopie électronique en tant que
"corps denses" précédérent 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" & un groupe de particules cytoplasmigues contenant prés
de 40 enzymes hydrolytiques dont l'activité optimale se situe & pH

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

Ces petits sacs digestifs sont limités par une membrane destinée &
circonscrire le foyer de digestion et d'empécher l'attaque du cytoplasme
environnant. A cause de l'hétérogénéité de formes et de fonctions du
lysosome, différentes terminologies ont été employées pour décrire ces
organites cellulaires, nous emploierons quant a nous celle proposée

par NOVIKOFF 1973 (2 ).

I = ORIGINE .

=

Dans les cellules & activité macrophagique, tels les
granulocytes, les macrophages ou les monocytes, les lysosomes dérivent
directement de l'appareil de Golgi suivant la route classigque de
synthése et d'empaquetage des protéines (PALADE 1975 ( 3)). Dans les
autres types cellulaires, les lysosomes semblent se former par vésiculaticn
d'une région spécifique de l'appareil de Golgi nommée le "GERL", acronyme
anglosaxon désignant la région riche en hydrolases de la face interne ou
"trans" de 1l'appareil de Golgi ou "Golgi associated smooth Endoplasmic
Reticulum that forms Lysosomes" (NOVIKOFF 1976 (4 )). La relation
CGolgi-Lysosomes a en particulier &té mise en évidence par cytochimie,
utilisant des enzymes marqueurs telle la phosphatase acide (PINO et al.
1981 (5)).



4 types de lysosomes semblent dériver directement du GERL

(Figure 1) :

1 - Les conps nésdduels : contenant les résidus de la

digestion intracellulaire ;

2 - Les "coated vesdicles" : ce terme désigne 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 - Les vacuoles autophagiques de fype 1 : 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 - Les vacuoles autophagiques de Zype 11 : dans ce cas

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

GERL et digérée.

11 - CARACTERISTIQUES GENERALES

=

Les lysosomes peuvent &tre préparés & partir d'homogénats
cellulaires par les méthodes classiques de centrifugation différentielle.
Les détails méthodologiques pourront &tre trouvés dans la 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 derniéres étant englobées dans
des vésicules limitées par une membrane, une autre caractéristique des
préparations lysosomales sera la "latence enzymatique". La membrane
lysosomale étant généralement imperméable aux substrats enzymatiques,
l'activité des enzymes ne peut se manifester gu'aprés rupture préalable
de la membrane par des méthodes physiques ou chimiques telles la sonication

ou l'emploi de détergents.



FIGURE 1
Origine et rdle des lysosomes d'apré&s NOVIKOFF et al. 1971 (7)

1°L : Lysosomes primaires
AV1 : Vacuole autophagique de type I
AVy : Vacuole autophagique de type II
C : Crinophagie
DB : Corps denses
DB : Vacuole digestive
ER : Réticulum ergastoplasmique
GE : GERL
MA : Microantophagie
MP : Microperoxysome
P : Peroxysome
Ph : Vacuole de phagocytose
P : Vacuole de pinocytose
RB : Corps résiduel
SG : Granule de secrétion
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A - PERMEABILITE DE LA MEMBRANE LYSOSOMIALE

Les propriétés de la membrane lysosomale ont fait 1l'objet

d'une revue par REIJNGOUD et TAGER 1977 (8 ). Comme les autres membranes
4 phospholipides, la membrane lysosomale est perméable aux acides et bases
faibles, et imperméable aux ions monovalents (K+, Cl17). 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 &tre plus
8levée vis-d-vis des amino-acides ou des peptides. L'accumulation
intralysosomale de certains composés tel 1l'acide sialique dans la
maladie de SALLA (RENLUND et al. 1983 (10)) ou de la cystine dans la

. _~cystinose ( SCHNEIDER et SCHULMAN 1982 (11)) semble &tre en faveu
de mécanismes de transport actif qui permettent dans des conditions

physiologiques normales, leur passage dans le cytosol.

B - LE pH INTRALYSOSOMAL

Comme nous l'avons préalablement mentionné, les enzymes
lysosomaux ont dans leur grande majorité un pH optimum acide et la
plupart dfentre elles sont inactives & pH neutre. Cette observation a
conduit COFFEY et DE DUVE 1968 (12) & émettre l'hypothése d'un pH
intralysosomal trés bas en comparaison du cytosol environnant. Le
probléme 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 énergétigue faisant intervenir une pompe
& protons (DUNCAN 1966 (13 )}, le deuxiéme mécanisme invoquant quant &
lui un équilibre acide -base de type Donnan au niveau de la membrane
lysosomale. Cette derniére hypothése est généralement retenue, la
matrice lysosomale pouvant &tre assimilée & une solution isotonique
contenant des glycoprotéines de points isoélectriques trés bas assurant
ainsi un pH intralysosomal acide. Les glycoprotéines et les glycolipides
de la face interne de la membrane lysosomale peuvent également jouer un
réle dans le maintien du pH (YAMAMOTO et al. 1980 (14}, BURNSIDE et
SCHNEIDER 1982 (15)).
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111 - ROLE DES LYSOSOMES

Gréce 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.

A - HETEROPHAGIE

Le matériel extracellulaire pénétre dans la cellule grace
au phénoméne d'endocytose & la faveur d'une invagination de la membrane

cytoplasmique qui enveloppe totalement la substance & ingérer. La vacuole

ainsi nouvellement formée portera le nom d'hétérophagosome ; les

hétérophagosomes fusionnent ensuite avec les lysosomes primaires, pour
donner des lysosomes secondaires & 1l'intérieur desquels s'effectue la

digestion. Classiquement 1l'endocytose peut étre divisée en deux types :

- le terme de phagocytose est utilisé pour décrire
1l'internalisation de grosses particules visibles au microscope

(environ 1/10 uM) ;

=

- le terme de pinocytose est quant & lui réservé a

1'ingestion de petites molécules.

1 - LA PHAGOCYTOSE

Expérimentalement la phagocytose peut &tre 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 gui ont été résumés comme suit par STOSSEL 1976 (16).

. la particule reconnait le récepteur membranaire

. le phagocyte regoit le message de reconnaissance

. le phagocyte transmet le message au cytoplasme environnant

. la membrane plasmique adhére fortement & la particule

. des pseudopodes entourent la particule

. les pseudopodes fusionnent pour former une vésicule.
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Différents facteurs influencent la phagocytose, en
particulier 1'hydrophobicité, la charge et la nature chimique de la
particule jouent un rd8le important dans la détermination de la nature
de l'interaction particule-~cellule. Ces différentes propriétés de 1la
surface de la particule peuvent &tre modifiées par des substances du
milieu environnant, ce dernier phénoméne étant la base du concept

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

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

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

Les propriétés de la surface membranaire du phagocyte
influencent au méme 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
a4 la transmission du signal de phagocytose, en particulier une mobilité.
latérale dans le plan membranaire du complexe particule-récepteur
semble &tre nécessaire & 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.

Z - LA PINOCYTOSE

Suivant que la particule pinocytée entre dans la cellule
en suspension dans le fluide englobé par la vésicule de pinoccytose ou

1ié & un récepteur de la membrane de la vésicule on parlera respectivement

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

a - Pinocytose en phase fluide : La pinocytose en phase

fluide représente pour la cellule l'étape diamétralement opposée au
phénoméne d'exocytose cellulaire dont elle ne peut &tre dissociée, et

fait intervenir les mémes types de membranes qui sont sans cesse recyclées.
La pinocytose sert avant tout & un approvisionnement continuel de la

cellule en substances extracellulaires gui sont dégradées dans le

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

rdle joué par la pinocytose des protéines exogénes couplée & leur dégradation
lysosomale en tant que source d'acides aminés servant & la biosynthése

protéique, dans des cas de déprivation.
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Représentation schématique des différents mouvements

membranaires accompagnant la pinocytose

h
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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 plnocytose avec
la membrane plasmique et exocytose

formation de corps résiduels aprés digestion

exocytose

rassemblement des complexes ligands-récepteurs dans des
puits de la membrane plasmique recouverts de clathrine
formation de vésicules spécialisées, les réceptosomes
transfert des réceptosomes vers le Golgi

formation de lysosomes primaires a4 partir du GERL
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b - Pinocytose adsorptive : La majorité des types cellulaires
possédent, disséminés & leur surface, un certain nombre de récepteurs
(d'hormones, de protéines, de virus...). Lorsque le ligand spécifique
se fixe 34 ces récepteurs, on assiste a4 un déplacement latéral du
complexe ainsi formé (ligand-récepteur) vers des régions spécialisées
de la membrane, o les complexes se voient rassemblés et enfermés dans
un genre de puits tapissé d'une protéine particuliére la clathrine
PEARSE 1976 (21 ). L'assemblage moléculaire spatial particulier de

cette protéine, appelé "trisquelion" donne un aspect "hérissé" au

puits qui en est tapissé d'ol 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 (WILLINGHAM et PASTAN 1980 (22 )),
suggérent que le manteau de clathrine reste en permanence attaché & 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 "réceptosomes"

(PASTAN et WILLINGHAM 1981 (23 )). Les réceptosomes sont ensuite guidés
vers l'appareil de Golgi par l'intermédiaire du systéme microtubulaire,
et de 13 les protéines sont adressées vers leur destination finale.

Ce processus de pinocytose, contrairement & la pinocytose en phase
fluide permet l'internalisation rapide de substances en des endroits
déterminés de la membrane plasmique, limitant ainsi 1l'internalisation
de quantités significatives de composés membranaires. Ce type de
processus est impligué dans les phénoménes de recapture enzymatique

des enzymes lysosomaux (WILLINGHAM et al. 1981 (24)), ou des
asialo-protéines plasmatiques (WALL et al. 1980 (25) dont il sera

fait mention dans la suite de 1'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 mémes que ceux impliqués dans l'hétérophagie, la zone &
détruire étant circonscrite par une membrane pour donner une vacuole

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

ou secondaire.
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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 &tre réutilisées
spécifiquement dans les processus de biosynthése. Cependant une
certaine quantité de matériel non dégradé subsiste généralement
& l'intérieur du lysosome. Le phénoméne d'exocytose ou décharge
en bloc du matériel non dégradé dans le milieu extracellulaire ne
s'effectue que trés 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.

IV = PATHOLOGIE LYSOSGOMALE

Pour bien accomplir leur mission les lysosomes doivent
étre capables de digérer tous les substrats qui leur sont présentés.
Cette digestion doit d'autre part s'effectuer sans danger pour la
cellule, & l'abri des autres organites cellulaires. Dans les cas de
dysfonctionnement de la fonction digestive, une surcharge des lysoscomes
par du matériel non dégradé est de régle. De méme, une altération de la
membrane lysosomale conduit & un déversement des enzymes dans le
cytoplasme et & 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 maniére 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 réle particulier des lysosomes dans ces différentes
maladies (voir la revue de DE DUVE 1974 (27 )), mais décrirons plus
particuliérement les différents phénoménes conduisant aux maladies de

surcharge lysosomale.



A - RUPTURE 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 3 une autophagie de
cette derniére. Les cas les plus connus de rupture de la membrane
lysosomale sont ceux survenant chez les malades atteints de pneumoconiose
(silicose), ol 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, X, D, E)
et les hormones sexuelles stéroides exercent une action labilisante
vis-d-vis de la membrane lysosomale ; il en est de méme pour certains
agents physiques tels les rayons U.V. et la congélation.

—

B ~ DEVERSEMENT DES ENZYMES DANS LE MILIEU EXTRACELLULAIRE

Un second type de dommage peut intervenir & la suite d'un
déversement accidentel des enzymes lysoscomaux dans le milieu extra-
cellulaire au cours d'accidents phagocytaires appelés "régurgitation
cellulaire" dis & une fusion prématurée des lysosomes avec une
invagination endocytaire avant que celle-ci ne se soit refermée.

On aboutit alors a un état inflammatoire local, ou & des affections

dégénératives des structures conjonctives dans les os ou les articulations.

C - SURCHARGE LYSOSOMALE

Les maladies par encombrement des lysosomes sont trés
nombreuses. Elles comprennent toutes les situations ou il existe un
déséquilibre qualitatif ou quantitatif entre les substrats qui pénétrent
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.
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1 - SURCHARGES PHYSIOLOGIQUES

L'encombrement des lysosomes peut se produire aprés
endocytose de substances indigestes. Il en est ainsi pour la tuberculose
ou la lépre, la paroi acide des mycobactéries responsables de ces
troubles étant en effet résistante & la digestion lysosomale. On note
alors la présence de macrophages géants, 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
4 la dégradation d'une substance. C'est le cas des lipopigments
(céroides et lipofuschines) qui sont des lipides polaires & haut degré
de polymérisation et d'insaturation. Ces produits non dégradés se
retrouvent dans les corps denses. Des surcharges expérimentales peuvent
également &tre créées chez 1l'animal par injection de dextran, saccharose
ou de polyméres synthétiques, tels la polyvinylpyrolidone (COHN et
EHRENREICH 1969 (28 )). On note alors l'apparition de cellules possédant
d'énormes vacuoles, qui ne sont en fait que les lysosomes gonflés de la
substance non dégradée ou d'eau qui pénétre & l'intérieur de la cellule

par un processus osmotique.

2 - SURCHARGES PAR DEFICIT ENZYMATIQUE HEREDITAIRE

a - Concepl : Le concept de maladie génétique de surcharge
lysosomale fut établi par HERS en 1965 (29 ) lorsqu'il pit préciser de
fagon 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 polyméres partiellement dégradés au
sein des lysosomes. La biosynthése continuant & un taux normal ne fait
qu'aggraver le processus provoquant l'apparition d'inclusions cytoplasmiques,
d'énormes vacuoles et 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 cbservée dans l'urine qui comme nous
le verrons constituera un matériel de choix pour l'étude biochimigue de ces

troubles.
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b - Natwre du matérniel accumuld : L'accumulation de

matériel au sein des lysosomes modifie profondément leur morphologie,
qui différe d'ailleurs suivant la nature chimique du matériel non
dégradé : c'est ainsi que des aspects tout a fait typiques peuvent

8tre observés au microscope électronique dans certaines lipidoses

ou mucopolysaccharidoses donnant parfois certaines informations diagnos-
tiques ; nous ne citerons que les figures en rosette du glycogéne 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 la maladie de HURLER ou encore, l'aspect en aréte 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 é&tre décelé par analyse de n'importe
quel matériel biologigue, qu'il s'agisse du cerveau, du foie, du muscle,
des leucocytes, des fibroblastes, du sérum ou méme de l'urine et des
larmes. Cependant, le degré d'atteinte de chaque type cellulaire variera
profondément en fonction du réle particulier joué par l'enzyme déficient
dans ces cellules et la quantité de matériel qui doit normalement y étre
dégradé. C'est ainsi que la symptomatologie clinigque des glycolipidoses
est restreinte au cerveau, organe riche en géngliosides. Dans la majorité
des cas la nature du matériel accumulé est hétérogéne, 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 1'exposé nous adopterons une
classification basée sur la nature du composé accumulé majeur, tout en
sachant que cette classification est bien sir restrictive, et gque par
exemple, bon nombre de glycoprotéinoses sont tout & la fois des

"gangliosidcses".

¢ - PathogénZse : Plus d'une vingtaine de maladies
lysosomales congénitales ont pu &tre décrites aussi bien chez 1'Homme
que chez l'animal (voir les revues de BRADY 1978 (30), KOLODNY et CABLE
1982 (31), PATTERSON et al. 1982 (32)).
La plupart de ces maladies sont transmissibles suivant un mode
autosomal récessif, quelques unes d'entre elles, telle la maladie

de FABRY (déficit en a-galactosidase) ou la maladie de HUNTER (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'aprés HERS et VAN HOOF. (échelle 1lu)
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en sulphoiduronate sulfatase) sont liées au sexe. Le tableau clinigque
et l'évolution de ces affections varie suivant la nature des dépéts,
leur localisation préférentielle et la vitesse & laquelle ils se
forment. On note une grande variabilité dans 1'4ge d'apparition et

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

méme enzymopathie, une forme infantile tré&s grave, une forme juvénile
atténuée et une forme adulte. Si les dysmorphies faciales et osseuses
sont généralement de régle, la symptomatologie la plus sévére apparait
dans les maladies ot le systéme nerveux central est atteint. Le
mécanisme pathogénique généralement observé est la démyélination
secondairement & un dysfcnctionnement des cellules de SCHWANN ;

le retard psychomoteur sera un caractére généralement observé dans

les maladies de surcharge.
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LES GLYCOSIDASES LYSOSOMALES

Prés de trente ans nous séparent de la découverte des
lysosomes et plus d'une cinquantaine d'hydrolases acides ont é&té
décrites & ce jour ; il serait difficile ici de résumer 1'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

rdle dans la pathologie lysosomale.

I - CARACTERISTIQUES GENERALES DES HYDROLASES ACIDES

A - pH DEPENDANCE ET STABILITE

La pH dépendance de l'activité enzymatique est probablement
le caractére 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 & 5.5, &
l'exception toutefois de. l'aspartylglucosaminidase qui présente un
pH optimum d'environ 8.0 (DUGAL et STROMME 1977 (34)). In vivo
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 &
1'activité protéasique, en raison de leur stabilité en milieu acide
(GOLDBERG et St JOHN 1976 (36 )), la dénaturation acide semble en effet
&tre une étape préalable a la dégradation protéolytique. Cette résistance
peut étre dle 4 une conformation particuliére des protéines enzymatiques,
mais une stabilisation métabolique est é€galement 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)).
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Nous avons peu d'informations quant au "turnover” des
enzymes AN v{v0. 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 B-glucuronidase et l'o-L-iduronidase.

B - PROPRIETES STRUCTURALES

Les hydrolases acides représentent une population de protéines
trés hétérogéne dont le poids moléculaire s'étale de 15 000 & 280 000 pour
la B-glucuronidase. Comme nous le verrons plus loin ces enzymes sont
souvent constitués de sous-unités protéiques pouvant étre dissociées
aprés traitement au sodium dodécyl sulfate ou au chlorhydrate de
guanidine. Le contenu en cystéine de ces protéines varie de 0,3 %

& 6,2 % et semble &tre inversement proportionnel & 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 glycanniques sont disponibles & l'heure actuelle,

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

Le Tableau I rassemble les compositions glucidiques des
hydrolases acides les plus accessibles. Récemment des études plus
poussées ont €té réalisées quant & la détermination structurale exacte
de ces chaines glycanniques, au regard de leur rSle primordial dans les
phénoménes de ségrégation subcellulaire, ces résultats seront rapportés

sous le chapitre biosynthése.

