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It est établi depuis longtemps que le catabolisme des glycoprotéines fait appel & I'action des
protéases et des glycosidases lysosomiques. L'étude des structures oligosaccharidiques
accumulées dans les tissus de patients atteints de glycoprotéinoses a mis en lumiére le role des
exoglycosidases dans ces processus catabolismes. Une énigme subsistait quant aux
séquences enzymatiques conduisant & la dégradation du chainon GIcNAc-Asn constituant le
point d’attache sucre-protéine. La présence d'oligosaccharides excrétés avec une seule
GlcNAc réductrice dans les cas de glycoprotéinoses (dues a un déficit en exoglycosidases)
amena STRECKER et MONTREUIL en 1975 a postuler que le catabolisme des N-glycannes
débutait par I'action d’'une endo-N-Acétyl?—D-glucosaminidase clivant le chainon chitobiose
suivant le schéma :

R-GIcNAc-GIcNAc-Asn --> R-GIcNAc +GicNAc-Asn.

Les travaux du groupe de G. SPIK au laboratoire en 1979-1980 ont abouti a la mise en
évidence d'une endo-N-Acétyl- -D-glucosaminidase cytosolique. Cet enzyme permettait alors
d’expliquer I'existence d'oligosaccharides a une seule GicNAc terminale réductrice dans les
tissus atteints de glycoprotéinoses. Cependant, cet enzyme cytosolique, hydrolysant des
glycopeptides, restait inactif sur des strutures sialylées. De plus sa localisation cytosolique était

difficilement conciliable avec sa participation au catabolisme lysosomique des glycoprotéines.

C'est ensuite T. BAUSSANT qui au laboratoire mit en évidence une activité endo-N-acétyl-QD-
glucosaminidase lysosomique. Ce nouvel enzyme, de par sa spécificité restreinte aux
oligosaccharides possédant en position terminale réductrice le chainon N,N’-diacétyichitobiose,
ne pouvait intervenir qu'aprés I'aspartylgiucosaminidase. (aspartamidase). Ces travaux sur
I'endoglucosaminidase lysosomique et I'ésparlamidase amenerent STRECKER, MICHALSKI et

BAUSSANT a postuler que le catabolisme des N-glycannes débutait par la séquence
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enzymatique aspartamidase, puis endoglucosaminidase dont le réle serait de favoriser I'action

des exoglycosidases, plus actives sur des oligosaccharides que sur des glycopeptides.

Notre travail au sein du groupe de G. STRECKER, constitue une prolongation de travaux
préalablement énoncés et a consisté en la purification partielle de I'endo—N-acétyl-@-D-
glucosaminidase lysosomique, & rechercher et caractériser une activité sialyl-
endoglucosahinidase lysosomique, qui pourrait rendre compte de I'excrétion urinaire de
sialyloligosaccharides a une seule GIcNAc terminale réductrice dans les cas de sialidoses.
Dans ce cadre, nous avons également tenté de mettre en évidence une activité
endoglucosaminidase lysosomique dans les cellules humaines. Dans une seconde partie, nous
avons étudié in vitro, le catabolisme d'cligosaccharides et de glycopeptides afin d’étudier les
roles respectifs des exoglycosidases et du systéme aspartamidase-endoglucosaminidase

lysosomique ;



GENERALITES
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LES LYSOSOMES

C'est en 1955, que DE DUVE et al. (38) donnent le nom de "lysogsomes” a un groupe de

particules cytoplasmiques renfermant une quarantaine d’activités enzymatiques hydrolytiques.

Ces enzymes, dont l'activité optimale se situe & pH acide, furent appelés hydrolases
acides : ils se trouvent sequestrés au sein du lysosome grace a une membrane (dont les
caractéristiques essentielles seront discutées dans la suite de cet exposé) destinée & assurer

une compartimentation, et ainsi éviter I'attaque du cytoplasme environnant.

1 - ORIGINE DES LYSOSOMES

Dans les cellules & activités macrophagiques (granulocytes, macrophages,

monocytes), les lysosomes se forment directement a partir de I'appareil de Golgi selon la voie
classique de synthése et d'empaquetage des protéines (136).
Pour ce qui concerne les autres types cellulaires, les lysosomes se forment par vésiculisation
de la région “trans” de I'appareil de Golgi, dénommée G.E.R.L [pour Golgi associated smooth
Endoplasmic Reticulum that forms Lysosomes (127)]. Cette relation entre lysosomes et trans-
Golgi a été établie A la suite d’expériences de cytochimie utilisant des enzymes marqueurs, tels
la phosphatase acide (144).

Le GERL donne ainsi naissance a 4 types de lysosomes (Fig. 1) :
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1“L :
AVl :
AvVZ :
: Crinophagie
DB :
DV :
ER :

FIGURE 1

Lysosomes primaires
Vacuoles autophagiques de type I
Vacuoles autophagiques de type II

Corps dense
Vacuole digestive
Réticulum ergastoplasmique

: Origine et rdles des fysosomes.

: GERL

: Microantophagie

: Microperoxysomes

: Peroxysomes

: Vacuole de phagocytose
: Vacuole de pinocytose
: Corps résiduel

: Granule de sécrétion

(NOVIKOFF et al. 1973) (128)
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Les “coated vesicles" :

Ainsi dénommées car ces vésicules sont tapissées sur leur face externe par une
protéine particuliére : la clathrine, dont la structure moléculaire leur donne un aspect hérissé.
Ces vésicules contiennent un équipement enzymatique "vierge” n'ayant encore participé a
aucun processus hydrolytique. Ce sont eiles qui sont a I'origine des lysosomes primaires.

Les vacuoles autophagiques de type | :

Dans ce cas, le GERL, riche en hydrolases englobe une partie de cytoplasme
contenant des organites (mitochondries, réticulum endoplasmique..). Une fois la vésicule
formée, il y a déversement des hydrodases au sein de la vacuole et digestion du contenu de
celle-ci, qui la digestion terminée deviendra un corps résiduel
Les vacuoles autophagiques de type Il :

Dans ce cas, le GERL englobe une portion de cytosol ou de glycogéne qui sont digérés
comme dans le cas précédent.

Les corps résiduels :

lis contiennent les résidus de la digestion autophagique.

Il - CARACTERISTIQUES GENERALES

Diverses méthodes de préparation de lysosomes par centrifugation différentielle a partir
d’homogénats cellulaires ont été décrites. Les détails méthodologiques figurent dans la
monographie de DINGLE (1977) (40). Plus récemment, KAMRATH et al. (84) ont mis au point
une méthode de purification de lysosomes par chromatographie d'affinité sur lectine (Ricinus
communis aggiutinins | + 1I) permettant selon eux de préserver l'intégrité du lysosome mieux
que lors de préparations par centrifugation différentielle.

Le moyen d'identifier une population d'organites a &es lysosomes est la co-
sédimentation (dans le cas de préparation par centrifugation) ou la co-chromatographie (dans

\
le cas de préparation par affinité) des hydrolases acides. Toutefois, ces activités hydrolytiques
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acides s’exprimeront avec une certaine "latence” due & la présence et aux propriétés de la
membrane lysosomique. En effet, celle ci étant généralement imperméable aux substrats et aux
enzymes, les activités hydrolytiques ne s’exprimeront qu'aprés rupture de la barriére
membranaire (que I'on peut obtenir expérimentalement par action de détergents, par choc

osmotique, par congélation, décongélation, par sonication, etc...)

A) La membrane lysosomique et sa perméabilité

Les propriétés de la membrane lysosomique ont été étudiées par REIUNGOUD et TAGER
(1977) (157). Cette membrane, longtemps considérée comme un simple “cordon sanitaire”
destiné a préserver le cytoplasme des enzymes, a fait I'objet de nombreuses études qui ont

permis une meilleure connaissance de son réle et de la physiologie lysosomique (101).

Si la membrane du lysosome assure une ségrégation efficace entre cytoplasme et
milieu intra-lysosomique, elle a également un réle important en ce qui concerne I'économie de
la cellule. Par sa perméabilité sélective, grace A divers transporteurs intégrés, elle contribue &
assurer un fonctionnement optimal de toute la machinerie enzymatique de 'organite. En effet, la
membrane doit assurer un équilibre entre I'efflux des métabalites issus de la digestion (sinon il y
aurait un engorgement a I'origine d’une augmentation de pression osmotique pouvant produire

I'éclatement de Porganite (32) et l'influx de substrats.
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1) L'efflux de métabolites

Il parait évident que les produits finals de la digestion lysosomique doivent traverser la
membrane vers le cytosol. Ce sont : les amino-acides, les monosaccharides, les nucléosides et
les anions minéraux. Par exemple, des lysosomes isolés contenant des protéines marquées a
l'iode 125 relarguent de la tyrosine marquée (113). De méme, des lysosomes contenant des
glycoprotéines marquées laissent passer au travers de leur membrane du sulfate et des N-

acétyl hexosamines (163).

2) Les macromolécules

Les protéines, polysaccharides, glycosaminoglycannes, les polynucléotides ne peuvent
sortir du lysosome (101). Ainsi dans la glycogénose de type |l (déficience en o{-glucosidase
lysosomique), la glycogéne-phosphorylase cytoplasmique ne peut atteindre le glycogene car il

est intra-lysosomique.

3) Les peptides et les acides aminés

Les amino-acides ne semblent pas pouvoir traverser la membrane lysosomique, alors
que les dipeptides peuvent le faire a I'exception de (D-Glu)2 et Gly-Glu (31,58). Il semble que la
majorité des acides aminés quittent le lysosome grace a des transporteurs dont les spécificités
sont encore mal connues (145,146). La seule déficience en transporteur mise en évidence

concerne la cystinose : accumulation de cystine (91,173).
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4) Les glucides

Les monosaccharides sont perméants par diffusion facilitée (145). Une déficience du
transporteur a I'origine de la maladie de Salla (accumulation lysosomique d’acide sialique) a
d’ailleurs été décrite (160,161). Les disaccharides et & fortiori les oligosaccharides pius

importants ne peuvent quitter le lysosome (32).

5) Les nucléotides

lIs ne sont pas perméants et doivent étre hydrolysés en nuciéosides et phosphate pour

le devenir (25)

6) Les protons

Une pompe & protons ATP-dépendante assure le maintien du pH lysosomique. Une

étude plus détailiée sera présentée dans la suite de ce mémoire.

B) Le pH lysosomique

Les enzymes lysosomiques ont pour leur grande majorité un pH optimum acide et sont
pour la plupart inactifs & un pH voisin de la neutralité. C'est cette constatation qui a conduit
COFFEY et DE DUVE en 1968 a émettre I'hypothése d'un pH intra-lysosomique trés bas par

rapport a celui du cytosol (30).
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Afin de mesurer le pH intra-lysosomique, deux méthodes sont possibles :

- la distribution de bases faibles entre les compartiments intra et extra-lysosomiques.
Cette méthode se fonde sur le fait que ces bases ne peuvent traverser la membrane
que si elles sont chargées et qu'a I'équilibre on aura une concentration identique en
forme neutre de part et d’autre de la membrane. Cette méthode a été appliquée a la

mesure du pH lysosomique par GOLDMAN et al. (59) et par HOLLEMANS et al. (81).

- la méthode & I'isothiocyanate de fiuorescéine (FITC). Le FITC couplé a un polymeére
de dextran est incorporé dans les lysosomes par les voies classiques d’endocytose. Le
spectre d’excitation du dextran marqué est dépendant du pH. La valeur du pH est
donnée par le rapport de lintensité de fluorescence pour des longueurs d’onde

d’excitation de 495 nm et 450 nm (131).

Ces méthodes ont permis de calculer le pH lysosomique de différents type cellulaires.
Ces pH sont compris entre 4,5 et 5,5 (110).
Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer I'acidification et ie maintien du pH

lysosomique :

- un équilibre acide-base de type DONNAN. Cette théorie s’appuie sur le fait que la
matrice lysosomique peut étre considérée comme une solution isotonique contenant
de nombreuses glycoprotéines de point isoélectrique trés bas assurant ainsi un pH
acide (59,158) .

- laction d’'une pompe a protons membranaire Mg2+ et ATP dépendante, démontrée
en 1982 par OHKUMA et al. (129). Le mécanisme de fonctionnement et la structure de

cette pompe restent encore inconnus (32)

lll - ROLES DES LYSOSOMES
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Du fait de la présence de toute une panoplie enzymatique hydrolytique les lysosomes
auront d’'une part une fonction hétérophagique (digestion de substrats extra-cellulaires) et

d’autre part, une fonction autophagique (digestion de substrats endo-cellulaires).

A) Autophagie

L'autophagie se définit comme un processus par lequel la cellule digére au sein des
lysosomes ses propres constituants (macromolécules, mitochondries, réticulum...) Elle a été

mise en évidence par ERICSSON en 1969 (47).

Physiologiquement, elle a plusieurs raisons d’étre :

1) Elle permet d'assurer un “approvisionnement” en nutriments quand la cellule (ou
I'animal) se trouve carencée en ceux-ci (animal privé de nourriture par exemple). Ainsi,
le foie, dont I'une des fonctions principales est la régulation de la concentration sérique
en nutriments (cette fonction étant assurée par les hépatocytes) est un organe qui
réagit de fagon drastique au je(ine en pratiquant une autophagie importante (64).

2) Elle a un rdle pour ce qui concemne la secrétion de certaines molécules. Les
vésicules de sécrétion fusionnent avec des lysosomes qui dégradent leur contenu. Ce
processus appelé crinophagie est considéré comme une forme d’autophagie (22,64).

3) Elle permet 4 la cellule de se débarrasser de macromolécules ou d’organites usagés

ou abimés.

L’englobement d'une partie du cytosol, donnant naissance a une vacuole autophagique
de type ! ou ll, (voir précédemment, origine des lysosomes) se fait essentiellement au niveau du
GERL, bien que des cas de vésicules autophagiques a partir du réticulum endoplasmique aient

été décrits (55). Les lysosomes eux-mémes peuvent étre 3 |'origine d’autophagie, on parle alors
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de microautophagie (55,121). Ce dernier cas pouvant expliquer le catabolisme des

glycoprotéines endocellulaires in vivo.

Les processus autophagiques sont sous la dépendance de certaines hormones (107),
de la concentration cellulaire en acides aminés. lis sont ATP, pH et Ca dépendants (63,168) et
nécessitent la participation du cytosquelette (micro-tubules, microfilaments) ainsi que celle de

filaments intermédiaires tels que les kératines (64) (Fig.2).

