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I N T R O D U C T I O N  



S'il est établi depuis longtemps que le catabolisme 

des glycoprotéines est lié à l'action des protéases et des 
glycosidases lysosomales, peu de renseignements ont pu 

être obtenus jusqulà présent sur le déroulement exact des 

différentes étapes de ce processus 

Nous savons que les glycosidases sont plus actives 

Sur de courts motifs oligosaccharidiques que sur des glyco- 

peptides ou des glycoprotéines. Cette abservation avait conduit 

à l'hypothèse d'une action successive des protéases, puis des 

glycosidases sur le substrat glycoprotéinique. 

Les recherches sur les glycoprot~inoses effectuées 

en particulier au laboratoire ont apporté d'autres infornations 

intéressantes, Ces maladies lysosomales, dues à des dSficits 

en glycosidases, sont caractérisées par 1 laccumulation dans 

les tissus a~oligosaccharides qui possèdent en position 

terminale non réductrice le monosaccharide correspondant à 
1 'enzyme déficient. Autre élément essentiel, ces oligosac- 

charides ne possèdent plus qu'un seul résidu de N-acBtylglu- 

cosamine en position terminale réductrice, au lieu du chaînon 

di-N-acétylchitobiose caractéristique de toutes les 

structures N-glycosidiques . 
D o ù  L'hypothèsa d 'un catabolisne du glycanne des 

glycoprotéines débutant par l'action d'une endo-N-scétyl- f4 - 
D-glucosaminidase, responsable de l'hydrolyse du chaînon 

di-N-acétylchitobiose . 
Les travaux réalisés au laboratoire par le groupe 

de G. SPIK sur les endos-ac6tyl-13 -D-glucoraaiinidases de 
mamaifères et plus particulièrement du foie de rat, devaient 

aller à l'encontre des hypothèses proposées. 
an effet, 1 lendo-~-acityl-P -D-glucosaminidase active 

vis-à-vis de glycopeptides est essentiellenent cytosolique, ce 
qui est difficilement conciliable avec sa participation dans 

le catabolisme lysosomal des glycoprot6ines. 



D 'autre part, dans certains cas de glycoprotéinoses 
animales, telle la mannosidose bovine, les oligosaccharides 
accumulés dans les tissus possèdent intact le chaînon 

di-N-acétylchitobiose en position terminale réductrice. 

Chez ces espèces, l'endo-~-acét~l-P -D- glucosa- 

minidase n'interviendrait pas dans le catabolisme des 

N-glycosylprotéines . Seule agirait 1 ' aspartyl-N-acétyl-gluco- 
saminidase, responsable de la coupure de la liaison asparaginyl- 
N-acétylglucosamine . 

Ces faits nous ont amen4 à proposer l'hypothèse 
selon laquelle le catabolisme du glycanne des N-glycosyl- 

protéines débuterait par 1 'action de 1 taspartyl-N-acétylgluco- 

saminidase suivie par 1 ' action d 'une endo-11-acé tyl-b -D-gluco- 
saminidase lysosornale spécifique des oligosaccharides libérés 

par 1 ' aspartyl-N-acetylglucosaminidase. 
Nous nous sommes donc intéressé à la spécificité de 

l'aspartyl-N-acétylglucosaminidase et avons recherché au sein 

du lysosome une activité endo-~-acét~l-l) -D-glucosaainidas e 
s'exprimant vis à vis d'oligosaccharides. 





1- LES LYSOSOX3S 

En 1955, DE DUVE et al. (1) attribuent le terme 
de lysosomes à un groupe de particules cytoplasniques contenant 
près de 40 enzymes hydrolytiquea dont l'activité optimale 
se situe à pH acide, d'où leur dénomination dlhydrolases 

acides. Ces petits "sacs digestifsM sont limités par une 
membrane destinée à empêcher l'attaque du cytoplasme 

environnant . 

A- ORIGINE 

Dans les cellules à activités macrophagiques, tels 
les granulocytes, les macrophages ou les monocytes, les 

lysosomes dérivent directement de l'appareil de Golgi suivant 

la voie classique de synthèse et d'empaquetage des protiines 
(PALADE 1975 (2)). 

Dans las aGtres types cellulaires, les lysosomes 

semblent se former par vésiculation d'une region spécifique 

de l'appareil de Golgi nomé le u1G3dL'i (Golgi associated smooth 

Endoplasmic Reticulwn that foras L ysosomes) (NOVIKGFF et al. 

1971 ( 3 ) ) .  
La relation Golgi-lysosomvs a en particulier été mise 

en évidence par cytochimie, en utilisant des enzjmes marq-aeurs, 
telle la phosphatase acide (PINO et al. 1981 (4)). 

Les différents types de lysosomes dérivant du GZHL 

sont représentés dans la figure 1. 

Les lysosomes peuvent être prdpargs à partir 

d'hornogénats cellulaires par les méthodes d'ultracentrifugation 

préparative. Les détails méthodologiques pourront être trouvés 

dans la nonographie de DINGLS 1977 (5). 



FIGURE 1 

O r i g i n e  e t  r ô l e  d e s  lysosomes ( d ' a p r è s  NUVIKOFF 1973 ( 6 ) )  

- 

loL : Lysosomes primal:es 
A V l  : Vacuole autoghaglque de t 'ne  1 

AV2 : Vacuole autophagique de type 11 
C : Crinophagie 
OB : 
OB : 
ER : 
GE : 
M A :  
M e :  
P :  

Ph : 

corps-  denses  
Vacuole d i g e s t i v e  
R6ticulum ergastoplasmique 
GE. 
Microantophagre 
Microperoxysome 
Peroxysome 
Vacuole de phagocytose 

P : Vacuole de pinocytose 
.PB : Corps rés idue l  
SG : Granule de s e c r é t ~ o n  



La caractéristique essentielle permettant d'identifier 

une population d'organites coume étant des lysosomes est 
évidemment la cosédimentation des hydrolases acides 
(BE DUVE et al. 1955 (7)). 

Une autre caractéristique des préparations lysosomales 
sera la l'latence enzymatiquew : la membrane lysosomale est 
génjralement imperméable aux substrats enzymatiques, l'activité 
de ces enzymes ne peut se manifester qu'après rupture préalable 
de la membrane par des méthodes physiques ou chimiques telles 
la sonication ou l'emploi de ditergents. 

Les propriétés de la membrane lysosomale ont fait 
ltob jet d 'une revue par REIJNGOUi) et TfiGER. 1977 ( 8 )  

La membrane lysosomale est perméable aux acides 

et bases faibles et imperméable aux ions monovalents (K+ ,Cl-)- 
Concernant les autres typrs de molécules, les résultats sont plus 
fragmentaires- La mernbrane lysosomale est notauunent perméable 
aux monosaccharides (EHHENHEICH et COHN 1969 ( 9 ) ) ,  par contre 
elle est relativement imperméable aux oligosaccharides. La 
perméabilité semble être plus élevée vis à vis des mino-acides 
ou des peptides- 

L'accumulation intralysosomale a e  certains coffipos4s, 
tel l'acide sialique dans la maladie ae SiiLLA (;IENLUi?D et al. 

1983 (10)) ou de la cystéine dans la cystinose (SCmi IDER et 
SCHULibiHN 1982 (11)) semble être en faveur de mécanismes de 
transport actif qui permettent, dans des conditions 

physiologiques normales, leur passage d m s  le cytosol- 

La plupart des enzymes lysosomales ont. un pH optiuum 

acide et sont en majorité inactives à pH neutre- Cette 
observation a conduit COFFEY et DE DUVE 1968 (12) à émettre 



18hypoth&se que l e s  lysosomss maintenaient  un pH i n t e r n e  t r è s  
b a s  en comparaison du c y t o s o l  environnant .  

L a  ques t ion  s e  p o s a i t  donc de s a v o i r  comment ce pH 

a c i d e  é t a i t  formé e t  comment il é t a i t  r égu lé .  Ce s u j e t  a f a i t  

l ' o b j e t  d 'une  revue généra le  de REEVES 1984 (13) .  
Deux mécanismes ont  é t é  proposés. Le premier invoque 

l ' e x i s t e n c e  d'un é q u i l i b r e  acide-base de type  DOITMAN. Les 
charges  n é g a t i v e s  d e s  g lycopro té ines  in t r a lysosomales  s o n t  
é q u i l i b r é e s  par  l e s  charges p o s i t i v e s  des  protons.  L ' é t a t  
d  ' é q u i l i b r e  e s t  a t t e i n t  ( é q u i l i b r e  d r  DONNAI?) lo rsque  l e  p o t e n t i e l  
transmembranaire e s t  compensé pa r  l e  g r a d i e n t  de concen t ra t ion  
des protons (HEIJNGuUD e t  T-AGEH 1977 (14) ) .  

L e  second mécanisme d  l a c i d i f i c a t i o n  du lysosome f a i t  

i n t e r v e n i r  une pompe à protons A~P-dépendante ( X E G O  e t  a l .  

1972 (15) ) .  C l e s t  c e t t e  d e r n i è r e  hypothèse q u i  e s t  ggnéralement 

r e t enue .  

C- ROLE DES LYSOSOLvES 

Gr%ce aux hydro lases  a c i d e s ,  l e s  lysosomes ont une 
f o n c t i o n  h é t é r ~ p h a ~ i q u e  v i s  à v i s  des  subs tances  e x t r a c e l l u l a i r e s ,  
e t  une f o n c t i o n  autophagiyue s u r  l e s  c o n s t i t u a n t s  i n t r a c e l l u l a i r e s .  

Le m a t é r i e l  e x t r a c e l l u l a i r e  pénèt re  dans l a  c e l l u l e  
grâce  au phénomène d  endocytose,  à l a  faveur  d ' u n e  i n v a g i n a t i o n  
de l a  membrane plasmique q u i  enveloppe totalement  l a  subs tance  
à i n g é r e r .  L a  vacuole a i n s i  formée fus ionne  e n s u i t e  avec l e s  
lysosomes p r ima i res  conduisant  aux lysosomes seconda i res ,  a u  
s e i n  desquels  s ' e f f e c t u e  l a  d i g e s t i o n .  

L 'endocytose peut ê t r e  d i v i s é e  en deux t y p e s  de 
phénomène : 

- l a  phagocytose, q u i  concerne l t i n t e r n a l i s a t i o n  de 

p a r t i c u l e s  de  t a i l l e  s u p é r i e u r e  ou éga le  à O , I  m. P 



Ce processus permet notamment 1' élimination des bactéries et 

des virus par les cellules leucocytaires. 

- la pinocytose, qui se traduit par l'internalisation de 
moléculas. 11 pourra s'agir de pinocytose en phase fluide, 
lorsque la molécule demeure en suspension ou de pinocytose 

adsorptive, lorsque la molécule est lige à un récepteur 
membranair e . 

La pinocytose en phase fluide permet un approvi- 
sionnement continuel de la cellule en micromolécules issues de 
la dégradation de macromolécules. Sn particulier ~ESTERUL~N et al. 

1982 (16) ont montrg le rôle joué par la pinocytose des protéines 

exogènes couplée à leur dégradation lysosomale en tant que 
source d 'acides aminés. 

La pinocytose adsorptive permet l'internalisation 

rapide de substances en des endroits déterminSs de la membrane 

plasmique, limitant ainsi 1 'internalisation de composSs 

membranaires. Ce processus est rendu possible par le déplacement 

latéral des complexes ligand-récepteur vers des régions 
spécialis6es de la membrane tapissées d'une protéine particulière, 

la clathrine (PEMSE 1976 (17)). 

2- AUTOPHAGIE 

La cellule est capable de détruire certains de ses organi- 

tes "usagésw, corne les mitochondries ou le reticulum 

endoplasmique (ERICSSON 1969 (21) ) . Les processus sont similaires 

Ces zones membranaires sont nommées "coated pitsM. Lus 

ligands liés aux récepteurs sont ensuite transférés dans un 

autre type de vésicules, les "réceptosomesw (PASTAN et WILLINGHU I 

1981 (18) ) , qui sont eux-mêmes guiàés vers l'appareil àe Golgi et 1 

de là les protéines sont dirigées vers leur destination finale. ~ 
La pinocytose adsorptive est impliquée dans les 

processus de recapture des enzymes lysosomales 
(WILLINGHAN et al. 1981 (19)) ou des asialoprotéines 

1 

plasmatiques (WALL et al. 1980 (20)). 

L'ensemble des processus impliqués dans 12s phénomènes 
i 
l 

de pinocytose est schématisé dans la figure 2. 



PINOCYTOSE 

ADSORPTIVE  

P INOCYTOSE EN P H A S E  

FLUIDE 

YTOSE 

FIGURE 2 

Représenta t ion  schématique des  d i f f é r e n t s  mouvemezts 

rnembranaires accompagnant l a  p inocytose  

Y%eXd C l a t h r i n e  

Récepteur 

0 Ligands 

I 
PINOCYTOSE EN 
PEiASE FLUIDE i 
PINOCYTOSE 
ADSORPT I V E  

a  - fo rmat ion  de ginosomes p a r  i n v a g i n a t i o n  ' 

b - f u s i o n  d e s  pinosornes entre-eux 
c  - fus ron  d e s  prnosornes avec l e  lysasorne p r i m a i r e  ?Our donner 

Le lysosome seconda i re  
d - c L r c u l t  c o u r t .  Fusion de  l a  v e s l c u l e  d e  p inocytose  avec 

l a  nembrane ?lasmique e t  exocytose 
e  - f o r n a t i o n  de  c o r p s  r é s i d u e l s  a g r è s  d i ç e s t i o n  
f - exocytose 

g - rassemblement d e s  complexes l i g a n d s - r é c e p t e u r s  d a n s  des  
p u i t s  de  l a  membrane plasmique r e c o u v e r t s  de  c i a t h r i n e  

h - formation de  v é s i c u l e s  s p é c i a l i s é e s ,  l e s  réceptosomes 
i - t r a n s f e r t  d e s  récoptosomes v e r s  l e  C o l g i  
J - formation de iysosomes p r i n a i r e s  à p a r t i r  du GE% 



& ceux impliqués dans lrhét6rophagie et la particule à détruire 

est circonscrite par une membrane pour donner une vacuole 

nommée Mautophagosome" ou vacuole autophagique. Cette dernière 

fusionnera avec un lysosome primaire ou secondaire afin de 
permettre la digestion de l'organite (figure 1). 

MARZELLA et al. en 1960 (23) ont observé ,'*in vitrow, 
un phénomène de ttmicroautophagiefl au niveau des lysosomes. 

La membrane lysosomale est capable de s'invaginer et de former 

des vésicules englobant des particules de Percoll. "In vivow, 
ce processus pourrait être impliqué dans la dégradation des 
protSinzs cytosoliquîs. 



II- CATABOLISliE DES GLYCOPROTEINES - LES GLYCOPROTEINOSES 

A- LES GLYCOPROTEINES 

Les glycoprotéines résultent de l'association 

covalentielle d 'un oligosaccharide (ou glycanne) avec une 
protéine- C'une façon générale, les glycoprotéines sont classees 
en fonction de la nature de la liaison glycanne-protéine 

(figure 3 ) .  Les glycannes sont conjugués aux cha?n$s peptidiques 
par deux types principaux de liaisons : 

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

- les liaisons N-glycosidiques entre la 
N-a~étyl~lucosamine et 1 'asparagine conduisant aux 

N-glycosylprotéines . 
Cette dernière classe de glycoprotéinesretiendra plus 

particulièrement notre attention. 

1- N-GLYCOSYLPHOTZINZS 

Tous 12s glycannes de type N-glycosidique possèdent 

en commun le noyau trimannosyl-N ,N t-diacétylchitobiose : 





Cette structure oligosaccharidique comaune ou 
fraction invariable (inv) (iYiONTR3UIL 1975 ( 2 5 ) ) ,  pourra être 

substituée par des motifs oligasaccharidiques variablus (var) 

qui sont le support de la spécificité des chaînvs glycanniques 

des N-glycosylprotéines. 

En fonction de la nature des chaînes oligosaccharidiquus 

*'varn les glycannes seuvent se diviser en trois types 

fondamentaux : 

- le type oligomannosidique 
- le tyse N-acétyllactosaminique 
- le type mixte oligomaanosido-N-acétyllactosaminique 
a- Chaînes Oligosaccharidiqu~s de Type 

Oligomannosidique 

Les structures de type oligomannosidique résultent de 

la substitution du noyau pentasaccharidique 'invn par des résidus 

de mannose en nombre variable (figure 4). 
La noléculu précurseur de toutes les chaînes 

glycanniques est constituée par le motif (Glc)) (~iian)~-(~ld~ach 
(BEMICH et al. 1981 (26)). 

La biosynthèse des cnaînes glycanniquas, que nous 

n'aborderons pas ici, a fait l'objet de revues récentes 
(SCHACHTER et ROSELlHW 1980 ( 2 7 ) ,  UONTBUIL 1982 (28), 

HOFLACK 1982 (29)). 

b- Chaînes Oligosaccharidiqurs de Type 
N-Acétyllactosaminique 

Les glycannes de type N-acétyllactosaminique 

résultent de la substitution du noyau "invtl par un nombre 
variable de chaînons N-acétyllactosaminiques Gai ( P 1-4)GldAc. 



En fonction du nombre de r6sidus de N-acétyllactosamine, on 
obtiendra des structures dites bi-,tri-,tétra- et pentaantennées 

(tableau 1). 

Ces structures peuvent être substituées par un nombre 
variable de residus d'acide sialique et /ou de fucose, ce qui 

leur confère une grande hétérogénéitd et des rôles biologiques 

différents. 

c- Chaînes oligosaccharidiques de type mixte 

Dans ce type de glycanne, le noyau trimannosyl-IV ,N ' -  
diacétylchitobiose est substitué à la fois par des r\.sidus 
de mannose, sur le mannose 2 et par des résidus de 
N-ac+tyllactosamine sur le mannose 4 (figure 5 ) .  

l 

B- CATLBOLISiviS DES GLYCOPROTELNES I l 

1- REPRISE SPECIFIQUE DES GLYCOPROTEINES 
PAR LA CELLULE 

Les travaux du groupe dtxSH'~LL ont montré que les 

asialoglycoprotéines circulantes sont spécifiquement reconnues 

par des récepteurs des membranes plasmiquas de lthapatocyte 

pour être ensuite pinocytées par la cellule et dégradées. Ce 
mécanisme met en jeu d'une part les glycannes des glycoprotéines 

et dtautrepart des lectines membranaires reconnaissant 

spécifiquement des nonosaccharides ou des motifs oligosac- 

charidiqu-s (voir les revues de ASHWELL et HkRFORD 1982 (30), 
IdONTREUIL 1982 (31), NEUlQLD et ASHWELL 1980 (32) ) . 

3n effet, le groupe d'ASH1#ELL a montré que la deni-vie 

de 1 tasialoorosomucoïde marquée à 1 t125~ était beaucoup plus 
courte que la demi-vie de lforosomucoïde native. 

Lorsque les résidus externes de galactose étaient 

modifiés ou éliminés, la glycoprotéine marquée retrouvait une 
demi-vie normale. l 



TULEAU 1:Exemples de structures de glycannes de type N-acétyllactosaminique 

II*KNU ORIGINe 1 REFERENCES 
U-.iiZuirlt 

C.1 l61-4l-C1CSAC Ill-41, 

w i  i i i - 4 b - c i e w r c l a i - 1 l  

, ~ O i - 4 b - b i ~ l 6 \ 4 ~ - 6 L ~ Y * E l I I - 4 l - b ~ a  A~llll0-O~OSODUCO~~Q Humaine 

Y N A c I O ~ ~ I - W I  ~~~ -~ I~Q(E Iuc~~ I -~ I - Iu~~o I ->~  

' - 1 - 4 1 - 4 1 - 4 -  

* o u o l ~ - b > - ~ l l l - 4 ~ 4 l Q ( E I U C l d l - l > - ~ t ~ l - C )  
/ Sdrotronsferrine Humaine 



F I G U R E  4 

Exemplesde s t r u c t u r e s  de glycannes de type oligomannosidique : 
( A )  glycopept ide  B-1  de c e l l u l e s  ovar iennes  de Hamster c h i n o i s  

(LI e t  KORNmLD 1979 (33) (B ) Glycopeptide GP-V de 1 ovalbiiinine 
(CONCHIE e t  STRACHAN (34)) 

 al ( ~ I - ~ ) - G ~ C N A C ( $ ~ - ~ )  

\ 
GlcNAc (01-2) -nan(al-3) 

Man (al-3) \ X ~ ~ ( ~ ~ - O - G ~ C N A C ~ ~ ~ - ~ I - G ~ C N A C ~ ~ ~ I - A ~ ~  

/ 
Man (a 1-6 I / 

F I G U R E  5 

Exemple de s t r u c t u r e  de glycanne de type  mixte : g lycopep t ide  

GP-1 de l l o v a l b m i n e  (YhYuHISHITA e t  a l .  1978 (35)) 



Le g a l a c t o s e  t e r m i n a l  des glycannes de  1 ' orosomuco~de 
c o n s t i t u e  donc l e  s i g n a l  de reconnaissance puis  d ' i n t e r -  
n a l i s a t i o n  de c e t t e  d e r n i è r e  par pinocytose adsorpt ive .  