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

Le terme "izozymes" fut introduit par MARKERT et MOLLER
en 1959 (43 ) pour décrire des familles enzymatiques ayant méme
propriétés catalytiques mais se distinguant par des propriétés physiques

telles :
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- le pH optimum

- le point isocelectrique (pHi)

- la mobilité électrophorétique ,

- la stabilité a la chaleur ou aux agents dénaturants
- leurs paramétres 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 lysosomale, 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. 1881 (55),
ZIEGLER et BACH 1981 (56)). L'utilisation de substrats artificiels pour
la mesure des activités glycosidasiques a elle aussi conduit de fagon
indirecte, & la découverte de formes enzymatiques multiples. On admet
maintenant que les hydrolases acides sont spécifiques d'un type de
liaison plutdt que d'un substrat déterminé. Un exemple significatif
est celui des O-mannosidases ; si les mannosidases lysosomales sont
capables d'hydrolyser préférentiellement les liaisons 0-1,6 et a-1,3
rencontrées dans les chaines glycanniques des N-glycoprotéines
(OPHEIM et TOUSTER 1978 (57 )), les mannosidases microscmales sont
quant a elles plutdt spécifiques des liaisons ¢~1,2 du mannose
dans }es chaines glycanniques en cours de maturation (TULSIANI et al.
1982a( 58)).

1 - ORIGINE DES ISOENZYMES

La présence de formes isocenzymatiques peut &tre déterminée
par deux types d'événements
- génétiques

- modifications post-traductionnelles.

a - Varniations génétiguement détermindes : Comme toutes

les protéines, les enzymes lysosomaux présentent généralement un
polymorphisme important au sein d'une populaticn liée & des variations

alléliques. Ces variations donnent naissance 2 des chaines peptidiques



différentes, ces différences pouvant étre facilement détectées par
électrophorése (SWALLOW 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 & la naissance
de variants enzymatiques. Un des exemples les mieux étudiés est celul
des hexosaminidases (LOWDEN et al. 1981 (60)). Chez l'Homme, les hexosamini-
dases sont constituées & partir de trois chailnes polypeptidiques
différentes o, Ba et Bb d'un poids moléculaire de 50 OCO et 25 00O
respectivement. Ces chalnes sont codées par deux génes structuraux
différents, portés par le chromosome 15 pour la chaine & et le
chromosome 5 pour les chaines B. La combinaison de ces trxcois types

de chaines donne naissance a4 différentes isoenzymes, 3 formes
lysosomales A, B et S ; une forme microsomale C et 3 formes sériques
P, I) et Ip. C'est ainsi que l'hexosaminidase A est un hétéropolymére
(¢ Ba Bb), l'hexosaminidase B étant un homopolymére (Ba Bb)2

(MAHURAN et al. 1982 (61)).

b - Modigfcations nost-traductionnelles : Des variations

enzymatiques résultant de différences physiques détectables au sein

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

protéine une fois synthétisée.

- aggrégation : la B-galactosidase acide humaine présente trois formes
isoenzymatiques A1, A2 et A3, qui sont en fait des formes monomériques,
dimériques et décamériques du méme enzyme (HEYWORTH et al. 1981 (62)).
Ce phénoméne 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 réle primordial quant 3 la localisation subcellulaire des hydrolases.

En outre, les enzymes lysoscmaux différent généralement par leur

degré de sialylation (GOLDSTONE et KOENIG 1973 (63)) entrainant des mobilit
électrophorétiques différentes. La sialylation semble é&tre déterminée par

des génes spécifiques.



-

TABLEAU I : COMPOSITION OLIGOSACCHARIDIQUE DE QUELQUES HYDROLASES ACIDES LYSOSOMALES

ENZYME SUCRES (mg/100 mg protéine) REFERENCES
Fuc Gal Glc Man GlcNAc NeuAc
foie souris - 0,23 0,44 4,52 2,10 - Tomino et al. 1975 (44 )
B-Glucuronidase foie rat 0,30 0,20 0,42 2,94 2,07 - Tulsiani et al. 1978 (45 )
glande prépatiale de rat|0,21 0,17 0,17 2,82 1,92 - Tulsiani et al. 1975 (46 )
oL fucosidase foie rat 0,35 0,80 0,90 3,20 3,20 0,80 Opheim et Touster 1977 (47)
foie humain 0,56 0,30 0,58 3,00 1,87 0,55 Alhadeff et Freeze 1977 (48)
Placenta humain - 0,52 1,11 2,17 1,96 0,18 Freeze et al. 1979 (49)
B-hexosaminidase A foie humain - 0,47 - 3,85 1,37 0,45 Joziasse et al. 1981 (50 )
cerveau boeuf - 1,24 - 2,70 2,06 0,18 Overdijk et al. 1982 (51)
Placenta humain - 0,35 0,32 2,37 1,36 0,09 Freeze et al. 1979 (52)
f-hexosaminidase B foie humain - 0,61 - 3,96 1,43 0,70 Joziasse et al. 1981 (53)
cerveau boeuf - 0,82 - 1,72 1,33 0,18 Overdijk et al. 1982 (54)

—Sz-
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-~ association avec d'autres molécules : l'association des hydrolases

acides avec de petites molécules peut entrainer des modifications de
confermation ou de charge et une affinité différente pour le substrat
(HOPKINSON et HARRIS 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.

I1 - BIOSYNTHESE ET TRANSPORT INTRACELLULAIRE DES HYDROLASES
ACIDES

Quelles sont les voies de transport des enzymes, vers le lysosome ? Ced

question a été posée & la suite aux observations du groupe de NEUFELD
(NEUFELD et CANTZ 1971 ( 67)), montrant que les déficits enzymatiques
des cellules pathologiques pouvaient &tre corrigés par adjonction dans
le milieu de culturéfﬁd'enzyme provenant de cellules normales, ou par
co~-culture avec ces mémes cellules. La sélectivité et la saturabilité
du phénoméne de "sécrétion-recapture" ainsi décrit et schématisé sur

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

Depuis ce travail de pionnier des progrés considérables
ont été réalisés dans la compréhension de l'histoire naturelle des
enzymes lysosomaux mettant 1'accent sur le rdéle essentiel joué par
les chaines glycanniques de ces glycoprotéines particuliéres, dans la

détermination de leur destination subcellulaire.

A - LE SYSTEME DE RECONNAISSANCE PHOSPHOMANNOSYL DES ENZYMES

LYSOSOMAUX

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

Des études cinétiques ont montré que la pinocytose des
hydrolases acides était un phénoméne de transport actif faisant
intervenir un récepteur membranaire (LAGUNOFF et al. 1973 (68)),
ainsi qufun signal glucidique porté par 1l'enzyme (HICKMAN et NEUFELD
1972 ( 69)). Sur cette base les hydrolases acides peuvent é&tre subdivisées

en deux groupes :



- un groupe a reprise rapide (enzymes urinaires)

- un groupe & reprise lente (enzymes hépatiques, sériques...)

Les premiéres indications concernant la nature du signal
de reconnaissance enzymatique vinrent des travaux de KAPLAN et al.
1977 (70) sur la B-glucuronidase plaquettaire (forme & 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 & la phosphatase alcaline des

enzymes & reprise rapide empéche ces enzymes d'étre reconnus par

la cellule, sans toutefois en modifier les propriétés catalytiques.

Des études réalisées par la suite, sur d'autres systémes
enzymatiques corroborérent 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 chaine 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 estimation enzymatique du
Man-6-P, montrent

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

- gue les résidus de Man-6-P sont portés par dgs chaines
glycanniques sensibles & l'action de 1l'endo-N-acétyl-
glucosaminidase H, donc de type polymannosidique ;

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

plus ou moins grande capacité de l'enzyme & étre pinoéyter.

D'autres auteurs, HASILIK et NEUFELD 1980 ( 7%),
BACH et al. 1979 ( 76), TABAS et KORNFELD 1980 ( 77), mettent en
évidence l'incorporation directe de phosphate dans les précurseurs

protéiques des enzymes lysosomaux.
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FISHER et al. 1980a (78) suggérent que plus d'un résidu
de Man-6-P par molécule d'enzyme seraient impliqués dans les phénoménes
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 derniéres présentent des affinités beaucoup plus grandes

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

VARKI et KORNFELD 1980 (81 ) confirment ces observations
en montrant que plusieurs résidus de Man-6-P peuvent étre portés par la
méme chaine 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 mémes oligosaccharides
par les fibroblastes en culture ont montré que le signal de reconnais-
sance privilégié était constitué par une chaine oligosaccharidique de

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

2 - ETUDE STRUCTURALE DES CHAINES GLYCANNIQUES DES ENZYMES LYSOSOMAUX

Comme nous l'avions précédemment mentionné, 1l'étude
structurale des chaines glycanniques des enzymes avait été limitée
par la difficulté d'obtenir ces protéines en quantité appréciable
et dans un état de pureté satisfaisant. Les premiéres informations
structurales vinrent conjointement de deux groupes VARKI et KORNFELD
1980 ( 84) et ﬁASILIK et al. 1980 ( 85) qui confirmérent la nature
polymannosidique de la chaine glycannique, et montrérent en outre
que le phosphate était engagé dans des liaisons phosphodiester, le
passage au phosphate monoester étant obtenu aprés hydrolyse acide
douce ou action de l'o-N-acétylglucosaminidase confirmant les résultats
de TABAS et KORNFELD 1980 (86 ) qui selon lesquels les enzymes
nouvellement synthétisés renfermaient des résidus phosphate engagés
dans des liaisons diester entre l'0a~N-acétylglucosamine et le mannose.
Cing sites de phosphorylation ont été proposés et sont schématisés sur
la figqure 4 . NATOWICZ et al. 1982 ( 87), HOWARD et al. 1982 ( 88) ont

étudié de facgon plus détaillée les chaines glycanniques de la
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(
flan( 1-2)-Man( 1-2)-Man( 1-3)
Man ( 1-2)—§an( 1-3) Man( 1-4)-GlcNac( 1-4)-GlcNAc( 1-N)-Asr
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/Man( 1-6)

¥
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\

FIGURE 4

Localisation des résidus de phosphate sur les chaines polymannosidigques

des enzymes lysosomaux d'aprés VARKI et KORNFELD 1980 (89).
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B-glucuronidase humaine mettant en évidence des chaines différemment
phosphorylées, 63 % des glycannes ne possédant qu'un seul phosphate
engagé dans une liaison diester. MIZUOCHI et al. 1981 (90), étudiant
gquant & eux la forme lysosomale de la B-glucuronidase, montrent que
la chaine glycannique est alors limitée & 5 résidus de mannose, ayant

subi l'action des d-mannosidases microsomales.

3 - LE RECEPTEUR A MANNOSE-6-PHOSPHATE

a - Proprietes générales : Comme nous l'avons préalablement

mentionné 1'existence de récepteurs & Man-6-P fut supposée au vue des
caractéres 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 estimérent & 14 OCO le nombre de sites enzymatiques par cellule

pour l'a-L-iduronidase.

b - Distrnibution subcellulainre : Plus de 80 % des
récepteurs des fibroblastes sont localisés au niveau des systémes
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 r8le dans la régulation
du transport intracellulaire des hydrolases acides nouvellement
synthétisées en entrainant une ségrégation de ‘ces enzymes des autres
produits de biosynthése 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 1l'appareil
de Golgi, 5 % dans les lysosomes et 10 % dans la membrane plasmigue.
Les récepteurs sont localisés sur la face interne de vésicules
dérivant du réticulum endoplasmique, ou sur la face externe des

membranes plasmiques.

¢ - Recyclage des ndcepteunrs : Des calculs basés sur le

taux maximum d'enzymes fixés et le taux maximum d'internalisation
montrent que les récepteurs de surface doivent &tre remplacés ou
réutilisés approximativement toutes les cing minutes. Ces résultats

sont incompatibles avec une synthése de nove des récepteurs, mais
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plutdt avec une réutilisation constante de l'ensemble des récepteurs
intracellulaires. Le phénoméne de recyclage des récepteurs s'est vu
confirmé par des études utilisant la chloroquine ou des sels d'ammonium
quaternaire. Ces amines dites "lysomotropiques" ont pour effet d&'inhiber
la pinocytose des enzymes, et d'accroitre leur sécrétion dans le milieu
extracellulaire (TIETZE et al. 1980 (94)). Ce phénoméne pourrait s'ex-
pliquer (TIETZE et al. 1982 (95) ; GONZALEZ-NORIEGA et al. 1980 (96))
par une hausse du pH intralysosomal, suite & une protonisation des
amines au sein du lysosome, cette hausse de pH empéchant la dissociation
du complexe enzyme-récepteur, entraine une saturation des récepteurs par
les ligands et une abolition du phénoméne de recyclage. Le taux de
biosynthése enzymatique continuant & un taux normal, les enzymes nouvel-
lemnet synthétisés ne trouvent plus de récepteurs disponibles et sont

directement excrétés vers le milieu extracellulaire.

d - Solubilisation et purification des nicepfeurs : Différents

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

~

FISHER et al. 1982 (99)) ont isolé le récepteur & mannose-6-phosphate
des enzymes lysosomaux par chromatographie d'affinité sur phosphomannose-
Sépharose. Ce récepteur peut étre assimilé & 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 a partir de 1'UDP-N-
acétylglucosamine sur l'hydroxyle en position 6 du mannose d'une chaine
oligosaccharidique de type polymannosidique, par l'intermédiaire d'un
enzyme particuliér 1'UDP-N-acétylglucosamine : glycoprotéine-N-acétyl-
glucosamine transférase ; cet enzyme a pli &tre localisé dans la partie

cis de l'appareil de Golgi (POHLMAN et al. 1982 (104)).
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Comme il a &été dit précédemment le motif 0—-GlcNAc-1-P-Man ne.
semble pas étre 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 & la synthése 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 dépburvus
en O-glucosidase, ont montré que 1l'action des a-glucosidases spécifiques
des résidus-d'O-glucose des chaines oligosaccharidigues nouvellement

synthétisées était une étape préalable & l'action de la phosphotransférase.

Z2 - MATURATION DE LA CHAINE PROTEIQUE

La question se posait de savoir comment était déterminée
la phosphorylation des enzymes lysosomaux aboutissant & leur ségrégation
& 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 manié&re analogue au phénoméne décrit par BLOBEL et DOBBERSTEIN 1975
(110), MEYER 1982 (111), pour la ségrégation entre protéines de sécrétion
et protéines membranaires. Un tel signal de reconnaissance a été démontré
récemment pour la cathepsine D (ERICKSON et al. 1981 (112)) et pour la
B-glucuronidase (ROSENFELD et al. 1982 (113)).

C - ROUTES ALTERNATIVES

Certains enzymes fortement 1iés aux membranes telles la
B-glucocérébrosidase ou la phosphatase acide pourraient intégrer les
lysosomes par des voies différentes de celles du Man-6-P. En particulier,
le récepteur & Mannose/N-acétylglucosamine des cellules réticulocendothé-

liales et des macrophages, gui sera décrit dans la suite de notre exposé,
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UDP-GlcNAc + Man--accepteur <:>tnﬁ’+ ~GlcNAc~-1-~-P-6~-Man... accepteur

0—-GlcNAc-1-P-6-Man... accepteur + HZO___*,GlcNAc + P-6-Man... accepteur

®
©)

transférase
-N-acétylglucosamine phosphodiestérase

FIGURE 5

UDP~-N-acétylglucosamine : glycoprotéine N-acétylglucosamine

Biosynthése du signal mannose-é-phosphate des enzymes lysosomaux
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semble &tre 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 rdle 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 B-glucuronidases ; deux formes de
l'enzyme sont connues, produites par un méme géne structural, si 1l'une
des formes atteint le lysosome via le récepteur & Man-6-P, une seconde
forme est transportée vers le microsome associée & une protéine spécifigue
1l"égasyne” BROWN et al. 1981 (116). D'autres voies mineures de transport

intracellulaire existent également et sont schématisées sur la figure 6.

D - CONCLUSION - CYCLE DE VIE DES ENZYMES LYSOSOMAUX

La figure 7 schématise les différentes étapes de biosynthése
et de transfert des enzymes lysosomaux vers le lysosome primaire pouvant se

résumer comme suit :

1 - transcription de 40 & 50 génes différents pour les hydrolases acides
dans le noyau ;

2 - translocation des mRNA sur les polysomes liés ;

3 - transfert du motif (Glc)3(Man)g(GlcNAc)) des intermédiaires lipidiques
sur les résidus d'asparagine des chaines polypeptidiques nascentes ;
élimination des*glucoses ;

4 - transfert du GlcNAc-1-P & partir 4'UDP-GlcNAc sur la position 6 des
mannoses ; ou maturation de la chaine 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 : sécrétiom ;

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

8 - Maturation intralysosomale des enzymes

. action d'une phosphatase acide entrafnant une inactivation des
récepteurs

. action des protéases entrainant une maturation de la chaine
protéique ;
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Différentes étapes de transfert des hydrolases acides vers le lysosome.
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9 - Participation des enzymes aux activités dégradatives du lysoscme ;

10 - Dégradation des enzymes aprés exposition aux enzymes protéolytiques voisins

I1I - NATURE DU DEFICIT ENZYMATIQUE

Les maladies génétiques peuvent &tre divisées en deux
catégories (PARKER et BEARN 1963 (117))

- celles pour lesquelles on peut mettre en évidence une
modification moléculaire du produit protéigue dirigé par le géne
(en l'occurence l'enzyme), attribuables presque certainement & une
lésion de structure ;

- celles gui semblent comporter uniquement une modification
quantitative de la synthése enzymatique, pcuvant &tre attribuées i une

anomalie d'un géne régulateur (Tableau II).

A - MUTATION D'UN GENE REGULATEUR

La synthése des enzymes lysosomaux est régulée par
trois types de génes (PAIGEN 1981 (118)) :

-~ les génes régulateurs de l'organisme déterminant le
taux de synthése enzymatique dans les différents types cellulaires ;

- les génes temporels : un programme génétiquement déterminé
existe pour chaque enzyme, spécifiant les changements de concentration
enzymatique accompagnant la différenciation dans chagque tissu ;

- les génes de réguiation physiologique : augmentant la
synthése enzymatique en réponse & des effecteurs physiologigues tels les
hormones.