B) Hétérophagie.

C’est un processus par lequel des particules ou des molécules d’origine exo-cellulaire
seront digérées au sein des lysosomes. Cette fonction hétérophagique des lysosomes est donc
couplée au phénoméne d'endocytose dont on distingue généralement deux types (fig 3)

- La phagocytose : elle permet I'ingestion de grosses particules insolubles (bactéries,

macromolécules) généralement observables au microscope, donnant naissance a une

vésicule d’endocytose appelée phagosome (dont le diamétre atteint 0,1 - 0,2 m).

- La pinocytose : elle aboutit a I'internalisation de molécules solubles, plus petites au

sein de vésicules appelées endosomes : terme qui en fait regroupe une population

hétérogéne de vacuoles d’endocytose (71)
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1) la phagocytose :

Expérimentalement, elle se divise en deux phases :

- 'attachement de la particule a la surface cellulaire via ou non un récepteur

- linternalisation de la particule.

Chacune de ces deux phases dépend de différents événements résumés par STOSSEL

(187) :

- reconnaissance de la particule par la membrane plasmique du phagocyte

- le phagocyte regoit le message de reconnaissance

- le phagocyte transmet le message de reconnaissance au cytoplasme afin de
déclencher I'internalisation

- la membrane plasmique adhére fortement a la particule

- la membrane plasmique émet des pseudopodes

- fusion des pseudopodes et internalisation de la particule.

La phagocytose est sous la dépendance de divers facteurs tels que, modification du
potentiel de membrane en raison de l'association membrane-ligand, présence de récepteurs
membranaires (en particulier récepteur du fragment Fc des immunoglobulines) modification
chimique de divers composants membranaires (carboxyméthylation) (205}, association de la
particule avec des protéines sériques qui favoriseront sa reconnaissance par le phagocyte :
c'est le concept d'opsonisation dont I'exemple le mieux connu est constitué par les
immunoglobulines G (23).

Celles-ci, aprés s'étre associées aux antigénes de surface d'une bactérie ou d’un érythrocyte

par exemple, voient leurs fragments Fc reconnu par un récepteur membranaire du
\
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macrophage. Ce processus permet au complexe particule opsonisée récepteur d'étre

internalisé afin de permettre au phagosome ainsi formé la fusion avec des lysosomes primaires.
2) la pinocytose

Selon que l'internalisaition de molécules solubles se produit via un récepteur ou non,
on distinguera deux types de pinocytose dits respectivement adsorptive ou en phase fluide (Fig

4).

a) la pinocytose en phase fluide

Dans ce cas, la membrane plasmique englobe une fraction de liquide extra- cellulaire contenant
des molécules en solution. Il en résulte la formation d’une vésicule appelée macropingsome

(137).

Le taux d’internalisation est proportionnel, A la concentration extra-celiulaire du soluté. 1l se
trouve régulé par différents facteurs détaillés dans la revue de BESTERMAN et LOW (20). Il a

6té estimé par STEINMAN gt al. . (183).

Etudiant des macrophages, ces auteurs ont trouvé que, ces cellules pouvaient
internaliser par pinocytose environ I'équivalent de 25 % de leur volume cellulaire et 185 % de
leur surface cellulaire par heure. Ces résultats indiquent que ce type de pinocytose est 'un des
phénomenes 2 I'origine du flux membranaire continuel qui existe dans toutes les cellules. C’est
pourquoi, la pinocytose en phase fluide ne peut étre dissociée du phénomeéne antagoniste
d’exocytose, l'un internalisant de grosses quantités de membranes, tandis que l'autre les
restaure assurant ainsi un bon équilibre membranaire (122,17{). Un autre réie a été dévolu a la
pinocytose en phase fluide : elle serait le moyen par lequel la cellule assurerait un
approvisionnément en amino-acides d'origine exogene, tout particuliérement dans les cas de

i
déprivation, et ceci afin d’assurer une synthése protéique de nova (20,65).
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b) La pin se adsorptive

Toutes les cellules (sauf les érythrocytes) possédent a leur surface un certain nombre
de récepteurs auxquels peuvent se lier des ligands spécifiques. L'association récepteur-ligand a
pour conséquence un déplacement latéral du complexe vers des régions spécialisées de la
membrane plasmique (60). Ces régions dénommées en anglais “coated pits” (6) sont tapissées
sur leur face interne d’un réseau macromoléculaire, constitué d'une protéine caractéristique : fa
clathrine (139), de masse moléculaire 180000 daltons. Dés lors qu'un certain nombre de

complexes récepteur-igand ont été concentrés au niveau de ces puits recouverts ("coated

pits”), il y a formation d'une vésicule d’endocytose tapissée de clathrine. Trés rapidement, par
action d’'un enzyme ATP-dépendant (171) le manteau de clathrine se dépolymérise pour donner

naissance a une vésicule appelée endosome.

Les endosomes sont acidifiés par une pompe a protons ATP- dépendante (201). Cette
acidification a pour conséquence la dissociation des complexes récepteur ligand (ce
compartiment de dissociation a été appelé CURL : Compartment of Uncoupling Receptors and
Ligands). A ce stade, plusieurs événements sont possibles :

- recyclage du récepteur et du ligand, au niveau de la membrane plasmique : c'est le

cas de la transferrine qui aprés avoir perdu son fer dans les endosomes est recyclée.

- recyclage du récepteur seul ; dégradation du ligand, c'est le cas des asialo-

glycoprotéines plasmatiques qui sont dégradées au sein des lysosomes alors que le

récepteur hépatocytaire d’Ashwell est recyclé.

- dégradation lysosomique du ligand et du récepteur : c’est le cas des IgG et de leur

récepteur.

- les endosomes sont guidés vers le Golgi. De 13, leur contenu est dirigé vers sa

destination cellulaire finale.



_33.

Tous ces cas de figure sont détaillés dans la revue de STAHL et SCHWARTZ (180) qui

définissent 7 classes de systémes récepteur-ligand. (Voir tableau 1).

c) Exocytose

Comme nous 'avons mentionné préalablement (Voir 1I-A) seules les petites molécules
peuvent étre exportées du lysosome. Toutefois, une fraction de matériel non dégradé peut s’y
accumuler. Bien que trés rare (en raison d'une éventuelle toxicité de ces composés), il peut
arriver que de tels matériaux soient libérés dans le milieu extra-cellulaire. D'ordinaire, les
lysosomes, contenant des substrats non totalement dégradés, évoluent en corps résiduels

d’aspect caractéristique en microscopie électronique (voir 1.4).

Chez certains protozoaires tels que Amoeba proteus, il a été mis en évidence des

processus d'exocytose permettant a la cellule de se débarrasser de composés préalablement

pinocytés et n'ayant pas été totalement digérés dans les lysosomes (153).

IV - PATHOLOGIE LYSOSOMIQUE

Les lysosomes possédent un équipement enzymatique leur permettant de dégrader

une grande variété de substrats.
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Ligand Receptor Cell types
Cell nutrients LDL (cholesterol) LDL-R all
transferrin (iron) transfermrin-R all
vitellogenin vitellogenin-R egg
transcobalamin (B,,) TC-II-R all
. o adipocyte
Growth factors and hormones insulin insulin-R { hepatocyte
EGF EGF-R epithelial
PDGF PDGF-R epithelial
luteinizing hormone/follicle-stimulating hormone/ gonadotropin-R gonadal
human chorionic gonadotropin
Viruses influenza ?
Toxins diphthena ?
pseudomonas exotoxin ?
ricin
Protein clearance systems mannosylated proteins mannose-R macrophage
asialoglycoproteins ASGP-R hepatocyte
a-2-macroglobulin-protease a-2M-R fibroblast
macrophage
Fe Fe-R macrophage
modified lipoproteins scavenger-R macrophage
Transcellular systems IzA IgA-R epithelial
1gG 18G-R gut epithelial
Protein processing antigen (lysozyme) Ia macrophage
lysosomal enzymes M-6-P-R fibrobiast
f-met-leu-phe chemotactic peplide-R granulocyte
parathyroid hormone PTH-R ‘/“;m macrophage

TABLEAU 1

‘\:AI“I ;{‘ 7;

Les 7 classes de systémes récepteur-ligand.
(danrés STAHL et.SCHWARTZ. (180).)
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Plusieurs types de pathologies ont été décrits portant notamment sur :
- la rupture de la membrane lysosomique.
- le déversement des hydrolases acides dans le milieu extra-cellulaire.

- des surcharges 2 la suite de déficits enzymatiques.

A) Rupture de la membrane

Certaines circonstances peuvent provoquer une rupture de la membrane lysosomique
(acidose, anoxie). On observe alors une autophagie de la cellule, c’est notamment le cas de
deux maladies particulieres : la silicose et la goutte (perforation de la membrane par
respectivement des cristaux de silice et d’acide urique). Expérimentalement, on peut provoquer

des ruptures de membrane par congélations et décongélations répétées.

B) Déversement des enzymes dans le milieu extra-cellulaire

Il intervient lors de la fusion prématurée de lysosomes avec des vésicules d’endocytose
avant que celles-ci ne se soient refermées. Ce type d’accident a pour conséquence des états

inflammatoires locaux.

C) Surcharge lysosomique par déficit enzymatique

C'est HERS (72) qui a énoncé le concept de maladie génétique de surcharge, a la suite
de travaux sur la maladie de POMPE (déficit en &-D-glucosidase lysosomique). Ces pathologies
de surcharge, sont dues a un déficit primaire en enzymes (ou éventuellement en protéine

structurale).

Elle se caractérisent par une accumulation de polyméres non dégradés au sein des

lysosomes, qui prennent alors un aspect vacuolé caractéristique, a I'origine du diagnostic de
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certaines de ces maladies. On observera dans le cas de produits d’accumulation micro-
moléculaires solubles, une importante excrétion urinaire de ceux-ci, qui constitueront alors un
matériel de choix pour une étude biochimique de ces troubles. C'est notamment le cas des

glycoprotéinoses qui seront étudiées plus en détail dans la suite de ce mémoire.

Plus d'une vingtaine de maladies lysosomiques congénitales ont été décrites (90,138),
leur mode de transmission est généralement autosomal récessif, quelques unes sont liées au

sexe (maladie de FABRY, déficience en ¢-galactosidase par exempie).
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LES GLYCOSIDASES LYSQSOMIQUES

A ce jour, plus d'une cinquantaine d’hydrolases acides ont été décrites. La revue
générale de BARRETT et HEATH (11) présente une synthése de I'abondante littérature
concernant ce sujet. Ce chapitre a pour but de préciser les caractéristiques et les propriétés

générales des glycosidases.

| - CARACTERISTIQUES GENERALES DES HYDROLASES ACIDES

A} pH dépendance et stabilité

Le pH optimum des enzymes lysosomiques varie avec différents facteurs tels que : la
nature du substrat, le tampon utilisé, la force ionique du miliey, la présence ou I'absence
d'effecteurs. Cependant, les différents travaux concernant les hydrolases acides montrent que

celles-ci présentent un maximum d’activité dans une zone de pH comprise entre 4,0 et 5,5.

L'aspartyl-glucosaminidase (104) et l'endo-N-acétyl-%-D-glucosaminidase (14)

présentent des pH optimaux respectivement de 7,5 et 3,5. In_vivo, les glycosidases

lysosomiques se trouvent dans un milieu de pH 4,5-5,5 suivant le type cellulaire étudié (155) et

au voisinage de nombreux enzymes protéolytiques.

D’aprés GOLDBERG et ST-JOHN (57), ces enzymes, stables en milieu acide, ne se
trouvent pas dénaturés et ne sont pas dégradés par les protéases. Ainsi, la dénaturation acide
serait nécessaire pour permettre une action protéolytique. Cette stabilité en milieu acide
pourrait étre due a la présence de la chaine glycannique, comme il I'a été démontré pour la

ribonucléase B (29) ou la carboxypeptidase Y (196).
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En ce qui conceme le renouvellement des enzymes In vivo, les seules données
viennent d’expérience de "recapture” enzymatique par des fibroblastes en culture. BARTON et
NEUFELD (1971) (13) ont déterminé des demi-vies de 3 jours pour la(i-glucuronidase et 9 jours

pour la ¢|-L-iduronidase.

B) Propriétés structurales

Les enzymes lysosomiques représentent une population de protéines trés hétérogénes
dont fa masse molaire est comprise entre 15 000 et 280 000 pour la @-glucuronidase. Ces
enzymes sont en général multimériques, les différentes sous-unités pouvant étre dissociées par
le sodium dodécyl sulfate ou le chlorhydrate de guanidine. Le taux de ponts disulfures varie de

0,5 & 6% environ et semble étre d'autant plus important que I'enzyme est de petite taille.

Toutes les glycosidases décrites a ce jour sont des glycoprotéines. Le tableau i
rassemble les compositions glucidiques de quelques hydrolases acides. Nous reviendrons
ultérieurement sur la détermination des structures des glycannes, ceci en raison du role
fondamental qu'ils jouent dans les processus de ségrégation cellulaire (voir chapitre transport

cellulaire des glycosidases).

C) Spécificité et formes mulitiples (isgenzymes) (voir les revues générales de ROBINSON 1974

(162), SPIK 1977 (178) et SCHRAM et TAGER 1981 (175).