Ces obse rva t ions  ont é t é  é tendues à de nombreuses 
g l y c o p r o t é i n e s ,  notamment l a  prothrombine pour l a q u e l l e  l a  

demi-vie e s t  dépendante du degr4 de s i a l y l a t i o n  . 
P l u s i e u r s  r é c e p t e u r s  o n t  é t é  m i s  en evidence au  

n iveau  de d i f f é r e n t s  t y p e s  c e l l u l a i r e s ,  d ' a u t r e s  monosaccharides 
que l e  g a l a c t o s e  pouvant ê t r e  reconnus ( v o i r  l a  revue de 
NEUF'ELD e t  ASHiVELL 1980 ( 4 2 ) ) .  

2- DEGRADATION ENZYMATIQUE 

P r è s  de t r e n t e  ans nous séparen t  de l a  découverte  
des lysosomes e t  p l u s  d 'une c inquanta ine  d 'hydrolases  a c i d e s  
ont é t é  d é c r i t e s  à ce  jour  ( v o i r  l a  revue de  BARRETT e t  EBRTB 

1977 ( 4 3 ) ) .  

Une f o i s  reconnues e t  endocytées par  l e s  processus 

que nous venons d e  d é c r i r e ,  l e s  g lycopro té ines  s o n t  soumiszs 
à 1 ' a c t i o n  des  d i f f é r e n t e s  enzymes hydroly t iquvs  du lysosome : 
g lycos idases  ê t  p ro téases .  

L a  d j g r a d a t i o n  de l a  cha îne  p ro té ique  p a r  l e s  
p ro téases  lysosomales semble ê t r e  un évènement p r é a l a b l e  à 

l ' a c t i o n  des exoglycos idases ,  ne t tement  p l u s  a c t i v e s  s u r  d e s  
g lycopept ides  que s u r  l a  g lycopro té ine  n a t i v e ,  dans des 
cond i t ions  " i n  v i t r o n  (U.H.kDEVnN e t  a l .  1969 ( 4 4 ) ) .  

De même, d m s  des  cond i t ions  "in v i v o n ,  l ' i n h i b i t i o n  
des p r o t j a s e s  p a r  l a  l e u p e p t i n e  s e  t r a d u i t  par  une d i m i n i t i o n  
cons id6rable  de l a  dégradat ion  des  chaînes glycanniques comme 
l l o n t m o n t r é  ABONSON e t  DOCHEilTY en 1983 ( 4 5 ) .  



Les exoglycosidases dégradent les chaînes glycânniques 

de manière récurrente à partir de l'extrémité terminale non 
réductrice. C'est ainsi qu'agiront tour à tour la fucosidase, 

la neuraminidase, la -galactosidase, llhexosaminidase et 

enfin las q -et I) -mannosidases. 

Parallèlement aux exoglycosidases, des endoglycosidases 

coupant à l'intérieur des chaînes glycanniques ont été caracté- 
risées . L 'endo-N-Acétyl-P -D-Glucosaminidase est capable 
dlhydrolyser le motif ,x '-di-N-acétylchitobiose de la 
glycannique des glycoprot6ines. Son rôle dans le catabolisma des 

,glycoprotéines sera longuement abordé dans la suite de cet 

exposé. 

La liaison entre lthexosamine en position réductrice 

terminale du glycanne et l'asparagine est hydrolysge par 
1 ' aspartyl-N-a~étyl~lucosaminidase . 11 s 'agit d '.me amidase 
catalysant l'hydrolyse de la liaison entre la fonction amine et 

la fonction carbonyle de l'asparagine liée au glycmne. 
L taspartyl-N-ac2tylglucosaminidase n 'agit que sur 

des glycoasparagines, la substitution des fonctions amine ou 

carboxyle libres de l'asparagine entraînant la disparition de 
ltactivité enzymatique. Son ôction est donc postérieure à celle 

des protéases. 

Liétude des proprit$tQs de ltaspartyl-Y-Acétylgluco- 

saminidase fera l'ob jet d'un chapftre de notre mémoire. 