Une anomalie d'un géne régulateur peut avoir deux conséquences
opposées (DREYFUS 1972 (119))

- le répresseur n'est pas synthétisé on assiste alors a
une "mutation constitutive" avec gain de fonction et synthése permanente
de l'enzyme, le répresseur ne pouvant interagir avec le géne strﬁctural ;

~ le géne régulateur synthétise de fagon permanente le
répresseur réagissant avec l'opérateur commandant les génes de structure,
on assiste alors & une "mutation super-répresseur" aboutissant & une perte

compléte de la synthése enzymatique.



1) GENE REGULATEUR

2) GENE STRUCTURAL

absence totale de biosynthése
diminution affinité enzyme-substrat
modification de la chaine peptidique///
sensibilité accrue aux protéases
déficience d'un seul isoenzyme
déficience d'un facteur d'activation
chaine glycannique
modification post-translationnelles\\\\\

récepteurs

transport des organelles

/

TABLEAU II : NATURE DES MUTATIONS POUVANT CONDUIRE A UN DEFICIT ENZYMATIQUE APPARENT
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B - MUTATION D'UN GENE STRUCTURAL

Dans ce cas la nature du déficit peut revétir un grand

nombre de formes qui sont résumées sur le tableau II.

1 - UNE DELETION peut affecter le géne structural qui ne s'exprime. absolument

plus. L'activité enzymatique sera alors totalement nulle. C'est le cas de
1'a-glucosidase dans la forme généralisée de la maladie de Pompe (glyco-

génose de type II).

2 - LA MUTATION PEUT ENTRAINER UNE ERREUR DANS LA BTOSYNTHESE DE LA CHAINE
PEPTIDIQUE DE L'ENZIYME. Les molécules d'enzyme modifides sont

néanmoins synthétisées a4 un taux normal et donnent une réaction croisée

avec un antisérum préparé & partir d'enzyme normal. L'activité enzymatique
mesurée sera dans ce cas généralement cémprise entre 5 et 30 %.de l'activité
normale. La modification de la chaline peptidique entraine généralement

une modification de conformation de la protéine pouvant se traduire

comme dans la mannosidose par une diminution de l'affinité enzyme-substrat
(HﬁLTBERG et MASSON 1977 (120)), ou par une sensibilité accrue de 1l'enzyme

4 l'action protéasigque, nous citerons ici l'exemple de l't-glucosidase dans

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

3 - ABSENCE D'UNE SEULE FORME ENZYMATIQUE. Le cas le mieux étudié est

certainement celui des R-hexosaminidases dans les différents variants de

la GMj gangliosidose, SANDHOFF et ,CHRISTOMANQOU 1979 (122) . Comme nous
l'avons préalablement mentionné, ces enzymes sont constitués d'un
assemblage de deux types de chaines peptidiques & et B: Différentes
mutations affectent ces chaines, et on peut ainsi distinguer la maladie
de TAY-SACHS due & une mutation de la chaine &, n'affectant que les
hexosaminidases A et S, de la maladie de Sandhoff, due & une mutation des

chaines B communes aux hexosaminidases A et B, et se traduisant par une

perte de l'activité de ces deux formes isocenzymatiques.

4 - DEFICIENCE D'UN FACTEUR D'ACTIVATION. L'activité vis-a-vis du substrat

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

glycolipides en particulier demande la participation ocutre des hydrolases
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acides, de facteurs dits "d'activation” qui se conjuguant au substrat

hydrophobe, favorisent l'interaction enzyme-substrat.

Déficience du facteur d'activation de 1l'hydrolase

- desgangliosides GM; et GAo dans le variant AB de la GM2 gangliosidose
(CONZELMANN et SANDHOFF 1978 (123)) ;

- du cérébroside sulfate dans une forme infantile de la leucodystrophie

métachromatique (FISCHER et JATZKEWITZ 1978 (124)) ;

- 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 &tre
responsable de la déficience combinée neuraminidase/R-galactosidase,
dans un variant de la sialidose type II (D'AZZO et al. 1982 (125)) ou
encore de la mucosulfatidose (WAHEED et al. 1982 (126)).

5 - MUTATIONS AFFECTANT LES MODIFICATIONS PAST-TRANSLATIONNELLES DES ENZYMES

LYSOSOMAUX. - Mutation de la chaine glycannique : comme nous le verrons

plus loin, la localisation subcellulaire des enzymes est déterminée par la
nature de la chaine glycannique. Une mutation affectant la synthése d'un
enzyme intervenant dans la glycosylation des chaines peptidigues des
glycohydrolases, peut entrainer une localisation subcellulaire anormale

de ces derniéres comme dans la Mucolipidose II ou III (HASILIK et al. 1981
(127), HASILIK et al. 1982 (128)).

- Mutation du récepteur enzymatigque : les enzymes transitent
du lieu de biosynthése vers leur destination subcellulaire ancrées & des
récepteurs assemblés en vésicules. La déficience en B-glucuronidase micro-
"somale chez la souris Eg® est dlde & l'absence d'une protéine, l'égasyne
(LUSIS et al. 1976 (129)), nécessaire au transport et a'l'ancrage de la
B-glucuronidase au niveau des membranes lysosomales (LUSIS et PAIGEN 1977

(130)) .
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6 - MUTATIONS AFFECTANT LE TRANSPORT DES CRGANELLES. Les organites cellu-

laires sont animés d'un mouvement 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 dG & une anomalie touchant la secrétion des enzymes lysosomaux
par les cellules épithéliales du rein vers l'urine, suite d& une mutation
affectant le transport des lysosomes aultravérs de la bordure en brosse

de ces cellules (BRANDT et al. 1975 (132).

7 - DEFICIENCES EN TRANSPORTEURS MEMBRANAIRES. Dans certaines maladies
lysosomales telle la cystinurie (GAHLAet al. 1983 (133)) ou la

maladie de Salla (RENLUND et al. 1979 (134)) l'engorgement du lysosome
semble &tre dii & 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.
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MALADIES HEREDITAIRES DE SURCHARGE
~ LYSOSOMALE DES GLYCOCONJUGUES

I - 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 faciés des patients avec certaines gargouilles des cathédrales
médiévales. Ce n'est qu'en 1952 qu'aprés 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 I1I) est inspirée de celle de Mc KUSICK EE_§£-1965
(138) basée sur la nature chimique des mucopolysaccharides excrétés dans .
l'urine, HOOGHWINKEL G.J.M. 1982 (139). A 1'exception de la maladie de
HUNTER qui est liée au chromosome X, toutes les mucopolysaccharidoses

sont transmissibles suivant un mode autosomal récessif.

A - CARACTERISTIQUES GENERALES DU CATABOLISME DES MUCO-

POLYSACCHARIDES

Mise & part la maladie de MORQUIO (PEDRINI et al. 1962
(140) toutes les mucopolysaccharidoses sont essentiellement dlies & un
dysfonctionnement du catabolisme lysosomal de deux hétéropolyméres,
le dermatane et l'héparane sulfate (DORFMAN et MATALON 1976 (141)}.
Ces polyméres d'environ 100 résidus de sucre sont composés de motifs
alternés d'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 trisaccharide

réducteur terminal Gal -Gal -Xyl et la sérine de la chaine protéique
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TABLEAU III : CLASSIFICATION DES MUCOPOLYSACCHARIDOSES

MALADIE

TENZYME DEFICIENT

ACCUMULATION DERMATANE + HEPARANE SULFATE

Hurler (MPS IH)

Hurler Syndrome Scheie (MPS IS)

Burler/Scheie (MPS H/S)

Forme grave

Hunter Syndrome
(MPS II)
Forme atténuée

Maladie de SLY
(MPS VII)

Mucosulfatidose

ACCUMULATTION HEPARANE SULFATE

Type A

Sanfilippo Syndrome Type B
({MPS III) Type C
Type D

ACCUMULATION DERMATANE SULFATE

(Formes graves et
atténuées)

Maroteaux-Lamy
Syndrome
(MPS VI)

ACCUMULATION KERATANE SULFATE

. Type A
Morquio Syndrome
(MPS 1V)
Type B

ACCUMULATION KERATANE/HEPARANE SULFATE

Syndrome de Matalon
(MPS VIII)

a~L-iduronidase

L-iduronate-2sulfate sulfatase

B-glucuronidase

Sulfatases multiples
(iduronide, GalNAc-6—804,

GlcNAc—6--SO4 sulfatases)

Heparan-N-sulfamidase (Sulfamatas
a~-N-acétyl-D-glucosaminidase

Acétyl-CoA : O-glucosaminide N-

acétyltransférase
N-acétylglucosamine-6 sulfate
sulfatase

Arylsulfatase B
(N-acétylgalactosamine-4-sulfatas

N-acétylgalactosamine-6-sulfatase

B-galactosidase

N-acétyl-glucosamine-6-sulfate
sulfatase
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(HARDINGHAM 1981 (142)), d'ol 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 & l'exception toutefois de
l'acetyl-coA : d-glucosaminide-N-acétyltransférase qui a une double
localisation lysoscmale 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
derniéres possédent d'ailleurs un haut degré de spécificité (FLUHARTY
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 KRESSE et al. (148) aient mis en
évidence une libération de la N-acétylglucosamine-6-sulfate par

1l 'hexosaminidase A.

En addition aux exdenzymes, des endoenzymes sont également
impliqués dans la dégradation des glycosaminoglycannes. Une activité
endoglycosidasique a été mise en évidence dans le lysosome de rat
(HOOK et al. 1975 (149)), puis dans différents tissus humains 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 rdle physiologique des endoglycosidases peut
résider en une activation du catabolisme des polysaccharides en augmentant
la gquantité de substrat disponible pour les exoglycosidases. Dans des
conditions normales le catabolisme aboutit & la formation de sulfate qui
est excrété, ainsi que d'hexosamine et d'acide uronique qui sont respecti-
vement recyclés dans la voie glycolytique ou dans celle dérivée des hexoses

phosphate.
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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 hétéropolyméres dans les
différentes mucopolysaccharideses, aboutit & une accumulation intralysosomale
de fragments osidiques plus ou moins importants, et & une excrétion de ces
mémes 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 CORRECTIF

L'identification des déficiences enzymatiques responsables
des mucopolysaccharidoses s'est faite par une voie détournée en raison de
1'ignorance de la structure primaire de l'héparane et du dermatane sulfate
4 l'épogue ol les études ont été effectuées. Des études utilisant le
358042- comme précurseur FRARANTONI 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
étre réduite ou "corrigée" en ajoutant au milieu de culture, des secrétions
de cellules normales ou encore des concentrés urinaires NEUFELD et CANTZ
1971 (157). Ces composés entrainant une action normalisatrice 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 1l'a-L~iduronidase BACH et al. 1972
(159), l'iduronate sulfatase &étant gquant & elle le facteur correctif de la

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

En fait, un examen attentif des systémes de correction
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 formes,
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Catabolisme pathologique de dermatan sulfate
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une forme de reprise lente et une forme de reprise rapide NEUFELD et al.
1977 (162) et seule cette derniére qui arbore le signal Man-6-P est
reprise spécifiguement par la cellule et internalisée dans le lysosome,

par les processus préalablement décrits au chapitre II.

IT - LES GLYCOSPHINGOLIPIDOSES

A - CATABOLISME GENERAL DES GLYCOLIPIDES

1 - ROLE ET DISTRIBUTION

Les glycosphingolipides sont des constituants membranaires
des cellules animales HAKOMORI 1981 (163), KANNAGI et al. 1982 (164).
Ce sont des composés bipolaires constitués d'une partie lipidique (céramide)
a4 laquelle est attachée une partie oligosaééﬁaridique (Figure 9). En
fonction de la nature de cette chaine glycannique, les glycosphingolipides
peuvent &tre subdivisés en différents groupes dénommés trivialement :
ganglio, globo, lacto et muco-glycosylceramides, WIEGANDT 1980 (165).
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 syst@me nerveux central, ol
ils ont été localisés pour la premiére fois en 1939 par KLENK (166). Ils
se retrouvent principalement au niveau des membranes neuronales et des
membranes synaptiques, d'ol leur rble possible dans les phénoménes de
transmission nerveuse, LEDEEN 1978 (167), NAGAI et IWAMORI 1980
(168). Cette distribution dans le systéme nerveux central explique
également les troubles neurologiques trés graves observés dans la majorité
des sphingolipiddses. Dans les tissus extraneuronaux les glycolipides
jouent en outre un grand nombre de rSles biologiques, en particulier dans
les phénoménes d'interactions cellulaires, de différenciation, d'oncogénése,
ainsi gue dans les phénoménes d'interaction avec des facteurs biolocgigquement
actifs, tels les glycoprotéines, les hormecnes, les toxines et les virus,
HAKOMORI 1981 (169), FISHMAN 1982 (170). Il convient également de mentionner
leur rdle immunologique primordial en tant gu'antigénes de groupes sanguins
(ABH, Le%®, Leb, Ii, P...) ou antigénes de différenciation, HAKOMORI 1981b
(171) et MARCUS EE_EL‘ 1981 (172).
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FIGURE 9

Structure des principaux gangliosides du cerveau de mammifére
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2 - DEGRADATION ENZYMATIQUE

e La voie dégradative pour beaucoup de glycosphingolipides
n'a été élucidée que ces derniéres années, coincidant avec la découverte
des enzymes impliqués dans leur catabolisme. Les hydrolases dégradant
les glycosphingolipides du cerveau ont fait en particulier 1l'objet
de nombreux travaux en raison peut &tre de 1'importance quantitétive
de ces lipides dans cet organe et la variété des troubles neurologiques

rattachés & leur métabolisme, DAWSON 1978 (173).

La voie dégradative des gangliosides (Figure 10) a souvent
été considérée séparément de celle des glycosphingolipides neutres, mais
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
dégra&ée de maniére 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 méme continuer & étre dégradée. Contrairement
aux glycoprotéines, ‘aucune endoglycosidase ne semble &tre impliguée dans
la dégradation des chalnes oligosaccharidiques. GATT 1970 (174) a postulé
que les enzymes responsables de l'hydrolyse des gangliocsides cérébraux
étaient réunis en un systéme multienzymatique similaire 3 celui impliqué

dans leur biosynthése (ROSEMAN 1970 (175)).

Tous 1les 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 gE_gi, 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 molécules
complexes, toutefois, il existe des formes iscenzymatiques particuliéres

dont l'activité se limite & l'hydrolyse des glycolipides, telles la
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B-galactocérébresidase 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 ACTIVATRICES DE L'HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES GLYCOLIPIDES

. 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
pourguoi 1l'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
ol ils sont également difficilement accessibles. Dans ce cas l'activation
peut &tre effectuée par l'intermédiaire de protéines non enzymatigues.
C'est ainsi que des facteurs d'activation ont été décrits pour un bon
nombre d'hydrolases. LI et LI 1976 (179) ont décrit un facteur d'activation
de l'hydrolyse du GM; ganglioside par la B-galactosidase ; CONZELMANN
et SANDHOFF 1979 (180) décrivent un facteur différent pour 1l'hydrolyse
du GM; 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 plutdt avec le substrat, entrainant
sa solubilisation, d'une maniére analogue au processus décrit pour les
sulfatides par FISCHER et JATZKEWITZ 1578 (181). Le vrail substrat pour
1l'enzyme est donc en fait le complexe protéine activatrice-glycolipide,

chaque type de glycolipide possédant un activateur protéique différent.

B - SURCHARGES EN GLYCOLIPIDES

Le tableau V donne une classification des différentes
lipidoses basée sur la nature chimigque du matériel accumulé. L'analyse
des caractéres cliniques permet de diviser ces maladies en différentes

formes qui du point de vue biochimique peuvent s'expliquer



MALADIE

‘TABLEAU V : CLASSIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDOSES

FORMES

DEFICIT

SUBSTANCES ACCUMULEES

GM, GANGLIOSIDOSE

GM2 GANGLIOSIDOSE
GM 3 GANGLIOSIDOSE

MUCOLIPIDOSE IV

LEUCODYSTROPHIE
METACHROMATIQUE
(SQLFATIDOSE)

KRABBE

FABRY

GAUCHER

NIEMANN-PICK

FARBER

AUTRES LIPIDOSES

WOLMAN

BATTEN (lipofuscinose)

/
\
—
\\\\\\\\\\

Type I infantile
Type II juvénile
TARY~-SACHS
SANDHOFF

Variant AB

Infantile juvénile adulte

type C

type I non neurologique

type I1
neurologiques
type IIIX
A neuropathique
B non neuropathique
c

D Nova Scottia

°

B~galactosidase

hexosaminidase A
hexosaminidase A et B

facteur activation GM2

UDP-GalNAc-GM.,~N-acetyl-
galactosyltransférase

neuraminidase
arylsulfatase A

activateur cérébroside
sulfate sulfatase

galactocérébrosidase

a-galactosidase A

B-glucocerebrosidase

sphingomyelinase
sphingomyelinase

facteur d‘activation
?

céramidase

lipase acide

polyprenol esterase ?

GM, ganglioside oligosaccha-

1
rides

GM2 ganglioside

GM2 + oligosaccharides

CM2 ganglioside

GM3 ganglioside

GM;, GD4, GD,a, GD,b
sulfatides

sulfatides

galactocérébroside

céramide trihexoside

glucocérébroside

+

glycopeptides

sphingomyeline

céramide

triglycérides

dolichols

Zs
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- par des mutations alléliques d'un méme géne conduisant 3 des "composés
p D

génétiques" comme dans le cas des mucopolysaccharidoses ;

- par des déficiences isoenzymatiques différentes comme pour les
B~galactosidases, RITTMANN et O'BRIEN 1981 (182), ou les hexosaminidases,
SANDHOFF et CHRISTOMANOU 1978 (183) ;

- par la déficience de protéines activatrices comme c'est le cas pour la

GM5; 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 & noter que contrairement aux autres
glycosphingolipidoses, la GM3 gangliosidose semble étre due a un déficit
en enzyme biosynthétique la GM3—N—acétylgalactosamine transférase
(FISHMAN et al. 1975 (186)). Tout comme la maladie de FABRY, cette

maladie est liée au sexe (chromosome X).

IIT - LES GLYCOGENOSES

Le glycogéne est un polysaccharide composé entiérement
de résidus de glucose assemblés par des lialsons 01,4 et ©l1,6. Ces deux
types de liaisons donnent a la molécuie une structure ramifiée, les
liaisons al,6 assurant les points de branchement (MEYER et BERNFELD 1940
(187) ; HUIJING 1975 (188)).