TABLEAU IT : Composition glucidique de quelques hydrolases lysosomiques.
ENZYME SUCRES (mng/100 mg protéine) REFERENCES
Fuc Gal Glc Man GlcNAc NeuAc
foie souris - 0,23 0,44 4,52 2,10 - Tomino et al. 1975  (197)
B-Glucuronidase foie rat 0,30 0,20 0,42 2,94 2,07 - Tulsiani et al.'.1978 (199)
glande prépatiale de rat|o0,21 0,17 0,17 2,82 1,92 = Tulsiani et al. 1975 (200)
. foie rat 0,35 0,80 0,90 3,20 3,20 0,80 Opheim et Touster 1977(133)
a-L-fucosidase
foie humain 0,56 0,30 0,58 3,00 1,87 0,55 Alhadeff et Freeze 1977 (5)
Placenta humain - 0,52 1,11 2,17 1,96 0,18 Freeze et al. 1979 (53)
f-hexosaminidase A foie humain - 0,47 - 3,85 1,37 0,45 Joziasse et al. 1981 (83)
cerveau boeuf - 1,24 - 2,70 2,06 0,18 Overdijk et al. 1982 (135)
" Placenta humain - 0,35 0,32 2,37 1,36 0,09 Freeze et al. 1979  (53)
B-hexosaminidase B foie humain - 0,61 - 3,96 1,43 0,70 Joziasse et al. 1981 (83)
cerveau boeuf - 0,82 - 1,72 1,33 0,18 Overdijk et al. 1982 (135)

-6L-
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Le terme isoenzyme désigne des familles enzymatiques ayant les mémes propriétés
catalytiques portées par des formes moléculaires différentes que I'on peut mettre en évidence

par des différences de propriétés physiques telles que :

- le pHi (point isoélectrique)

- le pH optimum

- la mobilité électrophorétique

- la stabilité a la dénaturation (chaleur, agents chimiques)

- les paramétres cinétiques

On rencontre tout d’abord une hétérogénéité quant 2 la distribution sub-cellulaire des
différentes formes. En effet, si la majorité des glycosidases sont lysosomiques, d'autres
isoenzymes peuvent se rencontrer dans les autres compartiments cellulaires. lf en est ainsi de
la neuraminidase qui a été mise en évidence dans les membranes plasmiques, I'appareil de
Golgi (35,214) et récemment au niveau du cytosol de macrophages alvéolaires du rat (143). De
méme, des endo-N-acétyl—QDglucosaminidases ont été mises en évidence & la fois dans le

lysosome et dans le cytosol d’hépatocyte de rat (16,95,141)

On peut également mettre en évidence l'existence de formes isoenzymatiques au sein
du méme organite. Dans le lysosome, on rencontre a la fols des mannosidases spécifiques des
liaisons 1-3 et &1-6 et une mannosidase spécifique des liaisons qu mannose. (Par contre, les

o{1-2 mannosidases sont également rencontrées dans les microsomes, et interviennent en couré

de biosynthése). Cette multiplicité des glycosidases est due au fait que ces enzymes sont

spécifiques plus d’un type de liaison que d'un substrat déterminé.

D'un point de vue clinique, I'étude des isoenzymes, revét un intérét diagnotic.
PLUCINSKI et al. (147), étudiant la phexowminuase sérique et hépatocytaire de patients
atteints de tumeurs hépatiques, ont mis en évidence I'existence d'un variant enzymatique (qui

se distingue de la forme normale par un pHi plus acide et l.{ne stabilité thermique plus faible).



—u“ -

De méme, BEYER et WIEDERSCHAIN, s’appuyant sur le fait que I'd-L-fucosidase et
I'hexosaminidase sont identiques dans les tissus foetaux et placentaires proposent de doser les
isoenzymes de ces ‘deux glycosidases sur des biopsies placentaires afin de pouvoir
diagnostiquer précocement les fucosidoses, (déficit en of-L-fucosidases), les maladies de Tay-
~ Sachs (déficit en hexosaminidase A) et de Sandhoff (déficience en hexosaminidases A et B)

(21).
L’existence d’isoenzymes peut s’expliquer de deux fagons :

- tout d'abord, le polymorphisme peut étre d’origine génétique.

* d'une part les variations alléliques des génes codant pour ces protéines sont a
I'origine de formes isoenzymatiques différentes que I'on peut mettre en évidence par

électrophorése (193)

* d'autre part, les différentes associations des sous-unités constituant certaines
glycosidases aboutissent a la formation de formes isoenzymatiques. C'est ainsi que
I'hexosaminidase A est un hétéropolymeére constitué de 2. sous-unités & et de deux

sous-unités Ftandis que I'hexosaminidaseB est un homopolymere (&)2

- ensuite, les formes Isoenzymatiques peuvent étre produites par des modifications post-
traductionnelles, telles que notamment la giycosylation. Des différences de sialylation des
glycosidases sont responsables par exemple de leurs différences de mobilité électrophorétique

(61).
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Il - BIQSYNTHESE ET TRANSPORT DES ENZYMES LYSQSOMIQUES

A) Biosynthése des enzymes lysosomiques

Les glycosidases comme toutes les hydrolases acides sont synthétisées (pour ce qui
concerne la partie protéique) par les polyribosomes liés au réticulum endoplasmique (d'ol
appelation R.E.R : Réticulum Endoplasmique Rugueux). La protéine est initialisée a son
extrémité N-terminale par une séquence hydrophobe de 20 amino-acides. Celle-ci serait
reconnue par un récepteur membranaire du réticulum permettant ainsi au proenzyme
nouvellement synthétisé de se retrouver dans la lumiére du réticulum (voir la revue de
ERICKSSON et al. (46). Une autre caractéristique structurale des proenzymes lysosomiques est
leur synthése sous forme de précurseurs de masse moléculaire pius importante que celle des
enzymes matures. Ceci a été démontré en particulier pour ’hexosaminidase (69), I'd-fucosidase
(93), I'k-glucosidase (77). La maturation en enzymes matures s’effectuera au sein méme des

lysosomes par protéolyse limitée une fois ces enzymes arrivés 4 leur destination finale (46).

C'est également dans le réticulum que s'effectue la glycosylation des proenzymes
lysosomiques, par transfert en bloc du glycanne Glc3 Man9 GIcNAc2 du ddlichol

pyrophosphate oligosaccharide sur un résidu asparaginyl de la chaine peptidique (19,88,165).

Le pro-enzyme glycosylé va ensuite migrer du réticulum endoplasmique vers I'appareil
de Golgi. Tout au long de ce parcours, le glycanne va faire I'objet de toute une série de
modifications ayant pour conséquence I'édification de glycannes matures (voir la revue de

GOLDBERG et al. (56).
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Pour la suite de cet exposé, nous ne nous intéresserons qu'a la maturation des

glycannes d’enzymes lysosomiques.

En 1971, NEUFELD et CANTZ (125) démontraient que des cellules déficientes en
glycosidases pouvaient étre corrigées par I'ajo(t dans le milieu de culture de glycosidases
provenant de cellules saines, ou par co-culture avec ces cellules. Ce phénomene de "sécrétion-

recapture” suggérait une absorption par pinocytose.

Depuis, un grand nombre de travaux ont mis en évidence le rile des glycannes des
hydrolases acides quant a la destination cellulaire finale de ces enzymes (voir la revue de

CREEK et SLY (1984) (36).

B) Transport intracellulaire des glycosidases lysosomiques : le signal et le récepteur 3

mannose 6-P.

1) Le signal @ mannose 6-phosphate (Man 6-P)

a) Généralités.

En 1972, HICKMAN et NEUFELD (74) montrent que les glycosidases lysosomiques
secrétées par des fibroblastes normaux en culture sont rapidement endocytées par des
fibroblastes déficients en enzymes, alors que ces mémes cellules s’avérent incapables de
capturer les glycosidases secrétées par des fibroblastes de patients atteints de i-Cell-disease

(mucolipidose de type 1i).

Ces travaux suggéraient l'existence a la surface des cellules d'un récepteur
reconnaissant un déterminant commun des enzymes lysosomiques sauf dans le cas des
enzymes de |-Cell-disease. Divers travaux permirent ensuite de préciser la nature
oligosaccharidique de ce signal sans toutefols pouvoir en déterminer la structure exacte

(75.76).
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La détermination de la nature exacte du signal a été apportée par KAPLAN et al. (96)
qui avaient constaté que la pinocytose adsorptive des hydrolaseé acides était fortement et
spécifiquement inhibée par le mannose-6-phosphate (97). Le Man 6-P fut ainsi identifié comme

le signal assurant la reconnaissance des enzymes lysosomiques.

b) Etude des glycannes des glycosidases lysosomiques

Ce sont les groupes de KORNFELD (203) et HASILIK (68) qui indépendamment
précisérent la nature polymannosidique des chaines glycanniques. Des travaux plus récents de
VARKI et KORNFELD ont montré que des glycannes de type mixte pouvait également étre

phosphorylés (204). (figure 5) -

Dans tous les cas, le phosphate est engagé dans une liaison monoester (68,203,204).

Cing sites de phosphorylation ont été proposés (figure 5).

c) Phosphorylation du mannose.

Cette réaction se fait par transfert d'une N-acétyl-glucosamine-1-phosphate a partir
d’UDP-GIcNAc sur la fonction alcool primaire du carbone 6 du mannose. Cette réaction est
catalysée par un enzyme particulier : 'UDP-N-acétylglucosamine : glycoprotéine-N-acétyl-
glucosamine transférase (70,159) situé dans le cis-Golgi (149) et agissant aprés les

glucosidases | et Il (92).

HASILIK et NEUFELD, en 1980, ont démontré que les enzymes lysosomiques

étaient synthétisés sous forme de pro-enzymes de haute masse moléculaire (69). La maturation

i

par protéolyse limitée étant post-golgienne, la séquence peptidique "additionnelie” pourrait

~
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FIGURE 5 : Les sites de phosphorylation du mannose. (®)

A : struture oligomannosidique.
B : structure mixte

(d'aprés VARKI et KORNFELD. (204).)
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constituer un signal de phosphorylation. L'existence d'une telle séquence a d'ailleurs été mise

en évidence pour la Pglucuronidase (164).

2) Le récepteur a Man 6-P

a) Généralités

Ce récepteur d’'une masse molaire de 215 000 a été purifié par SAHAGIAN et al. (166) et

par ROME et STEINER (182) par chromatographie d’affinité sur phospho-mannose sépharose.

Les hydrolases adides phosphorylées se fixent & ce récepteur dans I'appareil de Golgi.
Celui-ci émet ensuite des vésicules pré-lysosomiques qui sont acidifiées par le jeu d'une pompe
a protons, ce qui a pour conséquence une dissociation enzyme-récepteur, lequel est ensuite
recyclé, regagnant la membrane golgienne tandis que les enzymes sont quant & eux intégrés

dans les lysosomes.
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b) Localisation cellulaire des récepteurs.

Qu'ils s’agissent de fibroblastes ou d’hépatocytes de rat 80 a 90 % des récepteurs ont
été trouvés au niveau des membranes intracellulaires (Réticulum endoplasmique, appareil de
Golgi, lysosome) (50). Les 10 a 20 % restant se situent au niveau de la membrane plasmique et
seraient responsables de phénomeénes de recapture enzymatique décrits par NEUFELD et

CANTZ (125) et HICKMAN et NEUFELD (74).

¢) Mise en évidence d’'un 2éme récepteur 3 Man 6-P.

HOFLACK et KORNFELD travaillant sur des cellules déficientes en récepteur a Man 6-P
ont mis en évidence en 1985 un second récepteur & Man 6-P (80). Celui-ci se distingue du
récepteur précedemment décrit par le fait qu'il est cation-dépendant (essentieilement Mn 2+
dépendant). Il a une masse molaire de 138 000 et semble composé de 3 sous-unités de 46 000
chacune. Ces mémes auteurs ont apporté la preuve que ce nouveau récepteur n'était pas le
produit de I'action de protéases sur le récepteur de 215 000. En effet, ces deux récepteurs sont
immunologiquement distincts (78). La signification biologique de I'existence de plusieurs
récepteurs & mannose 6-P demeure ambigue. Pour HOFLACK et KORNFELD, chaque
récepteur pourrait lier spécifiquement certains enzymes ce qui aurait pour conséquence une

orientation des enzymes vers différentes classes de lysosomes (79).

De plus, DISTLER et JOURDIAN ont récemment décrit un récepteur 8 Man 6-P cation-
indépendant de 42 000 de masse (isolé de testicule de taureaux). Il est différent du récepteur de
215 000 et distinct du récepteur de HOFLACK et KORNFELD (car cation-indépendant)(39). Les
différentes étapes de biosynthésé et de transfert des enzymes lysosomiques via le récepteur &

Man 6-P sont indiquées dans la figure 6. {
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3) Autres voies d’intégration d’enzymes dans le lysosome.

STAHL et al. ( 181) en plus de la voie faisant appel au récepteur a Man 6-P distinguent

deux autres mécanismes permettant aux hydrolases acides de gagner le lysosome.

- tout d’abord des cellules telles les macrophages de patients atteints de I-Cell disease
possédent un équipement enzymatique lysosomique pratiquement normal. Ces auteurs
expliquent cela par le fait que de telles cellules possédent un récepteur & mannose/N-
acétyl glucosamine qui pourrait ainsi capturer les hydrolases acides circulantes (a la

suite par exemple de libération plasmatique d’enzymes apres lyse cellulaire).

- ensuite, des cellules déficientes & la fois en récepteurs @ Man 6-P et & Man/GlcNAc
peuvent avoir un équipement enzymatique lysosomique normal. |l existerait donc une
troisiéme voie, dont les mécanismes demeurent inconnus a ce jour, permettant aux

hydrolases acides de gagner le lysosome (181).

il semble que ces deux autres voies intéressent essentiellement des enzymes et des
protéines lysosomiques membranaires. En effet, BARRIOCANAL et al. ont démontré que des
glycoprotéines lysosomiques membranaires pouvaient gagner le lysosome par un mécanisme
ne mettant pas en cause leurs chaines glycanniques (tout au moins pas leurs chaines N-
glycanniques) (12). AERTS et al. (4) ont montré, quant & eux, que la glucocérébrosidase
(enzyme lié a la membrane lysosomique) gagnait le lysosome sans avoir été phosphoryiée (elle

n’'est d'ailleurs pas déficiente dans les cas de |-Cell disease).
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LE CATABOLISME DES N-GLY YL PROTEINE

1-LES N-GLYCOSYL PROTEINES

A) Classification des glycoconjuqués.

Le terme générique de glycoconjugués regroupe en fait essentiellement deux familles :

les glycolipides et les glycoprotéines : (voir figure 7 d’aprés STRECKER et MONTREUIL (190)).

Ces derniéres se divisent en deux sous classes :

- les O-glycosylprotéines
La liaison O-glycosidique s’effectue par liaison covalente entre un monosaccharide et
un amino-acide pouvant étre la sérine, la thréonine ou I'hydroxylysine.
- les N-glycosylprotéines
La liaison N-glycosidique s’effectue de fagcon covalente entre la N-acétyt glucosamine
et 'asparagine

Pour {a suite de notre exposé, nous nous intéresserons plus particuliérement aux N-

glycosylprotéines.
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B) Les N-glycosylprotéines.

Tout glycanne de type N-glycosidique posséde un noyau Invariable (inv) : le

trimannosyl-N, N’'-diacétyichitobiose (voir la revue de MONTREUIL (118)).