3- LES GLYCOSIDxSZS LYSOSONALES 

Caractéristiques générales des hydrolases acides 

- ~~~enb,ilce-x~s-&-1~s-du-EH~st~sCab&1~4~ ___________________-------------------- 
Le pH optimum des enzymes lysosomales peut varier avec 

la nature du substrat, Le tampon utilisé, la force ionique du 
milieu et la présence éventuelle dlactivateurs. Toujours est-il 



que la majorité des hydrolases acides présentent un maximum 

d'activité dans une zone de pk? allant de 3,5 à 5 , 5  à ltexception 
toutefois de 1 'aspartylglucosaminidase qui présente un pH 
optimun d ' environ 7,5 (LiMnDZVKN et TAPPEL 1967 (46 ) ) , de même 
pour la cathepsine G (BkdiXET et HEliTH 1977 (47)). 

'In vivon, les enzymes lysosornales sont rassemblées 

dans un milieu de pH allant de 4,S à 6,S suivant le type 

cellulaire et la catégorie de vacuole lysosomale étudi.6~ (voir 

la revue de REEV2S 1984 (48)). Cds enzymes sont environnées 

d'un grand nombre d'enzymes protéolytiques mais semblent échapper 

à la dégradation protéasique, en raison de leur stabilité en 
milieu acide (GOLDBZEG et ST JOHN 1976 (49)). En effet,la 

dénaturation acide pourrait être une étape préalable à la 
dégradation protéolytique. Cette résistance à la dénaturation 
acide pourrait être due à la stabilisation apportée par la 
chaîne glycannique, comme il l'a été démontré pour la 

ribonucléase B ou la carboxypeptidase Y (CHU et LLALEY 1982 (50), 
THSHIRO et THEVITHICK 1977 (51)). 

Les informations concernant le "turnoverw des enzymes 

"in vivon restent fragmentaires. BARTON et NEUFELD 1971 ( 5 2 ) ,  à 
l'aide d'expériences de "recaptureW enzymatique par des lignées 

fibroblastiques ont trouvé des demi-vies respectives de 3 à 9 

jours pour la l)-glucuronidase et 1' 4-L-iduronidase. VHNDIGGE- 

LEN et al. 1981 ( 5 3 ) ,  en travaillant égalenent sur des lignées 
fibroblastiquvs, ont trouvé des demi-vies de IO jours pour la 

(3 -galactosidase et de 7 jours pour la p-glucosidase 

- Zro~rf _______________________ $tis,s4ructurales 
Les hydrolases acides représentent une population 

de protéines trks hétérogène dont le poids moléculaire s 'étend 
de 15.000 à 280.000 pour la P-glucuronidase. Ces enzymes sont 

souvent constituées de sous-unités pouvant être dissocijes 

après traitement au sodium dodécyl s-alfate ou au chlorhydrate 

de guanidine . 



Toutes las glycosidases etudiies à ce jour sont 

des glycoprotéines. Peu d'informations structurales relatives 

aux chaînes glycanniques sont disponibles à l'heure actuelle, 
en raison des difficultés rencontrées dans la purification. 

Récemment des études plus poussées ont été réalisées 

quant à l a  détermination structurale exacte de ces chaînes 

glycmniques, au regard du rôle primordial dans les phénomènes 

de ségrégation subcellulairs ; ces résultats seront évoqués 

dans l a  rubrique biosynthèse des glycosidases. I 
l 

b- Spécificité des glycosidases et formes multiples 

11 est admis que los glycosidases sont plus spéci- 

fiques d'un typo de liaison plutôt que utun substrat oligosac- 

charidique dgterrniné. Un exemple significatif est celui des 

@-mannosidases : si les mannosidases lysosomales sont 

capablrs d'hydrolyser les liaisons ~ 1 - 6  et 41-3 du mannose 

rencontrées dans les chaînes glycanniques des N-glycosylprotBines 

(OpfBIM et 'I'OUSTER 1978 ( 5 4 ) ) ,  les mannosidases microsomales 
sont quant à elles plutôt spScifiques des liaisons s.1-2 du 
mannose dans les chaînes glycanniques en cours de maturation 

(TULSIHNI et al. 1982 (55)). 
La spécificiti vis-à-vis du substrat dipendra quant 

à elle des monosaccharides avoisinants qn4, dans certains cas, 

exerceront un empêchement stgrique, déterminant l'ordre 
d'action des différentes exoglycosidases (GATB~Y~ANN et A~LINOFF 

1981 ( 5 6 ) ) .  
Las glycosidases présentent une certaine 

hétérogénéite au niveau de leur distribution cellulaire. Si la 

majoritg de ces enzymes ont une localisation l~sosomale, d'autres 



formes isoenzymatiques sont généralement présentes dâns les 

différents compartiments cellulaires . Ainsi, outre 1 'exemple des 
mannosidases cité précédemment, les sialidases sont également 
présentes au niveau des membranes plasmiqurs, de l'appareil 

de Golgi, ou du cytosol (CORFIELD et al. 1981 (57), ZIEGLXR 
et BACH 1981 (58)). 

C- BIOSYNTHESE ET TRANSPORT INTRHCELLULAI,ZE ljES GLYCOSIDHSES 

En 1971, NZUFELD et CMTZ (59) montraient que les 
déficits enzymatiquîs en glycosidases des cellules pathologiqu~s 
pouvaient être corrigés par adjonction dans le milieu de 

culture d 'enzym;s provenant de cellulvs normales, ou par 
CO-culture avec ces mêmes cellules. Ce phénomène dit de 

sssécrétion recapturev suggérait un mécanisme dladsorption par 
pinocytose des glycosidases. 

Depuis, un grand nombre de travaux ont permis de 

mettre l'accent sur le rôle essentiel joué par les chaînes 
glycanniquzs des glycosidasss dans la ditermination de leur 
destination cellulaire (voir la revue de CBEEK et SLY 1984 (60)). 

- &e-sl~ai-&-rnan~ose~6~~hos~hate-~&an16~0~ ___________________---------------------- 
Des études cinétiques ont montré que la pinocytose des 

hydrolases acides était un phénomène faisant intervenir un 
récepteur nemwanaire (SmDO et NEUFELD 1977 (61) ) . UPLm 

et al. en 1977 (62) inontrèrent que le processus de pinocytose des 
enzymes lysosomales était fortement inhibé par le Iian-6-P . 

D'autre part, plusieurs laboratoires s'attachèrent à 

déterminer la structure des glycannes des enzymes lysosomales. 
VARXI et KORNFELD 1980 (63) et HASILIX et al. 1980 (64) 
montrèrent que les glycannes étaient de nature polymmno- 
sidique et que des résidus de phosphate étaient engagés dans des 
liaisons monoesters. Cinq sites de phosphorylation ont été 
proposés (figure 6 ) . 



!an(Vl-2) -~an(al-2)-~an(w1-3) 

Man(y1-2)-Man(o(1-3) \ Man ( 1-41 -~lcllAc ( P L  - 4 )  -C~CNAC (f  I-N) -AS* 
GlCNAc- P -  / P 

Xan(q1-2) -Man(d(l-6) 

FIGUBS 6 
4 

Localisation des résidus de phosphate sur 12s glycannes oligo- 

mannosidiyues àes enzymes lysosomales (d ' après VXRKI et 
KOarjFELD 1980 (65)) 

UDP-GlcNAc + Man--accepteur 0 - U P 2  +(1 -GlcNAc-l-P-6-Man... accepteur 

a-GlcNAc-l-P-6-Man... accepteur + H20 

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

trensférase 

: 4-N-acétylçluccsamine snosphodiestérase 

FIGURE 7 

Biosynthèse du signal mannose-6-phosphate des enzymes lysosomales 



- 22 - 
- Le ------- récepteur ----------------A à mannose-6-ghosghate --- ---- .................................. 
Plus de 80% des récepteurs des fibroblastes sont 

localisés au niveau des systèmes membranaires intracellulaires 
(FISCHER et al. 1980 (66)). Cette observation est en accord 

avec la tlriéorie de SLY et al. 1979 (67) selon laquelle ces 
récepteurs jouent un rôle dans le transport intracellulaire des 
hydrolases acides nouvellement sythétisées, en les dirigeant 

vers le lysosome. 
GONZAL~ZJORIEGA et al. 1980 (68) ont montré que le 

nombre de molécules enzymatiques pinocytées était supérieur au 

nombre maximum de sites de reconnaissance sur la surface 
cellulaire et ont calculé que les récepteurs devaient être 
remplacés ou réutilisSs toutes les cinq minutes. Ces mêmes 

auteurs ont également observé que la pinocytose des enzymes 
lysosomales pouvait être maintenue plusieurs heures en 
présence de cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse protéique. 

Les récepteurs à man-6-p sont donc constamment recyclés per la 
cellule. 

Les études de HASILIK et al. 1981 (69) et de 
R E I T W  et KORNFELD 1981 (70) ont montré que les hydrolases 
acides sont phosphorylées par transfert d'un résidu de 
N-a~dtyl~lucosamine-1-P à partir de 1 lUDP-N-acétylglu- 

cosaine sur l'hydroxyle en position 6 du mannose du glycanne 
oligomannosidique. La N-acStylglucosamine est ensuite hydrolysér 
par unephosphodiesteràse (WiH22D et al. 1981 (71), V M K I  et 
KORNFEU) 1981 ( 7 2 ) )  (figure 7). Ces réactions sont localisées 
au niveau de l'appareil de Golgi et ont lieu après action des 

c( -glucosidases spé'cifiques sur le précurseur glycannique 

nouvellement synthétisé (KRAG et ROBSINS 1982 (73) ) . 



L a  ques t ion  s e  p o s a i t  de s a v o i r  comrnrnt é t a i t  

dé te ru inée  l a  phosphorylation des enzymes lysosomales ,  
permettant  l e u r  ségréga t ion  à p a r t i r  de l ' ensemble  des 
a u t r e s  g lycopro té ines  s y n t h é t i s é e s  pa r  l e  r é t i c u l u m  

endoplasmique. 
HASILIK e t  NZUFELD 1980 ( 7 4 )  ont montré que l e s  

enzymes lysosomales s o n t  s y n t h é t i s é e s  sous forme de pro- 
enzymes de h a u t  poids molécu la i re ,  l a  matura t ion  p ro té ique  
ne s ' e f f e c t u a n t  qu 'au s e i n  du Lysosome. Un s i g n a l  pept id ique  
s p é c i f i q u e  p o u r r a i t  dé terminer  l a  phosphorylat ion d ' m e  

manière analogue au phénomène d é c r i t  par BLOBZL e t  JOdB3HSTBIN 

1975 (75)  pour l a  ségréga t ion  e n t r e  p r o t é i n e s  de s é c r é t i o n  
e t  p r o t é i n e s  rnembranaires. Un t e l  s i g n a l  de reconnaissance  
a en e f f e t  é t é  m i s  en évidence pour l a p  -glucuronidase p a r  
ROSENFELD e t  a l .  1981 (76 ) .  

Les d i f f é r e n t e s  é t apes  de biosynthèse e t  de 

t r a n s f e r t  des enzymes lysosomales s o n t  schématisées  dans 
l a  f i g u r e  8. 

4- GLYCOSIUASES ST PHOTSHIjZS : HOLES HESPECTIFS 
ET 0Ri)RE D ' A C T I ~ N  AU COURS DU CsTxBOLISLI~,? 

UES GLYCOPROTEINdS 

Comme nous 1 'avons s i g n a l é  précéderment, l e  
catabol isme des g lycopro té ines  semble débuter  par  l a  

dégradat ion  de l a  p a r t i e  pro té ique  p a r  l e s  prot6ase.s. 
En e f f e t ,  hi;iHA.DEVxN e t  a l .  1969 (77) ont  montré 

que dans des cond i t ions  Ifin v i t r o w ,  l e s  exoglycosidases  
é t a i e n t  beaucoup p lus  a c t i v e s  s u r  l e s  g lycopept ides  de l a  

f é t u i n e  que s u r  l a  g lycopro té ine  n a t i v e  ARONSON e t  DOCHJaTY 

1983 (78 ) , KURANDA e t  MONSON 1985, (79)  ont  également 
remarqué, daas des c o n d i t i o n s  " i n  vivo1' c e t t e  f o i s ,  que 
l t i r ; h i b i t i o n  des  th io l -ca theps ines  p a r  l a  l e u p e p t i n e  

e n t r a î n a i t  une n e t t e  diminut ion de l a  dégradat ion des  
chaînes glycanniques de 1 lasialoorosomucoïde au n iveau  des  
lysosomes du f o i e  de r a t .  En o u t r e ,  l o r s  d ' expér i ences  
d ' i n h i b i t i o n  des  (5 -ga lac tos idases  "in vivot1 pa r  un i n h i b i t e u r  
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irréversible - le I)-galactopyranosyl-m~thyl-p-nitrophényl- 
triazène ( () -GalDmuT) - la vitesse de dégradation de la chaîne 
protéique de l~asialoorosomucoïde restait identique à celle 

observée en absence d'inhibiteur des P-galactosidases 

(KURANDA et ARONSLiN I965a (80) I985b (81)). 

ARONSON et DE DUVE en 1968 (82) avaient déjà montré 
"in vitrow la nécessité d'une attaque protéolytique préalable 

à la dégradation des chaînes glycanniques de l'asialooro- 
somucoïde et de llasialofétuine. Cependant, ces mêmes auteurs 

avaient constaté que la digestion des chakes peptidiques des 
mucines sous-maxillaires de porc (O-glycosylprotéines) n'était 

possible qu'après dégradation partielle des chaînes 

glycanniques. 
Les glycannes assurent donc, dans ce cas précis, une protection 

contre l'attaque protéolytique. 
Il est également admis que les glycannes des 

glycoprotéines sériques garantissent celles-ci contre 

l'attaque par les protéases. C'est le cas pour l*orosomu- 

coïde dont les glycannes tétramternés possèdent une 

conformation dite en "parapluie" permettant le "recouvrement" 

de la protéine. Ainsi pourrait être expliquée la résistance 

de la glycoprotéine aux protéases (voir les revues de L ~ ~ O N T M U I L  

1982 (83) , 1984 (84)). 
Or, comment expliquer dans ces conditions, que 

liorosornucoïde soit un si bon modèle dans la démonstration 

de la nécessité d'une protéolyse préalable à la dégradation 

des glycannes ? 

La glycoprotéine donaturée par le pH acide du 

lysosome pourrait voir la conformation de sa chaîne pepti- 

dique modifiée. Les interactions hydrophobes possibles 

entre certains fragments des glycannes et les peptides 

hydrophobes de la protéine (WNTaEUIL 1982 (85), 1984 (86)) 
pourraient alors être rompues, entralnant une modification 

de la conformation des glycannes, dès lors incapablss 

d'assurer une protection efficace contre les proteases. Le 

rôle protecteur des glycannrs des séroglycoprotéines 

semblerait donc se limiter à la prévention de l'attaque par 
les protéases sériques agissant dans un milieu de pH neutre. 



L'enchaînement des différentes étapes du catabolisme 

des dépend donc de la conformation des 

glycannes et de la protéine ainsi que de leurs intéractions 

mutuelles. 

Cette première étape de dsgradation par les protéases 

est probablement suivie de l'action de l1aspartyl-N-acétylglu- 

cosaminidase et/ou de 1 endos-scétyl- P -9-glucosauinidase . 
En effet, les travaux de BEMPARK et al. 1977 (87), ont 
montré que les 13 -hexosa.ainidases étaient beaucoup plus actives 
sur des structures de type oligosaccharidique que sur un 

glycopeptide. 

Nous reviendrons plus longuenent sur ce point 

dans la suite de notre exposé. 

C- U S  GLYCOPROTEINOSES 

Les glycoprotéinoses font partie du groupe des 

maladies héréditaires de surcharge du lysosome* Ces maladies 

métaboliques sont dues au disfonctionnement d'une ou 

plusieurs hydrolases acides, qui a pour conséquence une 

accumulation excessive des molécules non dégradées. 

Ces déficits enzymatiques peuvent être dus à la 
mutation d'un gène structural ou régulateur (voir les revues 
de DRSYPUS 1372 (88) ,  PAIGEN 1981 (89), VQN FIGURA et 
HASILIK 1984 (90) ) . 

1- DEFINITION DES GLYCOPHO!i%INOSES 

Le terne de glycoprotéinose recouvre un ensemble 
d'affections résultant d'un déficit en glycosidases. Le 

matériel accunulé dans les tissus et excrété dans les urines 

est donc constitué par des oligosaccharides ou des glycopep- 

tides résultant de la dégradation incomplète des chaînes 

glycanniqurs des glycoprotéines. La symptomatologie majeure 



de ces affections réside dans une dysrnorphie faciale et 

squelettique ainsi qutwi retard mental prononcé. 

L'absence d'activité glycosidasique peut être due, 

soit à une modification trmscriptionnelle de l'enzyme, soit 

B une modification post-transcriptionnelle affectant les 
signaux de reconnaissance qui permettent de l'intégrer au 

site cellulaire spGcifique, comme c'est le cas dans la muco- 

lipidose de type II (1 ce11 disease) (HASILIK et al. 1981 
(91) 

A chaque glycosidase sera associé un type de 

glycoprotiinose. Ainsi nous pouvons citer les déficits en 
fucosidase (fucosidose), en mannosidase (mannosidose), en 

(?I -galactosidases (gangliosidose à GM1 et maladie de Morquio B), 
en N-acétyl-hexosaminidase (aaladie de Sandhoff) , en aspartyla- 
acétylglucosaminidase ( aspartylglucosaminurie), en neuraminidase 

(sialidose) -(figure 9)  . 
Les oligosaccharides et glycopeptides isolés des 

urines des malades atteints àe ces affections ont fait l'objet 

de travaux d'un grand nombre de laboratoires (voir les revues 
de STRECKER et MONTREUIL 1979 (92), ivïICK&SKI 1984 (93) ) . 

Ces études ont permis de dresser un catalogue 

exhaustif des structures glycanniques envisageables pour les 

glycoprotéin?~ cellulaires (STHECKXd et LlQNTREUIL 1979 (94 ) ) , 
et ont permis d'appréhender les mécanismes et les différentes 

étapes de dégradation des chaînes oligosaccharidiques. 

2- NATURE E T  O R I G I N E  DU Irii.TERIEL xCCUI;iULE DANS 

U S  CAS DE GLYCOPROTSINOSES 

a- Glycoprotéinoses humaines et glycoprotéinoses 
animales 

Corne nûus venons de le signaler, les glycopro- 

téinosas se caractérisent d'un point de vue biochimique, par 
l~accumulation dans les tissus et l'excrétion dans les urines 

de glycoasparagines et d ' oligosaccharides. En fait c 'est cette 
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Schéma du catabolisme des glycannes des N-glycosylprotéines 



dernière classe de composés qui est la plus largement 

répandue, les glycoasparagines ne s 'accumulant que dans les 

cas de fucosidose (lorsque le fueose est lié enal-6 à 

llhexosamine du point d'attache) et d'aspartylglucosaminurie 

(figure IO), 

Les oligosaccharides accwnulés dans les urines de 

patients atteints de glycoprotéinoses retiendront plus 
particulièrement notre attention. 

Dans les cas de glycoprotéinoses humaines, tous 12s 

oligosaccharides isolés ont comme caractéristique commune de ne 

posséder qu'un seul résidu de N-acétylglucosa~ine en position 

terminale réductrice (voir la revue de STRBCKER et bi0NTREUIL 

1979 (96)). L'exemple choisi figure 11 est celui de la 

sialidose, dûe, rappelons-le, à une déficience en neurami- 

nidases. 

Les glycoprotéinoses animales ont également fait 

l'objet d'un grand nombre de travaux (voir les revues de 
WINCHESTXR 1982 (97) et DOHLLYG 1984 (98)). 

La na.nnosidose bovine a été très étudiée, notannent 

par les groupes de DORLING en Australie et de UNCHESTER en 
Grande Bretagne. 

Cette affection peut en effet être induite par la 

swainsonine, un alcalo?de présent chez plusieurs espèces 

végétales, qui possède un pouvoir inhibiteur sur les #-manno- 
sidases (COLEGATX et al. 1979 (99), DOEiLING et al. 1980 (100)). 

Lqétude de la structure des oligosaccharides accumulés 
daas les cas de mannosidoses animales génétique ou induite 

permet de classer les espèces en deux catigories. La première 

catégorie est constituée par les espèces accumulant des oligo- 

saccharides possédant, comme chez l'homme, un seul résidu de 
N-acétylglucosamine en position terminale réductrice : le rat 

et le porc (ABIiAHU et al. I983a (101)). La seconde catégorie 

regroupe des espéces accumulant des oligosaccharides possédant 
le chaînon N ,N '-diacétylchitobiose intact en position terminale 

réductrice : le mouton (ABBAHAH et al. I983a (102)), le chat et 



le veau (KBRAHAN et al. I983b (103) ) . A joutons le chien dont 
les oligosaccharides possèdent également deux résidus de 

N-acétylglucosamine en position terminale réductrice dans les 

cas de déficit en galactosidase (Gu1 gangliosidose), 

(WARNER et O'BRDN 1982 (104)). 
Signalons enfin le cas de la chèvre, qui accumule 

à la fois des ~li~osaccharides possédant un ou deux résidus de 

N-acétylglucosamine en position terminale réductrice 
(MATSUURA et al. 1981 (105), 1983 (106)). 

Ces données sont rassemblées dans le tableau 11. 

Nous pouvons, à la lumière de ces faits, dégager 