Parmi les 8 types de glycogénoses décrites & ce jour
(Tableau VI) seule la glycogénose de type II ou maladie de POMPE, est dde
& la deéficience d'un enzyme lysosomal , l'O-glucosidase acide (HERS 1963
(189)). cet enzyme est capable d'hydrolyser les liaisons al,4 du glucose
mais aussi & un taux plus faible les liaisons «al,6 aboutissant & une
dégradation cbmpléte du glycogéne (JEFFREY et al. 1970 (190)). L'absence
de maltase acide dans la glycogénose de type II entraine une accumulation
de glycogéne dans la plupart des tissus, en particulier au niveau du foie
et des muscles, BAUDHUIN et al. 1964 (191). Une excrétion anormale d'oli-
gosaccharides a glucose a €galement été décrite par LENNARTSON et al. 1978
(192) . '
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.TABLEAU VI: CLASSIFICATION DES GLYCOGENOSES d'aprés HUIJING 1975 (193)

CLASSIFICATION ENZYME DEFICIENT
type I glucose-6-phosphate (foie, rein, intestin)
type II a-glucosidase
type III enzyme débranchant (al,6 glucosidase)
type IV enzyme branchant
type V phosphorylase musculaire
type VI phosphorylase hépatique
type VII phosphofructokinase

type

VIII

phosphorylase kinase hépatique
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IV - LES GLYCOPROTEINOSES

La décennie qui vient de s'écouler & vu apparaitre au
cdté des mucopolysaccharidoses, un nouveau groupe d'affections dont la
symptomatologie est assez proche, mais dans lesguelles l'excrétion des
mucopolysaccharides urinaires est normale (MAROTEAUX et HUMBEL 1976 (194)).
Ces maladies.présentent généralement les signes cliniques des mucopoly-

saccharidoses et des sphingolipidoses, d'ou le terme de "mucolipidoges"

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 montrxré dans la suite de notre exposé, la plupart de ces
maladies présentent en commun une excrétion urinaire d'oligosaccharides
spécifiques provenant du catabolisme incomplet des chaines glycanniques

des glycoprotéines d'ol la désignation d'"oligosaccharidoses"

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 caractére commun & toutes ces affections est avant tout un déficit
enzymatique touchant la voie catabolique des chaines glycanniques des
glycoprotéines. Nous préférerons donc quant & nous définir ces maladies
comme "glycoprotéinoses", 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 chaines oligosaccharidiques des

glycoprotéines, et & leur catabolisme.

A - SCHEMA GENERAL DE STRUCTURE DES GLYCOPROTEINES

Nous ne ferons ici que résumer & l'aide principalement
de tableaux et figures, les principes généraux énongant les structures
des chaines 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, caractére permettant de les rattacher au catabolisme des
glycoprotéines & liaison N-acétylglucosamine-asparagine. Plusieurs revues
font le point sur les acquisitions récentes concernant ce sujet :

KORNFELD et KORNFELD 1980 (201), STRECKER et MONTREUIL 1979 (202),
MONTREUIL 1980 (203), LENNARZ 1980 (204), BERGER EE_2£, 1982 (205),
MONTREUIL 1982 (206).

Les glycoprotéines résultent de l'association covalentielle
d'un polysaccharide ou glycanne avec une protéine. D'une fagon générale
les glycoprotéines sont classées en fonction de la nature de la liaison
glycanne-protéine (Figure 11). Les glycannes sont conjugués aux chaines

peptidiques par deux types de liaisons principales :

- les liaisons O-glycosidiques entre un monosaccharide et un résidu de

sérine, thrécnine ou hydroxylysine conduisant aux O-glycosylprotéines.

- les liaisons N-glycosidigques entre la N-acétylglucosamine et l'asparagine

conduisant aux N-glycosylprotéines.

1 - LES 0-GLYCOSYLPROTEINES

Deux sous-groupes pourront étre distingués en fonction de

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

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

=

- liaison du glycanne & l'hydroxylysine ou 1'hydroxyproline.

a - Liaison alycanne & La sérnine/thrionine

- 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 sanguin et les glyco-
protéines telles la fétuine ou la glycophorine. Le seul élément structural
commun des glycannes de type "mucine" est le motif o0-GalNAc-Ser qui peut
&tre substitué par différents motifs oligosaccharidiques conduisant & une
grande hétérogénéité allant du disaccharide au glycanne complexe des

substances de groupe sanguin (Tableau VII).



TABLEAU VII :0-GLYCOSYLPROTEINES DE TYPE

“"MUCINE"

STRUCTURE

ORIGINE

REFERENCE

0-GalNAc-Ser
a~-NeulAc- (2,6)

B-Gal- (1, 3)
’ \\\a—GalNAc—Ser

a—NeuAc—(2,3)—B—Gal-(1,3)\\\
0-GalNAc-Ser
a—NeuAc—(2,3)—B—Gal—(1,3)g\\
0~-GalNAc~-Ser
a~NeuAc—(2,6)///

B-Gal—(l,B)—B—GlcNAc—(1,3%\\
) o0~GalNAc-Ser

a—NeuAc—(2,3)—B—Gal-(1,3)\\\
o-GalNAc-Ser
B—Gal—(1,4)—B—GlcNAc—(1,6)//

(LeP) (Le?)

(H) o-Fuc-(1,2) a-Fuc-(1,4)

mucines submaxillaires

glycoprotéine "antifreeze"
épiglyganine cellules TA,

IgA lait humain

fétuine

mucine bronchique

K caséine de vache

B-Gal-(1,3)~B-GlcNAc~(1,3)

(B, (A)) «a-GalNAc-(1,3)
(B, (A)) oa-GalNAc-(1,3)

(H) a-Fuc-(1,2) a-Fuc- (1, 3)

(SSEA-1)

B—Gal—(1,4)—B—GlcNAc—(1,6)///

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)

VAN HALBEEK et al. 1980 (214)

B-Gal-(1,3)-B-GloNAc- (1,4)-B-Gal-(1,3/4) -B-GleNAc- (1,3) ~B~Gal-(1,3)\__
\\\\‘B—Gal—(1,4)—B—GlcNAc~(1,6)

o~-GalNAc-Ser

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

/

13

—89-.



- Liaison xylose-sérine/thréonine : La liaison Xyl B(1 =0)-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".

- Butres 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 (218)), ou dans certains protéoglycannes

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

o et s 2

(MUIR et LEE 1969 (220)) ;

. et enfin du gggg§§, dans certains tissus du rat (LARRIBA

1978 (221)), ainsi que dans certainesg lignées cellulaires normales ou

transformées (STEINER et al. 1978 (222)).

b - Liaison glycanne & L'huydroxylfuysine ou L'hydroxuyproline

La liaison GalB(1 = 0)Hyl se rencontre dans les collagénes,
ainsi qu'au niveau de la membrane basale glomérulaire BUTLER 1978 (223). Les
chaines 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 &galement chez les plantes supérieures ainsi
gue chez les algues vertes. Les chaines oligosaccharidiques sont alors
cdnstituées d'unités répétitives R-Ara-(1,2)-Ara se terminant par un

résidu d'arabinose en 0~-(1,3) (ASHFORD et al. 1982 (224)).

?2 - LES N-GLYCOSYLPROTEINES

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.
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Les glycannes de'type N-glycosidique possédent en commun

le noyau trimannosyl-N-N'-diacétylchitobiose E
R-Man-(1,4)-3-GlcNAac-(1,4)-B-GlcNAc-Asn

N
/// 3 2 1

o-Man-(1,3)
&~Man-(1,6) = : - —
4!

Cette structure oligosaccharidique commune ou fraction
invariable (inv) (MONTREUIL 1975 (225)), pourra &tre substituée par des
motifs oligosaccharidiques variables (fractions var) qui sont le support

de la spécificité des chalnes glycanniques des N-glycoprotéines.

En fonction de la nature des chaines oligosaccharidiques
var les glycannes peuvent se diviser en 3 types fcndamentaux qui sont

schématisés sur la figure

- le type oligomannosidique
- le type N-acétyllactosaminique

- le type hybride ou mixte oligomannosido-N-acétyllactosaminigue

a - Chaines oligosaccharnidiques de type oligomannosidigue

Les structures de type oligomannosidigue 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 s'assem-
blent comme sur la figure 12 pour donner la structure limite (Man)g(GlcNAc)2:!
la molécule précurseur de toutes les chaines glycanniques est constituée
par le motif (Man)g(GlcNAc)2 substitué par le trisaccharide
Glc(al,2)-Glc(al,3)-Glc(al,3) - sur le mannose en position 21 (REARICK et al.
1981 (22)).

La biosynthése des chaines glycanniques qui ne fera pas
l'ocbjet de nos propos & fait l'objet de revues récentes (HUBBARD et IVATT
1981 (227) ; SCHACHTER et ROSEMAN 1980 (228) ; MONTREUIL~1982 (229) ;
HOFLACK 1982 (230)).
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TYPE OLIGOMANNOSIDIQUE

a~-Man-(1,2)-0-Man-(1,2)-a~Man-(1,3)
D1 <
a-Man-(1,2) ~c=Man- (1, 3) f-Man~(1,4)-B-GlcNAc~-(1,4)~R-GlcNAc-Asn
5 3 a~Man- (1,6)
a-Man~(1,2)~a-Man-(1,6)
5 3

TYPE N-ACETYLLACTOSAMINIQUE

8~Gal-(1,4)~B-GlcNac-(1,4)
R-Gal-(1,4)-R-GlcNac-(1,2)-a-Man~(1,3)
8-Man~-(1,4)-8-GlcNac-(1,4)~B-GlcNAc-Asn

B-Gal-(1,4)-B-GlcNac-(1,2)~a~Man-(1,6)

B-Gal-(1,4)~B~GlcNac-(1,6)

TYPE MIXTE (HYBRIDE)

B-Gal-(1,4)-B-GlcNac-(1,4)

B-GlcNac~(1,2)-a~Man-(1,3)

B-GlcNac-(1,4) B-Man-(1,4)~B-GlcNAc-(1,4)-B-GlcNAc-Asn
a-Man=(1,3)—~—_ ///’ .

a~Man-(1,86)

Man-(1,6)

FIGURE 12

TYPES FONDAMENTAUX DE STRUCTURES PRIMAIRES DES N-GLYCANNES DES GLYCOPROTEINES
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b - Chalnes oligosaccharidiques de type N-acityllactosaminlgui

Les glycannes de type N-acétyllactosaminique résultent de
la substitution du noyau inv par un nombre variable de chainons N-acétyl-
léctosaminiques Gal-(B1,4)-GlcNAc. 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 a des structures de type pentaantennés
telles qu'elles ont été récemment décrites dans l'ovomucoide de tourterelle
ou de poule (FRANCOIS-GERARD et al. 1980 (231) ; PAZ PARENTE et al. 1982
(232)). Un résidu de GlcNAc dit "intercalaire" peut également venir

substituer le Man 3.

Les différentes branches de lactosamine peuvent &tre
elles-mémes substituées de différentes maniéres (RAUVALA et FINNE 1979
(233)), conférant aux chaines N-glycanniques une grande hétérogénéité
et des réles biologiques différentes. Les substitutions les plus
fréquemment rencontrées résultent de 1' addition de résidus d'acide
sialique liés en (©2,3) ou (@2,6) au galactose, ou de fucose en
liaison (@1,6) sur la GlcNAc 1 du point d'attache ou en (01,3} sur

les résidus de GlcNAc périphériques.

Le tableau VIII rassemble quelques exemples de structures

de type N-acétyllactosaminique.

¢ - Chatnes ofigosaccharidiques de fype mixte

Dans ce type de glycannes, le noyau trimannosyl-N-N'-
diacétylchitobiosique est substitué i la fois par des résidus de
mannose, sur le mannose 4' et par des résidus de N-acétyllactosamine
sur le mannose i. 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 VIII : EXEMPLES DE STRUCTURE N-ACETYLLACTOSAMINIQUES

STRUCTURES

a-NeuAc-(2,6)-B-Gal-(1,4)-8-GlcNAc- (1, 2) -a-Man-(1,3) .
B-Man~ (1,4) -B~GLlcNAc~(1,4) -B-GLcNAc-Asn
(

, ‘)
B-Man~(1,4)-8~GlcNAc-(1,4) -B-GLcNARC~Asn
8-Gal- (1,4)-B-GlcAc- (1,2) -a-Man-(1,6) : a~Fué-(1,6)

a-Fuc-(1,3)

a-NeuhAc-(2,6)~-B-Gal-(1,4)-B-GlcNRc- (1, 2) ~a-Man-(1 ,6)/
a-Neuhc-(2,6) -8-Gal-(1,4)-8-GlcNAc-(1,2) ~a-Man~ (1, 3)\

a-NeuAc- (2,6) -B-Gal- (1,4) ~B~GlcNAc- (1,2) ~a-Man~(1,3)
B-GlcNAc-(1,4) ~—————————f-Man-(1,4)-B-GlcNAc-(1,4)-B-GLlcNAC-Asn
a—NeuAc—(2,6)-8—Gal—(1,4’—B—GlcNAc-(l,2)—u—Man-(l.6)/// a-Fuc-(1,6)
a-Neuac-(2,3)-B-Gal~(1,4)-B-GlcNAc-(1,4
a-NeuAc-(2,6)-8-Gal~-(1,4) ~B-GLcNAc-(1,2) -a-Man~(1,3)
B-Man-(1,4)-B-GlcNAc-{1,4) ~B-GlcNAc-Asn
a-NeuAc-(2,8)-8-Gal-(1,4)~B-GlcNAc-(1,2) -u-uan-u,m/

a~Fuc-{1,3)
B-Gal-{1,4)~8-GlcNAc-(1,4)
B-Gal-(1,4)~-B-GlchNac-(1,2)-a-Man~(1,3)
B-Man-(1,4) ~B-GlcNAc-(1,4) -B-GLcNAC~Asn
B-Gal- (1, 4)-B~GleNAc- (1,2} -a~Man- (1 ,s)/ '
B-Gal-(1,4)-B-GlcNac~(1,6)

STRUCTURE PENTAANTENNEE

B-Glchac- (1,4
B-GLcNAac-(1,2) <0t-Man~(1,3)

B-GlcNac-{t1,2)
B-GlcNAac- (1,4} -a-Man-(1,6)
B8-GLcNAc-(1,6)

B-GlcNAc-(l,()-——~—-—————;;7B—Han—(l,4)-B-GlcNAc-(1,4)—8-GICNAc—Asn

STRUCTURE POLY~N-ACETYLLACTOSAMINIQUE
@-Gal—(l 14) -B-GlcNAac- (1, 3)}6—-6&1- (1,4)-B-GlcNac-(1,6)
3
@‘Gal—(lm)-ﬂ—slcNAc— {1, 3)};B—Gal— (1,4)-B-GlchAc- {1,2) ~a-Man-(1,3)
//B—Man-(l,4)—B~GlcNAc—(l.4)-B-GlcNAc-Asn
lZ%Gal-( 1,4)-B-GlcNAc-(1, 3)}B-Ga1- (1,4)~8~GlcNAc~(1,2) -a-Man-(1,6) a-Fuc(1,6)
3

Sérotransferrine
humaine

Lactotransferrine
humaine

IgG sérique
hunaine

Fétuine

Asialo~
orosomucoide

Ovomucolde de
Poule

SPIK et al. 1975 (235)

SPIK et al. 1982 (236)

BAENZIGER et
KORNFELD 1974 (237}

NILSSON et al. 1979 (238)

FOURNET et al. 1978 (239)

PAZ PARENTE et al. 1982 (240)

Cellules ovariennes LI et al. 1980 {241)

de Hamster chinois

—E9—.
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B - CATABOLISME DES GLYCOPROTEINES

1 - REPRISE SPECIFIQUE DES GLYCOPROTEINES PAR LES CELLULES

Si le signal de la dégradation des glycoprotéines cellulaires
ne sont pas encore connus, le catabolisme des glycoprotéines exoéellulaires
s'gst vu en grande partie élucidé par les travaux de pionniers d'ASHWELL
et MORELL 1974 (242). Ces derniers ont en effet démontré que les
glycoprotéines circulantes pouvaient étre spécifiquement reconnues
par des récepteurs des membranes plasmiques de l'hépatocyte pour é&tre
ensuite spécifiquement pinocytées par la cellule et &tre dégradées
par la cellule. Ce mécanisme ainsi décrit met en jeu d'une part les
chaines glycanniques des glycoprotéines et d'autre part des "lectines"
membrénaires qui reconnaissent spécifiquement des monosaccharides ou
des motifs oligosaccharidiques. (Voir les Revues de NEUFELD et ASHWELL 1980
(243) , MONTREUIL 1981 (244), ASHWELL et HARFORD 1982 (245)).

Plusieurs récepteurs hépatiques pouvant jouer un rdéle
dans le catabolisme des glycoprotéines ont été identifié (Tableau IX)

nous rappelerons briévement quelques unes de leurs propriétés.

a - Récepteurn hepatique des asialoglycoprotiines

La démonstration du r8le particulier joué par les glycannes
des glycoprotéines sériques, vient de l'observation faite par le groupe
d'Ashwell, suivant laquelle l'injection d'une préparation d*asialocéruléo-
plasmine & des lapins, se traduisait par une disparition rapide de
1'asialoglycoprotéine de la circulation, la glycoprotéine native
présentant quant a elle une demi-vie de plusieurs jours. Le démasquage
des résidus de galactose en position pénultienne sur la chaine glycannique
semblait &tre l'événement responsable de la "clearance" puisqu'une désialy-
lation, suivie d'une modification du galactose par traitement a la
galactose oxydase, ou l'enlévement du galactose & l'aide d'une B-
galactosidase aboutissait & un rétablissement d'une demi-vie normale,
MORELL et al. 1968 (246). Lés asialo-glycoprotéines sont spécifiquement
séquestrées par l'hépatocyte oi 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 > B-GalNAc > o~-Glc > MORELL et al. 1968 (248)

B-Gal > o-Gal SARKAR et al. 1979 (249)
GlcNac, Man(al,6) STAHL et al. 1976 (250)
Fuc, Glc
Man, GlcNAc MAYNARD et BAENZIGER 1982 (251)
Fuc (a1, 3) PRIEELS et al. 1978 (252)

TABLEAU X

: DIFFERENTS RECEPTEURS

HEPATIQUES POUVANT INTERVENIR DANS LE CATABOLISME DES GLYCOPROTEINES

_S9_
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De ces observations est né le concept du mécanisme de
base responsable de la régulation physiologique du catabolisme des glyco-
protéines sériques. La désialylation est une marque de vieillissement
des glycoprotéines sériques, cette désialylation entraine le démasquage
d'un signal de reconnaissance spécifique, en l'occurence le galactose,
gui est reconnu spécifiquement par une lectine membranaire de l'hépatocyte,
la fixation de la glycoprotéine sur la lectine servant de signal a la
pinocytose sélective, et & la dégradation de la glycoprotéine ainsi

internalisée.