Man ((X1-6) \
Man (d1 -3) /

Man(@ -4)GlcNAc(§ -4)GIcNAc(%1 -N)Asn

Cette fraction oligosaccharidique commune donne naissance a trois types de
structures par substitution par des motifs oligosaccharidiques variables (var), a l'origine de la

spécificité des chaines glycanniques

- le type oligomannosidique
- le type N-acétyllactosaminique

- le type mixte ou oligomannosido-N-acétyllactosaminique
1) Glycannes de type oligomannosidique

Ces structures résultent de la substitution du noyau “inv* pentasaccharidique par un
nombre variable de résidus mannosyls (de 1 & 6 mannoses). Ces structures sont des
intermédiaires apparaissant lors de la biosynthése des N-glycannes (119,154,161) (voir figure

8).
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2) Glycannes de type N-acétyllactosaminique

Ces structures voient leur noyau "inv" substitué par un nombre variable de chainons N-
acétyllactosaminiques : Gal (@1 -4)GIcNAc. Ces glycannes peuvent également étre substitués
par des résidus de fucose ou d'acide sialique en nombre variable, d'oli la grande micro-
hétérogénéité des structures, a I'origine de nombreux roles biologiques qui leur sont dévolus.
De plus, en fonction du nombre de chainons N-acétyllactosaminiques branchés sur les
mannoses 4_et 4', on distinguera des structures bi-, tri-, tétra ou penta-antennées (voir tableau

m)
3) Glycannes de type mixte

Le noyau “inv' sera substitué, & la fois, sur le mannose 4 par des résidus N-

acétyllactosamines et sur le mannose 4’ par des résidus de mannose (voir figure 8)

Il - REPRISE SPECIFIQUE DES GLYCOPROTEINES PAR LA CELLULE

Alors que le catabolisme des glycoprotéines endocellulaires commence & peine a étre
compris, le catabolisme des glycoprotéines exocellulaires s’est vu en grande partie élucidé par
les travaux de ASHWELL et MORELL (9). Ces auteurs ont en effet montré que les glycannes de
glycoprotéines circulantes pouvaient étre spécifiquement reconnus par des lectines

hépatocytaires a P'origine de leur élimination
A) Le récepteur hépatocytaire des asialoglycoprotéines.
1) Historique.

C’est le groupe d’ASHWELL qui mit en évidence I'existence d'un tel récepteur. En effet,

ces auteurs avaient constaté que des asialoglycoprotéines plasmatiques étaient rapidement
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FIGURE 8 : A : structure oligomannosidique
B : structure mixte.
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retirées de la circulation sanguine (en quelques minutes) alors que la glycoprotéine native avait
une demi-vie de plusieurs heures. Le démasquage du galactose en position pénuitiéme sur la
chaine glycannique semblait étre responsable de I'élimination. Cecl fut confirmé par le fait
qu'une dégalactosylation (par une @-galactosidase), démasquant un résidu de N-acétyl
glucosamine avait pour conséquence de rétablir une demi-vie normale (120). Les
asialoglycoprotéines ainsi reconnues par I'hépatocyte sont ensuite endocytées par pinocytose

adsorptive et dégradées au sein des lysosomes (62).
2) Caractéristiques

Le récepteur dit d’ASHWELL a été purifié en particulier par HUDGIN et al. (82). Il s’agit
d’une glycoprotéine de 260 000 de masse moléculaire et composée de six sous-unités (dans le
cas du foie de lapin). En ce qui concerne sa spécificité, ce récepteur ne reconnait une
asialoglycoprotéine que si celle-ci présente au moins deux résidus de galactbse en position
terminale non réductrice (167). La conformation spatiale du ligand influe sur la reconnaissance.
Ainsi, il semble que ce récepteur ait, pour les glycopeptides de type triantenné, une affinité

supérieure a celle qu'il a pour les glycopeptides biantennés (10).
3) Localisation subcellulaire

Les récepteurs a galactose se situent essentiellement au niveau des "coated pits® de la
membrane plasmique (89,207) et possédent une localisation transmembranaire (66). De plus, il
a 6té retrouvé au niveau des membranes intracellulaires ( appareil de Golgi, microsomes,
lysosomes) (67). Néanmoins, les récepteurs situés dans les membranes lysosomiques, &
linverse de ceux situés dans les membranes microsomiques et golgiennes, sont orientés vers
le cytosol (195). Ce positionnement qui est contraire & celui attendu notamfnent au vu des
processus d’endocytose n'est pas, a ce jour expliqué. |l pourrait s’agir d’'un phénoméne visant

a éviter I'attaque protéolytique des récepteurs.
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4) Roles du récepteur & galactose

WEIGEL attribue dans une revue générale récente quatre rdles au récepteur a

galactose (209).

- élimination des asialoglycoprotéines du plasma.

C'est le réle primaire de ce récepteur qui a permis sa mise en évidence par ASHWELL

- transport intracellulaire de glycoprotéines.

Le récepteur a galactose pourrait jouer un rdle en ce qui concerne le transport
intracellulaire de glycoprotéines (132).

- élimination des anticorps ou des complexes antigéne-anticorps du plasma.
L'association antigéne-lgG pourrait provoquer une modification conformationnelle de la
région flexible des IgG, démasquant les résidus galactosyl externes, permettant leur
élimination (186).

- adhésion cellulaire

Des cellules cancéreuses pourraient développer une métastase hépatique via le
récepteur d’ASHWELL (28), qui en outre pourrait jouer un rdle dans I'adhésion cellule-

cellule (208).

B) Autres voies de capture des glycoprotéines.
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D’autres types de récepteurs ont été décrits. Ces récepteurs essentieliement présents
au niveau du systéme réticulo-endothélial contribuent également A I'élimination de

glycoprotéines circulantes.
1) Les récepteurs @ mannose/N-acétylglucosamine

Ce type de récepteurs a été mis en évidence 2 la suite d'observations démontrant que
des enzymes lysosomiques injectés par voie intraveineuse étaient rapidement éliminés de la
circulation et se retrouvaient au niveau du foie, de la rate et des os (2,170). Ce processus peut
étre inhibé par de I'asialo-agalacto-orosomucoide. La spécificité pour le mannose et la N-acétyl

glucosamine fut démontrée par KAWASAKI et al. (86,87).
2) Le récepteur & fucose

Des études réalisées avec la lactotransferrine et la (}glucocérébrosidase montrent que
ces glycoprotéines fucosylées en 0{1-3 disparaissent rapidement du plasma et se retrouvent au

niveau du foie (54,152).

Il - LES GLYCOPROTEINOSES

Dans le cadre de cette étude, nous nous limiterons a une description des
glycoprotéinoses interessant uniquement les N-glycosylprotéines (pour une étude compiéte

voir la revue de DORLING (42).
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A) Concept.
Ces maladies métaboliques sont caractérisées par un blocage partiel ou total de
Factivité des glycosidases lysosomiques. Les causes de ces maladies ont été traitées

précéderhment (voir chapitre pathologie lysosomique).

B) Les pathologies.

Dans tous les cas, le blocage métabolique se concrétisera par une accumulation
lysosomique de polymeres incomplétement dégradés. Ces oligosaccharides ou glycopeptides
seront ensuite excrétés dans les urines. Ces composés, spécifiques de la maladie, possédent
en position terminale non réductrice le monosaccharide n’ayant pu étre hydrolysé du fait de la

déficience enzymatique.

Toutes les glycosidases impliquées dans le catabolisme des N-glycannes sont a
I'origine d'une pathologie humaine connue (sauf pour ce qui concerne I’endo-N-acétyl-?»D
glucosaminidase). Récemment, un déficit en ?mannosidase humaine (seule exoglycosidase

pour laquelle aucune pathologie n’avait été décrite) a été mis en évidence (34,210).

Le tableau IV résume les différents types de glycoprotéinoses intéressant les N-

glycosylprotéines.



TABLEAU IV : Classification des glycoprotéinoses.

DEFICIT

(d'aprés MICHALSKI. (114).)

MALADIES

a-Neuraminidase

B-Galactosidase

d—Fqcosidase
a-Mannosidase
B-Mannosidase
B-N-acétylhexosaminidases A et B

Aspartylglucosamine amidohydrolase

Pseudo-Hurler polydystrophie

Sialidoses (Mucolipidose type I)

Sialidose a déficit combiné Neu /Gal (Syndrome de
’ Goldberg)

GM; gangliosidose
Maladie de MORQUIO type B

Fucosidose
Mannosidose
f-Mannosidose
Maladie de SANDHOFF

Aspartylglucosaminurie

€S

-09-
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IV-LE CATABOLISME DES N-GLYCOSYLPROTEINES

A) Le catabolisme de la protéine.

Comme nous le verrons par la suite, 'hydrolyse de la partie protéique est un

événement préalable a la dégradation des glycannes.
1) Catabolisme des glycoprotéines exocellulaires

Pour ces protéines, qui a lexception de Palbumine sérique sont toutes des
glycoprotéines, le catabolisme implique au préalable une internalisation. Celle-ci se fait via les
récepteurs lectiniques membranaires précédemment étudiés. Une fois la glycoprotéine
reconnue par le récepteur, on aura endocytose (voir le chapitre endocytose). Les endosomes
ainsi formés fusionneront avec des lysosomes primaires, pour donner naissance a des
lysosomes secondaires, ol se fera la protéolyse par actions des protéases lysosomiques

(cathepsines).
2) Catabolisme des glycoprotéines endocellulaires

{(voir les revues de HERSCHKO CIECHANOVER (1982} (73) et MAYER DOHERTY

(1986) (112)

La dégradation de la copule protéique de ces glycoprotéines est longtemps demeurée
obscure. Ce n'est que récemment que les processus protéolytiques ont été partiellement
élucidés. Il est acquis aujourd’hui que le catabolisme s’exerce a deux niveaux qui sont d’une

part le lysosome et d’autre part le cytosol (112).
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le ca isme prot i osoliqu

L'existence d'un mécanisme protéolytique non lysosomique a été suspectée dés 1956
par SCHWEIGER et al. (176). Ce n’est que plus récemment que le mécanisme de ce
systeme protéolytique a été compris. L'ATP est nécessaire a la formation d'un

complexe protéine-ubiquitine (211).

L'ubiquitine est un polypeptique de 9 000 de masse qui une fois conjuguée a la

protéine déclenche une dégradation trés rapide de celle-ci (112).

Les rdles physiologiques de [l'ubiquitination des protéines demeurent obscurs

néanmoins, il semble qu'ils interviennent dans les cas suivants (49) :

- élimination de protéines anormales
- contrdle du cycle cellulaire
- contrdle de I'expression génique par histone 2A ubiquitination

- réponse au stress

b) le catabolisme lysosomique

Dans les cas de privation nutritionnelle, ia cellule trouve les amino-acides nécessaires a
ses fonctions vitales en pratiquant I'autophagie. Les membranes internes peuvent
s’invaginer pour former des vésicules englobant le cytosol (112). I a méme été
rapporté des cas de micro-autophagie dans lesquels le lysosome lui mé&me “capture” le
cytosol. Le cytosquelette en véhiculant les vacuoles autophagiques joue un rdle trés
important dans tous ces phénoménes (112).

Des travaux récents indiquent que les protéines endocellulaires sont séquestrées dans
une fraction juxtanucléaire préalablement a la protéolyse lysosomique par les

cathepsines (111).
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Il a également été mis en évidence I'existence d’hydrolases lysosomiques liées a la
membrane en particulier la cathepsine M dont plus de la moitié de I'activité totale est
membranaire. Certains de ces enzymes ont leur site orienté vers le cytosol (cathepsine
M par exemple) et pourraient participer au catabolisme de composés cytosoliques.
Dans la majorité des cas, ces hydrolases ont des pH optima neutres, voire légérement

basiques (voir fa revue de PONTREMOLI et al. (151).

B) Catabolisme des N-glycannes.

1) Introduction.

Comme nous 'avons vu le lysosome posséde plusieurs cathepsines capables de
dégrader totalement les copules protéiques des N-glycosylprotéines. Il en résuite la production
d'amino-acides et de glycoasparagines qui seront dégradés par les glycosidases
lysosomiques. L’hydrolyse des oligosaccharides et glycoasparagines issus des glycoprotéines
cytosoliques pose le probléme de leur mode d’entrée dans le lysosome qui a ce jour, n'a pas
été élucidé. On peut également imaginer leur intégration via le récepteur lysosomigue
d'ASHWELL qui, rappelons le, a son site lectinique orienté vers le cytosol (195). Cette

hypothése n’a toutefois jamais été démontrée.
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2) Historique

Jusqu'au début des années 70, les seuls éléments permettant de comprendre le
catabolisme des N-glycannes étaient apportés par I'étude des structures isolées d'urines de

malades atteints de glycoprotéinoses (voir la revue STRECKER et MONTREUIL (190)).

Il avait été postulé a I'époque que le catabolisme se faisait par action récurrente des
exoglycosidases a partir de I'extrémité terminale non réductrice. Toutefois, I'étude des
structures isolées d’urines pathologiques infirmait cette hypothése. En effet, ces structures

peuvent étre classées en deux groupes :

- d'une part des oligosaccharides, 4 une seule N-acétyl-glucosamine a I'extrémité
terminale réductrice accumulés lors de sialidoses, gangliosidoses 8 GM1, maladie de

SANDHOFF et tol-mannosidoses.

- d’autre part, des glycoasparagines excrétés dans [P'urine de patients atteints de

fucosidose ou d’'aspartyl-glucosaminurie {figure 9).

L'existence de ces deux types de structures laissait supposer I'existence d'un ou
plusieurs enzymes agissant au niveau de 'extrémité terminale réductrice et responsables de la

présence de la seule osamine 2 des oligosaccharides.

3) L’hypothése du catabolisme initié par une endo-N-Acétyl- -D-glucosaminidase.

L'existence d'une seule glucosamine en position terminale réductrice des
oligosaccharides excrétés lors de glycoprotéinoses (exceptées les fucosidoses et
Faspartylglucosaminurie) amena STRECKER et MONTREUIL en 1975 & émettre 'hypothése que

t

le catabolisme des N glycannes commengait par I'action d'une endo-glucosaminidase (118)
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Gal(81-4)GIcNAc(81-2)Man(a 1-6)
\Man(a 1-4)G1cNAC (B 1-4)G1cNAC(B 1-N)Asn
Fuc(ax1-6)

Man{a 1-6)
Man(81-4)GIcNAC(B1-4)GIcNAC(B 1-N}Asn
Fuc(a1-6)
GIcNAc(B 1-N)Asn
Fuc(a1-6)
" FUCOSIDOSE

GlcNAc(B1-2)Man(a1-6)
Man(B1-4)G1cNAc
GlcNAC(B 1-2)Man(a1-3)

GlcNAC(B 1-2)Man(a 1-6)\
Man(81-4)G1cNAc

Man(81-4)GlcNAc

GlcNAc(B1-2)Man(a1-3)

MALADIE DE SANDHOFF.