deux groupes d'espèces : les espèces dont le catabolisme est 

de type humain, et les espkces dont le catabolisme est de 

type bovin . 

b- Rôles de 1 t aspartyl-N-acétylglucosaminidase 

et de 1'~ndo-N-âcétyl-13 -D-glucosaminidase 

L étude de la structure des ~li~osacchariàes 

accumulés dans les cas de glycoprotéinoses humaines et 

mimales nous apporte de précieux renseignements sur l'ordre 

des évènements intervenant dans 1 ' initiation du catabolisme 
des glycoprotéines et a été à l'origine des hypothèses avancées 
à son propos. 

Deux enzymes, rappelons le, sont impliquées dans 

l'initiation du catabolisme des glycoprotéines. L ' endo-N-ac6tyl- 
(i J)-glucosaminidase hydrolyse la liaisonp 1-4 entre les deux 
résidus N-ac6tylglucosamine du point d attache du glycmne à 

l'asparagine. Elle libère donc un oligosaccharide possédant un 
seul résidu de N-acétylglucosamine en position terminale 

réductrice . L iaspartyl-N-acétylglucosaminidase, quant à elle, 

est responsable de la coupure entre l'asparagine et la N-acétyl- 

glucosamine en position terminale reductrice de la chaîne 

glycannique- 

Dans les cas de glycoprotéinoses humaines, les 

oligosaccharides possédant une glucosamine en position 

terminale réductrice pourraient résulter de l'action de 

1 ' endo-N-acétyl-[) A-glucosaminidase sur des glycopeptides . 



GP- l 

CP- I I  

A CP-III 
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Fuc (al, 6 )  
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Structure des glycopeptiàes isolés de deux types de 
glycoprotéinoses : 

A : fucosidose 
B : aspartylglucosaminurie (AGU) 



1 S t r u c t u r e  des o l igosacchzr ides  majeurs i s o l é s  de l ' u r i n e  d e  

p a t i e n t  a t t e i n t  de s i a l i d o s e  (MICHALSKI e t  a l .  1977 (107))  



Nombre de résidus de N-a~étyl~lusosamine 

Espèces en position terninale réductrice des 
oligosaccharides accumulés 

Homme 

a at 
Porc 

Veau 

Uout on 

Chat 

Chien 

Chévre 

TABLEAU 11 

Classification de quelques espèces animales en fonction de la 

structure des oligosaccharides accumulés dans lescas de 

glycoprotéinoses 



(NISHIGAKI et al. 1974 (108), @?ONTREUIL 1975 (log), 1981 (110)). 

L #action de llaspart~l-î?-acét~l-glucosaminidase se 

limiterait dans ce cas à l'hydrolyse du charnon ~ l c N ~ c ( ~ 1 - ) ~ s n  

libéré par llendo. 
Cependant aucune activité endoglucosaminidase vis-à- 

vis de substrats glycopeptidiques n'a pu être mise en évidence 

dans les lysosomes (PIEiiCE et al. 1979 (Ill), 1980 (112)), 

l'enzyme ayant une localisation essentiellement cytosolique. 

Dans les cas de glycoprotéinoses de type bovine, les 

oligosaccharides possédant le charnon N ,N l-diacStylchitobiose 

intact seraient les produits de réaction de ltaspartyl-N-acétyl- 

glucosaminidase sur des gly~oaspara~inrs ; ltactivit& endoglu- 

cosminidase serait alors absente des lysosomes de ces aimaux 
(ABRuHAïiI et al. I983b (113)). 

L aspartyl-3-acétylglucosaminidase , quant à elle, 

est localisée dans les lysosomes et présente des activités très 

élevées. Il est possible que l'initiation du catabolisme des 

chaînes glycanniques se déroule en deux étapes : action de 
1 aspartyl-N-a~étyl~lucosaminidase puis d 'une endo-~-acét~l-p 

-D-glucosarminidase. Cette dernière étape n * aurait pas lieu 
chez les espèces dont le catabolisme est de type bovin. 

c- Les sialidoses : hygotnèse de l'existence 

d'une endofflucosaminidase adaptative 

Les sialidosrs sont des glycoprot6inoses ayant pour 

origine un déficit génétique en neuraminidâse (voir les revues 

de STRECKER et RlONTKEUIL 1979 (114), MICHALSKI  1964 (115) ) 
Les oligosaccharides excrétSs dans l'urine des 

malades sont sialylés, et ne possèdent qu'un seul résidu de 

N-a~étyl~lucosamine en position terminale réductrice comme 

dans les autres cas de glycoprotéinoses humaines ( I G I C H U S K I  
et al. 1977 (116), STRECKER et al. 1977 (117)), (figure 11). 



Comme nous l ' avons  s igna l é ,  ce f a i t  e s t  en faveur  
de l l a c t i o n  de l l endoS-acé ty l -P  -D-glucosa3iinidase su r  des  
glycopeptides s i a l y l é s .  Cependant, l e s  endoglucosaminidases 
de mammifères é tudiées  jusquià  présent  sont  i nac t ives  vis-à- 
v i s  de ce type de s u b s t r a t  (PIERCE e t  al .  1980 (118) ) .  - 

Selon une hypothèse de G .  STRECmR (IdONTREUIL 1981 

(119) ) ,  l taccumulat ion i n t r a c e l l u l a i r e  de gl jcopept ides  
s i a l y l é s p r o t é g é s  de l l a c t i o n  des exoglycosidases pour ra i t  
indu i re  1 appar i t ion  d 'une endo-N-acétyl- l) -D-glucosaminidase 
adap ta t ive ,  habituel lement absente des c e l l u l e s  des 
individus  s a in s  



III- L 1 ASPARTYL-N-ACETYLGLUCOSMINIDkSE 

(3C 3.5.1.26) 

L aspartyl-N-acétylglucosaminidase (ou  a s p a r t  a n i d a s e  ) 

e s t  r e s p o n s a b l e  d e l l h y d r o l y s e  de  l a  l i a i s o n  N - a c é t ~ l ~ l u c o -  
samine-asparag ine  e n t r e  l e s  c h a î n e s  g lycann iques  e t  l a  c h a î n e  
p e p t i d i q u e  d e s  N- lg lycosy lpro té ines  . 

L ' a c t i v i t é  a spa r t amidase  a é t é  dosée  chez  de 
nombreuses e spèces  an ima le s  (CONCHIE e t  STRACHAN 1969 (120)), 
e t  dans  l a  p l u p a r t  d e s  tissus(2~MkDEVAH e t  T'APPEL 1967 ( 1 2 1 ) ,  
OHGUSHI e t  Y&IASHINA 1968 ( 1 2 2 ) ) .  

L e s  p r o p r i é t é s  de l ' a s p a r t a m i d a s e  o n t  f a i t  l ' o b  j e t  
d 'une revue  d e  YkldnSHINfL 1972 (123 ) .  

En  1964 ,  LEE e t  a l .  (124)  m e t t e n t  en év idence  l a  

l i b é r a t i o n  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e  à p a r t i r  de g l y ~ o a s p a r a ~ i n e s  
d 'ovalbumine i ncubés  en p ré sence  d 1  émuls ine  d m a n d e  douce.  

MURAKAXI e t  EYLKR (125 ), e n  1965, c a r a c t é r i s e n t  d a n s  

i 1  épididyme de  mouton, l a  première  a spa r t amidase  d e  marnrnifère, 
a c t i v e  s u r  1 ' a s ~ a r a ~ i n y l - N - a c é t ~ l u c o s a m i n e  (GlcNac(P 1- )Asn) .  

Le mécanisne d ' a c t i o n  de l ' enzyme e s t  g l u c i d é  e n  

1966 p a r  kKilINO e t  a l .  (126)  q u i  u t i l i s e n t  l e  sérum de p o r c  
comme s o u r c e  enzymatique . Ces mênes a u t  s u r s  mont ren t  que 
l ' a s p a r t a m i d a s e  e s t  d i s t i n c t e  de 1' a s p a r a g i n a s e  (TOimR e t  a l .  

1963  ( 1 2 7 ) ) ,  q u i  c a t a l y s e  l a  conve r s ion  de l ' a s p a r a g i n e  en  

a c i d e  a s p a r t i q u e  . 
Le premier  c a s  d ~ a s p a r t y l g l u c o . s m i n u r i e  ( K U )  , c a r a c -  - 

t é r i s é  p a r  l ' e x c r é t i o n  mass ive  dans  l u s  u r i n e s  de g lycoaspa-  
r a g i n e s  e s t  d é c r i t  p a r  JENNER e t  POLLITT en 1967 (126) .  L e  
d é f i c i t  en a s p a r t a m i d a s e ,  à l ' o r i g i n e  de c e t t e  m a l a d i e ,  e s t  m i s  

en év idence  p a r  c e s  mêmes a u t e u r s  d è s  1968 (POLLITT e t  a l .  
1968  ( 1 2 9 ) ,  POLLITT e t  JENNER 1969 ( 1 3 0 ) ) .  



MkHriI)EVXN et TAPPEL en 1967 (131), ainsi que 

OHGUSHI et YUUSHINA en 1968 (l32), montrent que dans le foie 

de rat, l'enzyme est localisée dans le compartiment lysosomal. 
De 1968 à 1972, le groupe de YAUSHINA a été à 

l'origine d'une importante série de travaux sur la purification 

et les propriétés enzymatiques de l'aspartamidase du sérum et 

du rein de porc (voir la revue de YA~S~~SHINX 1972 (133)). 
Dès 1968, llaspartamidase est utilisée à des fins 

d'étude structurale, notannent dans la mise en évidence de la 
liaison entre llosamine en position terminale réductrice du 

glycanne et l'asparagine. Ces études sont menées sur l'oval- 

bumine (IXAKINO et al. 1968 (134)) ainsi que sur un mélange de 
glycopeptides désialylés préparés à partir dlorosomuco~de 

(YAUAUCHI et al. 1968 (135)). 
A partir de 1974, l'aspartamidase est, en quelque 

sorte, supplantée par llendo-~-acét~l- l) -D-glucosaminidase , 
considérée dès lors cornnie seule responsable de la première étape 

du catabolisme du glycane des N-glycosylprotéines. Le rôle de 
l'aspartamidase est cantonné à l'hydrolyse du G ~ ~ N P ~ c  (p 1-)bsn 
libéré après action de l~endoglucosaminidase sur des 

glycopeptides 
Les travaux sur l'aspartamidase se limiteront alors 

au dosage de l'enzyme chez les individus atteints d'aspartyl- 

glucosarninurie (AULA et al. 1973 (136), 1976 (1371, S O U R  

et al. 1975 (138), DUGAL 1977 (139)). 
L1aspartamidase de foie humain est purifiée en 1977 

par DUGAL (140), DUGAL et STROlU'iE ( 141) . U a c  GOVEXN et al. en 

1983 (142) isolent l'enzyme et en déterminent la composifion 

en acides aminés. 

Signalons enfin que deux N-glycopeptidases vpgétales 

ont été isolées par TfiiiHASHI en 1977 (143), TL'LKAHASHI et 
NISHIBE 1978 (144), 1981 (145) dans l'émulsine d'amande et par 
SUGIYAJia et al. en 1983 (146) dans la fève. Leur large spectre - 
d'activité en font des outils précieux ponr l'étude structurale 



des glycoprotéines Leur mécanisme d'action est identique à 

celui de 1' aspartamidase mais ces enzymes sont inactives sur 

des gl~coaspara~ines, d ' ob leur dénomination de glycopeptidases. 

B- D;ECANISbE D 'ACTION 

Comme l'ont montré MAKINO et al. en 1966 (147), l'as- 

partyl-N-acétylglucosaminidase est en fait une amidase dont 
l'action sur le GlcNAc(P 1-)Asn se traduit par la lib6ration d'un 

résidu d'acide aspartique (et non d'asparagine) et d'un résidu 

1-amino-N-acétylglucosamine. Ces auteurs ont pu isoler ce dernier 
composé qui, en milieu acide, est très rapidenent dégradé par 

voie chimique, libérant ainsi une molécule d'ammoniac et de 

N-acétylglucosamine (figure 12). 
Le dosage de l'ammoniaque produit après dégradation du 

1-amino-N-acétylglucosamine intermédiaire constitue une méthode 

de dosage de l'activité enzymatique . Deux méthodes de dosage de 
lsamnoniaque ont été utilisées : la méthode de LUBOCHINSKI et 

ZXLTA 1954 (148) et, plus récemment, la méthode de dosage par 
fluorinétrie de TAYLOR et al. 1974 (149). 

C- LOCALISATION CELLULAII33 

Les travaux de TUHADEVAN et 'l'APPEL 1967 (150) et 
OHGUSHI et YAYISHINA 1968 (151) ont montré que l'activité 

aspartamidase du foie de rat était localisée au niveau du 

compartiment lysosomal et plus précisément dans la fraction 

soluble du lysosome. 

En utilisant la méthode de fractionnement par centri- 

fugation différentielle de JE DUVE et al. 1955 (152), ces 

auteurs ont trouvé des profils de distribution cellulaire 
identiques pour 1 ' sspartamidase et la phosphatase acide, une 
des enzymes marqueurs du lysosome. En outre, ltaspartamidase est 
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FIGURE 12 

Mécanisme d'action de llaspartyl-N-acétylglucosaminidzse 

(d'après DUGAL 1977 ( 1 5 3 ) )  



soumise au phénomène de latence déjà mentionné a propos des 
hydrolases acides lysosornales. 
TUHADEVAN et TAPPEL 1967 (154) ont par ailleurs montré que la 
localisation cellulaire de l'aspartamidase était différente de 
l'asparaginase localisée dans le cytosol. 

D- PROPRIETES ENZYbLATIGZUES 

1- p H  OPTIIiIUM 

L 'activité aspartamidase présente un optimum d 'activité 
pour les valeurs de pH allant de pH 7,O à pH 8,0 suivant les 

espèces et les organes étudiés (voir la revue de YA;dASHINA 1972 
(155)). Des valeurs de pH optimum plus basses ont été mesurees 
pour l'aspartanidase de foie de porc (pH 5,5) (f(OmO et YhauSHINA 
1972 (156)), de sérum de porc (pH 5,6) (I\iIAKIEO et al. 1968 (157)) 

et de sperae huain (pH 5,7 ) (POLLITT et JENNER 1969 (156) ) 
Deux valeurs de pH optimum ont été proposées pour 

llaupartamidase de foie humain : pH 7,7 à 9 ,O d'ap~ès DUGAL et 
STEUhïNE 1977 (159), pH 6,7 d'après Nac GOVSRN et al. 1983 (160). 

Le pH optimum semblerait être dépendant du degré de 
purification, U a c  GOVERN et al. étant parvenus à isoler l'enzyme, 
à la différence de DUGAL et STRU511riE qui ont travaillé sur une 

fraction purifiée. 

Il a fallu attendre 1974 pour que la structure primaire 
du glycanne des N-glycosylprotéines soit élucidje. Les connais- 
sances anterieures à cette période restent fragaentaires (voir 
les revues de MONTREUIL 1975 (161), 1982 (162)). 

Les études portant sur la spécificité de l1asparta- 
midase étant antérieures B 1974, la plupart des renseignements 
en notre possession concernent la spécificité de 1 ' enzyme 



vis-à-vis de la partie peptidique des glycopeptides. Les travaux 

concernant la spécificité vis-à-visdu fragment glucidique ont 

été réalisés sur des mélanges de glycopeptides de structure 
mal définie. 

L aspartamidase n ' agit que sur des glycoasparagines, 
la substitution des fonctions amine ou carboxyle enff de l'aspara- 

gine entraînant la disparition de l'activité enzymatique. 

Ainsi, l'aspartamidase de sérum de porc est inactive 
sur le GlcNAc((3 1-)Asn substitué par un résidu de thréonine lié 

sur la fonction amine ou carboxyle de l'asparagine (bInXINO et al. 

1968 (163)). Des résultats identiques ont été obtenus avec 
l'aspartamidase dloviducte de poule en utilisant des glycopep- 

tides d'ovalbumine possédant plusieurs résidus d'acide aminé, 

alors que l'enzyme est active sur les glycoasparagines corres- 

pondant (PLULIMER et al. 1968 (164)). 

De même, 1 ' aspartamidase diépididyme de mouton est 
inactive sur le dérivé dinitrophényl du G ~ C N A C ( ~  1-)~sn 

(EYLxRet LiZiRAXlihïI 1966 (165)). La dansylation de l'asparegine 
du même substrat, entraîne également la disparition de l'activité 

enzymatique de lîoviducte de poule (PLUiuIIUEa et al. 1968 (166)). 

L'aspartamidase de diverses espèces dégrade les 

glycoasparagines de type oligomannosidique et mixte pr6parés à 

partir de l'ovalbumine (DIAICINO et al. 1966 (167), PLUhGEH et al. 
1968 (168)), et de la ribonucléase B (PLUlvDER et al. 1968 (169)). 

- 

Les travaux de i(OKN0 et YAUASHINK 1972 (170) sur l'aspartamidase 

de sérum de porc montrent que l'affinité pour un mélange de 

glycoasparagines d'ovalbumine est identique à l'affinité pour 
le GlcNAc(l) 1-)Asno Par contre, la vitesse maximale d'hydrolyse 

est légerement supérieure pour les glycoasparagines d'ovalbumine. 

En ce qui concerne l'activité vis-à-vis des substrats 

de type N-acétyllactosaninique, les résultats publiés sont 

contradictoires. En 1966, EYLnR et LiURrlKXtiI (17 1) const ztent que 
l'aspartamidase d'épididyme de mouton est inactive vis-à-vis de 
glycopeptides ob~enus par àigestion pronasique de l~orosomuco~de, 

à la différence de YXAUCHI et al. 1969 (172) qui observent 



une l i b é r a t i o n  d ' ac ide  aspar t ique à p a r t i r  d 'as ia loglycoaspara-  
g ines  d  lorosomucoïde incubés en prGsence d f  aspartamidase de 
sérum de porc. 

3.1 l aspartamidase semble i nac t ive  sur l e s  glycoaspa- 
rag ines  fucosylés  en 4 1-6 s u r  l 'osamine du point  d ' a t t a c h e *  
En e f f e t ,  dans l e s  cas de fucosidose,  l e  ma té r i e l  accumulé e s t  
cons t i tué  par des glycoasparagines ( f igure  1 0 ) .  

A t i t r e  d ' information,  nous c i t e rons  l e s  t ravaux de 
TANAKA e t  a l .  1973 (173) qui  ont é tud ié  l a  s p é c i f i c i t é  de 
l laspar tamidase  vis-à-vis de d i f f é r e n t s  composés monosaccharide- 
asparagines obtenus par synthèse chimique. Ces auteurs  ont  
observé que l e  Ban(p 1-)Asn e t  l e  ~ l c ( l )  1-)bsn é t a i e n t  plus 
rapidement hydnolysés que l e  GlcNAc ( p 1-)~sn p a r  l1asparta- 

midase de r e i n  de porc. 

Nous terminerons par l a  s p é c i f i c i t é  des glycopeptidases 
i s o l é e s  de l a  fève a t  de l tSmuls ine  d'amande. Toutes deux son t  
i nac t ives  s u r  des g l y c o a s ~ a r a ~ i n e s .  

La N-glycopeptidase d '  émulsine d 'anande e s t  capable,  
au moins pour une des t r o i s  formes enzymatiques, de détacher  l e s  
glycannes de l 'ovalbumine, de l a  taka-amylase e t  de l ' a s i a l o s é -  

r o t r a n s f e r r i n e ,  à p a r t i r  de l a  glycoprotéine na t ive  ( T W A S H I  
e t  NISHIBE 1981 (174)). Des r é s u l t a t s  analogues vis-à-vis des  
IgM ont iti publ iés  par PLUBDER e t  TAR3NTINO 1981 (175) ,  
TARENTINO e t  PL'WR 1982 (176). 

L a  glycopeptidase de fève ,  quant à e l l e ,  e s t  capable 
d 'hydrolyser  des glycopeptides biantenngs d i s i a l y l é s ,  préparés 
à p a r t i r  de f ibr inogène humain e t  possédânt plus de t r o i s  ac ides  
aminés ; de même pour d v s  glycopeptides d'ovalbumine 
(SUGIYUTJiA e t  a l .  1983 (177) ) .  

Ltaspartamidase de r e i n  de r a t  e s t  inhibée par l e  
- 

2+ p-chloromercuribenaoate. Les ions Cu e t  ~i'+ inhibent  également 
2+ 2+ 2+ l ' a c t i v i t é  enzymatique a l o r s  que l e s  ions Ca , g , Co , 



2n2+ et n'In2+ restent sans effet (1riAHdIIEVAN et TAPEEL 1967 

(178)) . 
Liaspartamidase de rein de porc est peu affectée par 

le p-chloromercuribenzoate à des concentrations suffisantes pour 
2+ 2+ inhiber l'aspartamidzse de rein de rat. Les ions Cu , Ni et 

2+ 
In inhibent l'activité enzymatique ainsi qLie 1'EDTA ; cependant, 

aucune étude visant à déterminer la nature des ions éventuel- 
lement impliqués n'a été réalisée. L 'acide aspartique et 
l'asparagine inhibent égaleaent l'activité enzymatique de rein 

de porc (KOHNO et YAIY~IISHINA 1972 (179)), ainsi que l'asparta- 

midase de mollusque Limnea stagnalis (KAVERZNEVA et al. 1974 

(180)) 
Quant à l'aspartamidase de sérum de porc, elle est 

inhibée de manière compétitive par l'aspartylcyclohexylamine 

et ltaspartylaniline (TANAKA et al. 1973 (181)). 
TARENTIN0 et MAI;EY 1969 (182) ont montré que l'aspar- 

taaidase d'oviducte de poule était inhibée de façon non compé- 

titive par la 5-diazo-4-0x0-L-norvaline (DONV) , un inhibiteur 
de 1 'asparaginase. 

Liaspartamidase de foie humain est inhibée par la 

N-acétylcysteine alors que l'activité reste inchangée en 
2+ présence de p-hydroxymercuribenzoate . Les ions Cu inhibent 

2+ 2+ l'enzyme ainsi que les ions 2n2+, Ni et lih dont le pouvoir 
2+ inhibiteur est néanmoins beaucoup plus faible. Les ions Fe , 

2+ 2+ Xg , et Ca sont sans effet sur l'activité aspartamidase de 

foie humain (DUGAL et STROMuE 1977 (183)). 

Certains dérivés nonosaccharidiques inhibent également 

1 ' aspartamidase. Citons la 2-acétamido-2-déoxy-D-glucono-1, 5- 
lactone inhibant 1 'aspartmidase dl épididyme de taureau 

(CLAMP et al. 1966 (184)) et le benzylidène-1-amino-N-acétyl- 
glucosmine inhibant l'aspartamidase de Limnea stagnalis 

(KUVEBZNEVA et al. 1974 (185)). Notons que le benzylidène-N- 

acétylglucosamine reste sans effet dans ce dernier cas. 



Les aspartamidases de rein de rat (171liiHmEVAN et 