- Spécificité du récepteur : Une étude préliminaire de VAN DEN HAMER

et al. 1970 (253) montre que l'exposition de deux résidus de galactose
sur toute la glycoprotéine est suffisante pour entrainer sa reprise
hépatique. La spécificité du site récepteur vis-a-vis de différents
monosaccharides a été étudiée par SARKAR et al. 1979 (254). Les

études montrent que seules des monosaccharides sont reconnus par la
lectine et que la N-acétylgalactosamine présente plus d'affinité

pour le récepteur gque le galactose lui-méme. La lectine est en outre
incapable de discriminer les conformations D-gluco et D-galacto,
pouvant ainsi internaliser des néoglycoprotéines porteuses de résidus
de glucose, STOWELL et LEE 1978 (255). D'autres déterminants structuraux
du glycoside capables d'influencer les paramétres de fixation ont été
défini & 1'aide de néoglycoprotéines par STOWELL et al. 1980 (256).
BAENZIGER et FIETE 1980 (257), montrent que la fixation de ligands
multivalents possédant un encombrement spatial déterminé, est seule
capable d'induire le changement de conformation du récepteur nécessaire
a l'endocytose. C'est ainsi que si la lectine hépatique fixe de la méme
maniére des glycopeptides de type "biantennés", ou "triantennés", seuls

ces derniers seront internalisés par la cellule.

- Distribution subcellulaire des récepteurs : Comme la plupart des

récepteurs, les récepteurs hépatiques & galactose sont situés dans des
régions de la membrane plasmique spécialisées dans 1'endocytose

les "coated pits” que nous avons décrit préalablement (WALL et al. 1980
(258) ; KOLB-BACHOFEN 1981 (259). Ce récepteur posséde d'autre part

une localisation transmembranaire (HARFORD et ASHWELL 1981 (260)), donnant
la possibilité & la partie localisée du cdté cytosolique d'interragir avec

d'autres composés cellulaires.



- 67 -

Les récepteurs & galactose ont été localisés au niveau
de la plupart des systémes membranaires intracellulaires ; appareil de
Golgi, microscmes et lysosomes (PRICER et ASHWELL 1976 (261) ; TANABE
et al. 1979 (262) ; SAWAMURA et al. 1980 (263)). En fait, l'activité
réceptrice semble étre prépondérément intracellulaire et certaines
observations montrent que toutes les molécules réceptrices de la
cellule ne participent pas & la fixation des ligands ; les récepteurs
seraient recyclés de maniére analogue & ce qui a été précédemment
décrit pour les récepteurs a Man-6-P des enzymes lysoscmales
(TOLLESHAUG et al. 1979 (264) ; REGOECZI et al. 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 &
eux orientés vers le cytosol. Ce positionnement est contraire & ce
qui serait attendu dans l'hypothése d'un transit intravésiculaire
des complexes ligands-récepteurs vers le lysosome. I1 faut donc
admettre une dissociation ligand-récepteur au niveau des lysosomes
primaires, et une translocation des récepteurs dans la membrane

lysosomale, vralsemblablement afin d'éviter l'attaque protéolytique.

- Nature des récepteurs : Le récepteur hépatique fut purifié dés
1974 par HUDGIN et al. (267) & partir du foie de lapiﬁ. 11 s'agit
d'une glycoprotéine d'un poids moléculaire apparent de 260 C00
présentant une grande tendance 3 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 (269)

posséde le méme type de propriétés.
Il s'agit dans tous les cas d'une glycoprotéine,
possédant une chaine glycannique de type triantenné (LOWE et

NILSSON 1983 (270)).

- b - Les nBceptewrs & mannose/N-acdtylgluccsamine

Des préparations d'enzymes lysosomaux injectées par
voie intraveineuse, se comportent de fagon identique aux asialoglyco-

protéines sériques, disparaissant rapidement du plasma, pour se retrouver
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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. 1§76 (273)) . Ce phénoméne peut é&tre 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 méme systéme de pinocytose, fut confirmée
par l'isolement du récepteur & 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)) montrérent que le récepteur
était localisé spécifiquement au niveau des cellules du systéme réticulo-
endothélial du foie (cellules de KUPFER, éellules sinusoidales) ; le

méme 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
(279) ; MIZUNO‘EE_EL. 1981 (280) ; MAYNARD et BAENZIGER 1982 (25{3)
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 des
anticorps spécifiques et jouerait un rdéle biologique différent.

Il est enfin & noter gque chez les reptiles et les oiseaux
le récepteur hépatique & galactose est remplacé par un récepteur spécifique
de la N-acétylgluccsamine, LUNNEY et ASHWELL 1976 (282) présentant de

nombreuses similitudes avec le récepteur & Man/GlcNAc précédemment décrit.

¢ - Le ndcepteun & pucose

Dans une étude réalisée avec la lactotransferrine,
PRIEELS et al. 1978 (283) montre que des glycoprotéines possédant des
résidus de fucose liés en al,3 disparaissent rapidement du sérum pour
se retrouver spécifiquement au niveau du foie. Une reprise hépatique
analogue a été décrite pour la B-glucocérébrosidase, FURBISH et al. 1980
(284).
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Z - DEGRADATION ENZYMATIQUE

Une fois endocytées par les processus de recoﬁnaissance
spécifiques que nous venons de décrire, les glycoprotéines vont &tre
soumises & 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 hétéropolyméres osidiques, les chaines
glycanniques des glycoprotéines seront dégradées de maniére récurrente &
partir de l'extrémité terminale non réductrice ; c'est ainsi qu'agiront
tour & tour la neuraminidase, la fucosidase, la B-galactosidase,
1l'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 Q-mannosidase

et d'une B-mannosidase.

=

* La spécificité aglyconique dépendra quant & elle du type de liaison
dans lequel est engagé l'ose terminal, ainsi que des molécules osidiques
avoisinantes qui dans certains cas exerceront un empéchement stérique,
déterminant l'oxrdre d'action des différentes exoglycosidases (GATHMANN et

AMINOFF 1981 (285)).

La dégradation de la chaine protéique par les protéases
lysosomales semble étre un événement préalable 34 l'action des exoglycosi-
dases qui sont nettement plus actives sur des glycopeptides que sur la

protéine native.

Parallélement aux exoglycosidases, des endoglycosidases
coupant & l'intérieur des chaines glycanniques ont été caractérisées.
En particulier, une activité endo-8-N-acétylglucosaminidasique capable
d'hydrolyser le motif N,N'~diacétylchitobiose liant la chaine glycannigue

4 l'asparagine, a été détectée dans différents tissus de mammiféres
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(NISHIGAKI et al. 1974 (286) ; TARENTINO et MALEY 1976 (287) ; PIERCE
et _al. 1979 (288)) et chez 1l'homme plus en particulier (OVERDIJK et al.
1981 (289)). L'étude de la spécificité enzymatique, PIERCE et al. 1979
(290) ; TACHIBANA et al. 1982 (291), montre qu'a la fois les glycannes
de type polymannosidique et lactosaminique sont sensibles & 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 & la N-acétylglucosamine
du point d'attache semblent &tre des conditions préalables & l'action
endoglycosidasique. Une étude détaillée réalisée par PIERCE et al. 1980
(292) montre que les activités "galacto-endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase"
et "manno-endo-N-acétyl-f-D-glucosaminidase" seraient liées & deux
enzymes différentes. La localisation cytosolique de ces activités
enzymatiques, serait d'autre part en faveur d'un rdle, joué par ces
enzymes, dans la régulation de la biosynthése des chaines glycanniques

(MONTREUIL 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 chalnes glycanniques
des glycoprotéines. L'absence d'activité enzymatique pourra &tre due
soit & une modification transcriptionnelle de l'enzyme ou d'un de ses
cofacteurs, soit & une modification post-transcriptionnelle affectant
les signaux de reconnaissance qui permettent de 1l'intégrer au site
cellulaire spécifique comme c'est le cas dans la mucolipidose de type II

(I cell disease) (HASILIK et al. 1981 (294)).

Dans tous les cas le blocage métabolique se traduit par
une accumulation de polyméres incomplétement dégradés au sein du lysosome
et la biosynthése continuant & un rythme normal ne fait gu'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 chaines glycanniques des glycoprotéines

s'accumulent dans l'urine et les tissus des malades.



8-GlecNAc-(1,2)~a-Man=-(1,3)-B-Man-(1,4)~GlcNAC
3-GleNAc-({1,4)-a-Man~-(1,3)-8-Man-(1,4)-GLlcNAc
8-GlcNAc-(!,2)-a-Man-(1,6)~8-Man-(1,4)~-GlcNAc

B-GlcNAc-(1,2)-a-Man-(1,3)
///B-Man-(l,é)-GlcNAc

8-GleNAc- (1,2) -a-Man-(1,6)7

B-GlcNAc-(1,2)-a~-Man-{(1,3)
B-GlcNAc-(1,4)-——————————j:;;B—Man—(l,4)-GlcNAc

8~GlcNac-(1,2) -a~-Man-(1,6)

a
GP-1I GlcNAc-Asn
Fuc(al,6)
GP-II Gal(81,4)-GlciiAc-Asn
/
Fuc(al, )
GP-III Man(B1,4)~GlcNAc(B1,4)-GlcNAc~Asn
Man{al, 6} Fuc(al,6)
GP-1IV Man(B1,4)~-GlcNAc{81,4)~-GlcNAc-Asn
Gal(B81,4)-GlcNAc(81,2)~Man(al,6) Fuc(al, 6)
GP-V Man(81,4)-GlcNAc(B1,4) -GlcNAc-Asn
- Gal(81,4)~GlcNAc(81,2) -Man(al,6) Fuc(al,6)
Fuc(al,3)
b
FIGURE 13

TRUCTURE DES OLIGOSACCHARIDES ET GLYCOPEPTIDES ISOLES DE DEUX TYPES
DE GLYCOPROTEINOSES : a - maladie de Sandhoff

b - fucosidose
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Ces composés sont spécifiques de la maladie et
possédent en position terminale non réductrice, le motif monosaccharidigque
n'ayant pd étre hydrolysé, suite & 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 é&tre mise en évidence, par un test simple telle la chromatographie
couche-mince de l'urine, faisant apparaitre un certains nombres d'oligo-
saccharides de poids moléculaire supérieur au lactose, absents de l'urine

normale (Figure 14 ).

Le groupe des glycoprotéinoses rassemble & l'heure actuelle
environ 10 maladies différentes résumées dans le Tableau X.

Toutes les glycoprotéinoses connues & ce jour sont dues
a un déficit en exoglycosidases, il est cependant bien certain qu'un
déficit en endoglycosidase peut exister et reste & découvrir. Il est
également 3 noter que la B-mannosidose décrite chez la Chévre, JONES et
DAWSCN 1981 (295), n'a pour l'instant pas été découverte chez 1l'Homme,
bien qu'une forme lysosomale de la B-mannosidase ait été décrite,

DAWSON 1982 (296).

Du point de wvue clinique, toutes leé glycoprotéinoses se
traduisent par une dysmorphie faciale rappelant celle des mucopolysaccha-
ridoses, par des troubles de la croissance staturale, et par une dégradation
mentale trés 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 clinigque est cependant généralement insuffisant,
pour l'établissement du diagnostic et la confirmation biochimique est

souvent essentielle.



- 73 -

1 ! i
NeuACc oq— Gal=—p—GlcNAc-~— Man
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'l Man —GlcNAc —GlecNAcT—Asn
!
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!
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, . o
NeuAc : Gal—;—-GlcNAz—~ -7 Fuc
L
L
R |
1 2 3

1
Maladie de Sandhoff

1 et 9 témoins lactose, saccharose 6 Mannosidose

3 Sialidose 7 Fucosidose

4 Gangliosidose a GM 8 Aspartylglycosaminurie
5

FIGURE 14

MISE EN EVIDENCE DE L'OLIGOSACCHARIDURIE ZCCOMPAGNANT LES GLYCOPROTEINOSES
PAR CHROMATOGRAPHIE COUCHE MINCE
{3 développements, 6 heures solvent : Butanol/acide acétique/eau

2 : 1 : 1 (v/v/v).



DEFICIT MALADIES

I Cell disease

Pseudo-Hurler polydystrophie

Sialidoses (Mucolipidose type I)

Sialidose & déficit combiné Neu /Gal (Syndrome de

o~Neuraminidase

Goldberg)
GM4y gangliosidose :
- i 1 ~d
B-Galactosidase Maladie de MORQUIO type B N
t
a-Fucosidase Fucosidose
0-Mannosidase Mannosidose
f-Mannosidase . f-Mannosidose (pas de forme humaine connue)
B-N-acétylhexosaminidases A et B Maladie de SANDHOFF
Aspartylglucosamine amidohydrolase Aspartylglucosaminurie

TABLEAU X : CLASSIFICATION DES GLYCOPROTEINOSES
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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 trés riche pour différentes
glycoprotéines, glycopeptides et oligosaccharides (STRECKER 1972 (297)).
A peu prés 30 différentes protéines plasmatiques ont été recencées
dans 1'urine (BERGGARD 1970 (298) ; SCHULTZE 1966 (299)), mais
approximativement 75 % du matériel de nature oligosaccharidique ou
glycopeptidique est ultrafiltrable et apparait avoir un poids moléculaire
inférieur & 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, parmi
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 &
1'absorption par veoie orale de certains monosaccharides, d'autres
oligosaccharides résultent plus vraisemblablement du catabolisme de

différents glycoconjugués tissulaires, STRECKER et MONTREUIL 1979 (304).

I = LES GLYCOPEPTIDES DE L’URINE NORMALE

Si la présence dans l'urine de glucides conjugués &
des protides est connue depuis les travaux de M6RNER en 1895,
{305), la nature des oses liés quant 4 elle ne fut précisée pour la
premiére fois que par MONTREUIL et BOULANGER en 1953 (306). Il existe

dans l'urine un grand nombre de substances de masse moléculaire inférieure
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a4 15 000 renfermant jusqu'a 80 % d'oses (LUNDBLAD 1978b (307) ;
BOURRILLON 1972 (308)). Il est malaisé encore & l'heure actuelle de
définir exactement ces constituants, car trés peu ont pd étre isolés
& 1'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 collagéne.

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 trés hétérogénes possédent un poids
moléculaire compris entre 2 000 et 10 000 et leur structure peut étre

rapprochée de celle de substances & 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 pi étre isolées et partiellement caractérisées par BERGGARD 1963 (313)
ainsi que par CARRION et al. 1969 (314) et GOUSSAULT et BOURRILLON 1970
(313). 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-d-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 BOURRILLON 1975 (317) dans l'urine de

femme enceinte.
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C - AUTRES GLYCOPEPTIDES

Un certain nombre d'autres glycopeptides urinaires dérivent

du catabolisme des mucopolysaccharides acides ou du collagéne.

EN 1969, BasSU (318) isole et cristallise un glycopeptide
renfermant de l'acide glucuronique,.du xXylose et de la galactosamine. Le
glycopeptide xylosyl-sérine 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)-f-D-galactopyranosyl-6-
hydroxylysine et f-D-galactopyranosyl-S~hydroxylysine ont été caractérisés
par CUNNINGHAM et al. 1967 (321). Leur excrétion n'est pas affectée par

la diéte indiquant une origine endogéne.

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 LOTE et WEISS 1971 (323) ont isolé un
glycopeptide possédant le chalnon digalactosylcystéine, pouvant é&tre
rapproché des structures triglucosylcystéine 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)-0-L-fucopyranosyl-L-threonine, l'excrétion de ce glycopeptide
est ihdépendante du caractére sécréteur ou du groupe sanguin des
individus. Une série de composés analogues ont récemment été isolés

& partir du foie de rat (KLINGER et al. 1981 (326)), bien que leur

origine biosynthétique demeure inconnue.

Le tableau XI résume les structures des glycopeptides
isolés & l'état pur & partir de l'urine dans des conditions non

pathologiques.
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Il - OLIGOSACCHARIDES DE L'URINE NORMALE

—~—

A - OLIGOSACCHARIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN

1 - CONDITIONS PHYSTOLOGIQUES NORMALES

Les travaux de LUNDBLAD 1966 (335) et STRECKER ET MONTREUIL
1969 (336) ont montré que le taux de fucose excrété dans l'urine é&tait
fonction du caractére 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
pl &tre purifiés, STRECKER et MONTREUIL 1973 (337) ; STRECKER et al. 1973
(338) ; LUNDBLAD et al. 1973 (339) ; LUNDBLAD 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

a activité de groupe sanguin (WATKINS 1972 (343)).

2 - 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) ; HALLGREN et LUNDBLAD 1977 (345), 1977b (346)). La
plupart de ces oligosaccharides ont une structure analogue i ceux
rencontrés dans le lait (KOBATA 1978 (347)). Leur structure est
également dépendante du caractére secréteur ou du groupe sanguin du
sujet. Une augmentation de sialyloligosaccharides a &également é&té
observée (MAURY 1976 (348)). LEMONNIER et BOURRILLON 1976 (349) ont
en particulier isolé une heptasaccharide dont la structure est

représentée sur la figure 15.

3 - SURCHARGE EN GALACTOSE OU LACTOSE

Les galactosuries spontanées ou provoquées s'accompagnent
d'une oligosaccharidosurie qui est caractérisée par l'apparition de ’
nouveaux ccmposés, dont les structures sont en relation avec la nature
du groupe sanguin du sujet (STRECKER et al. 1973 (350) ; LUNDBLAD et al.
1973 (351) ; CHESTER et al. 1979 (352)). De la nature des composés décrits
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o-NeuAc-(2 - 6)
B-Gal-(1 =4)-B-GlcNAc-(1 =3)-B-Gal-(l =4)-Glc
a-NeuAc-(2 =3)
FIGURE 15

STRUCTURE D'UN DISIALYL-HEPTASACCHARIDE ISOLE DE L'URINE DE FEMME
ENCEINTE (LEMONNIER et BOURRILLON 1976 (353)).