'

Man(cxl-&)\

Man(B81-4)G1cNAc(B1-4)GIcNAC(B1-N)Asn
G1cNAc(B1-N)Asn

ASPARTYL-GLUCOSAMINURIE.

FIGURE 9 : Exemples de structures accumulées lors de glycoprotéinoses
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libérant d’'une part le glycoasparagine GIcNAc-Asn, et d’autre part, un oligosaccharide a une

seule glucosamine en position terminale réductrice (figure 10).

Des études réalisées au laboratoire visant & mettre en évidence une activité endo-

glucosaminidase s’avérerent infructueuses dans le compartiment lysosomique.

Par contre, une telle activité fut mise en évidence dans le cytosol par PIERCE et al.

(141).

Cet enzyme clive les glycopeptides en hydrolysant 1a liaison entre les osamines 1 et 2.
En outre, il posséde une spécificité réduite aux glycopeptides et glycoasparagines
polymannosidiques (activité "manno” endo-glucosaminidase) et N-acétyllactosaminiques
(activité  "galacto” endoglucosaminidase) mais est totalement inactif sur les
sialylglycoasparagines (142). Ce dernier point ne permettait pas d’expliquer dans les cas de
sialidoses I'accumulation de sialyloligosaccharides & une seule osamine en position terminale

réductrice.

4) Les glycoprotéinoses animales.

Alors que dans notre laboratoire, les études portaient essentiellement sur les
glycoprotéinoses humaines, d'autres équipes s'intéressaient plus particulierement aux

glycoprotéinoses animales (voir les revues de WINCHESTER (212) et DORLING (42).
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MONTREUIL. (1975). (190).
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Ce sont des études réalisées sur la mannosidose génétique ou induite par la

swainsonine (33,43) qui permit de classer les espéces animales en deux catégories :

- Pune présentant une excrétion urinaire d'oligosaccharides & une seule osamine

réductrice comme chez 'homme (rat, porc)

- lautre présentant une excrétion urinaire d'oligosaccharides ayant en position
terminale réductrice le chainon N, N'di-acétyl chitobiose intact (bovins, ovins, chiens,

chats) (1,2) (figure 11).

Signalons ici, également, 1a chévre qui accumule & la fois des oligosaccharides & une

ou deux osamines en position terminale réductrice (108,109).

Le fait qu'il existe des espéces animales ayant un catabolisme de type bovin et d'autres
ayant un catabolisme de type humain conduisit & 'hypothése selon laquelle préalablement a
I'action d’une endoglucosaminidase devait agir 'aspartyl-N-acétyl glucosaminidase. Ce dernier
enzyme, mis en évidence par MURAKAMI et EYLAR en 1965 dans I'épididyme du mouton (123),
était supposé hydrolyser le chainon GIcNAc-Asn et intervenir aprés action de

I'endoglucosaminidase.

5) Le réle de I'aspartamidase (aspartyl-N-acétylglucosaminidase)

a) Historique.

Apreés la découverte de 'enzyme (123), son mécanisme d’action est élucidé en 1966
par MAKINO et al. (106). Le premier cas de déficience est rapporté par JENNER et POLITT en
1968 (150). MAHADEVAN et TAPPEL localisent en 1967 I'enzyme dans le compartiment
lysosomique du foie de rat (130) tandis que YAMASHINA la purifie & partir du rein de porc (213)

et DUGAL a partir du foie humain (44).
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b) Propriétés.

L’aspartamidase a un pH optimum de 7 a 8 selon les espéces (213). Elle a une masse
molaire de 70 000 dans le cas du foie humain (102). Elle présente une étonnante stabilité & la

chaleur, un traitement de 6 heures a 60 °C ne réduisant son activité que de 10 %. (14)
c) Spécificité.

Sile role de 'aspartamidase sur le chainon GlcNAc (§1 -N) Asn est connu depuis
longtemps, peu d’études concernant sa spécificité vis a vis d’autres glycoasparagines ont été
publiées. Tout au plus MAKINO et al. (106) et PLUMMER et al. (148) avaient-iis démontré son
action sur des glycoasparagines mixtes et oligomannosidiques de I'ovalbumine. BAUSSANT
reprenant les études de spécificité montra que I'enzyme était incapable d’hydrolyser
I'asparagine si celle-ci se trouvait acétylée sur sa fonction ({-aminée (14). Des travaux plus
anciens de MAKINO et al. (105) avaient déja démontré que la substitution  carboxylique de

'asparagine inhibait I'enzyme.

Ces résultats prouvent que I'aspartamidase est spécifique des glycoasparagines vrais.
Il faut donc que le catabolisme de la protéine libérant de tels glycoasparagines soit antérieur &

I’action de I'aspartamidase.

Il avait été observé depuis longtemps que les produis fucosylés en (X1-6) sur I'osamine
1 étaient excrétés dans les cas de fucosidoses sous forme de glycoasparagines. Cette
observation laissait supposer que l'action de la fucosidase était antérieure a celle de
'aspartamidase.

BAUSSANT en apporta la preuve en étudiant aprés inhibition par la chaleur des
mannosidases, l'action de [I'aspartamidase sur respectivement ManzGlcNAczAsn et

ManzGlcNAézFucAsn. Si dans le premier cas I'enzyme était actff, il ne I'était pas du tout dans le
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second (14). Cette expérience prouvait indiscutablement I'antériorité de I'action de la

fucosidase sur I'aspartamidase.

Le fait que I'endoglucosaminidése décrite par PIERCE et al. (141,142) était totalement
inactif sur les sialylglycoasparagines, amena BAUSSANT a étudier I'action de I'aspartamidase

sur de tels composés et démontra ainsi que I'enzyme pouvait les hydrolyser (14).

Cette derniére expérience constituait une premiére étape dans I'explication de
I'excrétion par les patients atteints de sialidoses de sialyloligosaccharides a une seule osamine
en position terminale réductrice. En effet, ces composés ne pouvaient provenir de I'action de
I'endoglucosaminidase cytosolique (141,142). ll restait donc & mettre en évidence une endo-N-
acétyl?D-glucosaminidase spécifique des oligosaccharides possédant le chainon N,N’di-acétyl

chitobiose en position réductrice.

6) Mise en évidence d’une endo—N-acétyl%D—glucosaminidase lysosomique.

a) Historique.

En 1974, NISHIGAKI et al. (126) mettent en évidence dans le foie de rat et de porc une
activité endoglucosaminidase, tandis que BOERSMA et al. la détectent en 1975 dans le foie

humain (24). La premiére localisation cellulaire est due a PIERCE et al. en 1979 (141).

En 1981, OVERDIJK gt al. (134) étudient les propriétés de I'endoglucosaminidase du

foie et du rein humains.

La spécificité de 'enzyme hépatique du rat a fait I'objet d’une étude de TACHIBANA et
al. en 1982 (194) qui posent I'hypothése d’'une seule forme enzymatique pour les activités
"manno” et “galacto” endoglucosaminidases tout comme LISMAN et al. en 1983 (98) et 1985

{
_(99) qui en outre confirment la localisation cytosolique.
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Par contre, EL BATTARI et al. en 1983 postulent I'existence d’lsoenzymes a l'origine des

deux types d’activités (45).

Les paramétres cinétiques des deux activités endoglucosaminidase ont été déterminés

en 1983 par APPOURCHAUX (7)

L’endoglucosaminidase de foie de rat est partiellement purifiée par LISMAN et al. (99).

Les activités endoglucosaminidase précédemment décrites sont toutes cytosoliques
(elles présentent un pH optimum neutre). Ces activités pourraient intervenir dans le catabolisme
des glycoprotéines intracellulaires ainsi que dans la régulation de la biosynthése des N-
glycosylprotéines (117,142). Dans le cadre de cette derniére hypothése, I'endoglucosaminidase

pourrait dégrader les dolichol-oligosaccharides précurseurs en excés (26).

b) Spécificité.

L'enzyme du cytosol dégrade des glycopeptides de type oligomannosidique et N-
acétyl lactosaminique (141,142) mais demeure inactif sur des glycopeptides sialylés ou
fucosylés sur 'osamine 1. Le glycoaspargine Man3GlcNAc2Asn est le substrat pour lequel
I'endoglucosaminidase cytosolique présente la plus grande vitesse d’hydrolyse.

Il est intéressant de noter que I'enzyme demeure actif aprés acétylation de la fonction X aminée

de 'asparagine, ce qui permet de la doser facilement par méthode radicactive.

¢) Mise en évidence d’une endoglucosaminidase dans le lysosome

Le premier, STIRLING met en évidence en 1974 une activité NN’'-diacétyl chitobiase au

niveu du foie humain. L'enzyme décrit se distingue de la F—hexosaminidase par le fait qu'il est
i

incapable d’hydrolyser des substrats synthétiques tels que le paranitrophényl?—D-N acétyl-
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glucosamine (PNP-GIcNAc) (184). STIRLING, encore, la méme année démontre une activité
chitobiase dans des cellules déficientes en hexosaminidases A et B (maladies de Sandhoff et
Tay-Sachs). Il détermine de plus que cet enzyme a une masse moléculaire plus faible que celle
de I'hexosaminidase (185). L'activité chitobiase précédemment décrite est maximale & un pH

de 3,5, ce qui est un argument supplémentaire pour une localisation lysosomique.

it faut ensuite attendre 1985 et les travaux de LI et al. (97) qui décrivent dans l'urine

humaine, une activité endo dont le pH optimum est de 4,0.

Enfin, en 1985, ARONSON et KURANDA (94) et BAUSSANT et al. (15) au laboratoire
décrivent en méme temps une activité endo-N-acétyl-QD glucosaminidase au niveau du

lysosome.

KURANDA et ARONSON démontrent I'existence d'un tel enzyme en inhibant
l'aspartamidase du foie de rat perfusé. Ces auteurs remarquent qu'aprés action des
exoglycosidases, le foie accumule le composé suivant : GicNAc @4)GlcNAc(@ -N)Asn au lieu
du GlcNAc (@-N)Asn attendu. lls démontrent ensuite 'activité chitoblase en utilisant des asialo-
oligosaccharides obtenus par hydrazinolyse et réacétylés par de I'anhydride acétique [14 C]

(95)

BAUSSANT et al., quant a eux utilisent I'oligosaccharide ManaGlcNAc2 (obtenus aprés
digestion par I'aspartamidase du glycoasparagine correspondant) qu'its incubent & pH 3,5 avec
un homogénat lysosomique. La démonstration de I'activité endo est faite par RMN a 400 MHz

(14,16).

L'endo-N-acétyl@-D glucosaminidase présente un pH optimum d’activité de 3,5. Sa

masse molaire a été estimée & 35 000 par tamisage moléculaire (95).
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Ses travaux sur I'aspartamidase et I'endoglucosaminidase ont amené BAUSSANT a

proposer le schéma du catabolisme présenté figure 12.



_75_

NeuAc-Gal-GlcNAc-Man
Man-GlcNAc-GlcNAc-Asn

NeuAc-Gal-GlcNAC -Man |
Fuc

1 Protéases

NeuAc-Gal-GlcNAc-Man
Man-GlcNAc-Gl1cNAc-Asn
NeuAc-Gal-GlcNAc-Man
’ Fuc

2 Fucosidase

NeuAc-Gal-GlcNAc-Man
Man-G1cNAc-GlcNAc-Asn
NeuAc-Gal-GlcNAc-Man

3 Aspartyl-N-acetylglucosaminidase

NeuAc-Gal-GlcNAc-Man
, Man-G1cNAc-GlcNAc
NeuAc-Gal-GlcNAc-Man

4 Endo-N-acetyl-g-D-glucosaminidase

NeuAc-Gal-GlcNAc-Man

:::Man-GlcNAc
!

5 Exoglycosidases
]

!
Y

NeuAc-Gal-GlcNAc-Man

FIGURE 12 : Schéma du catabolisme selon BAUSSANT. (1985)
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INTRODUCTION

Les travaux récents sur I'aspartamidase (14) et sur l’endo-N-acétyl-%D-glucosaminidase
(15,16,94,95) ont permis d'élucider le catabolisme des N-glycannes au niveau du point
d'attache avec la protéine. Ainsi, il est maintenant démontré qu’'au niveau lysosomique le
catabolisme est initié par I'aspartamidase et non par une endoglucosaminidase. De plus,
I'action successive et la spécificité de ces deux enzymes permettent aujourd’hui d’expliquer la
structure des oligosaccharides et glycoasparagines accumulés lors des glycoprotéinoses, en
particulier en ce qui concerne F'extrémité terminale réductrice. Cependant, ni les travaux de
BAUSSANT ni ceux d’ARONSON n'ont permis de mettre en évidence I'existence de sialyl-

dérivés a une seule glucosamine en position terminale réductrice dans les cas de sialidoses.

Enfin, MAHADEVAN et al., (103) ont dés 1969 montré que les exoglycosidases étaient
beaucoup plus actives sur des oligosaccharides que sur des glycoasparagines. D'autre part,
dans les cas de fucosidose et d’aspartyl glucosaminurie, il a été remarqué que les structures
accumulées avaient plus ou moins subi I'action des exoglycosidases, de plus, ces structures
présentent dans leur majorité une dégradation plus avancée de I'antenne en ({1-3) que
'antenne en (0{1-6) (figure 9). Ces observations laissent supposer & la fois un catabolisme
bidirectionnel (faisant appel aux exoglycosidases et au binbme endo-aspartamidase) comme I'a
suggéré ARONSON (8,94) et une dégradation antenne par antenne par action des

exoglycosidases.
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Nos travaux ont donc d'abord visé & mettre en évidence une activité endo-
glucosaminidase lysosomique dans les celiules humaines. Nous avons ensuite partiellement
purifié I'enzyme du foie de rat afin de tester son activité sur les sialyl dérivés et pouvoir ainsi
expliquer I'excrétion urinaire de composés & une seule glucosamine en position terminale

réductrice dans les cas de sialidoses.