TAPPEL 1967 (186)), de rein de porc (KOHNO et YALLASHINA 1972 

(187)) et d'oviducte de poule (TkKENTINO et iv1nI;EY 1969 (188)) 
ont, respectivement, des masses moléculaires de 30.000, 

70.000 et 110.000. Ces résultats ont été obtenus par gel filtra- 

tion, à partir de solutions enzymatiques partiellement 

purifiées. 

Mac GOVERN et al. 1983 (189) ont isolé ltaspartamidase 

de foie humain et estimé sa masse moléculaire à 70.000. Il 

s'agit dtune glycoprotéine mononérique. 

Quelle qu'en soit 1 'origine, lt aspartamidase est 
O 

stable plusieurs mois à -20 C. 

Cette enzyme présente une étonnante stabilité à la 
chaleur. Ainsi, IBac GOVERW et al. en 1983 (190) ont montré que 

ltaspartamidase isolée de foie humain a une demi-vie de 
O 

3 heures à 60 C. A un degré de purification moindre, la demi- 
O 

vie de l'enzyme est portée à 24 heures à 60  C, ce qui suggère 

l'influence de protéines stabilisatrices de 1 'enzyme . 



IV- L 'ENDO-N-ACETYL-13 -D-GLUCOSU~IN IDASE 
(EC 3.2.1.96) 

L endo-N-acétyl-(j -D-glucosaminidase catalyse 
lvhydrolyse de la liaison ( 1 4  du mo~if N ,N I-di-N- acétylchi- 

tobiose du glycanne des N-glycosylprotéines. 

Cette enzyme présente m e  répartition très large 

puisqutelle a été décrite chez de nombreux microorganisnes, 

chez les végétaux et chez les mirriaux (tableau III). 

A) HISTORIQUE 

L 'activité endo-N-acétyl-() -D-glucosaminidase est 
décrite pour la première fois en 1971 par ~ U M L U T S U  (191) 

chez Diplococcus pneumoniae. 
En 1974, NISHIGAKI et al. (192) mettent en êvidence 

une activitS endo chez 12s mammifères, en ltoccurence dans le 

foie de rat et de porc. 
BOERSiU et al. en 1975 (193) détectent lvactivité endo 

dans le foie humain. 
La première étude de localisation cellulaire de 

l'enzyme est réalisje par PIEZCE zt al. (194) en 1979. 

Ces auteurs ont nontré qu'au niveau du foie et du 

rein de rat, l'activité vis-à-vis d'un substrat oligommno- 
sidique (activité "manno" endoglucosaminidase) est essentiel- 

lement cytosolique. En 1980, les mêmes auteurs (I-'IEflCE et al. 

(195)) aboutissent à la même conclusion en ce qui concerne 
l'activité vis-à-vis d 'un substrat de type N-acétyllactosa- 

minique désialylé (activité ~galactottendoglucosaminidase) . 11 
s'agit de la première description de cette activité chez 
les mm~ifères. 

BOUGUELZT et al. (lg~b) caractérisent en 1980 une activité 
endoglucosaminidase chez le Basidiomycète (Sporotrium dinophos- 

forum). La spécifité très large de cette enzyme en fait un 

outil de choix pour ltQtude du glycanne des N-glycosylprotéin~s 



(KOL 1983 (196)). Plusieurs endoglucosaminidases de microorga- 

nismes ou de végétaux ont été également utilisées à des fins 

d'étude structurale (tableaux III et IV). ( 

En 1981, OVERDIJK et al. (197) étudient les 
propriétés de llendo de foie et de rein humain. 

La spécificité de l'enzyme de foie de rat a fait 

l'objet d'une étude de TACHIBANA et al. 1982 (198) qui posent 

l'hypothèse de l'existence d'une seule forme enzymatique pour 

les deux activités ttmannon et ltgalactoll endoglucosaminidase, 

tout coinme LISIaN et al. 1983 (199). 

Par contre, EL BATTARI et al. en 1983 (200) postulent 

l'existence de plusieurs isoenzymes dont l'une serait spécifique 

de l'activité ~lmannol~endoglucosaminidase. Le groupe de G .  SPIK 

poursuit actuellement des travaux dans le but de vérifier cette 

hypothèse. Les paramètres cinétiques des deux activités endo 

ont 6té déterminés en 1983 par LFPOURCHZAU (201). 

L1endo de foie de rat est partiellement purifiée 

par LISLM et al. en 1985 (202). Ces auteurs ont également 
étudié l'influence des glycopeptides et des glycoprotéines 

sur 1 ' activité enzymatique. 
LI et al. 1985 (203) caractérisent une activité endo 

dans l'urine huraaine. Celle-ci a la particularité de présenter 

une activité optimale à pH 4-4,5 ,ce qui la différencie des 

autres endoglucosaminidases de mammifères et notannent de 

foie humain, dont l'activité est optimale à pH neutre. 

B- LOCALISATION CELLULAIBE 

PIERCE et al. 1979 (204), 1980 (205) ont montré que 

les activités l'mannoH et "galactoW endoglucosaminidase de foie 

de rat sont localisées au niveau du compartirnent cytosolique. 

Ces résultats ont 4té confirmés par LISLLN et al. 1983 ( 2 0 6 ) ,  

1985 (207). 



L 1 endo cy toso l ique  p o u r r a i t  i n t e r v e n i r  dans l e  
c a t a b o l i s n e  des g l y c o p r o t é i n e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  a i n s i  que dans 
l a  r é g u l a t i o n  de l a  bliosynthèse des  N-glycosylprotéines 
(PIERCE e t  al .  1980 (2081, MONTREUIL 1981 (209) ) .  Dans l e  cadre 

de c e t t e  d e r n i è r e  hypothèse,  l t e n d o  p o u r r a i t  dégrader l e s  , 1 

d o l i c h o l - o l i g o s a c c h a r i d e s  p récurseurs  en excès (CACAM e t  a l .  

1980 (210)) .  

Aucune a c t i v i t é  endo n f a  pu ê t r e  mise en évidence au  
n iveau  d e s  lysosomes. Des macrophages a c t i v é s  e t  s t imulés  par  des  
I@ e t  des  u i t i c o r p s  a n t i - I @  s é c r è t e n t  l l e n d o  en f a i b l e  q u a n t i t é .  , 

Cependant, con jointement à l ' e n d o ,  e s t  s é c r é t é e  l a  l a c t a t e  
deshydrogénase, typiquement cy toso l ique  (EL BATTARI 1983 ( 2 1 1 ) ) .  

C- PROPRIETES ENZYIUTIQUES 

Les endog lucosmin idases  de mm~11ifères prSsentent  
un maximum d ' a c t i v i t é  pour des  v a l e u r s  de pH proche de l a  

n e u t r a l i t é ,  à l ' e x c e p t i o n  t o u t e f o i s  de  l f e n d o  d ' u r i n e  huaabne 
q u i  possède un pH optimun de 4-4,5 (LI e t  a l .  1 9 8 5  (212)) .  

Le pii o p t i r n u  de l ' e n d o  d f o v i d u c t e  de poule e s t  d e .  

5 ,2.  La l o c a l i s a t i o n  c e l l u l a i r e  de l 'enzyme n ' a  pas  ètS é t u d i t e  

d a n s  ce c a s  p r é c i s  (TBREX?TINO e t  b U Y  1976 (213) ) .  

Les études de s p é c i f i c i t é  des  endoglucosaz in idases  
animales ont  s u r t o u t  por t6  s u r  l 'enzyme de f o i e  de r a t  
(TACHIBANA e t  al. 1 9 8 2  (214) ,  PIZHCE e t  a l .  1979 (215) ,  

1980 ( 216 ) )  ( t a b l e a u  IV). 
La s p é c i f i c i t é  des endos de mammifères vis-&-vis de l a  

p a r t i e  pept id ique  des s u b s t r a t s  g lycopept id iques  n a pas f a i t  

l l o b  j e t  d  ' é tudes  sys témat iques .  L 'enzyme e s t  a c t i v e  s u r  d e s  



~ B I G I N E  DENOMINATION L9EFEF3NCES 

- Streptomyces g r i s e u s  H TARBNTINO e t  IvIALEY 1974 (217) 

- Diplococcus pneumoniae D KOILE e t  I~IURAIYIATSU 1974 (218) 

- Clos t r id ium p e r f r i n -  
C ~ ' C ~ ~  I r 0  e t  a l .  1975 (219) 

gens 

- Fibrobacteriimi menin- ELDEH e t  ALEXXNYER 1982 (220)  
gosepticum 

- Basidiomycète B BOUQUELET e t  a ï .  1980 (221) 

- Dictyos te l lum d i s c o i -  S FREEZE e t  ETCHISON 1983 (222) 
deum 

- Figue 41 CHIZN e t  a l .  1977 (223) 

-Foie de porc NISHIGLKI e t  a l .  1974 (224) 
- Foie de rat  PIZRCE e t  a l .  1979 (225)  

1980 (226)  

- Oviducte de poule 

- Poie  humain 

- F i b r o b l a s t e s  humains 

THCHIEnNB e t  a l .  1982 (227) 

T A R E N T I N O  e t  IVUIZY 1976 (228)  

B O 3 R S U  e t  a l .  1975 ( 2 2 9 )  

OVEKQIJK e t  a l .  1981 (230) 

TACHIBAIVA e t  al. 1981 (231) 

en c u l t u r e  

- Urine Humaine L I  e t  a l .  1985 (231 b) 

TABI;EAU III 

P r i n c i p a l e s  a c t i v i t é s  endo-N-acétyl- -D-glucosaminidzses 

d é c r i t e s  jusqu'en 1985 P 



S u b s t r a t  Fo i e  de ra t  H D 9 C I  C~~ B S 

Nan9R + + - + + 
iviangH + + - + + 
n-2 
IV' an6 R 

M m  a 5 
M a n 4 R  
Man H 3 
Man2R 

Banla 
R 

Ga12GN2Ean, R 
2 -- monos i a ly l é  

-- d i s i a l y l é  

-- f u c o s y l é  
G a 1  GN 12 R (GPI) 

1 2 5  
G a 1  GN M R (GPII)  

1 2 4  
GN2N4B (GPIIIC ) 
GN2N5R (GPIIA) 

S p é c i f i c i t 4  d e s  d i f f é r e n t e s  a c t i v i t g s  endo-~-scét~l-P-~-~luco- 
samin idases  ( d t c r s r è s  S.  B O U Q U E U T )  

+ : a c t i v i t é  
- . • absence d i  a c t i v i t é  

(N : mannose ; GN : GlcNAc ; B : G l c ~ A c ~ A s n )  



glycopept ides  dont l a  f o n c t i o n  amine l i b r e  eno( de l ' a s p a r a g i n e  

e s t  s u b s t i t u é e  par  un groupement a c é t y l . .  Ceci  a u t o r i s e  l e  

marquage r a d i o a c t i f  du s u b s t r a t  à 1 'a ide  d  'anhydride a c é t i q u e  
marquée a u  14c. L ' asparaginyl-N-ac6tylglucosamine (marquée au 

14c)  l i b é r é e  p a r  l l e n d o  e s t  a i n s i  f a c i l e  à doser  (KOIDE e t  
idJRAik;inTSU 1974 (232)) .  

L'endo dégrade des g lycopept ides  de type 
N-acéty l lac tosanin ique  e t  oligomannosidique, ces  d e r n i e r s  é t a n t  

p lus  r ap idenen t  dégradés (NISHIGXKI e t  a l .  1974 ( 2 3 3 ) ,  PIERCE 
e t  a l .  1979 ( 2 3 4 ) ,  1980 ( 2 3 5 ) ,  T A C H I B ~ N A  e t  a l .  1982 ( 2 3 6 ) ) .  
Néanmoins 1 ' endo e s t  i n a c t i v e  s u r  d e s  s u b s t r a t s  N-acétyl lacto-  

saminiques s i a l y l é s  (PIERCE e t  a l .  1960 ( 2 3 7 ) ) ,  de même l o r s q u e  
ce type  de s u b s t r a t  e s t  fucosy lé  en o(1-6 s u r  l losamine  du  

po in t  d ' a t t a c h e  (TACHIB~INA e t  a l .  1982 (238)) .  
Ces mêmes a u t e u r s  ont  c o n s t a t é  que l a  s t r u c t u r e  l i m i t e  

dégradée par  l ' e n d o  de f o i e  de r a t  é t a i t  l e  g lycopept iae  
hian GlcHAcpAsn, l lenzyrie  é t a n t  t r è s  peu a c t i v e  s u r  l e s  3 
g lycopep t ides  fan2GlcNAc2hsn e t  ldm GlcNac2Asn. 1 

Le glycopept ide Man GlcNAcpAsn e s t  l e  s u b s t r z t  pour 3 
l e q u e l  I f e n d o  p résen te  l a  p l u s  grande v i t e s s e  d 'hydrolyse .  

L'end0 cy toso l ique  du f o i e  de r a t  a g i t  également s u r  des 
o l i g e s a c c h a r i d e s  possÉdwit deux osamines en p o s i t i o n  t e r m i n a l e  
r g d u c t r i c e  ( T A C H I B ~ N X  e t  a l .  1982 (239) ) .  

3- ACTION DES EFF~CTEURS 

L ' a c t i v i t é  endoglucosaminidase du f o i e  de r a t  e s t  
s t a b i l i s é e  par  l e  d i t h i o t r é i t o l  (DTT) (PIEBCE e t  a l .  1979 (240)) . 

Les i o n s  d i v a l e n t s  ( ~ e ~ + ,  Fe 3 + , C 0  2 + 7  , 9 Cu 2+ , idn 2+ , 
2+ 

Zn , Idg2+)ainsi  que llEDTA n ' o n t  aucun e f f e t  s u r  l ' a c t i v i t é  
L+ enzymatique, m i s  à p a r t  l e  c a t i o n  C u  qu i  i n h i b e  l e s  a c t i v i t é s  

"mannotl e t  l lgalacto ' l  endoglucosaminidase e t  l e  c a t i o n  2n2+ q u i  
n ' i n h i b e  que 1 ' a c t i v i t é  "manno" endoglucosctininidase 
(EL BATTARI, 1983 (241) ) . 



V- CONCLUSIOPT : XYPOTiiESES CORCE~dNANT L 1 INITIATION DU 
CATA~~OLIS~YLE DU GLYCANNE DES N-GLYCOSYLPROTEINES 

Depuis 1974, il est courmunent admis que l'action de 

1 'endo-~-acét~l-P -D-glucosaainidase constitus la première 

étape de djgradation du glycanne des N-glycosylprotéines, 

après action des protéases. Ceci expliquerait l'accunulation 

dloligosaccharides possédant un seul résidu de N-acétylglu- 

cosamine en position terminale réductrice dans les tissus et 

les urines de patients atteints de glycoprotéinoses (NISHIGXI 
et al. 1974 (242), MCiNTE3UIL 1375 ( 2 4 3 ) ,  1981 (244)). 

Par contre, l'activité endo,lucosar~inidase serait 
O 

absente chez certaines espèces animales qui accunulent des 

~li~osaccharides possédant le chaînon di-N-acitylchitobiose, 

dans les cas de glycoprotéinoses de "type bovine" (ABRAHAM 

et al. I983b (245)). Dans ce cas, la prenière Stape de dégradation 

du glycânne des N-glycosylprotéines se limiterait à l'action 

de la seule aspartamidase. 

La figure 13 représente les différentes voies 

envisageables dans l'initiation du cztabolisme des N-glycosyl- 

protéines. Les voies 1 et 2 supposent l'intervention directe 

des activités "manno" et "galacton endoglucosaminidase. L e s  
endoglucosaminidases étant inactives sur les glycopeptiiies 

sialylés, l'hypothèse de llexistence d 'une 'lsialyl'' endoglu- 

cosaminidase adaptive active vis-à-vis de ce type de substrat 

a été proposée par STRECKEB (in IIiONTXEUIL 1981 (246 ) ) , pour 
expliquer 1 laccumulation d loligosaccharides sialÿlés dans les 

urines de patients atteints de sialidose. Cette hypothèse est 

schématisée par la voie 5 (figure 13). 
L'argument majeur à opposer à l'hypothèse d'une 

action directe des endoglucosaminidases, est constitué par 

l'échec de la mise en évidence d'une activité endoglucosa- 

minidase lysosornale vis-à-vis de glycopeptides . 
Les observations effectuées dans les cas de glycopro- 

téinoses animales de l'type bovine", nous ont amené à proposer 





une voie de dégradation fôisant intervenir l'aspartanidase 
puis une endoglucosaminidase active sur ltoligosaccharide 
ainsi libéré. Cette hypothése est schématisée par les voies 3 

et 4 de la figure 13. 

La vérification de cette dernière hypothèse a 
constitué 1 lessentiel de nos travaux. 

Dans un premier chapître, nous exposerons les 
tentatives effectuées quant à la caractérisation d lune activité 

"sialylW endoglucosaminidase adaptative. 



T R A V A U X  

P E R S O N N E L S  



I è r e  P A R T I E  : 

E S S A I S  DE CARACTERISATION D 'UNE ACTIYITE ltSIALYLt# 

ENDO-N-ACETYL-13 -D-GLUCOS AMINIDASE DlrNS L E S  CELLULES 

LYWHOBLASTOIDES TRANSFOBIIIEES PAR LE VIRUS D # E P S T E I N -  

BARR DE PATIENT ATTEINT DE SIALIDOSE 



& ~ O B L A S ! t ! O D ~  3 TRANSSPOlUSES PAR SE VIRUS 
D iEPSmIB-BARR DE PATIENT ATTE TET , JZ SZaImSE 

Les aialidoses sont des glycoprot8in~ses dQes à une 
déficience en neuraminidase Les oligosaccharldes excrétés 
dans l'urine des patients sont sialylés et ne possbdent qu'un 
seul rdsidu de N-a~étyl~lucosamine en position terminale 
réduotrice (voir les revues de STRECgER et MONTREUIL 1979 
(247), MICHALSKI 1984 (248)). 

Ce fait semble en faveur de l'action de L1endod- 
ac6tyl-P -D-glucosaminidase sur des glycopeptides sialyléa 
Cependant, les endoglucosaminidasea de mammifères sont 
inactives vis-&-vis de ce type da subatrat (PXERa  et al. 1980 - 
(249)) 

Selon une hypothbse de G. STRECKER (MONTBEUIL 1981 
(250)), llaccumulation intracellulaire da glycopeptides 
sialylés protdgés de 1 ' action des exoglysosidases pourrait 
induire l'apparition d'une endod-acdtyl- -R-glucosaminidase P 
adaptative, habituellement absente des cellules des individus 
sains. 

Hous nous somrnes proposés de verifisr cette 
hgpothheet en utili~ant oome modble des oellulee, lgrnpho- 
b l m t o ~ d e e  h W e s ,  obtenues par traasfomation des 
lpphocytes B par le vfrues dlEPSTEl[n-BAR.&. 

NZLS~OEf 1979 (251) a aon~scrd une sevbze aux 
propriét6s g6neralas de ces lignees cellulaires. Cee crllulea 
prdsentent da nombreux avantages par rapport aur lignees 
fibroblastiquas : possibilité de culture pendant da longues 
pdriodes sans phénombne .de sthescence, groduction rapide de 
matériel cellulaire en grande quantité, stabilitd des activités 
enzymatiques, croissance en auspenaion, ce qui évite les @chocsn 
dus aux mQthodes mécaniques au anzlyzhatiques durant le 
prél&vement des cellules, 



Les lignées lymphoblastoïdiques obtenues par 

transformation de lymphocytes B par le virus d'EPSTEIN-BARR 
ont servi de modèle pour l'étude des glycosidases chez les 
patients atteints de glycoprotéinoses et chez les sujets sains 
(GLLIDE et BERATIS 1975 (252), MINWI et al. 1978 (253), 
DEEYFUS et al. 1980 (254), 1984 (255), SALVAYiIE et al. 1981 

(256),  1983 (257)). 

II- UTERIELS ET nliETHOI1ES 

A )  PREPARATION DES SUBSTRATS 

Le substrat utilisé pour la recherche de l'activité 

wsialylnendoSI-acétyl-bP -D-glucosaminidase est un glycopeptide 
N-acétyllactosaminique biantenné, disialylé, correspondant au 

glycanne de la sérotransferrine humaine (voir tableau 1) . 11 a 
été préparé à partir d'un mélange de glycopeptides qui nous a 
été aimablement fourni par G. SPIK que nous renerciorrs . Les 
glycopeptides résultant de l'hydrolyse pronasique des glycopro- 
téines de la fraction IV de Cohn du sérum humain sont déposés 
sur une colonne de résine échangeuse d'anions AG 1x2 (400 mesh 

minus, forme HCOO' ; Bio-Rad, Richmond, USA). 
Après lavage et élution des glycopeptides 

monosialylés, les glycopeptides disialylés sont élués par une 
solution d 'acétate de pyridine 250 d. Après neutralisation, 
l'éluat obtenu est évaporé sous pression réduite puis repris 

par du méthanol êt à nouveau évaporé, ceci trois fois. 
Le résidu est repris par de l'eau et les sels sont 

éliminés par tamisage moléculaire sur biogel P4 4Bio-Rad, 
Richmond, USA). Les fractions contenant les glyco-estides sont 
collectées et évaporées à siccité après neutrrrlisation. Le 

résidu est repris par quelques ml d'eau, neutralisé puis 
lyophilisé. 

La déternination des rapports molaires en monosac- 
charides est réalisée par méthanolyse puis trifl~~r~a~étylati~~ 



(ZANETTA e t  a l .  1972 (258) ) .  

Le glycopeptide biantenné d i s i a l y l é  e s t  marqué sur 

l a  p a r t i e  peptidique par de l ' anhydr ide  acét ique C I 4 C  1 
(0,S si, 7mCi/mmole, CEA ., Saclay,  FRHNCE) par l a  méthode de 
KOIBE e t  UURkiiUxTSU 1974 (259). 

L ' a c t i v i t é  llrnannowendo-N-acétyl-P -D-glucosaminidase 
e s t  dosée à l ' a i d e  de glycopeptides de type oligoaannosidique 
marqués de manière ident ique.  I l s  son t  obtenus par  d iges t ion  
pronasique de 1 ' ovalbumine . 

L a c t i v i t é  ngalactollendo-~-acé tyl-l) -D-glucosaminidase 
e s t  dosée à l ' a i d e  de glycopeptides de type N-acétyllactosa- 
minique biantenné d é s i a l y l é ,  marqués de manière identique.  

Ces s u b s t r a t s  nous ont é t é  conf iés  par G .  SPIK que 

nous remercions. 

B- CULTURF: CELLULAIRE 

Les c e l l u l e s  ont é t é  obtenues par t ransformation 
de 1ymphocytesB de p a t i e n t  a t t e i n t  de s i a l i d o s e  par  l e  v i r u s  
dfEPSTELN-BARR.. L a  t ransformation a é t 6  r é a l i s é e  dans l e  

l abo ra to i r e  du Professeur  G .  L;ENOIR, du Centre I n t e r n a t i o n a l  
de Recherche contre Le Cancer de LYON, qui  nous a également 
fou rn i  une souche de c e l l u l e s  témpins é t a b l i e  par t ransformation 
des lymphocytes B d 'un individu sa in .  

Les c e l l u l e s  lymphoblastoïdes son t  cu l t i vées  en 
suspension dans des  f l acons  de cu l tu re  (NUNC) de 250 cm 3 
contenant 30 m l  de mi l ieu  RPiiiI 1640, comportant 15  % de sérwn 
de veau f o e t a l ,  0 , 3  g/l de glutamine, 0 , l  % de kananycine, 
dans une atmosphère contenant 5 $ de CO2 e t  à une température 

de 3T°C. 
Les c e l l u l e s  sont  d iv i sées  tous l e s  3 ou 4 jours de 