II o~-Fuc-(1 =2)-Gal

III o~GalNac-(1 -+3)

/ Gal

o~-Fuc-(1 =»2)

VIH g~Fuc~(1 =+ 2)-B-Gal-(1 =+3)
B~GlcNAc-(1 =+4)
Oa-Fuc-(1 =+4) Gal
a-Fuc-(1 = 6)
VIIA Q~-GalNac-(1 =3)

>B—Gal-(1 > 3) ,
a=-Fuc~ (1" =+2) B-GlcNAc-(1 -4)

a=-Fuc-(1 =-4) Gal

N/

a-Fuc=-(1" =06)

ViI a-Gal-(1 -3)

B-Gal-(1 - 3)

N
AN

a~-Fuc-(1 =4) Gal
/

N/

a-Fuc-(1 =2) B-GlcNAc-(1 =4)
-Fuc-{1 =6)
FIGURE 16

STRUCTURE DES OLIGOSACCHARIDES URINAIRES APRES INGESTION DE 40 g DE GALACTOSE
11 .
per os"



OLIGOSACCHARIDES NON

RELIES A DES

TABLEAU XIII

ACTIVITES DE GROUPE SANGUIN DE L'URINE NORMALE

OLIGOSACCHARIDE QUANTITE mg/litre STRUCTURE REFERENCE
3-Xylosylglucose 5 10 o-Xyl-(1,3)-Glc LUNDBLAD et SVENSSON 1973 (354)
2-Fucosylglucose 5 10 o-Fuc-(1,2)-Glc LUNDBLAD et SVENSSON 1973 (355)
Fucosylinositol 0,4 3,2 a-Fuc-myoinositol LENNARTSON et al. 1976 (356)

HALLGREN et al. 1974 (357)
Tétrasaccharide a glucose 0,1 2,5. l}—Glc—(l,4)—a-—Glcﬂ2 ZOPF et al. 1982 (358)
Glucosyl-galactose o-Glc-(1,2)-Gal TOKUNAGA et al. 1979 (359)

~si - o~ -B-Gal- - '

3'-sialyllactose a~NeuAc-(2,3)-B-Ga (¥,4) Glc KOSEKT et TSURUMI 1977 (360)
6'-sialylactose o-NeuAc-(2,6)~B-Gal~(1,4)-Glc » |
6'-sialyllactosamine a—NedAc—(2,6)—B—Gal—(1,4)—GlcNAc HUTTUNEN 1966 (361)
Mannosyl-glucosamine f-Man-(1,4)-GlcNAc LEMONNIER et al. 1982 (362)
Oligosaccharide "mucin like" 0,2 -1 o-NeuAc-(2,3)-Bf-Gal-(1,3)GalNAc- PARKKINEN et FINNE 1983 (363)

Phosphosialyl-oligosaccharides

a~NeuAc-(02,6)

o-NeuhAc-(2,3 ou 6)—B—Gal—(1,4)—GlcNAc~1—(:)
a-NeuAc-(2,3) -B-Gal- (1-3)-GalNac-1-(B)

PARKKINEN et FINNE
1983 (364)
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dans la figure 16 , il apparait que des surcharges giucidiques déclenchent
des réactions de transglycosylation, s'effectuant sur les glucides
inducteurs, conduisant & la formation d'oligosaccharides dont la

structure dépend des systémes glycosyltransférasiques normalement

impliqués dans la biosynthése de groupes sanguins.

B - OLIGOSACCHARIDES NON RELIES AU GROUPE SANGUIN

Différents oligosaccharides ne possédant aucune
activité de groupe sanguin donnée ont été caractérisés dans l'urine (Tableau XIII)
Si certains proviennent du catabolisme des glycoprotéines, gangliosides
ou glycogéne, l'origine de certains autres tel le fucosylmyoinositol

est totalement inconnue.
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CONCLUSION

Les chapitres qui précédent rapportent de fagon 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 & la dégradation
des polyméres glucidiques. Nous avons également essayé de montrer que si
les hydrolases acides sont aujourd‘hui bien cataloguées et les phénoménes
conduisant & leur intégration dans le lysosome en voie d'é&tre élucidés,
leur mode d'action ainsi que leur exacte spécificité demeurent dans bon

nombre de cas méconnus.

Nous avons évoqué les différents types de déréglement
d'ordre génétique de la machinerie enzymatique, conduisant & des états
pathologigues ou le blocage de la dégradation d'un type moléculaire
déterminé, entraine son accumulation au sein du lysosome créant ainsi le
phénoméne 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
chimigue des composés ainsi excrétés est spécifiquement dictée par la nature
du déficit enzymatique et pourra servir de base & la classification de ces
derniéres. Dans ce contexte, nous nous sommes plus particuliérement attaché

.
a4 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 particuliére représentée par les glycoprotéines

A 1'époque ol nous débutions nos travaux, seules deux enzypathie
avaient pi étre directement rattachéesd une ancmalie du catabolisme de ces
composés. Par analogie aux autres maladies de surcharge, les troubles
génétiques du catabolisme des chalnes oligosaccharidiques des glycoprotéines
conduisant & une accumulation tissulaire et urinaire d'oligosaccharides ou
de glycopeptides furent par la suite regroupés sous le terme de "glycopro-

téinoses".
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Nous nous proposons de démontrer les intéréts d'ordre
diagnostic, mais surtout d'ordre fondamental (hétérogénéité'et bases
structurales des chaines glycanniques, compréhension des différentes
étapes de leur catabolisme) gque peut revétir l'étude du matériel
oligosaccharidique urinaire excrété lors de ces différentes maladies.
Plusieurs maladies ont fait l'objet de notre étude : sialidoses,

GM, gangliosidose, maladie de Morquic 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.
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DESCRIPTION D’UN NOUVEAU GROUPE
DE GLYCOPROTEINOSES : LES SIALIDOSES

Le terme de "Mucolipidose" fut introduit en 1970 par
SPRANGER et WIEDEMANN (364), pour rassembler un certain nombre de
formes atypiques de surcharge en lipides ou mucopolysaccharides, présentant
4 la fois les signes clinigues des mucopolysaccharidoses et des sphingolipi-
doses, sans qu'il y ait toutefois de mucopolysaccharidurie. Selon les
propres termes des auteurs, il s'agissait 1&4 d'un groupe d'attente trés
hétérogéne 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 mendes sur 1'é&lucidation
de la nature chimigue 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 déréglement enzymatiqgue accompagnant
ces différents syndromes par un rappel des traits cliniques et notamment
des principales caractéristiques biochimiques ayant justifié 1l'amorce

de nos travaux en 1976.

I - CARACTERISTIQUES CLINIQUES ET BIOCHIMIQUES DES MUCOLIPIDOSES

A - MUCOLIPIDOSE DE TYPE I (MLPI)

La mucolipidose de type I ou "lipomucopolysaccharidose”
est une maladie neurodégénérative présentant les caractéres cliniques d'une
forme atténuée de la maladie de HURLER (SPRANGER 1975 (3653)). Les

principales caractéristiques cliniques de la maladie sont 1l'atteinte du
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systéme nerveux central, se manifestant par une hypotonie et une ataxie
cérébelleuse, le faciés g;ossier, la présence d'une tache rouge cerise

au niveau de la rétine (KELL? et al. 1981 (366)). Une hépatomégalie est
généralement observée, l'examen en microscopie électronique fait apparaitre
une vacuolisation importante des cellules de Kupfer. De grandes vacuoles
claires, optiquement vides se retrouvent au niveau des cellules de la moelle

osseuse.

B - VARIANTS DE LA MUCOLIPIDOSE I

Une grande hétérogénéité est observée dans les descriptions
cliniques des mucolipidoses, et en particulier plusieurs formes atypigues ,
voisines de la mucolipidose de type I,ont été décrites. Nous ne ferons
ici gqu'énoncer leurs principales caractéristiques, leur classification

précise en fonction de critéres biochimiques sera reprise dans la discussion.

1) MUCOLTPIDOSES INFANTILES GRAVES (patients L.W. et A.W. de notre Ztude)

Ces patients présentent un faciés "Hurler-Like" dés la
naissance, avec hépatosplénomégalie, dysostose multiple, cellules vacuolées
dans la moelle osseuse (KELLY et GRAETZ 1977 (367) ; RICHES et SMUCKLER 1983
(368)). Chez certains patients, au tableau clinique précédemment évoqué
s'ajoute une néphropathie glomérulaire grave (MAROTEAUX et al. 1978 (369) ;
AYLSWORTH et al. 1980 (370)). Dans tous les cas l'évolution de la maladie

est fatale dans les premiéres années.

2) MUCOLIPIDOSE SANS ATTEINTE NEUROLOGIQUE (patient P.A. de notre 2tude)

Ce cas trés voisin de la mucolipidose I, ne présente

toutefois aucune atteinte neurologique (MAROTEAUX et al. 1978b (371)).

3) "CHERRY-RED SPOT MYOCLONUS SYNDROME" (patients De P. et Noc de notre étude)

Ces patients présentent une symptomatologie neurologique
discréte et progressive avec myoclonie, l'atteinte mentale est quant & elle

variable. Une tache rouge cerise bilatérale est observée en fond d'ceil.
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Aucune organcmégalie ou dysmorphie squelettique n'est enregistrée. Une
vacuolisation des hépatocytes et cellules de Kupfer est & noter. Ce
syndrome pourrait représenter une forme adulte de la mucolipidose I
(DURAND et al. 1977 (372) ; RAPIN et al. 1978 (373) ; THOMAS et al. 1978

(374) ; FEDERICO et al. 1880 (37s)).

4) MUCOLIPIDOSE AVEC DEFICIT EN B-GALACTOSIDASE

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 I,
sans qu'il y ait toutefois d'organomégalie. Un déficit en B-galactosidase

est observé dans la majorité des tissus Studiés.

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 clinigques, outre le déficit en RB-galactosidase sont

superposables au "cherry red spot myoclonus syndrome" préalablement décrit.

C - MUCOLIPIDOSES DE TYPE II et III (MLP II, MLP III)

La premiére description de la mucolipidose de type II fut
faite en 1967 par LEROY et DEMARS (380), & 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 "I cell disease" ou

maladie des cellules 3 inclusion.

1} CLINTQUE

Les principales caractéristiques cliniques de la maladie (FARRIAUX
et al. 1976 (381)) sont les anomalies morphologiques évoquant la maladie
de Hurler (dysmorphie faciale, hypertrophie gingivale, déformations thoraciques,
hernies ombilicales), les anomalies articulaires et le retard statuzoc pondéral.
Le retard pschychomoteur est constant et s'aggrave progressivement. L'examen
radioclogique montre une dysostose multiple. L'évolution conduit généralement

& une issue fatale lors de la premiére année.
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La mucolipidose de type III ou pseudo-polydystrophie
de Hurler décrite par MAROTEAUX et LAMY en 1966 (382 ) différe de 1'I-Cell
disease par l'dge d'appariticn des symptdmes, ainsi que par l'atteinte
squelettique nettement plus discréte. Le retard mental n'est pas systéma-

tiquement recensé (XELLY et al. 1975 (383)).

2) ETUDE HISTOLOGIQUE

Le phénotype "I Cell" est caractérisé par la présence dans
le cytoplasme des fibroblastes en culture de granulations refringentes en
microscopie en contraste de phase (Fig.17 ). Ces granules cytoplasmiques
donnent une coloration positive au PAS et au noir soudan, suggérant une
surcharge mixte & la fois glucidique et lipidique. En microscopie
électronique, les vacuoles apparaissent comme délimitées par une membrane.
Les mémes inclusions se retrouvent en moins grand nombre dans les fibro-
blastes de mucolipidose type III. On note également une vacuolisation

deschondrocytes, des ostéocytes ainsi que des lymphocytes.

3) INVESTIGATIONS CHIMIQUES (Nature du matériel accumul?)

Les tentatives faites pour &lucider la nature du matériel
accumulé n'ont donné'que des reésultats assez fragmentaires et pour le moins
contradictoires. DAWSON 25_25'1972 (384) ont néanmoins pu mettre en évidence l:
présence de glycosphingolipides dans les fibroblastes en culture. Dans ces
mémes fibroblastes, la présence de mucopolysaccharides acides sulfatés a
€également été démontrée (SMICKEL et al. 1975 (385)). Les résultats les
plus intéressants sont néanmoins ceux obtenus par THOMAS et al. 1976 (386}
montrant une élévation massive du taux d'acide sialique intracellulaire dans
les fibroblastes en culture. Cette observation est & mettre en paralléle
avec les études d'ORRII et al. 1972 (387) montrant une élévation du taux d'acid:
sialique sérique et celle de BERMAN et al. 1974a(388) montrant la présence

de glycopeptides "sialylés dans l'urine des malades.

4) ETUDES ENZYMATIQUES

Les mucolipidoses II et III sont tout & fait caractéristiques
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de part les anomalies enzymatiques rencontrées, notamment au niveau du

fibroblaste en culture.
Deux types d'anomalies sont rencontrées

a - Distrnibution subcellulainre anornmale des hydrolases acides au
niveau des fibroblastes en culture, avec dépression de l'activité
enzymatique intracellulaire, contrastant avec une élévation de ces mémes
enzymes dans le milieu de culture des cellules. Seuls trois enzymes
voient leur activité inchangée : la phosphatase acide, la xylosidase et
la B-glucosidase (WEISMANN et al. 1971 (389)). Une hyperactivité enzymatique
est également observée dans les milieux biologigues sérum et urine
notamment (HERD et al. 1978 (390)). Les enzymes leucocytaires et tissulaires
conservent une activité normale & l'exception toutefois de la B-~galactosidase
qui voit son activité fortement abaissée. Ces anomalies de distribution ne
touchent que les enzymes lysosomaux, 1'activité des enzymes cytosoliques

demeure inchangée.

b - Electronégativiti anoimale. 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) ; CHAMPION et SHOWS 1977 (393)), les enzymes excrétés
par les fibroblastes I Cell en culture présentent en effet une électroné-
gativité plus grande que celles sécrétées par les fibroblastes normaux.
Ce phénoméne serait consécutif & une hypersialylation plus grande des
enzymes secrétés par les fibroblastes "I Cell", une migration normale
étant rétablie aprés traitement des enzymes par la neuraminidase (VLADUTIU
et RATTAZZI 1978 (394)). Il est & noter que l'adénosine déaminase, enzyme
de nature glycoprotéinigque non lysosomal voit également sa migration

électrophorétique altérée.

Ces observations sont & mettre en parall2le avec certaines
modifications des propriétés chromatographiques des hydrolases acides
ELLIS et al. 1975 (395), ainsi qu'a leur affinité accrue pour certaines

lectines telle la ricine (HIRANI et al. 1982 (3%96)).
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5) THEORIES SUR LA PATHOGENESE DES MUCOLIPIDOSES IT ET 111

Différentes théories se proposaient d'expliquer les
anomalies enzymatiques observées, les unes proposant une anomalie
membranaire, les autres basées sur une altération des chaines glycanniques

des enzymes.

a - Anomalies membranainres.
- Altération de la membrane lysosomale : WEISMANN et
HERSCHKOWITZ 1974 (397) expliquent la compartimentation enzymatique anormale,
par une perméabilité excessive de le membrane du lysosome, ayant pour effet

une “"fuite" des enzymes vers le milieu extérieurs.

- Altération de la membrane plasmique : SLY et al. 1976 (398)
se fondant sur le fait que des fibroblastes "I Cell" congelés sont diffici-
lement remis en culture, émettent 1l'hypothése d'une altération de la
membrane fibroblastique. Ils constatent en outre (SCHLESINGER et al. 1978
(399) que des virus Sindbis cultivés sur fibroblastes "I Cell" présentent
une sensibilité trés grande & la congélation-~-décongélation, ainsi gqu'une
inactivation exagérée par le Triton X-1CO. Ces résultats semblent en faveur
d'une altération phénotypique des virus pouvant &tre attribuée & des modifi-
cations de l'enveloppe virale dérivant directement de la membrane plasmique
de la cellule héte. Ces modifications peuvent donc étre directement
rattachées au déficit génétigue primaire responsable de 1'"I Cell disease”
(VLADUTIU et al. 1981 (400)). Les altérations membranaires ainsi observées
semblent par ailleurs affecter la glycosylation puisque DI DONATO et al.
1977 (40l) mettent en évidence l'activité anormale de diverses ectosyltrans-

férases du fibroblaste.

b - Exocyfose anormale. Se basant sur le fait que les fibroblastes
"I Cell" puissent normalement internaliser les enzymes de fibroblastes
normaux (HICKMAN et NEUFELD 1972 (402) ; VLADUTIU et RATTAZZI 1975 (403))
proposent gue le taux élevé des hydrolases acides dans le milieu de culture
ne serait pas dd 4 une fuite des enzymes des lysosomes secondaires, mais
seralt le résultat d'une exocytose anormale & la suite d'une fusion

préférentielle des lysosomes primaires dérivant du Golgi avec la membrane
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plasmique au lieu des vésicules pinocytiques. L'hypersialylation des enzymes
préalablement notée empécherait alors leur réinternalisation par un

processus de reconnaissance de type "Ashwell". Un phénoméne d'exocytose
anormale est également invoqué par LLOYD 1977 (404) pour qui l'altération
résiderait en la déficience d'un récepteur permettant 1'"ancrage" des enzymes
4 la membrane du lysosome, ces derniers se déverseraient alors dans le

milieu extracellulaire lors des phénoménes de recyclage membranaire.

e - Modigication des chatnes glycanniques des enzymes. L'hypothése de
la "secrétion-recapture" énoncée par NEUFELD et al. 1977 (405), et
préalablement mentionnée dans le chapitre "Généralités" de ce mémoire, est
la plus couramment retenue pour rendre compte du déficit primaire dans les
mucolipidoses II et III. Le fait que les enzymes secrétés par les fibroblastes
"I Cell" soient incapables d'étre internalisés par les fibroblastes normaux
(HICKMAN et al. 1974 (406)) a conduit NEUFELD a mettre en hypothése la modi-
fication d'un signal .de reconnaissance, vraisemblablement de nature glucidique,
nécessaire a4 l'endocytose des enzymes lysosomaux par les cellules, suivant un
processus ligand-récepteur analogue & celui décrit par ASHWELL pour les
protéines plasmatiques. Des études de composition en sucre d'enzymes purifiés
& partir de cellules ou de milieux biologiques de mucolipidese II et III
(MILLER et al. 1981 (407) ; KRESS et al. 1980 (408) ; HIRANI et al. 1982 (409))
confortent cette hypothése, soulignant une forte 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'cbjet de notre étude, mais dont tous les caractéres cliniques et

surtout histochimiques permettent sa classification comme mucolipidose.

Le premier cas de cette maladie relativement rare atteignant

les Juifs Askenazes fut décrit par BERMAN et al. 1974a (410), comme un syndrome
neurodegénératif & évolution lente, sans atteinte squelettique ou hépato-
splenomégalie, avec opacités cornéennes bilatérales. Les principales

observations sont d'ordre ultrastructural mettant en évidence la présence
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d'inclusions granulaires et/ou de corps lamellaires dans la majorité des

tissus (LIVNI et MERIN 1978 (411)).