La seconde partie de notre travail a consisté & étudier In vitro le catabolisme des N-
glycannes, afin d’une part de déterminer les rdles respectifs du bindme endo-aspartamidase et
des exoglycosidases et d’autre part de mettre en évidence un catabolisme antenne par

antenne.
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MISE EN EVIDENCE D'UNE ACTIVITE

ENDO—N-ACETYL-Q-GLUCOSAMINIDASE LYSOSOMIQUE

DANS LES CELLULES HUMAINES

I - INTRODUCTION

L'existence dans les urines de patients atteints de sialidose d'oligosaccharides
possédant une seule N-acétyl-glucosamine en position terminale réductrice (114) laissait
supposer la présence d’une endoglucosaminidase lysosomique dans les cellules humaines. En
effet, de tels composés ne peuvent étre produits par I'endo-glucosaminidase cytosolique, ce

dernier étant totalement inactive sur les sialyl glycopeptides (141,142).

L’endoglucosaminidase lysosomique mise en évidence chez le rat (14,95) et agissant
apres I'aspartamidase pourrait expliquer accumulation lors des glycoprotéinoses (sauf dans
les cas de fucosidose et I'aspartyl glucosaminurie d’oligosaccharides a une seule GIcNAc en
position terminale réductrice. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons dosé l'activité

endoglucosaminidase lysosomique de cellules humaines en culture.
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Il - MATERIEL ET METHODES

A) Culture cellulaire :les cellules lymphoblastoides

Les cellules ont été obtenues par transformation de lymphocytes humains normaux
par le virus d’Epstein-Barr. La transformation a été réalisée dans le laboratoire du Professeur

G.LENOIR du Centre International de Recherches sur le Cancer de Lyon (C.L.R.C.).

Les cellules lymphoblastoides sont cultivées en suspension dans des flacons de
cultures (NUNC) de 250 ml contenant 30 mi de milieu RPMI 1640, comportant 15 % de sérum
de veau foetal, 0,3 g/I de glutamine, 0,1 % de kanamycine dans une atmosphére contenant 5 %

de CO, et & une température de 37 °C.

Les cellules sont divisées tous les 3 a 4 jours en répartissant le contenu d’un flacon

dans 3 autres flacons dont on compléte ensuite le volume a 30 mi par du milieu neuf.

B) Culture cellulaire : les fibroblastes.

Les fibroblastes normaux nous ont été fournis par le Laboratoire Régional de Dépistage
des Maladies Génétiques (Prof. J. P. FARRIAUX). Les cellules sont cultivées en flacons de 250
ml (NUNC) jusqu’a confluence, le milieu de culture étant du milieu de HAM supplémenté en

glutamine a raison de 0,3 g/\. Les cellules sont ensuite décollées du plastique par trypsinisation.
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C) Préparation du substrat radioactif OL-I.

Il s'agit d’'un oligosaccharide dont la structure est indiquée ci-dessous :

Man(o1-6)
Man ( 1-4)G]cNAc(€1-4)G]cNAc

e

Man (X1-3)

Ce substrat est marqué au [14C] sur les deux osamines. Il a été obtenu de la fagon

suivante :

Apreés digestion pronasique de fraction IV de COHN (concentration de 10 mg/mi), les
glycopeptides libérés sont traités par hydrazinolyse et réacétylés par F'anhydride acétique [14C]

selon la méthode de BAYARD et al. (17).

Les oligosaccharides sont ensuite traités par un mélange d’exoglycosidases
bactériennes (activités o{neuraminidases, ?galactosidases, ?hexosaminidases et o fucosidases
fournies par le Prof. S. BOUQUELET) a 37°C pendant 24 heures. L’activité mannosidase étant

absente nous obtenons I'oligosaccharide OL-.

Les protéines sont ensuite précipitées par I'éthanol & -20°C & une concentration finale
de 50 % (V/V). Aprés centrifugation, le surnageant est concentré puis déposé sur une colonne
de Biogel P4 (Biorad-Richmond USA). Les fractions contenant I'oligosaccharide OL-l sont

rassembiées puis lyophilisées.
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Le substrat OL-, ainsi préparé présente une radioactivité spécifique de 270

cpm/nmole.

Lors des incubations, ce substrat est utilisé & une concentration de 3,3 mM.

D) Incubations.
1) Cellules lymphoblastoides

Le contenu de 20 flacons de culture est centrifugé & 1500 t/mn pendant 5 mn. Le culot
cellulaire est lavé 3 fois par une solution isotonique de NaCl 9°/oo, puis repris par 500/.11 de
tampon CP100 pH 3 5, Triton X100 0,5%. Aprés homogénéisation en bain de glace par 20 a 25
aller-retours de piston de I'appareil de DOUNCE, le pH de 'homogénat est réajusté a pH 3,5

par de I'acide citrique 0,1 M puis laissé 3 heures & + 4°C.
Le milieu d’incubation se compose comme suit :

- 30,‘| d’homogénat cellulaire

- SOId de L-mannono-1,4-actone 30 mM en tampon CP 100 pH 3,5 (inhibiteur de
mannosidases)

- 10’1 de tampon CP 100 pH 3,5

- 20,1 de OL-1 ['4C] 3,3 mM (18000 cpm/incubation)

Un témoin est effectué en utilisant 30 /ﬂ d’homogénat cellulaire préalablement traités 5

mn a 100°C.

Aprés 15 heures a 37°C, les protéines sont précipitées par ajout de 90/d d’éthanol a -
20°C. Apres centrifugation le surnageant est déposé en totalité sur papier Whatman 3. La

chromatographie s'effectue pendant 15 & 20 heures dans le solvant butanol /acide
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acétique/eau (4/1/5 : v/v/v). Les pistes de migration sont découpées en bandes de 1 cm de
large et la radioactivité mesurée par comptage en scintillation liquide aprés avoir ajouté 1,5 mi

de cocktail de scintillation ("Lipoluma” J.T.BAKER. Pays-Bas).

La zone de migration de la N-acétyl glucosamine est estimée par rapport & un spot de
N-acétyl glucosamine froide déposée sur une piste paraliéle. Cette piste est révéiée a I'oxalate
d’aniline.

2) Fibroblastes
6 boites de cultures sont traitées de la méme fagon que précédemment.

Les milieux d’incubation sont les suivants :

a) témoin (dénaturation 5 mn a 100°C de r'homogénat) et cellules avec

mannonolactone

- 20/!' d’homogénat cellulaire
- 20)“| de mannonolactone 30 mM en tampon CP100 pH 3,5
- 17/ul de tampon CP 100 pH 3,5

- 3/.| d’'OL 13,3 mM (3200 cpm)
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b) cellules sans mannonolactone :

Les 20,] de mannolactone sont remplacés par 20/.l de tampon CP100 pH 3,5

Aprés 15 Ha 37°C, les protéines sont précipitées par 6(? d’éthanol a -20°C. La suite du

protocole est identique a celui des cellules lymphoblastoides.
Le pourcentage d’hydrolyse est calculé en divisant le nombre de cpm dues & I'osamine
libérée par la moitié de la radioactivité totale (car les deux osamines sont marquées mais seule

I'osamine en position terminale réductrice peut étre libérée par I'endoglucosaminidase).

Ill- RESULTATS-DISCUSSION

A) Cellules lymphoblastoides (figure 13)

On observe dans ce cas 'existence de deux pics de radioactivité, I'un correspondant &
la GlcNAc [14C] (fa glucosamine froide témoin migrant au méme niveau, indiqué par la fiéche)
l'autre correspondant au substrat OL-I non hydrolysé et & I'oligosaccharide trimannosyl N-

acétylglucosamine ne possédant qu'une seule osamine en position terminale réductrice.

Ces résultats permettent de démontrer I'existence d’une endo-N-acétyi-(i-D-
glucosaminidase lysosomique dans les cellules humaines active a pH 3,5. En effet, I'hydrolyée
de la N-acétyl glucosamine terminale réductrice ne peut étre attribuée qu'a une
endoglucosaminidase lysosomique car BAUSSANT (14) a démontré qua pH 3,5

'endoglucosaminidase cytosolique était totalement inactive sur ce méme substrat.

Aprés 15 Heures d'incubation, le calcul indique que environ 55 % du substrat OL | a été

hydrolysé.
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FIGURE 13 : Mise en évidence d'une activité endo-N-acétyl-8 -D-glucosaminidase
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B) Les fibroblastes.

1) En présence de mannonolactone (figure 14)

Les conclusions quant a I'existence d’une activité endoglucosaminidase lysosomique

sont les mémes que précédemment.

On a dans ce cas un pourcentage d’hydrolyse du substrat OL-f de I'ordre de 15 %

2) En absence de mannonolactone (figure 15)

On observe également dans ce cas, une activité endoglucosaminidase. Le substrat OL-
| ayant ici été dégradé a environ 20 %. Toutefois, il est intéressant de noter que le pic de
radioactivité correspondant a I'oligosaccharide présente un maximum décalé de 1 cm par
rapport au témoin (alors que le méme substrat incubé en présence de mannonolactone ne

présente pas ce phénomene).

Ceci peut s’expliquer par I'action des mannosidases qui hydrolysant I'un des résidus
mannose en position terminale non réductrice permettraient & I'oligosaccharide ainsi produit
une migration plus rapide dans le systéme solvant employé. Il semble dans ce cas que les
mannosidases agissent plus vite que I'endoglucosaminidase car sur les 1600 cpm théoriques
dues a la N-acétyl glucosamine libérée seulement 20 % le sont effectivement, par contre, en ce
qui concerne l'oligosaccharide, on constate que le maximum de radioactivité dans ce cas

correspondrait a environ 40 a 50 % du substrat démannosylé.

IV - CONCLUSION
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Qu'll s'agisse de cellules lymphoblastoides ou de fibroblastes, ces expériences mettent
en évidence une activité endo-N-acétyl-?—D-glucosaminidase lysosbmique analogue a celle

précédemment décrite par BAUSSANT et al. et KURANDA et ARONSON. (16,95).

De plus, ces résultats semblent en outre indiquer dans le cas d'incubation sans
inhibiteurs de mannosidases une action conjointe de "I'endo” et des &{-mannosidases, ce qui
corrobore les travaux de KURANDA et ARONSON faisant état d’'un catabolisme glycannique

bidirectionnel (94).
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PREPARATION D’UNE FRACTION PURIFIEE EN

ENDO-N-ACETYL;?D-GLQQQ§AMINIDASE LYSOSOMIQUE,

| INTRODUCTION

L'endo-N-acetyl@-D-glucosaminidase cytosolique mise en évidence par PIERCE et al. (141)
étant inactive sur les sialylglycoasparagines et sialylglycopeptides (142), nous avons entrepris
de purifier I’endo-N-Acétyl?—D-glucosaminidase lysosomique de foie de rat, mise en évidence
conjointement par BAUSSANT et al. (16) et KURANDA et al. (95). Ceci dans le but d'en étudier

I'action sur des sialyloligosaccharides a deux GIcNAc terminales réductrices.

Le protocole de purification que nous détaillons dans les pages suivantes présente
I'avantage d’éliminer l'neuraminidase lysosomique. En éliminant cette activité, nous pouvons
ainsi éviter la désialylation des sialyloligosaccharides,et empécher les (;galactosidases G

hexosaminidases,o-mannosidases d’hydrolyser le substrat.

- MATERIEL ET METHODES

A) Le substrat OL-I :

Ce substrat a été préparé comme indiqué dans le chapitre : "Mise en évidence d'une endo-N-

acétyl%D-glucosaminidase lysosomique dans les cellules humaines.*

B) Le fractionnement cellulaire :
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Des rats femelles WISTAR (150-200g) sont mis & je(n une nuit avant d'étre sacrifiés par
décapitation. Les foies rapidement prélevés sont transférés dans une solution de tampon Hépés
10mM, MgCl, 5mM, Sucrose 0,25 M. Aprés broyage au moyen de I'appareil de FISCHER, ils
sont homogénéisés dans le tampon précédent par 3 aller-retours de piston de I'appareil de
POTTER (750 tours/mn). L’'homogénat cellulaire est ensuite filtré sur gaze. Le volume est ajusté
par le méme tampon a raison de 4 mi/g de foie au déparnt. Le fractionnement est ensuite
conduit selon la méthode de DE DUVE (38). Un culot enrichi en lysosomes est préparé par

centrifugation du surnageant post-nucléaire a 10000 rpm pendant 15 mn.

C) Dosage des protéines :

Il a été effectué selon la méthode de LOWRY et al. (100) modifiée par PETERSON (140).

D) Dosage de l'activité gndo-N—Acégzl%o-glucosaminidage

Il a été effectué de la fagon suivante :
- Sofl de la fraction contenant I'activité endoglucosaminidase
- 30/11 de mannonolactone 30 mM en tampon CP 100 pH 3,5.
- 17/.i de tampon CP 100 pH 3.5

- 3/41 de substrat radioactif OL-l (270 cpom/nmole soit 3200 cpm/incubation)

Aprés 3 heures a 37°C, les protéines sont précipitées par addition de 90/1] d’éthanol a -20°C.
Aprés centrifugation le surmageant est déposé sur papier Whatman 3. Au bout de 15 h de
chromatographie en solvant butanol/acide acétique/eau 4/1/5 (en volumes), les pistes de
migration sont découpées et comptées de la méme fagon que dans le chapitre : "Mise en

évidence d’une activité endoglucosaminidase dans les celiules humaines."

E) Définition_ de l'unité d'activité enzymatique :
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1 unité hydrolyse 1 nmole de substrat OL-| en 1 heure

F} Dosage des activités exoglycosidases :

L’activité neuraminidase a été déterminée en utilisant un oligosaccharide marqué (189)

Les autres glycosidases ont été dosées par la méthode au p-nitrophényl glycoside (198).
Notamment en ce qui concerne les ?hexosaminidases dont I'activité a été suivie tout au long de

la purification.
Il RESULTATS

Nous avons travaillé sur 15 grammes de foie. Aprés obtention du culot enrichi en lysosomes,
celui-ci est repris par 6 ml de tampon citrate-phosphate 1 mM pH 3,5 et homogénéisé par 15 a
20 aller-retours de piston de I'appareil de DOUNCE (4°C). L'homogénat est ensuite laissé & 4°C
pendant 2 heures afin d’'obtenir une rupture de la membrane lysosomique par choc
hypotonique. Aprés avoir ajusté le pH de 'homogénat a 3,5 par addition d'acide citrique 0,2 M
pour obtenir une précipitation des protéines, celui-ci est laissé une nouvelle fois & 4°C. Aprés
centrifugation 5 mn a 3000 rpm (Rotor BECKMAN SW 50-1), le surnageant est déposé sur une
colonne de SP-Séphadex (Pharmacia) (5 ml) équilibrée en tampon CP 100 pH 3,5. L'activité
endoglucosaminidase est éluée par le méme tampon contenant 300 mM NaCl (Fig 16).
L’activité ?-hexosaminidase co-chromatographiée avec l'activité "endo” est éliminée par
concentration sur membrane AMICON YM-50 (seuil d’exclusion : 50000 daltons). La ,fraction

exclue est reconcentrée sur membrane AMICON YM-10 (seuil d'exclusion : 10000 daltons)

IV DISCUSSION

Le protocole schématisé fig.17 ermet d’obtenir une fraction endoglucosaminidase enrichie

|
i

environ 360 fois.
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FIGURE 16 : Purification de 1'endo-N-acétyl-g-D-glucosaminidase
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L’enrichissement et le rendement de purification sont présentés dans le tableau V.