l a  manière suivante  : l e  contenu d'un f lacon  e s t  r é p a r t i  en 
t r o i s  f l acons  puis complété à 30 m l  par du mil ieu  neuf.  



C- DOSAGZ DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE 

1- PREPKiiATION DE LA SOLUTION ENZYbkTIQUE 

Le contenu cellulaire de trois flacons est centrifugé 

à 1500 tr/mn pendant 5 mn et lavé 3 fois par une solution 
de NaCl 9 $0 

Les cellules sont reprises par 500)11 de tampon 

TriabCl 200 mM, pH 7,4, dithiotréitol (DTT) 2mU, puis 
homogénéisées à 1 'aide d 'un Dounce (Kont~s Glass, Vineland 
USA) par 30 coups de piston B, en bain de glace. 

L homogénat obtenu constitue la solution enzymatique . 
Les protéines sont dosées par la méthode de L0W.W 

et al. 1951 (260), en utilisant la sérum albumine bovine 
comne témoin . 

Le milieu d'incubation comprend 10pl de solution 
enzymatique, lOpl du tampon d'incubation approprié, 1 0 ~ 1  de l 

substrat à la concentration voulue. Après 15 heures d'incubation 

à 3T°C,le milieu d'incubation est deposé en totalité sur 
papier Whatman No 3. 

Après une nuit de migration dans le solvant pyridinei 
acétate d 'éthyle/acide acétique/eau (5 :5:1:3 en volume), le 

chromatogramme est séché puis examiné au scanner (NU23LEC,Prance). 
La zone comprenant le fragment. GlcNAc-Asn [ 14c] libéré par 
ltendoglucosaminidase est repérée puis découpée en bandes de 1 cm 

de large, de même pour la zone comprenant les glycopeptides 
non dégradis et n 'ayant pas migrés. 

Les bandes de papier sont éludes par 2 0 0 ~ 1  d'eau 
puis sont ajoutés 2 ml de liquide scintillant (wAQUUYTE't, J .T. 
BAKER Chemical B.V., Deventer, Pays Bas). 

Après agitation, la radioactivité est mesurée à 
l'aide d'un compteur à scintillation liquide (Beckman 
LS 9000 - L5 1800). 

Le pourcentage d'hydrolyse des glycopeptides est 
déterminé par le rapport : cpm dus au ~ l d ~ c ( p  1-)Asn [140 3 
libéré, sur le total des cpm mesurés. 



L'activité enzymatique est exprimée en nmoles de 

G ~ C N A C ( ~  1-)Asn libérées par mg de protéine pour 15 heures 
d'incubation. 

2- DOSAGE A DH NEUTRE 

Le tampon d 'incubation est un tampon ~OPS/N~OH 
100 mliil pH 7,4, DTT 2&. La concentration finale en substrat 

sialyié est de 0,2 dd (soit 6 nmoiesho pl) avec une 

radioactivitg spécifique d'environ 2700 cpm/nmole (soit 16.000 

cpm par incubation). 
Le substrat N-acétyllactosaminique désialylé est utilisé à 

une concentration finale de 0,l (soit 3nmoles/30,&1) avec 

une radioactivité spécifique d 'environ 1500 cpm,/nmole (soit 
4500 cpm par incubation). 

Le substrat oligomannosidique est utilisi à une 

concentration de 0,1 II@ (soit 3 nmolzs/30pl) avec une 

radioactivité spécifique d 'environ 3000 cpm/nmole (soit 

9000 cpm par incubation). 

3- DOSAGE E N  FONCTION DU pH 

Les cellules sont homogénéisées dans le tamson 

KG1 0,152, Tris/~~l 10 mDlI pH 7,4,DTT 2 a. Le tampon dtincu- 
bation est un tmpon Citrate-Phosphate O,% de pH 4,0 à 

p .  7 ,O avec des intervalles de 0,4 unités pH, contenant du 
DTT 2 d l .  

Seul le substrat disialylé a été incubé, aux mêmes 

concentration et radioactivité spécifique que précédemment . 

DOSAGE EN ~CONCBNTRsTION SUPERIEURE tt DU SUBSTRAT 

Le tampon d'incubation est identique à celui utilisé 

lors du dosage à pH neutre. Le substrat disialylé est utilisé 



à une concentration finale de 2 LI@ (au lieu de 0,2 d) avec 
une radioactivité spécif igue d environ 500 cpm/nmole (soit 
30 .O00 cpm par incubation). 

III- RESULTxTS 

Aucune activité endo-N-acétyl-j) -D-glucosaminidase 

vis-à-vis du glycopeptide de type N-acétyllactosaminique 

biantenné disialylé n'a été détectée dans les conditions 

utilisées dans les lignées normale et pathologique. 

De même, nous n ' avons pu mettre en évidence une 
activité wgalactotlendo-H-acétyl-l) -D-glucosaminidase vis-à-vis 
du glycopeptide de type N-acétyl lactosaninique biatenné 
désialylé. 

Seule 1 ' activité ltmannonendo-~-ac$tyl- P -D-glucosa- 
minidase vis-à-vis des glycopeptides de type ~li~omannosidique 

a pu être mesurée (l'activité slél&ve à 2Larnoles/mg/15 h pour 

les cellules de patient atteint de sialidose et 14 nmoles/mg/l5h 

pour les cellules normales). 

IV - CONCLUSION 

L'absence d'activité wsialylnendoglucosaainidase 
dans les cellules lymphoblastoïdes issues de patient atteint 

de sialidose est difficile à interpréter dans la mesure où 

l'activité ltgalactollendoglucos~ainidase est également absente 

des cellules issues d'individu sain et de patient atteint 

de sialidose. 

Il est possible que les lignées lymphoblastoïdiques 
soient dénuées d activité tlsialylN zt "gala~to~~ endogluco- 

saminidase, mais plus probablement l'ordre d'activité de ces 

enzymes est trop faible pour être mesuré dans les conditions 

expérimentales utilisées. 

Ces résultats négatifs sont néanmoins en défaveur 

de lthypothèse avancée par STRE(XXR quant à l'existence d'une 

activit 6 "sialyf endoglucosaininidase adaptative. 



IIéme PARTIE t 

CARACTEBISATION ET SPECIPICITE DE 

L ASPARTYLd-ACETYL GLUCOSAEINIDASl3 DU FOIE DE RAT 



CARACTERISATIOH ET SPECIFI CITE DE L ASPARTYL-N-ACETYLGLU- 
COSAUNIDASE DU FOIE DE RAT 

1 - INTRODUCTION 

Dans l e s  cas  de  g lycopro té inoses  de t y p e  bovine,  
l e s  o l igosacchar ides  accumulés dans l e s  t i s s u s  e t  l e s  u r i n e s  
possédent i n t a c t  l e  chaînon d i a - a c é t y l c h i t o b i o s e .  Ce f a i t  

I e s t  en faveur  de  l ' a c t i o n  de l'aspartyla-acétylglucosaminidase 

I l o r s  de l a  première é t ape  du catabol isme du glycanne des 
N-glycosylprot6ines C e t t e  enzyme e s t  en e f f e t  r e sponsab le  de 

- . . - - . . --- . - - - ... . -. - .- - - 
1 'hydrolyse de l a  l i a i s o n  asparaghyl-N-acétylglucosamine . 

I L 'asparty1-N -acétylglucosaminidase n ' a g i t  que sur 

des g lycoasparagines  ; son a c t i o n  e s t  donc p o s t é r i e u r e  à 
c e l l e  des  p ro téases .  S ' i l  e s t  B t a b l i  que I ' a spa r ty l -8 -acé ty l -  
glucosaminidase dégrade l e  mot i f  G ~ ~ N A C ( )  1-)Asn e t  l e s  
g lycoasparagines  oligomannosidiques de 1 ' ovalbumine, son 
a c t i o n  sur des  g lycoasparagines  s i a l y l é s  e t  f u c o s y l é s  n'a f a i t  
l ' o b j e t  d'aucune é tude  pub l i ée  à ce  jour. 

Nous avons v é r i f i é  l a  l o c a l i s a t i o n  c e l l u l a i r e  e t  
l e  $3 optimum d ' a c t i o n  de 1 'asparty1-N-acétylglucosaninidase 

du lysosome de f o i e  de rat  e t  avons é t u d i é  l ' a c t i o n  de 

l'enzyme vis-à-vis de g lycoasparagines  n e u t r e s  e t  s i a l y l 8 s  . 

II- MATERIELS ET &ETHODES 

A- PREPARATION DES SUBSTRATS 

1- GLYCOBSPARAGINES URINAIRES 



- GP 5 : Man(4 1-6  an(/) 1=4)GlcN~c(r) l-~)~ld~~c(p 1-)Asn 
t 

Puc(a( 16) 
Ces gly~oaspara~ines ont été isolés des urines 

de patients atteints d * aspartylglucosaniinurie (GP1 , GP2, 
GP3, GP4) et de fucosidose (GP5) (MICXALSKI 1984 (261)) . 
Le glycoasparagine GPlb est obtenu par acétylatiorx de 1' aspara- 
gine du GP1 L'acétylation est réalisée à l'aide d'anhydride 
acétique (Merck, Darmtradt, R.F.A.) dans une solution saturée 
de bicarbonate de sodium. 

- METHODES DE IYLARQUAGE RADIOACTIF 

Le GP2 est marqué au tritium sur le résidu de 
galactose terminal. Le glycoasparagine est soumis à l'action 
de la galactose oxydase (Sigma Chernical Co., St. Louis, USA) 
(GATIiW et Q1iilLNOEIF 1981 (262)). 

Le GP2 est ensuite réduit à l'aide de borohydrure 
3 de potassium tritié (KB H4 ; 60 ci/rnmole ; 5 mCi ; 

CEA, Saclay, France) puis de borohydrure de potassium froid 
(Nerck). La radioactivité spécifique est d'environ 
300.OCO cpdnmole. 

Le GP 3 est marqué au tritium sur le résidu d'acide 
sialique terminal. 

Le glycoasparagine est soumis à une oxydation 
periodique douce suivie d'une réduction au borohydrure de 
potassium tritié puis au borohydrure de potassium froid 
suivant la méthode de VAN LENTEN et ASHWELL 1973 ( 263 ) .La 
radioactivité spécifique est d'environ 200.000 cpm/nmole. 

2- GLYCOPEPTIDE DE TYPE N -xCETYLLACTOSMv'IINI QUE 
BIARTENNE DISIALYLE 

Ce substrat est le même que celui utilisé lors de 
la recherche de la ~sialylwendoglucosaminidase~ 



3- GPA : Yan3GldAc2Asn 

11 s ' a g i t  du glycopeptide consti tuant l e  noyau 
pentasaccharidique du glycanne des N-glycosylprotéines : 

Man(d 1-3) [ ~ a n (  ol 1-6 )] Man( p l-4)Gl&Ac(P l-4)GlcNAc(P 1-)Asno 
Les glycopeptides obtenus par digestion pronasique 

de l a  f rac t ion  IV de COHN (concentration de 10 m g / m l )  sont 
incubés 24 h. à 37% avec un mélange de glycosidases 
bactériennes fournies par S . BOUQUELET, que nous remercions . 
L a  solution enzymatique contient l e s  a c t i v i t é s  d-neuraminidase 
d -fucosidase, p -galactosidase e t  P-N-acétylglucosaminidase. 

L ' a c t i v i t é  mannosidase é tant  absente,nous obtenons, à 1 ' issue  
de l a  digestion enzymatique, des glycopeptides trimannosyl 
dia-acétylchi tobiose.  

L e s  incubats sont rassemblés e t  l e s  protéines sont 
précipi tées  Ih. à 4OC par de l l é t hano l  à une concentration 
f i na l e  de 50s (v/v). Apres centrifugation,  l e  surnageant e s t  

concentré sous pression rédui te  e t  déposé sur une colonne 
de Biogel P4 (400 Mesh minus; Bio-Rad, Richmond, USA) de 
l,Shx lcm. Après élut ion de l a  colonne avec de l ' e au ,  l e s  

f rac t ions  contenant l e  glycopeptide majeur sont col lectées  
Le glycoasparagine e s t  séparé des glycopeptides par 

chromatographie descendante sur papier whatman N03 dans l e  
systEme solvant acé ta te  d ' éthyle/pyridine/acide acétique/eau 
(5 :5 r1:3) durant 4 jours. La bande contenant l e  glycoasparagina 
e s t  découpée, celui-ci  e s t  élué avec de l ' e au ,  concentré sous 
pression réduite e t  lyophilisé.  

4- GLYCOASPARAGINES DE TYPE OLIGOWNOSIDIQUE 

ET DE TYR3 kIXTE 

Nous avons f a i t  ag i r  1 'aspartyl-Nacétylglucosaminidase 

sur un mélange de g l y ~ o a s p a r a ~ i n e s  obtenus par digestion 
pronasique de 1 ' ovalbumine 



B- FRACTIONEJEMBNT CELLULAIRE 

Des rats femelles Wistar (150-200 g) sont maintenus 
B jeun pendant 16 heures et sont tués par décapitation. Les 
foies sont rapidement prélevés et transférés dans le tampon 
d1homog6néisation maintenu B O°C (Saccharose 0,25M ; M & 1 2  

5mM ; Hepes lOmDa pH 7,5). 
Les foies sont finement découpés et homogénéisés à 

l'aide d'un homogénéiseur de Potter (Elvehjem, R*F*A.) par 
3 aller-retours de piston tournant h 500 trs/mn. L 'homogénat 
est filtré sur gaze et complété à 25% (P/v) par le tampon 
d 'homogénéisation. 

Les fractions cellulaires sont obtenues suivant la 

méthode de DE DUVE et al. 1955 (264) à l'aide des rotors 

Beckman SW-27-1 et 60 TI sur une ultracentrifugeuse Becban 
L5-65 (Beckman instruments inc., Pa10 Alto, USA) . 

Les différentes fractions cellulaires sont identi- 
fiées à l'aide des enzymes marqueurs suivantes : la 5' nucléo- 
tidase pour la membrane plasmique (SONG et BODANSKI 1367 (265)), 
la succinate deshydrogénase pour les mitochondries (PEMNLNGTON 

1961 (266 ) )  , la glucose -6-ghosphatase pour la fraction 
microsomale (SkUNSON 1955 (267) ) , la N-acétyl-P -D-glucosami- 
nidase pour les lysosomes. Le protocole de dosage est le 
suivant : 2 0 ~ 1  de solution enzymatique, 2 0 ~ 1  de tampon 
citrate-phosphate 0 ,iM pH 4 .5 ,  2 0 ~ 1  de PNP-N-acétyl-p -Il- 
glucosamine 5mM (Koch Light laboratories, G o B . )  dissous dans 
le tampon d'incubation. Après 20 m n  d'incubation à 3T°C, la 
réaction est arrêtée par 0,5 ml de carbonate de sodium 0,5 a. 
La densité optique est Lue à 400 nm. 

Le culot enrichi en lysosomes est obtenu après 
centrifugation du surnageant post-mitochondrial à la vitesse 
de 100000 tr/mn pendant 15 mn à l'aide du rotor f3eckmm SW-27-1. 
Ce culot est repris par le tampon d'homogénéisation contenant 
0,5 % de triton X 100 et constitue la solution enzymatique. 

Les protéines sont dosées par la méthode de LOWRY 
et al. 1951 (268) en utilisant la sérum albumine bovine comme - 
témoin. 



C- DiIETHODES DE DOSAGE 

C e t t e  méthode s ' a p p l i q u e  aux s u b s t r a t s  GP1 e t  GPlbo 
La N-acétylglucosamine l i b é r é e  a p r é s  incuba t ion  e s t  

dosée p a r  c o l o r i m é t r i e  p a r  l a  méthode de REISSIG e t  al. 1955 
(269) modif iée par  LEWY e t  MC. ALLM 1959 (270). 

2- DOSAGE PAR hESURE DE RADIOACTIVITE 

C e t t e  méthode s ' a p p l i q u e  aux s u b s t r a t s  GP2 e t  GP3 
marqués au tritium. 

Après incuba t ion ,  l a  r é a c t i o n  e s t  a r r 8 t é e  par  
chauffage à 1 0 0 ° C  pendant 5  mn. Après c e n t r i f u g a t i o n ,  une 
a l i q u o t e  du surnageant  e s t  déposée s u r  couche mince de s i l i c e  
(Gel de s i l i c e  60 ; Merck, Darmstadt , R-F.A.)  soumise à 

migra t ion  ascendante dans l e  s o l v a n t  n-butanol/acide acé t ique /  
eau (2: l : l ) .  Aprés séchage,  l e  g e l  de  s i l i c e  des zones 
correspondant aux témoins o l igosacchar id iques  l i b é r é s ,  e s t  
g r a t t é  e t  Q l u é  par  5 0 0 ~ 1  de t é t r a - é t h y l o i  bromure 
(TEAB) ( l e r c k )  B 1% dans une s o l u t i o n  de méthanol/eau (80:20) ,  

durant  1 heure  (PAZ PARENTE 1984 (271)), de même pour l e s  
zonas correspondant  au s u b s t r a t  non dégradé 

Après c e n t r i f u g a t i o n ,  250)~ 1 de surnageant  s o n t  
p ré levés  e t  séchés  à l ' é t u v e  sous p r e s s i o n  r é d u i t e  afin 

d ' é l i m i n e r  l e  méthanol. Le r é s i d u  s e c  e s t  r e p r i s  p a r  2 5 0 ~ 1  
d l e a u a u x q u e l s  s o n t  a j o u t é s  2 , s  m l  de  l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  

(Aqualyte ; J .T . Baker Chemicals B .VO , Deventer ,  Pays  as) 
avant  comptage en s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  

Le pourcentage d 'hydrolyse  e s t  donné p a r  l e  r a p p o r t  : 
cpm dus à l t o l i g o s a c c h a r i d e  l i b é r é  sur l e  t o t a l  d e s  
cpm mesurés. 



3- DOSAGE PAR CIBOU'POGRAPHIE EN PHASE GAZSUSE 

Cette méthose s ' applique au substrat GPA* 
A l'issue du temps d'incubation, la réaction est 

arrêtée par chauffage B 100°C durant 5 mn- lyg de meso-inositol 
(Koch Light Laboratories, G.B * )  est ajouté à chaque incubat 
en tant que témoin interne. Apr&s centrifugation, le sur- 
nageant est déposé sur mini-colonne de 1 ml de résine 
échangeuse de cations AG 50 x 2 (400 mesh minus, forme H+ ; 
Bio Rad) ensuite lavée par 3 ml d'eau. 

L ' éluat contenant 1 'oligosaccharide libéré est 
concentré sous pression réduite pour être déposé sur une 
mini-colorne de 1 ml de résine échangeuse d'anion AG 1 x 2 
(400 mesh minus, forme HCOO' ; Bio-Rad) ensuite lavée par 

3 ml d'eau. 
L1éluat est concentré sous pression réduite puis 

lyophilisé* Le résidu est soumis à une méthanolyse acide 
(ZANETTA et al. 19'72 ( 2 7 2 ) ) *  

Les produits de méthanolyse sont silylés suivant la 
méthode de CHAMBERS et C L W  1971 (273) modifiée par GERWIG 

et al* 1984 (274). Le réactif de silylation utilisé est le 
BSTFA (bis-(triméthyl-silyl)trifluoroacétamide) (PIERCE ; 
Rockford, U e S b A b ) *  Les échantillons sont aaalysés sur un 
chromatographe GIRDEL 300 (France) équipé d 'une colonne 

Tilu 
capillaire de type CP- Si1 5CB 0,22 mm ,25 m. (Chrompack ; 
Pays Bas). Les conditions chromatographiques sont les suivantes : 
température du djtecteur et de l'injecteur : 240°C ; gradient 
de température : 120 à 24O0C, 2OC/mn ; gaz vecteur : hélium 
0,6 bar. 

Le nombre de nmoles libérées est calculé à partir 
de la quantité de mannose mesurée par référence au témoin 
interne 

4- SPECTROMETRIE DE NASSE PAR B O ~ A R D E ~ T  A 
- - 

L @AIDE D tATOlka3S ACCELERES ( F A B S  ) 

Cette technique a été utilisée pour mettre en 



évidence la libération d'un oiigosaccharide disialyl6 après 
action de l'aspartyld-acétylglucosaminidase sur le glycopep- 
tide de type If-acétyllactosaminique biantenné disialylé 

Le milieu d'incubation est constitué par 4 0 ~ 1  de 

solution enzymatique, 4 0 ~  1 de tampon phosphate 0,lM pH ? , 5  
et 4 0 ~  1 de substrat (5 mg dissous dans 1 ml d'eau) 

Aprbs 16 heuras d'incubation à 3?OC, les incubats 
sont rassemblés et les lipides et les protéines sont extraits 
par une solution de chloroforme/métanol (2:1), ceci trois fois. 

La fraction aqueuse est concentrée sous pression 

réduite et sowise à une chromatographie de tainisage molécu- 
laire sur Biogel P4 (1,5 m x 1 cm ; Bio Rad). Les fractions 
contenant respectivement les glycopeptides et les oligosaccha- 
rides sont rassemblées, concentrées sous vide et lyophilisées. 

Les oligosaccharides sont méthylés en utilisant la 
méthode de PINNE et al. 1980 (275) et analysés par spectrométrie - 
de masse par bombardement à l'aide d'atomes accélérés (FAB-àUiS), 
L'analyse a été conduite au laboratoire du Professeur Ho EGGE 
(Institut FÜr Physiologishe Chernie, Universitzt Bonn, R.F.A. ) 

sur un spectrométre de masse à géométrie inversée ZAB HF 
(VG analytical, &anchester, G ) . 

Les oligosaccharides perméthylés (3 B 5 p g )  sont 
dissous dans du ioéthanol (lpl) et déposés sur une matrice 
de thioglycérol avant boxnbardernent par des atomes de Xénon. 

5- CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DE SILICE 

Cette méthode a été utilisee pour l'étude qualitative 
de l'action de 1'aspartyl-N-acétyl glucosainidase sur les 
glycoasparagines GP4 et GP5, ainsi que sur les glycoasparagines 
d ' ovalbumine 

Le milieu d'incubation est constitué par 2 0 ~ 1  de 
solution enzymatique préincubée 5 h h 60°C(voir paragraphe 
*stabilité B la chaleurN), 2 0 ~ 1  de tampon phosphate 0,l hl 

?,5 ,203~ 1 de substrat GP4 ou GP 5 (3mg/ml). 
Après incubation 16 h à 37O'TC, la réaction est arrêtée 



par chauffage à 100°C durant 5 m. Les incubats sont centrifugés 
et une aliquote du surnageant (10,ul) est déposée sur couche 
mince de silice (silicagel 60 ; Merck) Après migration 
ascendante dans le solvant *-butanol/acide acétique/eau 
(20:10:15) la plaque de couche mince est séchée puis révélée 
au réactif orcinol sulfurique* Pour l'étude de l'activité 
enzymatique vis-&-vis des glycoasparagines d ' ovalbumine, la 
migration a lieu dans le solvant n-butanol/acide acétique/eau 
(2:l:l) et est répétée 3fois. 

D - INFLUENCE DU pH 
Le milieu d'incubation comprend 2 0 ~ 1  de solution 

enzymatique, 20,~~ 1 de tampon de pH 4,5 à pH 10 (citrate 
phosphate O,lM 4,5 à 7,O ; phosphate O,lM 7,O à 

pH 8,O ; glycocolle NaOH O,UYI @ 8,5 & gi 10). 20 1 de substrat 
OP1 (10 m g / l ) .  L'incubation dure 20 mn, à 37OC Y 

L'activité aspartamidase est dosée par la méthode 
calorimétrique. 

L 'activité aspartyld-acétylglucosaminidase est 