Une surcharge mixte, & la fois mucopolysaccharidique et

gangliosidigue (GM, et GD3) a été caractérisée dans les fibroblastes

3
(BACH et al. 1975 (412) ; BACH et al. 1977 (413)). ,

I1 - ETUDE DE L'OLIGOSACCHARIDURIE ACCOMPAGNANT LES DIFFERENTS

TYPES DE MUCOLIPIDOSES

A - ETUDE CHIMIQUE

L'ensemble des observaticns histochimigques et chimiques
concernant la nature du matériel accumulé au cours des mucolipidoses,

notamment 1l'élévation anormale du taux d'acide sialique était en faveur

" d'un déréglement 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 dysfonctiocnnement. Cette premiére étude s'édtait concrétisée
par l'isolement et la caractérisation de 3 sialyl-oligosaccharides anormaux

dans l'urine de patients atteints de mucolipidose de type II.

Nous avons quant & nous étendu cette étude & l'urine et
aux tissus de patients atteints de différents types de mucolipidoses, et
nous nous sommes attachés & l'isclement et 1'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 S‘ialyl-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,
Genevi¢ve SPIK, Jean MONTREUIL, Jean-Pierre FARRIAUX, Pierre MAROTEAUX, and Paolo DURAND

Laboratoire de Chimie Biologique de I"Université des Sciences et Techniques de Lille |
et Laboratoire Associé an Centre National de la Recherche Scientifique No. 217, Villeneuve d'Ascq;

Institut de Recherches sur le Cancer de Lille (Institut Juies Driessens)

ct Unité 124 de ['Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Lille:
Service de Pediatrie de la Cité Hospitaliére de Lille; Hoépital des Enfants-Malades, Paris;

and Istituto Giannina Gaslini, Geneva Quarto

(Received November 22, 1976)

Urines of 11 patients with three different types of mucolipidosis characterized by a total or partial
sialidase deficiency, were studied. In all cases, we found an important accumulation of sialyl-oligo-
saccharides. The structure of 9 of them has been determined:

x-AcNeu-(2-3)-B-Gal-(1-4)-4-GlcNAc-(1 - 2)-a-Man-(1 - 3)-f-Man-(1 -4)-GlcNAe ™
2-AcNeu-(2—6)-4-Gal-(1-4)--GlcNAc-(1 - 2)-a-Man-(1- 3)--Man-(1 - 4)-GlcNAc,

a-AcNeu-(2— 6)-p-Gal-(1-4)-5-GlcNAc-(1 - 2)-a-Man-(1 - 3) [x-Man-(1 - 6)]-Man-(1-4)-GlcNAc.
x-AcNeu-(2— 3)-8-Gal-(1 >4)--GlcNAc-(1 —-2)-a-Man-(1- 3)[f-Gal-(1 - 4)-B-GlcNAc-(1 - 2)-a-

Man-(1-6)]-Man-(1 -4)-GlcNAc,

a-AcNeu-(2— 6)-B-Gal-(1 »4)-8-GlcNAc-(1 - 2)-a-Man-(1 - 3){#-Gal-(1 - 4)-f-GlcNAc-(1 - 2)-u-

Man-(1—-6)]f-Man-(1-4)-GlcNAc,

#-AcNeu-(2-6)-f-Gal-(1—>4)--GlcNAc-(1 - 2)[e-AcNeu-(2— 3)-f-Gal-(1 —+4)-B-GlcNAc-(1 - 4)]

x2-Man-(1-3)-f-Man-(1-4)-GlcNAc,

x-AcNeu-(2— 3)--Gal-(1 »4)-B-GlcNAc-(1 - 2)-z-Man-(1 - 3) [x-AcNeu-(2 - 3)--Gal- (1—»4) B-
GleNAc-(1-2)-a-Man-(1-6)|f-Man-(1—-4)-GIcNAc,
x-AcNeu-(2— 6)--Gal-(1 = 4)-8-GlcNAc-(1 —2)-¢-Man-(1 - 3)[a-AcNeu-(2— 3)-5-Gal-(1 - 4)-f-
GleNAc-(1-2)-a-Man-(1—6)]-Man-(1-4)-GlcNAc,
x-AcNeu-(2— 6)-B-Gal-(1—4)-B-GlcNAc-(1-2)-a-Man-(1 - 3)[a-AcNeu-(2 - 6)-5-Gal-(1 - 4)-5-
GleNAc-(1-2)-a-Man-(1-6)] f-Man-(1—-4)-GlcNAc.

All these compounds are products of incomplete catabolism of glycoproteins and result from the

action of a new type of f-endo-N-acetylglucosaminidase able to act on sialylated glycoproteins or
glycopeptides. The term sialidosis is proposed for these three types of oligosaccharidosis.

Mucolipidosis II (I-Cell disease) is a genetic error
of metabolismn associated with mental retardation,
early severe clinical symptoms such as hypertrophy

G.S. and P. M. are Maitres de Recherche au Centre National
de la Recherche Scientifigue.

Abbreviations. Gal. p-galactose; Fuc, L-fucose; Man, D-man-
nose; GleNAe. N-acetyl-p-glucosamine; AcNeu, N-acetylneurami-
ni¢ acid. .
Enzymes. Neuraminidase (EC 3.2.1.18); f-galactosidase (EC
3.2.1.23); f-N-acetythexosaminidase (EC 3.2.1.30); «-mannosidase
(EC 2.2.1.24); f~-mannosidase (EC 3.2.1.25).

of the gingiva, thickened skin, minimal hepatospleno-
megaly, joint limitations, severe bony abnormalities
like those found in mucopolysaccharidosis [1 —4]. The
decrease of the activities of numerous hydrolases in
cultured fibroblasts and the increase of these same
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 {S—7].
This observation has been confirmed for fibroblasts [8].
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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
[-Cell disease [5]. Sialidase activity is lacking in the
leucocytes, as in the case of [-Cell disease (to be
published).

The only clinical characteristic of mucolipidosis
De P. (Durand, unpublished results) is a red spot on
the bottom of the eyes and dyschromatopsy. Diagnosis
of this new type of mucolipidosis is based only on
the observation of a very large excretion of urinary
sialyl-oligosaccharides [3,6]. The sialidase activity in
leucocytes was 18 and 20 %, of the normal values for
the brother and sister, who are still alive (22 and
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]. In the present paper, we give the
structure of nine 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 [-Cell disease.

MATERIAL AND METHODS
Fractionation of Urines

Urines of 11 patients: Cathia and Sylvana R., Rose-
Héléne and Marie-France D., Séverine K., Karin Z.
and Nicolas N., with mucolipidosis II (I-Cell disease),
Pierre Alexandre and Laura W., with a new type of
mucolipidosis (mucolipidosis W.), and Fiorenzo and
Christina De P. (mucolipidosis De P.) were frac-
tionated according to the scheme described on Fig. 1.

Fractionation of Liver Qligosaccharides

Liver was homogenized and extracted with water.
Oligosaccharides were isolated from the aqueous
solution as described for urinary extracts.

Chromatography and Electrophoretic Procedures

Solvent, ethyl acetate pyridine;acetic acid/water
(5/5/1/3, by vol.); butfer pH 5.4, pyridine 15 ml.
water 1935 ml, pH adjusted to 3.4 with acetic acid:
buffer pH 3.9, pyridine;acetic acid,; water (30/100,3870,
by vol.). Spots were stained with aniline oxalate
{aniline 2 mi; ethanol 100 ml; 2.5°; oxalic acid; water
150 ml), and the chromatograms heated at 120 °C for
15 min.

Sialyl-Oligosaccharides from Urine of Patients with Sialidosis

Urine (11)
Dowex 50X8 (25—~ 350 mesh; H™: 2x 30 cm)
Dowex 1X8 (25-30 mesh': HCOO™;2x30cm)
Charcoal-Celite (2 x 20 cm)

After washing of the column with water the adsorbed material is
eluted with 3 1 of 50 ?; ethanol, under vacuum. The ethanolic solution
is evaporated to dryness and the dry matertal, dissolved in 100 ml
water, is submitted to the following procedure: -

Dowex 30X2 (200—400 mesh: H™; 2x 13 cm)
Dowex 1X2(200—400 mesh; CH;COO™; 2x 13¢m)
v

Etfluent: neutral material

discarded Elution with solutions

(1 1) of pyridine acetate

pH 5.5(1to 1000 mM):

Sialyl-Oligosaccharides
Fig. 1. Urine fractionation

Analytical Methods

The molar ratios of hexoses, N-acetylhexosamines
and N-acetylneuraminic acid were determined ac-
cording to Zanetta [9], after methanolysis with metha-
nol/0.5 M HCI, for 24 h at 100°C. Molar ratios of
glucosamine and amino acids were determined using
a Beckman analyser, after hydrolysis in 4 N or 5.6 M
HCI for 12 or 24 h at 100°C.

Strucrural Methods

The sugar at the reducing position was identified
as a polyol after reduction with potassium borohydride
and hydrolysis with 4 N CF;COOH for 4 h at 100 °C.
The nature of the substitution on V-acetylglucosamine
in reducing position was determined by analysis of
chromogens obtained after the action of 1.25M
sodium carbonate for 15 min at 100 °C. The reaction
with p-dimethylaminobenzaldehyde-HCl is negative in
the case of (1 — 4) linkage, positive in the other cases:
(> 3)and (1 =6).

Methylation was carried out according to Hako-
mori [10] after reduction of the oligosaccharides by
potassium borohydride. O-Methyl ethers were identi-
fied according to Fournet and Montreuil {11].

Smith degradation was carried out as follows:
10 mg of reduced oligosaccharide were dissolved in
153 mlof 0.02 M NalO;,0.05 M NaCH;COO (pH 4.5).
After being allowed to react at 4 “C for at least 2 days,
the oxidized sample was adjusted to pH 7.0 and treated
with potassium borohydride. After one night at 4 °C,
the excess borohydride was destroyed by adjusting
the solution to pH 4.0 and then readjusting to neu-
trality. The oxidized-reduced oligosaccharide was
isolated on a column (2 x 80 cm) of Sephadex G-10
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and then hydrolyzed with 0.05 M H;SO04 (20°C, 18 h).
After purification with anion exchanger (Dowex 1X8;
25—30 mesh; 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 - 6) linkages.
Hydrazinolysis-nitrous deamination and fractionation
of the products of the reaction were carried out ac-
cording to Bayard er al. [13]. Oligosaccharides were
successively digested with the following enzymes:
neuraminidase from Clostridium perfringens, -galac-
tosidase and N-acetyl-f-hexosaminidase from ox
spleen. z-mannosidase from Jack bean meal and
f-muannosidase from Aspergillus niger [14]. Liberated
monosaccharides and resulting oligosaccharides were
analysed and isolated by paper chromatography.

RESULTS
Fractionation of Sialyl-Oligosaccharides

As 1t can be seen 1n Tables 1 and 3 and in Fig.2
and 3. the fractions eluted from the anion-exchange
column by a discontinuous gradient of pyridine
acetate contain only a small amount of sialyl-
oligosaccharides in the case of normal urines. On the
contrary, in the 11 cases of mucolipidosis we studied,
large amounts of sialyl-oligosaccharides were found.
These were characterized by paper chromatography,
developed for 5 to 36 days (Fig. 2—5). The chromato-
grams were very similar in all cases. Electrophoresis
was also a convenient procedure for the charac-
terization of these acidic components (Fig. 6).

Isolation of Sialvl-Oligosaccharides

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 electrephoresis in pH 3.9 and 5.4 buffers which
were further 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 molar ratios and the analysis of results of
permethylation. The majority of the products accumu-
lated in the urine were oligosaccharides, but some
glycopeptides were also found.

In all 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
investigated.

The fact that the chromatographic patterns are
identical is in a good agreement for the identity of the
structure of the sialyl-oligosaccharides excreted in
these three diseases.

Structure of Oligosaccharides Excreted in Urine
of One Case of Mucolipidosis 1] (Cathia R.)

Ten major components were isolated 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 I, 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 methyl 3,4,6-tri-O-methylmannoside,
methyl 2,4,6-tri-O-methylmannoside and methyl 2.4,6-
tri-O-methylgalactoside in the molar proportions of
1.0:1.25:0.88. N-Methyl 3,6-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: a-neuraminidase, z-neuramini-
dase plus B-galactosidase, a-neuraminidase plus j3-
galactosidase plus f-N-acetylglucosaminidase. We
obtained successively the liberation of neuraminic
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 x-Man-(1-3)-g-Man-(1—4)-
GlcNAc isolated from urine of a patient with
mannosidosis. This oligosaccharide was isolated by
paper chromatography and submitted to enzymatic
hydrolysis with a-mannosidase and «-mannosidase
plus f-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 [
gave disaccharide mannose — N-acetylxylosaminitol,
proving the element of structure: Man-(1 - 3)-Man-
(1> 4)-GicNAc. These results together show that
oligosaccharide | has the structure a-AcNeu-(2 — 3)-
B-Gal-(1-4)--GleNAc-(1-2)-a-Man-(1 - 3)-f-Man-
{1 - 4)-GlcNAc.

Oligosaccharide [l contains galactose, mannose,
N-acetylglucosamine and neuraminic acid in the molar
proportions of 1.04:2:1.78:1.02. 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 1.0:1.12:0.90. 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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Sialyl-Oligosaccharides from Urine of Patieats with Sialidosis
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Fig. 4. Mucolipidosis W. {A) Pierre-Alexandre W.: (B) Laura W. Time of migration: 3 days for A and 10 days for B. (C) Fraction 6 of A
chromatographed during 36 days. See legend to Fig.2 for further details

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9

B

Fig. 5. Mucolipidosis De P. (A) Fiorenzo De P. (B) Christina De P. Time of migraticn: A. 4 days: B. 14 days. Sce legend to Fig. 2 for further
details

zymatic hydrolysis and Smith degradation, which gave Oligosaccharide Il contains galactose. mannose.
the same results than in the case of oligosaccharide I. N-acetyiglucosamine and neuraminic acid in the molar
The structure of oligosaccharide II was established as proportions of 0.95:3:2.28:0.95. N-Acetylglucos-
follows: x-AcNeu-(2 — 6)-3-Gal-(1 - 4)-5-GlcNAc- amine was in reducing position and substituted on

{1 - -z-Man-(1 - 3-g-Man-{{ - 2)-GlcNAc. carbon 4. The methylation analysis gave methyl 2.3,4.6-
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A

+

Fig. 6. Paper electrophoresis in pH 5.4 buffer of urinary sl’a/y/-aligosacc/zarides: (A) [-Cell disease. (B) mucolipidosis DeP.

Table 1. Sugar composition of otigosaccharides isolated from urine of a patient with mucolipidosis II ( Cathia R.)

The quantity is expressed as mg oligosaccharide isolated per | urine by paper chromatography. The amount of isolated product is approxi-
matively 60 % of urinary material. The level of these oligosaccharides in normal urine is less than 0.5 mg;1. The molar ratio is calculated on
the basis of 2 or 3 mannose residues

Oligosaccharides Quantity Molar ratios Monosaccharide
in reducing
Gal Man GleNAc AcNeu position
mg;! urine

I 8 091 2 2.07 1.05 GleNAc

II 11 1.04 2 1.78 1.02 GleNAc

II1 14 0.95 3 2.28 0.95 - GleNAc

v . 15 1.69 3 2.90 0.95  GleNAc

\'2 12 1.89 3 3.05 0.96 GlecNAc

VI 5 1.72 2 2.95 1.96 GleNAc

VII 7 1.75 3 292 1.89 GleNAc

VIII 16 1.91 3 2.89 1.91 GlecNAc

X 23 212 3 3.08 1.96 GlcNAc

Table 2. Molar ratios of monosaccharide methy! ethers present in permethvlared oligosaccharides isolated from the urine of Cathia R.
(1-Cell disease j

Monosaccharide methyl ethers Oligosaccharides

! I1 I v v \ VII VIII X
Methyl 2,3.4.6-tetra-O-methylmannoside 0.73
Methyl 2.3,4.6-tetra-0O-methylgalactoside 1.14 1.12
Methyl 3.4.6-tri-O-methyimannoside 1.0 1.0 1.0 2. 2.0 2.0 2.0 2.0
Methyl 2.4,6-tri-O-methylmannoside .25 1.12 1.0
Methyl 2.4,6-tri-O-methylgalactoside 0.38 1.24 0.16 114 214 .14
Methyl 2.3.4-tri-O-methylgalactoside 0.90 0.92 0.19 1.22 0.84 112 212
Methyl 2.4-di-O-methylmannoside 0.77 0.82 0.94 0.88 .94 1.16
Methyl 3.6-di-O-methyimannoside 0.82

N-Methyl 3.6-di-O-methylglucosamine <+ + + + - + ~ + -
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x-AcNeu-(2 — 6)-3-Gal-(1 — 4)-8-GlcNAc-(1 - 2)\
2-AcNeu-(2 = 3)-B-Gal-(1 - 4)-f-GlcNAc-(1 — 4)/
B-GleNAc-(1 5 I~

z-AcNeuq-(2 - 3)-4-Gal-(1 = 4)-f-GlcNAc-(1 — 4)/

Sialyl-Oligosaccharides from Urine of Patients with Sialidosis

x-Man-(1 - 3)-f-Man-(1 - 4)-GlcNAc-itol
(1) NalOs; (2) KBHs; (3) 0.05 M H,SO4
z-Man-(1 - 3)-fi-Man-(1 — 4)-XyINAc-itol

(1) NalOs: (2) KBHs4: (3) 0.05 M H,80;,

2-AcNeus-(2 - 3)--Gal-(1 - 4)-8-GlcNAc-(1 - 4)-x-Man-(1 — 3)-/)’-Man‘l-(1 — 4)-XyINAc-itol

(1) Methylation: (2) methanolysis

Characterization of methyl 2,3,6-tri-O-methylmannoside and 2.4.6-tri-O-methylmannoside

Fig. 7. Smith degradation of reduced oligosaccharide VI. AcNeu;, 5-acetamido-3,5-dideoxy-L-arabino-2-heptulosonic acid: XyINAc-itol,

N-acetyl-p-xylosaminitol

tetra-O-methylmannoside, methyl 3,4.6-tri-O-methyl-
mannoside, methyl 2,4-di-O-methylmannoside and
methyvl 2,3.4-tri-O-methylgalactoside in the molar
proportions of 0.75:1.0:0.77:0.92 and N-methyl 3,6-
di-O-methylglucosamine. After the action of a-man-
nosidase, we obtained a compound having the same
migration rate than oligosaccharide II and which
gave, after methylation analysis, methyl 3,4,6-tri-O-
methylmannoside, 2,4,6-tri-O-methylmannoside and
methyl 2,3.4-tri-O-methylgalactoside. The structure
of oligosaccharide III was established as follows:
2-AcNeu-(2-6)--Gal-(1 - 4)--GleNAc-( — 2)-
z-Man-(1 - 3)[z-Man-(1 - 6)]8-Man-(1—-4)-GIlcNAc.