On constate que I'étape essentielle est celle de précipitation des protéines par I'acide citrique
(fraction n° 4) En effet, I'enrichissement en activité endoglucosaminidase passe de 8,5 fois
(fraction n° 3) a 280 fois environ. Cette étape présente en pius I'avantage d’éliminer I'activité
neuraminidase, celle-ci étant membranaire (115), elle se trouve éliminée lors de la

centrifugation.

L'étape de chromatographie sur SP-Séphadex, si elle n'est pas déterminante quant a
F'enrichissement, présente l'interét d'éliminer bon nombre de protéines dénaturées par le pH de
3,5 mais n'ayant pas été précipitées. En outre I'activité endoglucosaminidase est éluée par
cette méthode a son pH optimum d'activité et peut donc étre utilisée directement pour des

études de spécificité (comme dans le cas des sialyloligosaccharides, voir chapitre suivant).

Des essais de purification faisant appel a la chromatographie d'affinité n'ont pas donné de
résultats concluants. En raison de la stricte spécificité de I'enzyme (il faut le chainon N,N'-
diacétyichitobiose intact en position terminale réductrice), il est difficile de préparer des
supports d’affinité. Il semble en tout état de cause, qu'il faille que le carbone 1 de la GicNAc
terminale réductrice ne soit engagé dans aucune liaison pour que I'enzyme puisse se fixer. Des
essais de purification sur chitobiose, chitotriose, chitotétracse couplés au Sépharose par leur
carbone 1 n'ont pas permis d’associer I'enzyme par affinité au support. D’autres tentatives de
purification sur colonne de chitine n'ont permis d’obtenir un taux d’enrichissement que de 440
fois. La purification par chromatographie d’affinité semble maintenant devoir passer par
limmobilisation de substrats (oligosaccharides, chitobiose, chitotriose, chitotétraose)

possédant en position terminale réductrice le chainon N,N'-diacétyichitobiose.
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Foie en tampon A

I: Homogénéisation au Potter, 750 rpm
3 aller-retours en tampon A.

II: Filtraton sur gaze et ajustement du

J volume 3 raison de 4 ml/g (tampon A)

Homogénat. (Fraction n® 1)

8500 rpm , 5 mn (Rotor BECKMAN SW-27)

—

urnageant post-nucléaire.
(Fraction n° 2)

Culot.

10000 rpm 15 mn (méme rotor)
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3 lavages successifs par NaCl 0,9%
avec centrifugations intermédiaires
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I: Reprise du culot par tampon CB 1 pH 3,5 (0,4 m) par
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(4°C pendant 2 heures)

IT: Ajustement du pH & 3,5 par ac. citrique 0,2 M
(4°C pendant 1 heure)

I1I: 3000 rpm 5 mn (rotor BECKMAN SW 50-1)

Surnageant Culot

(Fraction post SW 50)
(Fraction n° §)
I: Passage sur SP-Séphadex équilibrée en tampon CP 100 pH 3,5

IT: Elution par NaCl 300 mM-CP 100 pH 3,5

Eluat 300 mM
Concentration sur membrane AMICON YM 50

Fraction concentrée Fraction exclue
Concentration sur membrane AMICON YM 10

-Fraction exclue Fraction concentrée (Fraction n® 5)
(Activité endoglucosaminidase)

Tampon A : Hépés 10 mM, Mgc1§t5 mM, Saccharose 250 mM, pH 7,5

n CP 1 : Citrate-phosphdte 1mM, pH 3,5
;::ggn CcP 100 : Cgtsa§2~phosphate 100 mM, EDTA 10 mM, 2-mercapto-é&thanol 1 mM.
P ’

FIGURE 17 : Protocole de purification de 1'endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase
lysosomique.



: Enrichissement et rendement de purification de 1'endo-N-acétyl-8 -D-

TABLEAU V
glucosaminidase lysosomique.

FRACTION FRACTION N9 VOLUME UNITES/ML [TOTAL DES | PROTEINES | UNITES/MG | RENDEMENT | FACTEUR DE

. (ML) UNITES (MG/ML) DE PROT. | (%) PURIFICA-
TION

Homogénat 1 60 35,7 2142 51 0,7 100 1 fois

total

Surnageant 2 50 20,02 1001 15,4 1,3 46,7 1,85 fois

post-nucléaire

Culot lysosomi- 3 7 40 280 6,7 6 13 8,6 fots

que

Fraction post- 4 6,1 39 238 0,2 195 11 278 fois

SW 50-1

Fraction post- 5 1,1 53 59 0,12 251 2,7 358 fois

YM 10

/2e5\

1 Unité hydrolyse 1 nanomole de substrat OL-I en 1 heure.

OL-I : Man,GlcNAc, f“q

&S/

66~
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MISE EN EVIDENCE D'UNE ACTIVITE

SIALYL-ENDOGLUCOSAMINIDASE LYSQOSOMIQUE

| - INTRODUCTION

L'urine de patients atteints de sialidose contient de grandes quantités de
sialyloligosaccharides portant a leur extrémité terminale réductrice une seule glucosamine au
lieu du noyau chitobiose communément rencontré au niveau de la liaison avec 'asparagine

(188,192).

Se basant sur ces observations, STRECKER et MONTREUIL postulerent en 1975
existence d’un enzyme hydrolysant la liaison entre les deux GIcNAc de I'extrémité terminale
réductrice (118). Une telle activité, découverte en 1979, par PIERCE et al. dans le compartiment
cytosolique (141,142), présentait une spécificité restreinte aux glycopeptides de types
oligomannosidique et N-acétyllactosaminique désialylé et ne permettait pas d’expliquer
Faccumulation des sialyl-dérivés lors de sialidoses. La mise en évidence par KURANDA et
ARONSON et BAUSSANT et al. d'une activité endo—N-acétyl?D-glucosaminidase lysosomique
avec un pH optimal de 3,5 et une spécificité limitée aux oligosaccharides portant le noyau
chitobiose en position réductrice permettait d’expliquer lors de glycoprotéinoses I'accumulation
d'oligosaccharides a une seule glucosamine réductrice (14,15,16,94,95). Toutefois, les travaux
antérieurs n'apportaient pas de solutions quant & la structure a une seule GlcNAc réductrice

des oligosaccharides de sialidose.
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Notre travail a donc consisté A étudier I'action de I’endo-N-acétyI?D-glucosaminidase
lysosomique sur des sialyl oligosaccharides portant le noyau chitobiose en position terminale

réductrice

La détermination des structures glycanniques a été effectuée par RMN du proton & 400
MHz au sein du Centre Commun de Mesures de I'Université des Sciences et Techniques de
Lille Flandres Artois par M. Jean-Michel WIERUSZESKI que nous remercions.

Il - MATERIEL ET METHODES

A) Préparation des substrats.

Les glycopeptides obtenus par hydrolyse alcaline de la fraction IV de COHN (10
mg/mi NaOH 0,05M, BH,K 1M, 37°C 48 heures) sont ensuite soumis & deux cycles successifs

de pronase.

Aprés précipitation des protéines par 1 volume d’éthanol a -20°C, les glycopeptides
sont déposés sur une colonne de DOWEX 1x2 (200400 mesh, forme acétate) élués par un
gradient d’acétate de pyridine (pH = 5,6). Le glycopeptide GP-| est élué a une concentration de

200 mM d’acétate de pyridine.

Les oligosaccharides de référence ont été isolés a partir d’urines de patients atteints de

sialidoses ou de GM1 gangliosidose (192).
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B) Préparation des fractions enzymatiques.
1) Fractionnement cellulaire

Des rats femelles WISTAR (150-200g) sont mis & je(n pendant une nuit avant d’étre sacrifiés
par décapitation. Les foies rapidement prélevés sont transférés dans une solution de tampon
Hépes 10 mM, MgCl, 5mM, sucrose 0,25M pH 7,5 & 4°C (bain de glace) et homogénéisés dans
le méme tampon par 3 aller-retours du piston de I'appareil de Potter Elvejhem (750 Tours/mn).
L’homogenat cellulaire est ensuite filtré sur gaze. Le volume est ajusté par le tampon Hépés 10
mM, MgC12 5mM, sucrose 0,25M & raison de 4 ml/g de foie au départ. Le fractionnement
cellulaire est ensuite conduit selon la méthode de DE DUVE et al. (38). Un culot enrichi en
lysosomes est préparé par centrifugation de la fraction post-nuciéaire & 10 000 tours par mn

pendant 15 mn (Rotor SW 27.Beckman)
2) Aspartylglucosaminidase

Le culot enrichi en lysosomes est lavé 3 fois par une solution isotonique de NaCl a
8°/oo (P/V) afin d’éliminer le saccharose, avec a chaque fois centrifugation dans les mémes
conditions que précédemment. Le culot est ensuite resuspendu dans 2 mi de tampon
phosphate 0,1M pH7.5 contenant 0,5% de Triton X100 et homogénéisé par 20 a 25 coups de
piston de I'appareil de DOUNCE (en bain de glace). La solution enzymatique est ensuite traitée

par la chaleur 6 heures a 60°C afin d’éliminer les activités exoglycosidases.
Le milieu d’'incubation est composé de :

-5 mg de GP | dans 150/d de tampon phosphate 100 mM pH 7,5
- 150/11 de fraction aspartamidase.
L'incubation a lieu & 37°C pendant 48 heures, en ajoutant 100 de fraction enzymatique

{

toutes les 4 heures.

N
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L'incubation est arrétée en ajoutant au milieu d’incubation 1V d’éthanol & -20°C. Aprés
centrifugation 10 mn a 3000 rpm, le surnageant est déposé sur DOWEX 50 x 2. La fraction non

retenue est concentrée puis déssallée sur Biogel P2 (fraction OL-lI).
3) Endo-N-acétyl?&glucosaminidase

Le culot lysosomique lavé comme précédemment par une solution de NaCl 9°/00, est
repris par une solution hypotonique de citrate-phosphate 0,1mM, EDTA 1mM, F-mercapto
éthanol 0,1 mM a raison de 0,4 ml par g de foie au départ, puis laissé 2 heures 4 + 4°C, aprés
quoi le pH du milieu est réajusté a 3,5 par I'acide citrique 0,2M. Aprés 1 heure & + 4°C, le milieu
est centrifugé a 3000 rpm pendant 5 mn (rotor BECKMAN SW 50-1). Le surnageant est déposé
sur une colonne de SP SEPHADEX équilibrée en tampon CP 100 pH 3,5. L'activité "endo” est
éluée par le méme tampon contenant 300 mM en NaCl. C'est cette fraction qui aprés
concentration a4 2 ml (par systéme d’ultrafiltration CX 10 de MILLIPORE) est utilisée lors de

I'incubation qui s’effectue comme suit :

- 3,2 mg d’'OL-ll dans 150)u| de tampon CP 100 pH 3,5

- 150/11 de fraction enzymatique contenant I'activité endo-N-acétyl glucosaminidase.
L'incubation a lieu pendant 48 heures a 37°C en ajoutant 100 /J d’enzymes toutes les 4
heures, soit au total 20(7.@ de protéines (dosé par la méthode de LOWRY utilisant la sérum

albumine bovine comme référence (100)

La purification de I'OL-lll a lieu comme précédemment indiqué pour 'OL-Il.

C) Activités exoglycosidases.

e
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L'activité neuraminidase a été déterminée en utilisant un sialyl oligosaccharide marqué

(189).

Les autres glycosidases ont été dosées par la méthode au p-nitrophényl glycoside

(198).

D) Chromatographie couche mince.

Elle a été réalisée en utiisant des plaques Silicagel-60 plates (20 x 20 cm)
(MERCK.RFA) dans le systéme solvant n-butanol/éthanol /pyridine /acide acétique /eau
10/100/10/3/30 (en volumes). Aprés une premiére migration, la plaque est séchée puis remise

dans le solvant avant d’étre révélée par le réactif 4 I'orcinol sulfurique.

E) Analyses RMN. (effectuées par M. J.M. WIERUSZESKI)

Apres purification des différentes fractions glycanniques obtenues lors des incubations
(voir precédemment), celles-ci sont échangées plusieurs fois par D,0 avec lyophilisations

intermédiaires .

L'analyse RMN des solutions & 1 mM dans D,0 (99,95%: CEA.France) est effectuée au
moyen d’un appareil BRUKER AM-400 WB 3 300 K. Les glissements chimiques sont donnés
par rapport au sodium-4, 4-diméthyl-4-silapentane-1-sulfonate (indirectement par rapport a

I'acétone dans D20 : §- 2,225 ppm).

Les spectres RMN sont interprétés par comparaison avec les valeurs fournies par la

littérature (206).

Il - RESULTAT.

NAY
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A) Analyse du spectre RMN du sialylglycoasparagine GP-I.

Le spectre RMN est présenté figure 18 et les valeurs de glissements chimiques

rapportées dans le tableau V.

Les résultats montrent que GP-1 est un mélange de glycopeptides biantennés mono- et
disialylés comparables & ceux isolés de la sérotransferrine humaine ou de lapin (96,206). Les
monosialoglycopeptides GP Ib et GP Ic représentent environ 20 % du matériel glycannique
comme I'indiquent les signaux des protons anomériques de Man 4 et 4’ respectivement a 5=
5,119 et g = 4,924. L'absence d’asialoglycopeptides est vérifiée par chromatographie couche

mince (voir figure 19).