dosée dans des solutions enzymatiques ayant subi une 
préincubation à 6O0C durant des temps allant de 1 à 6 heures* 
Les conditions d'incubation et de dosage sont identiques à celles 
utilisées pour 118tude de l'influence du pHo Le @ du tampon 
d'incubation est de ? ,5 Parallèlement 8 1'aspartyl-N-acétyl- 
glucosaminidase, nous avons dosé 1' o(-mannosidase. Le protocole 
de dosage est le même que celui utilisé pour la ~-acét~l-P -D- 
glucosaminidase, en utilisant le PNP- o( -D-mannose comme substrat 
(voir paragraphe "fractionnement cellulairew). 



3'- DETERIYU;NA!PION DES PARMTRES CINETIQUES 

Nous avons déterminé les Km et Vu de 1'aspartyl-N- 
acétylglucosaminidase pour les substrats GP1, GP2, GP3 et GPA. 

La composition du milieu d'incubation est la 
suivante : 20& 1 de solution enzymatique ( concentration en 
proteines de 10 mdml environ), 2 0 ~ 1  de tampon phosphate 
O ,la @i 7,5 ,20p 1 de substrat à la concentration adéquate. 

Dans le cas de l'étude des paramètres cinétiques pour 
le substrat GP2, le tampon d'incubation contient de la 
L-galactono-l,4-lactone (Sigma), un inhibiteur de la P-galacto- 
sidase, à la concentration de 30 d. 

Dans le cas de l'étude des paramètres cinétiques pour 
le substrat GPA, 1 Iutilisation d 'inhibiteur de mannosidase 
pouvait gêner l'analyse en chromatographie en phase gazeuse, 
aussi avons nous choisi d'utiliser une solution enzymatique 

préincubée 6 h à 60°C. 
Le culot enrichi en lysosomes est ici lavé deux fois 

par une solution de KC1 0,15011. avant d'être repris par la même 

solution contenant 0,5$ de triton X1000 Le saccharose est ainsi 
éliminé, ceci afin d'éviter toute interférence au cours des 
différentes méthodes de dosage. 

L'incubation dure 20 mn à 37OC et la réaction est 
arrêtée par chauffage à 100°C pendant 5 mn. 

Ltaetivité asparty1-N-ac6tylglucosaminidase est 
dosée par les méthodes adaptées à chaque type de substrat 
(colorimétrie pour GP1, dosage de radioactivité aprés 
chromatographie sur couche mince pour GP2 et GP3, chromato- 
graphie en phase gazeuse pour GPA) . 

Les activités sont exprimées en nmoles/h/mg de protéines. 
7 

les Km et Vm pour les différents substrats sont déterminés 
par la méthode graphique de LINEWEAVER et BURK 1934 (276 ) . 



III- RESULTATS 

A- LOCAL1 SATION CELLULAIRE 

Les résultats sont exposés dans la figure 14, 
présentant les profils de distribution de l'aspartyld-acétyl- 
glucosaminidase et de la mP-P-hexosaminidase ainsi que dans 
le tableau V présentant les pourcentages dtactivité des deux 
enzymes dans les différentes fractions cellulaires. 

L activité aspartyla-acétylglucosaminidase présente 
une activité spécifique relative optimale dans la fraction 
enrichie en lysosomes, le profil de distribution subcellulaire 
de l'activité enzymatique étant du même type que le profil de 
distribution subcellulaire de l'activité mP-I) -hexosaminidase, 
enzyme marqueur de la fraction lysosomale. 

Ce résultat confirme les observations de h.AHADEVAN et 
TaPPEL 1967 (277) et OHGUSHI et YdMASHINx 1968 (278)).  

B- INFLUENCE du pH 

Les résultats sont exposés dans la figure 15. 
Liactivité est optimale à $i 7,5-8 dans le tampon phosphate 
O ,LM. UAHxDEVAN et TAPPEL 1967 (279) ont trouvé un $ optimum 
de 7,s. 

C- STABILITE A LA CHALEUR 

Ltaspartyl-N-acétylglucosamjnidase de foie de rat 
présente une grande stabilité à la chaleur, en regard des 
exoglycesidases. A ltissue de 6 heures de préincubation à 60°C, 
l'activité résiduelle correspond à 92% ae 1 tactivité initiale, à 
pH 7,5. En comparaison, ltactivité PNP-cl -mannosidase ne 

correspond plus qu'à 956 de l'activité initiale, à pH 4,5 , ce 
qui suppose une activité négligeable à pH 7,5. Ces résultats 
sont schématisés dans la figure 16.' 
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FIGURE 1 4  

P r o f i l s  de d i s t r i b u t i o n  c e l l u l a i r e  des a c t i v i t é s  : (a) 
asparty1-N-acétylglucosaminidase , ( b )  l'NS'-l) -hexosauiinidase 
(N : f r a c t i o n  nuc l éa i r e  ; Id : f r a c t i o n  ruitochondriale ; 
L : f r a c t i o n  lysosomale BIic : f r a c t i o n  microsomale ; 
c : f r a c t i o n  cy toso l igue j .  

N M L Mic C T o t a l  

- Aspartyl-N -acétyl-  
glucosaminidase 1 4  28 29 15 9 95 

T-LLBLEAU V 
Hépar t i t ion  des a c t i v i t é s  enzymatiques dans l e s  d i f f é r e n t e s  
f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s .  Les r é s u l t a t s  sont  exprimés en 
pourcentage p a r  rapport  à 1 ' a c t i v i t é  dans 1 'homogénat. 



FIGURE 15 

Influence du sur llactivité asparty1-N-a~étyl~lucosaminidaae 
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. FIGURE 16 

S t a b i l i t é  à l a  c h a l e u r  d e s  a c t i v i t é s  aspar tyl -M-acétylgluco-  
samin idase  e t  PNP- -mannosidase 



1- ACTION SUR LE GlcNAc(b1-)Asn ACETYLE 

Aucune a c t i v i t é  n ' a  é t é  mesurée à l ' i s s u e  de 
2 heures d'incubation à 37OC. Ce r é s u l t a t  confirme que l a  
fonction NHZ en p( de 1 'asparagine d o i t  ê t r e  l i b r e  pour que l a  
réact ion enzymatique puisse s 'effectuer .  

ACTION SUR LES GLYCOASPABAGIK3S D ' O V ~ ~ ~ I N E  

A l ' i s s u e  de 16 heures d'incubation à 37OC, l a  quasi 
t o t a l i t é  des g l y c o a ~ p a r a ~ i n e s  ont é t é  dégradés comme l e  
montre l a  f igure  17. 

Les -mannosidases é tant  dénaturées par l a  chaleur,  
l e  déplacement observé en chromatographie sur  couche niince ne 
peut ê t r e  imputé qu'à 1 'act ion de 1 laspartyl-N-acéty-lglucosa- 
minidase . 8 

3- ACTION SUR LZS GLYCOASPMAGINES GF4 ET GP5 

Le glycoasparagine GP4 (Man2GlcNAc2Asn) e s t  ' 

totalement dégradé par l'enzyme à l ' i s s u e  de 16 heures 
d'incubation à 3'7OC. Par contre,  l e  même glycoasparagine 
fucosylé en d 1-6  sur 1 'osamine du point d 'at tache 
(GP5 : lan2GlcNAc2PucAsn) r e s t e  i n t a c t ,  comme l e  montre l a  

f igure  18. 

4- ACTION SUR LE GLYCOPEPTIDE DE TYPE 

N-ACETYLLACTOSMXINIQUE BIANTENNE DIYIALYLE 

Apres action de 1 ' aspartyl-N-acétylglucosaminidase , 
deux oligosaccharides ont pu ê t r e  m i s  en évidence par J?a-uS 
( f igure  19).  



Action d e  1 l aspartyl-N-acétyl&ucosa.minidâse sur  les 
glycopeptides de llovalbumine (1 : témoin s u b s t r a t ;  2-3-4 : 

incubation 2 h ,  4 h e t  16 h i 37OC ; 5 : témoins mannosides 
u r i n a i r e s  (ManpBlcNAc à lan9GlcNAc) ) 



- .  

Saccharose 

M a n - G l  CNAC-Gl CNAC-Asn 

Man / 
Man-Gl CNAC-Gl  CNAC-Asn 

M a n  / 1 
FUC - 

FIGURE 18 

Action de 1 taspartyl-N-acétylglucosaminidase sur les glycoas- 

paragines ManpGlcNAc2Asn et Yan2GlcN~c2FucAsn. 

(T : témoin substrat, 1 : incubation) 



Li ion  molécula i re  d z  2791 (u+Naf) correspond à 
1' o l igosacchar ide  b iantenné  d i s i a l y l é  perméthylé possédant  
i n t a c t  l e  charnon d i A - a c é t y l c h i t o b i o s e -  L ' i o n  molécula i re  
ad jacen t  d e  2'792 ( M + N ~ + )  e s t  dû B l ' e f f e t  i so top ique  du 13ç: . 

L' ion  a o l é c u l a i r e  d z  2777 ( u + ~ a + )  r é s u l t e  du d é p a r t  
d 'un r a d i c a l  méthyl. 

L i ion  molécu la i re  dz 2430 ( M + N ~ + )  correspond à un 
o l igosacchar ide  b iantenné  monosialylé  germéthylé. 

Ces r é s u l t a t s  montrent s a n s  ambiguité que l 1 a s p a r t y l -  
8-acétylglucosaminidase e s t  capable  de dégrader  des  s t r u c t u r e s  
de type  N-acétyllactosaminipue mono e t  d i s i a l y l é e s  . 

E- DETENINATION DES PAHAM3TRES CINETIQUES 

Les Km e t  Vm de 1'aspartyl-N-acétylglucosaminidase 
pour l e s  d i f f é r e n t s  s u b s t r a t s  é t u d i é s  s o n t  p résen tés  dans l e  
t a b l e a u  ci-dessous : 

Substrats 







Ces valeurs ont été déterminées à partir de la 
représentation graphique de ~ ~ E W E A V E R  et BURI( 1934 (280) 
(figure 20) . Nos observations montrent que ltaspartyl-N-acétyl- 
glucosaminidase est une enzyme Eichaelienne . 

L a  présence d'aciàe sialique n'affecte pas, 
semble-t-il, l'activité aspartyl-8-acétylglucosa,minidase, la 
valeur du Vm la plus élevée ayant été trouvée pour le glycoas- 
paragine sialylé GP3. Réanmoins, l'affinité de l'enzyme est 
supérieure pour le substrat GP2, correspondant au GP3 désialylé. 

Le glycoasparagine GP2 constitue un très bon substrat 
pour 1'aspartyl-N-acétylglucosaminidase qui présente l'activité 
la plus élevée en présence de ce type de substrat, lorsqu'il 
est utilisé à de faibles concentrations (de l'ordre de 0 , O S d ) -  

L1aspartyl-N-acétylglucosaninidase posséde une 
affinité légérernent plus importante pour le substrat GPA que 
pour le substrat GP1. Par contre,le GP1 est plus rapidement 
hydrolysé. Rappelons que KHONO et YAUASHLNA 1972 x28l)trouvaient 
des vitesses d'hydrolyse plus élevées pour les glycoasparagines 
d ' ovalbumine. 

11 ne semble pas y avoir de liens entre, d'une part, 
les paramètres cinétiques, et d'autre part, la taille et 
l'encombrement de la partie glucidique des glycoasparagines. 

IV- CONCLUSION 

Nous avons confirmé les résultats déjà publiés 
concernant la localisation lysosomale de l'enzyme et son pH 

optimum d'action (WUBVm et TMPEL 1967 (282), OHGUSHI et 
Y A U S H I N B  1968 (283) ) . 

Nous savions que 1 ' aspartyl-N-acétylglucosaminidase 
n'agissait que sur des glycoasparagines, la substitution des 
fonctions NH2 et COOH en p/de l'asparagine entraînant la 
disparition de l'activité enzymatique. Ceci est confirmé par 
le fait que llacétylation de la fonction NH2 end( de l'asparagine 
se traduit par l'absence d'activité enzymatique. 

L'ordre d'activité de 1'aspartyl-N-acétylglucosami- 
nidase est très supérieur à l'ordre d'activité des 



exoglycosidases~ Ainsi,la neuramulidase du lysosome de foie 

humain présente une activitB de l'ordre de 0,5  nmole/h/mgde 

protéines ( ~ I C H U J S ~  1964 (284) ) L *aspartyl-N-acétylgïuco- 
saminidase agit donc vraisemblablement avant les 
exoglycosidases , 

enzyme dégrade tous les types de gly~oaspara~lnes, 
y compris les sialylglycoasparagines a seule exception 
concerne les glycoasparagines fucosylés en o( 1-6 sur 1 l osamine 
du point d'attache* 

La fucosidase semble donc jouer un rôle essentiel 
dans les premiéres étapes du catabolisme du glycauine des 
N-glycosylprotéines. La séquence des évènements intervenmt 
dans les premières étapes de dégradation des glycmes peut 
être sch6matisée ainsi : 

f  rotéa as es Pucosidase . 
R-GlcN ac-Asn -> R-GlcNAc-Asn Rslaac-Asn ' =%. Fuc 

1 
Fuc 

Aspartamidase 
L R-GlcNAc 

L lasparty1-N-acétylglucosaminidase joue donc un 
rôle primordial dans le déclenchement du catabolisme du glycanne 

des N-glycosylprotéines alors qu'elle a été longtemps 
considérée comme responsable de la derniére étape de digradation 
des glycannes, son rôle étant limité à l'hydrolyse du chafnon 

GI~NAC(P 1-)Asn (figure 9). 
L 'asparty1-N-aoétylglucos~inidase , en étant capable 

de dégrader des structures sialylées, posséde un rôle plus 
important dans le catabolisme des H-glycosylprotéines que 
celui de 1 ' endod-acétyl-l) 4)-glucosaminidase cytosolique , 
dont l'action se limite à la dégradation de structures 
désialylées 



IIIéme PARTIE : 

CARACTERISATION D 'UNE ENDO -ACE!i'YL-,/3 -D-GLUCOSAMIN IDASE 

LYSOSOMAU SPECIPIQUE DES OLIGOSACCHARIDES POSSEDANT 

LE RESIDU N ,N 1-DI-N-ACETYLCHITOBIOSE 



1 - INTRODUCTION 
' étude structurale des oligosaccharides excrétés 

dans les urines des patients atteints de glycoprotéinoses a 
montré que tous les oligosaccharides possédaient un seul 
résidu de N-acétylglucosamine en position terminale réductrice 
(STRECKER et blONTREUIL 1979 (285)) 

Cette observation a conduit à llhypoth&se de l'action 
de 1 ' endoa-acétyl-p 2-glucosaminidase lors de la preuiière 
étape du catabolisme du glycanne des N-glycosylprotéines 
(NISHIGUI et al. 1974 (286 ) , NONTREUIL 1975 (287 ) ) . Cependant, 
l'activité endoglucosaminidase vis-à-vis de glycopeptides est 
essentiellement localisée au niveau du compartiment cytosolique 
(PIERCE et al. 1979 (288), 1980 (289)). 

Dans les lysosomes, la libération d 'oligosaccharides 
à partir de glycopeptides est catalysSe par l'aspartyla-acé- 
tylglucosaminidase* 

Nous avons carazt érisé dans le compartiment lysosomal 
du foie de rat, une nouvelle activité endod-acétyl-p a-gluco- 
saminidase qui hydrolyse spécifiquement le résidu N ,N'-di-N-acé- 
tylchitobiose des oligosaccharides libérés après action de 
1'aspartyl-N-acétylglucosaminidase. L 'existence d 'une telle 
activité au sein du lysosome peut expliquer la présence 
dloligosaccharides possédânt un seul résidu de N-acétylglu- 
cosamine en position terminale rédkctrice dans l'urine et les 
tissus des patients atteints de glycoprotéinoses. 



II- IUTERIELS ET UTHODES 

A- PR3PBR141PION DES SUBSTRATS 

Le glycoasparagine Man( d 1-3 ) [hn( o( 1-6 )] Y s n  
( p 1-4)~lc~~c(i) 1-4)~lcN~c( P 1-)Asn (GPX) est préparé comme 

indiqué dans l'étude sur 1'aspartyl-N-acétylglucosarninidase. 
Le GPA est marqué par acétylation de la fonction RHp 

libre de l'asparagine à l'aide d'anhydride acétique [14c ] 
(O,hCi, 7mCi/nmole ; CEA, Saclay, France) (KOIDE et D.JRmTSU 
1974 (290)). 

L l oligosaccharide M m (  c( 1-3 ) clan( cl 1-6 )] Man 
( p  l-4)Gld~Ac(P 14)GlcNAc (0L-B) est préparé par action 
de 1 ' asparty1-N-zcétylglucosaminidase du foie de rat sur le 
glycopeptide GPA. Les conditions d'incubation sont les mêmes 
que celles utilisées pour la dégradation du glycopeptide 
biantenné disialylé par llaspartyl-N-acétylglucosaminidase. 

Après arrêt de la réaction enzymatique, ltincubat 
est centrifugé et le surnagernt est déposé sur résine échan- 
gause de cations AG 50x2 (400 mesh minus, forme H+ ; Bio-Rad, 
Richmond, USA). L1oligesaccharide est élué par de l'eau ; 
les sels et les protéines résiduelles sont 6lininés par 
tamisage moléculaire sur Biogel P4 (Bio-Rad) . Le substrat OLB 

marqué au 14c est obtenu aprbs hydrazinolyse et réacétylation 
à 1 anhydride acétique [14c] du GPA selon la méthode de 
BAYARD et al. 1979 (291). 

B- FRACTIONNEIYENT CELLULAIRE 

Le protocole est identique à celui utilisi dans 
1' étude de 1 laspartyl-N-acétylglucosaminidase. 

La fraction enrichie en lysosomesest préparée de 



manière identique. Elle est reprise par le tampon d'incubation 
contenant 0,5$ de triton X 100 et constitue la solution 
enzymatique . 

C- DOSAGE DE L'ACTIVITE ENZYUATIQUE 

Le milieu d'incubation est constitué par 2 0 ~ 1  de 
solution enzymatique dans le tampon d 'incubation 0,5$ de 
triton X 100, 2 9  1 de tampon d'incubation, 20,k 1 du substrat 
OLBL 14c] 3,3d (environ 140 cpm/nmoïe, 9000 cpm par incubation) 
Le milieu d'incubation contient de la II-mannono-1,4-lactone 
à une concentration finale de 10dU afin d'inhiber les 
mannosidases. En dosage de routine, le tampon d 'incubation 
est un tampon citrate-phosphate O,lM pH 3,5. 

L'activité endoglucosminidase vis-à-vis de 1 ' O I i B  

[14c] est dosée de la manière suivante r 
après deux heures d'incubation à 3 T ° C ,  la rkaction 

est arrêtée par chauffage & 100°C pendant 5 m. Après centri- 
fugation, le surnageant est déposé sur papier Whatrnan No 3, 
soumis B migration descendante dans le solvant butanol/acide 
acétique/eau (4:1:5) pendant une nuit. La zone contenaat le 

GlcNAc [14c] est découpée en bandes d'un cm de large et la 
radioactivité est mesurée par comptage en scintillation 
liquide après avoir ajouté 1 ml de liquide scintillant 
(nLipolumatt, J.T. BhKER, Deventer, Pays Bas) . 

L 'activité endoglucosaminidase vis-à-vis du GPA 

[14c] est dosée suivant la méthode utilisée dans la 

recherche de l'activité nsialylwendoglucosaminidasel 
L'activité est exprimée en nmoles/h/mg de protéines. 

Ces dosages ont été réalisés en collaboration avec 
P. UPOURCHEAU du groupe de G. SPIK. 

Les produits de la réaction enzymatique sont 
également soumis à une chromatographie sur couche mince de 
silice (silicagel 60 ; Merck,Daiimstadt, R.F.A.) dans le solvant 
n-butanol/acide acétique/eau (2:lr 1,s) puis rdvdlés par le 
réactif orcinol-sulfurique. 



D- INFLUENCE DU pH 

La fraction enrichie en lysosomes est reprise par 

les tampons d'incubation aux @ adéquats. Les tampons 
d'incubation suivants ont été utilisés : pH 2,2 et 2,5 Gly-HC1 
O ,IN ; pH 3 ,O à 7 ,O citrate-phosphate 0,lM. 

E- ANALYSE DES PRODUITS DE REACTION PAR 
RESONANCE MAGNETIQUE NUCLE AIRE 
DU PROTON A 400 Uiz 

2,5 mg d'OLB sont soumis à l'action de l'endo-N-acétyl- 
/3 -D-glucosaminidase lysosornale à pH 3,5 pendant 2 heures à 37OC. 

L1oligosaccharide libéré par réaction enzymatique 

(OLC) est ensuite séparé de ltoligosaccharide OLB non dégradé 
par tamisage moléculaire sur une colonne de Biogel P4 (1,5 m 
x 1 cm); 1,5 mg dlOLC ont été ainsi obtenus. 

Nous avons comparé les spectres RN3 des composés 
GPA, OLB et OLC. 

Les solutions de glycopeptides et d'oligosaccharides 
sont échangées plusieurs fois dans de l'eau deutériée~~0 
(CEA, France) avec des étapes intermédiaires de lyophilisation. 
L'analyse spectrale des solutions (environ 3dU) des composés 
dans D20 (99,9546, CEA) est réalisée sur un spectromètre 
Bruker AM-400 WB, opérant en transformée de Fourier avec une 
température de sonde de 300°K. 

Les glissements chimiques sont mesurés par rapport 
au sodium-2,2-diméthyl-2-silapentane-5-sulfonate (indirectement 
par rapport à l'acétone dans D20 : < = 2,225 ppm) . 
L'interprétation des spectres a été réalisée selon 
VLIEGENTHAHT et al. 1983 (292). 



III- RESULTATS 

A- LOCALISATION C E L L U L A I m  

Le profil de distribution de l'activité endogluco- 
saminidase vis-à-vis du substrat OU3 à pH 3,s est aaalogue 
au profil de distribution de la WP-P -hexosaminidase, enzyme 
mazqueur du lysosome (figure 21, Tableau VI). 

Ceci diffdrencie cette enzyme de 1 l endo-N-acétyl-P 
A-glucosaminidase préalablement décrite dans le foie de rat 

( P I E R C E  et al. 1979 ( 2 9 3 ) ,  1980 (294)). 

B- INFLUENCE DU pH 

Les résultats sont présentés dans la figure 22. 
L1activité est optimale à pH 3 ,5  dans le tampon d'incubation 
citrate-phosphate O, LM. 

Ce résultat distingue également 1 l enzyme de 1 l endo- 

glucosaminidase du cytosol dont le pH optimum d'activité est 
de 7,5 et qui est inactive à pH 3,5. 

C- DOSAGE DE LlhCTIVITE E N Z Y U T I Q U E  AVEC LES 

SUBSTRATS GPA ET OLB 

Nos résultats sont rassemblés dans le Tableau V I I .  

.L1activité spécifique de llendoglucosaminidase 
lysosomale mesurée à pH 3,5 est de 61 nmoles/h/mg pour une 
concentration finale en substrat de 1,lmN. En chromatographie 
sur couche mince, 1 l oligosaccharide libéré migre comme le 
témoin Yan3GlcNAc purifié d'urine de patient atteint de 
mannosidose (STmCKER et al. 1976 (295)) (figure 23) Dans 