QOligosaccharide IV contains galactose, mannose,
N-acetylglucosamine 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-O-methylgalac-
toside. methyl 3,4,6-tri-O-methylmannoside, methyl
2,4-di-O-methylmannoside and methyl 2.4,6-tri-O-
methylgalactoside in the molar proportions of .14
:2.0:0.82:1.24. The methylated osamine was idendi-
fled as N-methyl 3,6-di-O-methylglucosamine. The
conjugated action of B-galactosidase and f-N-acetyl-
glucosaminidase liberated an oligosaccharide iden-
tical to oligosaccharide I, as it was demonstrated by
methylation analysis. In conclusion, the following
structure was proposed: a-AcNeu-(2 — 3)-8-Gal-
(1 —4)-8-GlcNAc-(1 - 2)-a-Man-(1 — 3){8-Gal(1 —4)-
B-GlcNAc-(1 - 4)-x-Man-(1 — 6)]f-Man-(1 - 4)-
GlcNAc.

Oligosaccharide V' contains galactose, mannose,
N-acetylglucosamine and neuraminic acid in the molar
proportions of 1.89:3:3.09:0.96. Methylation analy-
sis gave methyl 2,3,4,6-tetra-O-methylgalactoside,
methyl 3,4.6-tri-O-methylmannoside, methyl 2,3,4-
tri-O-methylgalactoside and methyl 2,4-di-O-methyl-
mannoside in the molar proportions of 1.12:2:1.12

:0.94. N-Methyl 3,6-di-O-methyliglucosamine was also
identified. After the action of f-galactosidase and
B-N-acetylglucosaminidase 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)-p-Gal-(1 »4)-3-GlcNAc-(1 -»2)-z-Man-(1 - 3)-
[B-Gal-(1 - 4)-5-GlcNAc-(1 = 4)-a-Man-(1 — 6)]-
B-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-
tionanalysisgavemethyl2,4.6-tri-O-methylmannoside,
methy! 2 4,6-tri-O-methylgalactoside, methy! 2,3 4-tri-
O-methylgalactoside and methyl 3,6-di-O-methylman-
noside in the molar proportionsof 1.0:1,.14:0.84:0.82
and N-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-O-
methylmannoside and 2,4,6-tri-O-methylmannoside,
proving the proposed structure. Enzymatic hydrolysis
was carried out with a mixture of z-neuraminidase,
p-galactosidase and f-N-acetylglucosaminidase and
gave a compound having the same migration rate than
the oligosaccharide z-Man-(1 - 3)--Man-(1 — 4)-
GlcNAc. These results allowed us to propose the struc-
ture a-AcNeu-(2-6)-4-Gal-(1-4)-3-GlcNAc-(1-2)-
[x-AcNeu-(2 — 3)-3-Gal-(1 — 4)-5-GlcNAc-(1 — 4)]-
a-Man-(1 - 3)-f-Man-(1 - 4)-GIcNAc.

Oligosaccharide VII contains galactose, mannose,
N-acetylglucosamine and neuraminic acid in the
molar proportions of 1.75:3:2.93:1.89. Methylation
analysis gave methyl 3,4,6-tri-O-methy!mannoside,
methyl 2.4,6-tri-O-methylgalactoside and methyl 2,4-
di-O-methylmannoside in the molar proportion of
2.0:2.14:0.88, and N-methyl 3,6-di-O-methylglucos-
amine. Enzymatic hydrolysis was carried out according
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AcNeu % Gal & GieNAc & Mun

Man 8, GlcNAc¢
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AcNeu 3 Gal & Glenac B Man

KBH,
AcNeu L Gal LR GleNAcC LY Man

Man & GleNAc-itol

N4

AcNeu ® Gal & GleNAc 2 Man

I‘

AcNeu + asialo-oligosaccharide

l Neuraminidase

Hydrazinolysis +
nitrous deamination
R-Galactosidase

Man

Gal = oligosaccharide N
Man £.2.4Glc

N-Acetyl-f-glucosaminidase (1

- Man

D el

GleNAc + oligosaccharide
x-Mannosidase

M'im + Man — 2-dGlc

fi-Mannosidase

Man + 2-dGlc

Fig. 8. Enzymatic and chemical degradation of oligosaccharides VI,
HE and 1X. GleNAc-itol, N-acetylglucosaminitol; 2-dGle, 2-
deoxyglucose

to the scheme described in Fig. 8. The structure of
oligosaccharide VII was established as follows:
2-AcNeu-(2 — 3)-f-Gal-(1 - 4)--GlcNAc-(1 — 2)-
z-Man-(1 - 3)[a-AcNeu-(2 — 3)-8-Gal-(1 - 4)-8-
GieNAc-(1 — 2)-2-Man-(1 - 6)]-Man-(1 — 4)-
GlcNAc.

Oligosaccharide VIII contains galactose, mannose,
N-acetylglucosamine and neuraminic acid in the
molar proportions of 1.91:3:2.89:1.81. Methylation
analysis gave methyl 3,4,6-tri-O-methylmannoside,
methyl 2.4,6-tri-O-methylgalactoside, methyl 2,3.4-
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 VIII liberated on oligosaccharide having the
same migration rate as oligosaccharide II. Oligo-
saccharide I was not found in acetolysates, and, con-
sidering the extreme lability of (1—6) linkage, the
following structure has been proposed: a-AcNeu-
{2—-6)-f- Gal-(1-4)--GlcNAc-(1 - 2)-a-Man-
(1 = 3)[=z-AcNeu-(2 - 3)--Gal-(1 — 4)--GlcNAc-
{1t —=2)-%-Man-(1-6)]-Man-(1 -4)-GlcNAc.

Table 3. Sugar composition of oligosaccharides isolated from urine
of a patient with a new type of mucolipidosis ( Laura W.)
For quantity see legend of Table 1

Oligo- Quantity  Molar ratios
saccharide
Gal Man GleNAc  AcNeu
mg/t

I 28 1.02 2 212 0.94
11 125 1.01 2 1.89 0.96
1l 15 1.06 3 1.87 .11
v 5 2.24 3 3.20 0.96
\' 10 2.20 3 3.00 1.10
1’ 15 1.72 2 2.95 2.18
A2 24 1.74 3 2.76 1.95
VIII 48 1.72 3 2.84 2.20
X 160 212 3 2.99 2.08
X 17 2.84 3 3.66 1.66
X1 8 3.20 3 3.75 1.90

Oligosaccharide 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-O-
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)-5-Gal-(1 - 4)--GlcNAc-(1 — 2)-
a-Man-(1 - 3){x-AcNeu-(2 — 6)--Gal-(1 — 4)-f-
GIlcNAc-(1 - 2)-a-Man-(1 — 6)]f-Man-(1 - 4)-
GlcNAc.

Structure ofO/igosdcc/zarides Excreted
in Urine of Mucolipidosis W.

Eleven sialyl-oligosaccharides were isolated and
molar ratios are given in Table 3. The results of
methylation of compounds [ to [X are destribed in
Table 4 and Fig.9. These results, associated with
enzymatic hydrolysis and Smith degradation, prove
the identity of these structures with those of Cathia R.
oligosaccharides.

Structure of Oligosaccharides
Excreted in Urine of Mucolipidosis De P.

Using the same methods, we demonstrated that
the structures of the 9 major oligosaccharides 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 (mg/1):
[:4mg; 11: 140 mg; I11: 14 mg; IV: 2 mg: V: 20 mg;
VI: 8 mg; VII: 1.5 mg: VIII: 5mg; IX: 110 mg.
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Sialyl-Oligosaccharides from Urine of Patients with Sialidosis
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Fig.9. Mucolipidosis W.  Laura W.). Gas chromatography of neutral monosaccharides methyl ethers obtained by methanolysis of per-
methylated oligosaccharides. Aerograph 1200 apparatus, glass column (0.2 300 ¢cm), 3°, of Carbowax 6000 on Chromosarb W-HMTS
{60—80 mesh), 110 to 200 °C (2 C min). nitrogen: 30 mimin. ($) standards: (1) methyl 2.3.4.6-tetra-O-methylmannoside: (2) methyl
3,4.6-tri-O-methylmannoside: (3) methyi 2,4 6-tri-O-methylmannoside’ (4) methyl 2.3.6-tri-O-methyimannoside; (5) methyl 3.4-di-O-methyl-
mannoside: (6) methyl 2,.4-di-O-methyimannoside: (7) methyl 3.6-di-O-methylmannoside: (3} methyl 2.6-di-O-methylmannoside: {9) methyi
4.6-di-0-methyimannoside; (10) methyl 2.3-di-O-methylmannoside: (11) methyl 2.3.4.6-tetra-O-methylgalactoside: (12) methvl 2.3.6-tri-
O-methylgtucoside: (13) methyl 3.4 6-tri-O-methylgalactoside: (14) 2.4,6-tri-O-methylgalactoside: (15) methyl 2.3.6-tri-O-methvliglucoside:
(16) methyl 2.3.4-tri-O-methylgalactoside; {17) methyl 2.4-di-O-methylgalactoside. (A to [) oligosaccharides [ to IX
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Table 4. Molar ratios of monosaccharide methy! ethers present in the permethylated oligosaccharides isolated from the urine of Laura W.

Monosaccharide methyl ethers

Molar ratio in oligosaccharide

[ I I v v VI VII VIl IX
Methyl 2.3.4 6-tetra-O-methylmannoside 0.78
Methyl 2.3.4.6-tetra-O-methylgalactoside 1.09 1.25
Methyl 3.4.6-tri-O-methylmannoside 1.0 1.0 1.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Methyl 2,4.6-tri-O-methylmannoside 1.18 1.0 1.0
Methyl 2.4,6-tri-O-methylgalactoside 0.94 1.18 0.12 1.09 2.25 1.10
Methyl 2,3,4-tri-O-methylgalactoside 0.97 1.03 0.15 0.16 0.90 1.18
Methyl 2.4-di-O-methylmannoside 0.85 0.85 0.90 0.85 0.87
Methyl 3.6-di-O-methylmannoside 0.75
N-Methyl 3.6-di-O-methylglucosamine + + + + + + + + +
I z-AcNeu-(2 = 3)-8-Gal-(1 — 4)--GlcNAc-(1 - 2)-z-Man-(1 — 3)-f-Man-(1 - 4)-GlcNAc
11 x-AcNeu-(2 — 6)--Gal-(1 - 4)-5-GleNAc-(1 —» 2)-2-Man-(1 — 3)-8-Man-{1 — 4)-GlcNAc
I 2-AcNey-(2 - 6)--Gal-(1 = 4)--GleNAc-(1 - 2)-2-Man-(1 —» 3N
B-Man-(t - 4)-GlcNAc
x-Man-(1 - 6)/
—v x-AcNeu-(2 - 3)-3-Gal-(1 = 4)-B-GlcNAc-(1 = 2)-x-Man-{1 — N

B-Man-(1 - 4)-GlcNAc

B-Gal-(1 = 4)-f-GleNAc-(1 — 2)-z-Man-(1 — 6)/

\' 2-AcNeu-(2 — 6)-8-Gal-(1 - 4)-f-GleNAc-(1 — 2)-x-Man-(1 — 3\

B-Man-(1 - 4)-GlcNAc

B-Gal-(1 = 4)-B-GlcNAc-(1 — 2)-x-Man-({1 — 6

VI 2-AcNeu-(2 — 6)-3-Gal-(1 = 4)-3-GlcNAc-(1 = 2)

z-Man-(1 - 3)--Man-(1 — 4)-GlcNAc

2-AcNeu-(2 = 3)-B-Gal-(1 - $)-5-GleNAc-(1 — 4)/

VII 2-AcNeu-(2 = 3)-8-Gal-(1 = 4)-3-GleNAc-(1 - 2)-=-Man-(1 — 3)\

S-Man-(1 - 4)-GlcNAc

2-AcNeu-(2 = 3)-B-Gal-(1 »4)--GleNAc-(1 = 2)-2-Man-(1 - 6)/

VIl 2-AcNeu-(2 — 3)-8-Gal-(1 — 4)--GleNAc-(1 — 2)-z-Man-(1 — IN

B-Man-(1—4)-GlcNAc

2-AcNeu2 — 6)-B-Gal-(1 = 4)-f-GleNAc-(1 » 2)-z-Man-(1 — 6)/

X x2-AcNeu-(2 — 6)-5-Gal-(1 - 4)-3-GleNAc-(1 - 2)-z-Man-(1 — 3)\

B-Man-(1 - 4)-GlcNAc

2-AcNeu-(2 — 6)-B-Gal-(1 - 4)-f-GleNAc~(1 = 2)-2-Man-(1 — 6)

Fig. 10. Structure of the 9 major oligosaccharides excreted in urine of patients with mucolipidosis {1, mucolipidosis W. and mucolipidosis De P.

Characterization of Sialyl-Oligosaccharides
in Liver and Brain of a Patient with 1-Cell Disease

Fractionation of an aqueous extract of liver from
a patient with I-Cell disease gave a chromatographic
map identical to those observed for urine of the same
patient (Fig. 3D and E). Level of total sialyl-oligo-
saccharides was approximately 25 mg, 100 g of liver.
These compounds have not been found in normal
liver. A brain extract (less than 1g) also contained
the same oligosaccharides. Because of the small

quantity of tissues available, 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 sialyl-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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Table 3. Molar ratios of constituent monosaccharides. and of partially methylated methyigiycosides, after methylation analysis, of the major glycoasparagines

from the urine of two patients with Gaucher's disease (infantile form

The carbohydrate and amino acid compositions are based upon | mol of aspartic acid/mol of glycoasparagine, after hydrolysis. The methylation analysis
data are based upon 1, 2 or 3mol of 2,3,4,6-tetra-O-methyl-mannoside/mol of glycoasparagine

Glyco- Amount Carbohydrate and amino acid composition ~ Methylation analysis data
asparagine
Man GleNAc Asp 2,3,4.6-tetra-  2,3,4-tri- 3,4.6-tri- 2,4-di- 3,6-di-
0-Me-Man  O-Me-6- 0-Me-2- 0-Me-3,6-di- O-Me-4-
mono- mono- 0-Ac-Man mono-
0-Ac-Man 0-Ac¢-Man 0-Ac-
GleN(Me)Ac
mg/1
GP-I 1.2 2.00 1.94 1.00 1.00 1.25 0.12* 0.112 1.45
GP-III 1.7 3.80 1.88 1.00 2.00 - - 1.05 1.48
GP-1V 2.5 4.75 1.92 1.00 3.00 0.152 0.17* 1.90 1.50
* Attributed to contaminants
and
x-Man-(1-3)
4
B-Man-(1-4)--GlcNAc-(1—>4)-3-GlcNAc-Asn .
3 2 1
x-Man-(1-6)
&
«-Man-(1—6)
B

Comparison of the 500-MHz 'H-NMR spectrum of GP-III
with that of GP-I (see [7]) confirms the common presence of the
3 2 1

Man — GleNAc— GleNAc unit. Furthermore, the character-
istically shaped H-2 resonance of the S-linked mannose-3 is
found again at § = 4.076 ppm; as for GP-I, this means that
mannose-3 bears no substituent at C-3 [17,22,23]. In this way.
structure (a) can be selected to be the correct one for GP-I11.
The branching mannose-4’ residue is characterized by 6 H-1
= 4.870ppm and o H-2 = 4.140 ppm. The terminal a-(1-3)
and a-(1—6)-linked mannose residues, designated A and B,
respectively, show the chemical shift values which are typical
for terminal mannose residues linked in this way (for Man-A,
6 H-1=5.076 ppm and J H-2 = 4.064 ppm: for Man-B, ¢ H-1
= 4909 ppm and ¢ H-2 = 3.988 ppm).~

GP-1V. Sugar analysis of GP-IV (Table 3) shows that this
compound contains an additional Man residue as compared to
GP-111. From the methylation analysis data (Table 3, Fig. 5) it
is evident that this additional mannose occupies a terminal
position. Moreover, the mono-6-substituted Man residue in
GP-1I1 is no longer found in GP-IV. It is replaced by a second
di-3,6-substituted mannose. Therefore, the following structure
can be proposed for GP-1V:

2-Man-(1-3)
x-Man-(1-3)
/
/1-Man‘(1—>6)
2-Man-(1—6)
This structure is contirmed by the 500-MHz ' H-NMR spectral
data of GP-IV [71. In particular, the change in chemical shift of
H-2 of mannose-3 from é = 4.076 ppm to 4.251 ppm, in

conjuncticn with the presence of an additional set of H-1 and
H-2 signals for a terminal %-(1— 3)-linked mannose residue {for

Man-4, § H-1 = 5.099 ppm; ¢ H-2 = 4.077 ppm; for Man-A
oH-1 = 5.093ppm; J H-2 = 4.066 ppm), are decisive in this
respect for the attachment of mannose-4 in x-(1 — 3)-linkage
to mannose-3 in the structure of GP-IIL

Glycoasparagines GP-I and GP-1V are contaminated with
one or more minor components as is evident from the results
of methylation analysis (see Fig. 5 and Table 3). The structure
of one of the contaminants of GP-IV, which represent about
10°, of the mixture, was established by methylation analysis
and NMR spectroscopy [7] to be the same as that of the major
component of GP-1.

The structures of the major glycoasparagines that were
found to occur in the uring of patients with the infantile form of
Gaucher’s disease, are compiled in Fig. 6.

DISCUSSION AND CONCLUSION

The siructures of major sialyl-oligosaccharides and
glycoasparagines accumulated in the urine of the two patients
with Gaucher’s disease are given in Fig.2 and 6. From a
quantitative point of view, their excretion is not comparable
with that observed in other lysosomal storage diseases such as

B-Man-(1—4)--GleNAc-(1—4)--GleNAc-Asn.

sialidosis, GM |-gangliosidosis or mannosidosis [16, 24, 25].
The quantities of glycoasparagines are very low and cannot be
detected by direct TLC of urine. Nevertheless, their excretion is
signuficant, because these glycopeptides have never previously
been described in either normal urine or urine from other types
































































































































































