les mêmes conditions, ltendoglucosaminidase lysosomale est 
inactive sur le substrat GPA [14C] . Le substrat GPA froid 



N M L M l c  C 
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FIGURE 21 

Profil de distribution cellulaire des activités : a) endoa- 
acétyl- (3 -D-glucosaminidase, b) PNP- P -hexosaminidase . 
(N : fraction nucleaire ; M : fraction mitochmidriale ; L : 
fraction lysosornale ; Mic : fraction microsomale ; C : fraction 
cytosolique) 

N P1î IL i u i  c C Total 

-~ndo-~-acétyl-(j - 
D-glucosaminidase 18 38 3 5 - - 91 

TABLEAU VI 
Répartition des activités enzymatiques dans les difftrentes 
fractions cellulaires. Les résultats sont exprimés en pourcen- 
tage par rapport à l'activité dans l'homogénat. 



FIGURE 22 

Inf luence du pH s u r  1 a c t i v i t é  endo-N-acétyl- P -D-glucosami- 
n i d a s e  lysosorna le .  



- 88 - 
ntest pas non plus dégradé comme le montre la chromatographie 
couche mince (figure 23)*  

Dans la fraction cytosolique, aucune activité endo- 
glucosaminidase ntest détectée à 3,5 en utilisant les 
substrats GPA et OLB. P a r  contre à @i 7,5 (tampon d'incubation 
phosphate O,N) ltoligosaccharide OLB est d6gradé à la vitesse 
de 33 nmoles/h/mg de protéines pour une concentration finale 
en substrat de l , W .  Ceci confirme les observations de 
TACHIBANA et al. 1982 (296) en faveur de ltaction de laendo- 
glucosaminidase cytosolique sur des oligosaccharides possédant 
le chatnon di-N-acétylchitobiose . 

L 'activité endoglucosaminidase cytosolique a 
également été mesurée à pH ?,5 en utilisant le substrat 
GPA [ l 4 C I ]  Llactivité spécifique slélhve B 11 nmoles/b/mg 
pour une concentration finale en substrat de 0,l d e  A titre 
de comparaison, dans les mêmes conditions dtincubation et 
de concentration en substrat, les activités endoglucosaminidases 
vis-à-vis des glycopeptides dtovalbumine et du glycopeptide 
biantenné de ltasialosérotransferrine stélèvent respectivement 
à 4 nrnoles/h/mg et 1 nmole/k/mg. 

Le glycopeptide GPA se révèle donc être un excellent 
substrat pour ltendoglucosa.minidase cytosolique cornme l'ont 
montré TACHIBUNA et al. 1982 (297). 

L'inactivité de ltendoglucosarninidase lysosomale 
vis-à-vis du glycopeptide GPA constitue un argument supplé- 
mentaire pour l'existence de deux enzymes distinctes pour les 
activités endoglucosaninidases lysosomale et cytosolique* 

D- ETUDE DES PRODUITS DE REaCTION PAR 
RESONANCE MfiGNETIclUE NUCLEAIHE DU 
PROTON A 400 DuHz 

Nous avons comparé les spectres du glycopeptide 
GPk, de ltoligosaccharide OLB et de 1 toligosaccharide OLC 
résultant de la dégradation de OLB par ltendoglucosaminidase 
lysosomale . 



Fraction 

Lysosornale 
Fraction 

Cytosolique 

fi 3,5 PH 7,5 PH 3,s 1.1 7,5 

GPA (O, lmM) O O O 11 

Nan(o( 1-31 

GPA \nia. ( 1-4 )~ld*Ac( p 1-4 )GldAc ( 1-)*sn 
/ 

Man( ol 1-6) 

TABLEAU VI1 : activités des endoglucosaminidases lysosornale 

et cytosolique vis-à-vis des substrats GPA et OLB. Les 
activités sont exprimées en nmoles/h/mg de protéines. 



FIGURE 23 

S p é c i f i c i t é  d e  1 l endo-N-ac6tyl-  P -D-glucosarninidase lysosomale  
v i s -à -v i s  de s  s u b s t r a t s  G P A  ( l a n j G l c N A c p A s n )  e t  OLB ( u a 3 G l d A c p )  

( 1  : tdmoin GPA ; 2 : i n c u b a t i o n  GPA ; 3 : i n c u b a t i o n  OLB ; 
4 : témoin OLB ; 5 : témoin M a n j G l c N ~ c  ). 



GPA : l a  p o r t i o n  du s p e c t r e  correspondant  aux - 
déplacements chimiques des  pro tons  anomériques, du proton 
H-2 du mannose e t  des  pro tons  des  groupements N-acétyl du 

g lycopept ide  GPA e s t  r e p r é s e n t é e  dâns l a  f i g u r e  24. Les v a l e u r s  
des  déplacements chimiques des  protons s o n t  r e p r é s e n t é e s  dans l e  

t a b l e a u  VIII. 

OLB : l e  s p e c t r e  montre que l e  r é s i d u  de GlcNAc 1 - - 
e s t  p résen t  sous forme pyranique d e t  p ( r a p p o r t  c( :P = 2: l )  
a l o r s  que l e  s i g n a l  dû au  groupement CH2 en p de 1 asparagine  
d i s p a r a î t  t o t a l ement  (non r e p r é s e n t é  sur l e  s p e c t r e ) .  

Un e f f e t  dla,nomérisation e s t  également r e c o n n a i s s a b l e  
dans l e  dédoublement du  s i g n a l  du proton H-1 du r é s i d u  de 

G l d A c  2, 
-.L. 

Un incrément de  déplacement chimique e s t  observé pour 
l e s  pro tons  du groupement N-acétyl du r é s i d u  de GlcNAc & a l o r s  

que l e s  déplacements chimiques des  protons des  r é s i d u s  de 
mannose A, 4 et 4 l n e  s o n t  pas sensiblement  modif iés .  - 

OLC : l e  s p e c t r e  confirme l a  p e r t e  du r é s i d u  de - 
GlcNAc 1 a l o r s  que l e  noyau t r imannoside r e s t e  i n t a c t .  - 

Un e f f e t  d lanomér isa t ion  e s t  observé pour l e s  
pro tons  du groupement N-acétyl du r é s i d u  de  GlcNAc 2 e t  l e s  - 
protons  H - 1  e t  H-2 du r é s i d u  bIan 3 .  -. 

L e  p rodu i t  de r é a c t i o n  de ltendo-N-ac8tyl-l)-D-glu- 
cosaminidase sur l l o l i $ o s a c c h a r i d e  OLB e s t  donc b i e n  un 
o l igoaacchar ide  ne  possédant  qulun  r é s i d u  de N-acétylgluco- 

samine en p o s i t i o n  t e r m i n a l e  r é d u c t r i c e .  Ce r é s u l t a t  confirme 
ceux obtenus p a r  ana lyse  en chromatographie couche mince où 
l e  p r o d u i t  de  r é a c t i o n  cornigrait  avec un témoin Ua.n(d 1-2)bIan 
( O( l-3)Man(p 1-4)GlcNAc i s o l é  d ' u r i n e  de p a t i e n t  a t t e i n t  
de mannosidose. 





Déplacements chimiques 

1 Man- 

GPA OLB OLC 

Tableau  VI11 

Déplacements chimiques des  protons anomériques , du proton H-2 
du mannose e t  des  pro tons  des  groupements N-acétyl pour l e s  
o l i g o s a c c h a r i d e s  obtenus p a r  d i g e s t i o n  enzymatique du 

GPA (~sn3GlcNAc2Asn) 



IV- CONCLUSION 

L'existence dans le foie de rat d'une activit6 

end0-N-acétyl-p -D-glucosaminidase s 'exprimant vis-à-vis 

d t  oligosaccharides possédant le chaînon Fi ,Fi '-dia-acétyl- 

chitobiose a été démontrée dans les lysosomes de foie de rat 
à la fois par caractérisation du résidu N-acétylglucosamine 

libéré et par analyse en spectroscopie RblN de ltoligosaccha- 
ride résultant de la réaction enzymatique. 

La localisation cellulaire, le pH optimum acide et 

le fait que l'enzyme soit incapable de ddgrader les glycopep- 

tides la différencie clairement de l'endoglucosaminidase 
préalablement décrite dans la fraction cytosolique (PIERCE et al. 

1979 (298) 1980 (299)) 

Cette dernière activité doit probablement intervenir 
dans la régulation de la biosynthèse des glycoprotéines comme 

l'ont suggéré PIERCE et al. 1980 (300) et MONTREUIL 1981 (301). 

L action de 1' endos-acétyl-P J)-glucosaminidase que 
nous avons caractérisée s'exerce sur des oligosaccharides 

résultant de l'action préalable de 1 8aspartyl-6J-acétylgluco- 

saminidase sur des glycoasparagines. L ' existence de cette 
activité enzymatique explique 1' excrétion urinaire d 'oligosz- 

ccharides possédant un seul résidu de N-acétylglucosaaine en 
position terminale réductrice dans les cas de glycoprotéinoses. 

Les différences observées entre espèces animales 

(excrétion dtoligosaccharides possédant un ou deux résidus de 
N-acétylglucosamine en position terminale réductrice) laissent 

suggérer que le processus catabolique que nous venons de décrire 

est restreint à certaines espèces ; chez les autres, l'initiation 
du catabolisme se limiterait à l'action de la seule asparty1-N- 
acétylglucosaminidase. Des études sont actuellement menées au 

laboratoire afin de vérifier cette dernière hypothèse. 



C O N C L U S I O N  

G E N E  R A L E  



Nous avons étudié la spécificité de llaspartyl-N-acé- 

tylglucosaminidase du lysosome de foie de rat vis-à-vis de 
glycoasparagines neutres et sialylés 

L'enzyme hydrolyse les stmictures de type oligomanno- 
sidique et N-acétyllactosaminique La présence de résidus d 'acide 

sialique n'inhibe pas l'activité enzymatique. Ces résultats, 
ajoutés à la localisation lysosornale de l'enzyme, permettent 
d'attribuer à l1aspartyld-acétylglucosaminidase un rôle plus 
important que celui de l'endo-N-acétyl- -D-glucosaminidase P 
cytosolique dans le catabolisme du glycanne des 
N-glycosylprotéines . 

Seule la présence d'un résidu de fucose lié end 1-6 
sur l'osamine du point d'attache inhibe l'activité enzymatique, 
ce qui implique que l'action de la fucosidase est un évènement 
préalable à l'hydrolyse du glycopeptide par ltaspartyl-N-acétyl- 
glucosaminidase- Le résidu de fucose pourrait exercer un 

empêchement stérique à l'action de l'enzyme ou inhiber celle-ci 
de par son caractère hydrophobe. 

L'enzyme n'agit que sur des gl~coaspara~ines : son 
action est donc postérieure à celle des protéases. Elle 
intervient très probablement dans la première étape du 
catabolisme des N-glycannes (après la fucosidase) . En effet, 
les exoglycosidases hydrolysent préférentiellement les 
oligosaccharides puis les glycopeptides, les glycoprotéines 
constituant les moins bons substrats. Ces différences dans les 
activités exoglycosidases pourraient être attribuées aux 
modifications éventuelles de la conformation de la chafne 
glycannique inhérentes à l'hydrolyse de la liaison asparaginyl- 
N-acétylglucosamine . 

Nous avons par ailleurs mis en évidence une nouvelle 
activité endo-N-acGtyl+-D-glucosaminidase . Sa localisation 
dans le compartiment lysosomal, son pH optimum d'action de 
3 , 5  et son inactivité sur des structures glycopeptidiques la 

différencient de 1 ' endo-N-acétyl-/) -D-glucosaminidase du cytosol . 
En effet, cette dernière possède un pH optimum d'action de 7,5 



et agit préférentiellement sur des structures glycopeptidiques. 
11 est possible que 1 'endo-~-acét~l-j) J)-glucosaminidase du 
cytosol de foie de rat ne soit pas impliquée dans le processus 

catabolique. Elle powrait exercer un rôle de régulation dans 
la biosynthèse des glycoprotéines, en dégradant les précurseurs 

oligosaccharidiquesen excès ou les glycoprotéines immatures* 
L ' endo-~-acét~l-p -11-glucosaminidase agit sur les 

structures oligosaccharidiques libérées après hydrolyse des 
glgcoasparagines par 1 I aspartyld-acétylglucosaminidase. Des 

études sont actuellement en cours au laboratoire afin de 
préciser la spécificité de 1 'endo-N-acétyl- -D-glucosaminidase P 
vis-&''-vis de diffdrents types dloligosaccharides. 

Il convient de s'interroger sur l'intérêt de l'exis- 
tence d'une telle activité enzymatique au sein du lysosome. 
Tout comme pour llaspartamidase, il est possible que les 
modifications éventuelles de conformation du glycanne induites 
par 1 'hydrolyse du disaccharide N ,N i-di-N-acétylchitobiose se 
traduisent par une augmentation des activités exoglycosidases* 

A ce titre, il serait nécessaire de doser les activités 
exoglycosidases vis-&vis de glycopeptides, dtoligosaccharides 
possédant intact le chaînon N ,N I-di-N-acétylchitobiose et 
dloligosaccharides ne possédant plus qu'un seul résidu de 
N-acétylglucosamine en position terminale réductrice- 

WRANDA et ARONSON I985b (302) ont récement mis 
en évidence une activité endo-N-acétyl-p-D-glucosaminidase 
identique à celle que nous avons caractérisée. En inhibant 
ltaspartylzN-acétylglucosaminidase et les e~o~lycosidases, ces 
auteurs ont montré, Win vivon, que le matériel accumulé dans les 
lysosomes était constitué par des glyc~aspara~ines. En l'absence 
d'inhibiteur d laspartyl-N-acétylglucosaminidase, le matériel 

accumulé est constitué par des oligosaccharides ne possédant 
plus qu'un seul résidu de N-acétylglucosamine. 

L'ordre d'activité très élevé de llaspartyl-N-acétyl- 
glucosaminidase et de 1 I endod-acétyl-P -D-glucosaminidase 
lysosornale comparativement à celui des exoglycosidases laisse 
supposer que la voie catabolique débutant du côté terminal 

réducteur du glycanne s'effectue antérieurement à la voie 



catabolique séquentielle par les exoglycosidases. 
L 'action de 1 ' asparty1-N-acétylglucosaminidase et de 

1 ' endod-acétyl-p -D-glucosaminidase lysosomale accélère donc 
le catabolisme des N-glycannes en libérant des oligosaccharides 
qui constituent de meilleurs substrats pour les exoglyco~idases~ 
Cependant, la déficience en aspartyl-N-acétylglucosaminidase 
n'abolit pas le catabolisme des glycopeptides, puisque l'urine 
des patients atteints dlaspartylglucosaminurie ne renferme que 
quelques milligrammes de glycoasparagines dérivant du 
catabolisme des N-glycannes, accompagnant les quelques 
400 md24 h de G ~ ~ N A C ( J ~  1-)Asn accumulé. Les exoglycosidases 
ont donc dégradé le matériel glycopeptidique à une vitesse qui 
reste à déterminer. 

Les résultats obtenus quant à la spécificité de 
1 ' asparty1-N-acétylglucosaminidase et la caractérisation d 'une 
activité end0-N-acétyl-p J)-glucosaminidase ont permis de mettre 
en évidence un nouveau schéma du catabolisme du glycanne des 
N-glycosylprotéines faisant intervenir 1 ' action s$nergique de 

trois enzymes, à savoir la fucosidase , 1 aspartyl-N-acétylglu- 
cosaminidase et ltendod-acétyl-P -I)-glucosminidase lysosomale. 
Le nouveau schéma proposé est présenté dans la figure 25. 

Ce schéma du catabolisme des N-glycannes permet 
d'interpréter les observations réalisées quant à la structure 
des oligosaccharides accumulés dans les cas de glycoprotéinoses. 
Chez l'homme, le rat et le porc, les oligosaccharides accumulés 
ne possèdent qu'un seul résidu de N-acétylglucosamine et 
résultent très probablement de 1 'action de 1 Iasparty1-N-acétyl- 
glucosaminidase puis de 1 tendo-N-acétyl-p -D-glucosaminidase. 
Chez le chien, le chat, le mouton et le veau, l'activité 
endoglucosaminidase serait probablement absente des lysosomes 
de ces animaux ; en effet,les oligosaccharides accumulés 
possèdent intact le chaînon ,N ' -dia-acétylchitobiose. 

Les études menées sur les oligosaccnarides et les 
glycopeptides accumulés dans l'urine de patients atteints de 
glycoprotéinoses permettent en outre de proposer certaines lois 
régissant le catabolisme des N-glycannes . 



MeuAc-Gal-G1cNAc-Man 
\ f 

Man-Gl CNAC-61 CNAC-Asn 
NeuAc-Ga1 -Gl  CNAC - ~a~ / 

Fuc 

1 Protéases 

NeuAc-Gal-GlcNAc-Man. 
 an-61 CNAC-G1 CNAC-Asn 

NeuAc-Ga1 - G l  CNAC-Man / I 
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I 
3 Aspartyl -N-acetyl g l  ucosarnini dase 
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\ 
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FIGURE 25 
Schéma du catabolisme des N-glyeosylprot~ines 



En effet, il est intéressant de noter que 13s 
oligosaccharides wlimitess~ trouvés dans les urines correspondent 

à des structures monocxntennées liées sur le résidu de manaose 
# 1-3 (voir figure 11). Par contre, dans les cas de déficit 
en fucosidase (fucosidose) ou en asparty1-N-acétylglucosaminidase 

(aspartylglucosaminurie), on constate une excrétion urinaire 
de glycoasparagines dont certaines structures correspondent à 
des structures monoantennées liées sur le résidu de mannose 
d.l-6. Ces constations permettent d'avancer deux hypothèses : 

1- La dégradation des glycannes sfeffectue antenne par 
antenne 

2- L ' action de 1'4-mannosidase d 1-6 est dépendante 
de la présence du résidu d'asparagine, l'action préalable de 
1 aspartyla-acétylglucosaminidase étant favorable à 1 'action 

de 1 ' o( -mannosidase ~1-6. 
Le chaînon trimannosidique semble donc être un 

important carrefour de régulation lors du catabolisme du 
glycanne des N-glycosylprotéines. 

La figure 26 schématise les différentes étapes 
hypothétiques que nous venons d'évoquer à propos de la 
dégradation des N-glycannes. 

11 convient cepenaant d'insister sur le fait que 
les deux voies dégradatives (aspartylglucosaminidase-endoglu- 
cosaminidase et exoglycosidases) s effectuent de façon 
concomittente et que le schéma proposé reste un schéma nfigén 
des étapes du processus catabolique des N-glycannes. 



Fucosldase I 

Asn 

Asn 

Fucosidose - 

Exoglycosidases 

I Exoglycosidases 

FIGURE 26 
Hypothèses concernant la dégradation séquentielle "antenne par 

antennew des N-glycannes. 
(GN : GlcNAc ; F : Fuc ; M : Man ; N : NeuAc) 
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Les dé f i c i t s  géfndtiques en 'exoglyqosidases spécifiques du catabo 

N-glycoeylprot kines sont responeables de lg~çciiantlation de glycannes inc 
'dégradga dans l e s  t issus e t  l ' u r i n e  des ,patients. Les oligosaccharides exc 
possèdent qu'un setrl résidu de GlcShc en positirpn.teminale' réductirice kt: 
donc résu l te r  de, 1 'action d une endo-~-ac&t~l-B-~-~~ocosaminida~e le lon , le sc  

, .' R - G ~ c N & ~ ( ~ ~ - ~ ) G ~ ~ N A c - A B ~  + R - G ~ C N A ~  + G~CNAC-Àsn; .De t e l l e s  enzymes oht 4th 
' caractéris6es dans l e '  fo i e  de r i t  e t  l e s  t i ssus  hymi.s e t  localis6es dana le cyiosol. 

3 , b  , *  ' I 
r 1 I / b ,  

~outef&is , ."ded ,glp&protéinosei ont hdg&lemanr é t é  observées chez d i ~ e r s e s ~  
espéuba animales ou induit&? l''.ide d' inhibiteurs emymatiques. Les oligosaccharfdes 1 

a accunilés p0s&&d@dt. so i t  u$;rés@u +teminaï  da EiI~ac6t~lglueoS'qide (rat,  ore). s o i t ,  
un rihs.idu du ' 4 i - ~ c é ~ ~ c ~ $ t b b i o ~ e ~ ~ ~ ( b 0 a u f ,  chat ;' chien,, ,mquton) r' Dans ce dernier 

+ 

groupe dbnimaux, l e  gly'daixtie. a dune BPLe,J.ibérk,'en blac'.de l a  prot&iiie' oti du glyco? '; 
adparagine r6sultabt de;.i.l'qrkion des ,  protéases .,'Nous,) &ions Btudié l'actdGn;.de* . : ', , + 

1 f&partyl-~-acf tylghcosqa$nidàse7 db, Iysossrne :de foie'' de; r a t  ris-&-vis de g l y ~ 0 - ~  ;. . 
asparagines neutres ' e t  é i i k ~ ~ l 6 a  ,et'' aypns .taontre8! d@k' ;lg , , g X ~ k w e  !tu+ ,lf b&ré d>ng :,la 

," plupart' des cas, l e s  excePt ioks7,&tant 'Ukes à +i .pr&sexice, de ~ucobe,. l i é  en (al-6) ,sur 
i > , l e  premier rCsidu de GlcNAc. ,, , 

, >.' 

1 ' 

I 
' . '  

> h 4 , :, ,<, ' ,  ' 
( 1  avons,, e n  o y ~ r e ,  - csract6ri&' ;&cti+it(. , . ~ n ~ o ~ - a c ~ t ~ l - $ - ~ -  * ,  . . 

plucasaminidase lyeosolille' de pH optimal, 3.5 e t  n ~ i ~ s . s a n t  que sur  des N-glycannes 
' 

+ t préalablement détachés > .  $ar  1' a s p a r t y l g l u a ~ s a ~ i ~ d â s e  .. l ;  - ' 1 , 
, < ,  

r I ,  ', 
0 ,  3 r - ,  

'.< Les premieres 6tapes du hatai,oïtema des N-glgcoaylprot6ines semblent donc ; 
* 7 

8' ef f ectuar .eelonL l e  schéma r . 
~ - g l y c o i ~ ~ ~ r o t 6 i n e  .+ ~ - ~ J y c o a y $ a $ ~ r a g i n e  ' /  
+ R-&Ec& (B 1-4) GlcUc 4 R-GlcMAc + GlcNAc , 

! 3 . 
l 1 

MOTS-CLES 

Aspartyl-N-acétylglucosaminidase, catabolisme, endo-N-acétyl-6-D-glucosaminidase, 

catabolisme, glycoprotrSines, glycoprot6inoses. 