Le GP | est composé a 50 % de glycoasparagines vrais (aucun autre amino-acide lié a
F'asparagine) en raison de la présence du doublet de H-1 de I'osamine 1 & 5,070 ppm et du
singulet de I'acétamido de cette méme osamine & 2,013 ppm. Pour les 50 % restants, les
signaux a 5,063 et 5,047 (H-1 GIcNAc 1), 2,002 ppm et 2,009 ppm (acétamido de GicNAc 1)
révélent une partie peptidique hétérogéne (d’autres aminoacides n'ayant pas été hydrolysés par
la pronase restent liés a 'Asn). Ceci a déja été observé dans le cas des sérotransferrines de
lapin (96) et humaine (41). Les valeurs RMN des autres monosaccharides ne sont pas modifiées

par I'hétérogénéité peptidique du GP-l.

Le GP-l contient également de I'acide sialique libre provenant de l'autolyse du substrat

(signal & 5= 2,048).

Le spectre révéle également la présence d’oligosaccharide OL-ll par I'existence d’'un
doublet a $- 5,189 caractéristiques d’une GIcNAc 1 en position terminale réductrice. Ce
composé tire son origine d’une probable activité aspartyl-glucosaminidase ou N-glycanase

dans la pronase commerciale.
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4

B) Etude du spectre de I'oligosaccharide OL-II - Action de I’ rtamidase.

Le spectre et les parametres RMN de OL-Il sont donnés respectivement Figure 18 et

Tableau VI.

L'incubation du GP-! avec une préparation d’aspartamidase aboutit & I'hydrolyse de
plus de 90 % du substrat de départ (voir figure 18 et tableau V). La libération de I'OL-Il est mise
en évidence par la présence des doublets caractéristiques de H-1 de GicNAc 1 en conformation
ou ?( 5: 5,189 (o)) et 4,690 (Q)) et par un incrément de 0,0025 ppm du signal de 'acétamido de
cette méme osamine (nouveau signal & 2,038 ppm). La disparition du doublet & &= 5,070 et du
singulet a 5= 2,023 temoigne de I'hydrolyse de la liaison GicNAc-Asn. De plus, on remarque
que malgré I'hétérogénéité de la partie peptidique du GP-l, celui-ci a été pratiquement
totalement hydrolysé pour donner naissance a OL-Il. Compte tenu de la spécificité trés étroite
de I'aspartamidase (173), il faut admettre que I'homogénat lysosomique conserve méme aprés
traitement a la chaleur (60 °C, 6h) des activités protéasiques capables d’hydrolyser les
glycopeptides produisant ainsi des glycoasparagines eux-mémes ensuite dégradés par
l'aspartamidase. Cette observation confirme les récents travaux de BAUSSANT selon lesquels

I'action de I'aspartamidase est postérieure & celle des protéases (14).
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Analyse du spectre RMN de OL-ill - mise en évidence d’une activité endoglucosaminidase

lysosomique.

Le spectre et les paramétres RMN de OL-lli sont donnés respectivement figure 18 et

tableau VI.

Aprés purification de I'OL-Il celui-ci a été incubé avec une solution enzymatique

contenant I'activité endoglucosaminidase lysosomique (voir Matériel et méthodes).

Aprés purification sur DOWEX 50 x 2 et Biogel P2, le matériel résultant (oligosaccharide

OL-AIl) a été analysé par RMN a 400 MHz.

L’examen du spectre permet de conclure que I'oligosaccharide OL-lll est un mélange
d’oligosaccharides mono-et bisialylés identiques aux produits isolés d’urines de patients
atteints de sialidose (188,192). L'analyse en chromatographie couche mince confirme I'absence

de dérivés asialo (figure 19).

La disparition du doublet H-1 () de GicNAc-1 prouvé une hydrolyse totale de
I'oligosaccharide OL-ll par I'endo—N-acétyI-F-glucosaminidase du lysosome. L'effet
d’anomérisation de la GIcNAci est clairement observable par la subdivision des signaux N-

acétyl des GIcNAc 2 et 5’ (anoméreso(et?).

Quelques doublets de faible intensité a 6= 5,063 et 5,047 (H-1 de GIcNAc-1) et des
singulets a 2,010 ; 2,008 et 2,002 ppm (signaux du groupement acétamido de I'osamine -1)
témoignent de la présence de traces de glycopeptides ayant résisté & [l'action de
'aspartamidase et par conséquent a celle de I'endo-N-acétyl-R-D-glucosaminidase. Cette

observation confirme que ce dernier enzyme est spécifique des oligosaccharides présentant en

position terminale réductrice le chainon chitobiose intact (16,95)

ALY
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FIGURE 18 : Spectres RMN & 400 MHz du substrat GP-I et des
produits de 1'action de 1'aspartamidase (OL-II)
et de 1'endo-N-acétyl-g-D-glucosaminidase (OL-III).
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A Lan2 L oate

S-1 GP-I  OL-IT OL-IIT S-1  S-II

FIGURE 19 : Analyse par chromatographie en couche mince
des sialyloligosaccharides produits par
1'endo-N-acétyl-g-D-glucosaminidase .

S-1 et S-II sont des témoins oligosaccharidiques isolés d'urines
pathologiques.

1- (NeuAc)Z(Gal)Z(GlcNAc) (Man) GlcNAc.
2- NeuAc(Gal)z(GlcNAc) (Man) G]cNAc
3- (Ga1)Z(GlcNAc)Z(Man)3GlcNAc

l
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IV -DISCUSSION

Une activité endo-N-acétyi?D-glucosaminidase maximale & pH 7,5 a été mise en

évidence dans le cytosol (141,142)

Du fait de sa localisation cellulaire et de sa spécificité limitée (aux structures
polymannosidiques et N-acétyllactosaminiques désialylées), cet enzyme ne pouvait pas rendre

compte de I'excrétion urinaire d’oligosaccharides sialylés dans les cas de sialidoses (191).

Récemment, une activité di-N-acétyl chitobiase lysosomique a été décrite dans le foie
de rat (16,95). Celle-ci pourrait étre & 'origine des oligosaccharides & une seule GIcNAc en

position terminale réductrice excrétés dans le cas déja mentionné de sialidoses.

Sur la base de ces observations, nous avons étudié le catabolisme lysosomique de
glycopeptides sialylés en nous intéressant plus particulierement aux enzymes hydrolysant

I'extrémité terminale réductrice de tels composés.

Au vu des résuitats, il est possible de constater que I'endoglucosaminidase
lysosomique, contrairement a I'enzyme cytosolique, est capable d'hydrolyser les

oligosaccharides sialylés possédant en position terminale réductrice le chalnon chitobiose.

De plus, la présence et I'activité d’un tel enzyme permet d’une part de montrer que le
catabolisme des N-glycannes peut s’effectuer uniquement au niveau lysosomique et d’autre
part d’expliquer la présence de sialyl oligosaccharides 3 une seule GicNAc réductrice dans les
urines de patients atteints de sialidose.

Ces travaux prouvent également la nécessité de I'action préalable de I'aspartamidase,
celle-ci libérant des oligosacchrides & 2 GIcNAc en position terminale réductrice accessibles a

i \
I'action de I’endo-N‘acétyl?D-glucosaminidase. :
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Le réle biologique de ces deux enzymes pourrait 8tre de faciliter I'action des
exoglycosidases, celles-ci semblant beaucoup plus actives sur des oligosaccharides que sur

des glycopeptides.

LN
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ETUDE DU CATABOLISME IN VITRO DES N-GLYCANNES

|- INTRODUCTION

Les seuls éléments permettant de comprendre le catabolisme des N-glycannes étaient
jusqu'a présent I'étude des structures oligosaccharidiques et glycopeptidiques accumulées

dans les cas de glycoprotéinoses. Ces études ont permis d’avancer plusieurs hypotheses :

- tout d’'abord, le catabolisme semble plus rapide sur des structures de type
oligosaccharidique que sur des structures glycopeptidiques : en particulier, il a été
remarqué que dans les cas de fucosidose ou d'aspartyl glucosaminurie, les
glycoasparagines majeurs accumulés étaient composés de longues chaines indiquant
que les exoglycosidases avaient une affinité plus faible pour ces structures que pour les
structures correspondantes de type oligosaccharidique (190,27). De plus BEARPARK et
al. (18) avaient constaté dés 1977 que I'’hexosaminidase était beaucoup plus active sur
des oligosaccharides que sur les glycopeptides correspondants (30 % d’hydrolyse en
30 mn dans le premier cas contre 4 % en 3 heures dans le second). Cette observation,
entre autres, amena MONTREUIL en 1981, a formuler I'hypothése selon laquelle le
catabolisme des N-glycannes était initié par une endo-N-acétyl?D-glucosaminidase

(117) libérant des oligosaccharides & une seule osamine terminale réductrice devenant

11
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plus accessible a I'action des exoglycosidases. Ce sont les travaux de BAUSSANT, (14)
qui permirent de mettre en évidence une activité "endo” lysosomique agissant aprés
celle de 'aspartamidase. ARONSON (8) propose quant & lui un schéma de catabolisme
bidirectionnel s'effectuant de fagon conjointe par les exoglycosidases et le systeme

aspartamidase-endoglucosaminidase

- Ensuite, il a été observé, a I'exception de la mannosidose qui constitue un cas particulier, que
les structures majeures accumulées lors de glycoprotéinoses présentent en général une
dégradation plus avancée de I'antenne {0{1-3) que de I'antenne ((41-6). Les meilleurs exemples
sont constitués par les fucosides isolés du méconium (27), montrant pour les structures
majeures une dégradation totale de F'antenne (0{1-3) alors que I'antenne ((X1-6) est
pratiquement intacte. Dans le cas de la fucosidose (27) I'une des structures majeures
accumulées est :

Gal (61-4)61cNAc(El—Z)Man(O(l-6)

Man(€1-4)G1ciNAc(%1—4)G1cNAc(%l-N)Asn
Fuc(1-6)

Ces diverses observations semblent donc indiquer que le catabolisme des N-glycannes

des N-glycosylprotéines s’effectue plus rapidement sur I'antenne (£{1-3).

Lk,
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Sur la base de ces observations, notre travail a consisté & étudier in vitro les différentes
voies du catabolisme des N-glycannes en nous attachant plus péniculiérement aux points

suivants :

- quels sont les rdles respectifs des exoglysosidases d’une part, et du complexe

aspartamidase-endo-N-acétyl?D—glucosaminidase lysosomique, lors du catabolisme ?

- Y'a-t-il une différence de vitesse d'hydrolyse entre un oligosaccharide et son

homologue glycopeptidique ?

- Le catabolisme est-il identique sur les deux branches ou existe t-il un catabolisme

branche par branche aboutissant & la dégradation préférentielle de I'une d’'entre-elles ?

Pour ce faire, nous avons utilisé deux types de substrats : l'un

oligosaccharidique (OL~A), I'autre glycopeptidique (GP-A) qui sont représentés ci-dessous :

6 5 4’
Gal (%1—4)(;1cNAc(El-Z)Man(Okl—G)
Man(E‘}l-4)G] cNAc(€1—4)Gl cNAc(El-N)Asn
/3 2 1

Ga1(P1-4)G1cNAc(Pl-Z)Man(d1-3)
[ 5 4

<]

o
1

=

|

6 ) 4
Gal (91-4)61 cNAc(?l-Z)Man (ol1-6)

Man(1-4)G1cNAc
S
Bal(®1-4)G1cNAc(Rl-2)Man(K1-3)
AR

O
T
e

|

Yhwe oy
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Il - MATERIEL ET METHODES

A) Obtention des substrats.

1) L'oligosaccharide OL-A

L'oligosaccharide a été isolé d’urine de patients atteints de GM1 gangliosidose selon la

méthode décrite par STRECKER et POITAU (192).

2) Le glycopeptide GP-A

Il a été préparé comme indiqué précédemment dans le chapitre : "mise en évidence
d'une activité sialylendoglucosaminidase lysosomique”. Le glycopeptide GP-1 obtenu a ensuite
été désialylé par action de I'acide trifluoroacétique 0,05 N & 80°C pendant une heure. Aprées
évaporation & sec sous pression réduite, le glycopeptide a été déposé sur une colonne de
Biogel P2 et élué par de I'eau. Les fractions positives & 'orcinol, contenant le glycopeptide GP-

A ont été collectées et lyophilisées.

B) Préparation des fractions enzymatiques

L'obtention du culot enrichi en lysosomes a été préparé comme indiqué précédemment
(voir le chapitre "Mise en évidence d’une activité sialylendoglucosaminidase lysosomique®).
Aprés 3 lavages successifs par une solution isotonique de NaCl & 9°/00, le culot est repris par
10 ml de tampon acétate pH 4,5 200 mM contenant 0,5% en triton X100 (pour 25 g de foie au
départ). L’homogénat lysosomique est ensuite traité en bain de glace par 15 & 20 aller-retours

de piston de I'homogénéiseur de DOUNCE avant d’étre abandonné 2 heures & + 4°C.
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In tion.

8 mg d’OL-A ou GP-A sont dissous dans 100/0 d’eau désionisée, auquels on ajoute 100

/,U d’homogénat lysosomique. Toutes les 4 heures, 200/41 d’homogénat lysosomique sont ajoutés
au milieu. Aux temps 1,2,4,8,24,36,48 Heures des aliquotes sont prélevés de fagon a récupérer
a chaque fois 1 mg de matériel oligosaccharidique ou glycopeptidique. La réaction est arrétée
en ajoutant 1V d’éthanol a -20°C. Aprés centrifugation's mn a 3000 rpm (centrifugeuse JOUAN
de paillasse) le surnageant, contenant le matériel oligosaccharidique ou glycopeptidique, est
déposé sur une colonne de DOWEX 1x2 (5mi) éluée par I'eau. Aprés concentration, le matériel
est déposé sur une colonne de Biogel P2 (50 x 1 cm) éluée par de P'eau. Les fractions orcinol

positives sont lyophilisées et analysées par RMN du proton & 400 MHz.

D) Analyses RMN

A\
Elles ont été effectuées de la méme fagon que lors de la mise en évidence de l'activité
“”
sialyl-endoglucosaminidase lysosomique.

Ay



TABLEAU VII : Evolution

des valeurs de glissement chimique: des protons des monosaccharides

de 1'0L-A au cours de 1'hydrolyse. (valeurs données en ppm).
Temps d'hy-
drolyse
TEMPS= 0 TEMPS= 1 heure TEMPS= 2 heures TEMPS= 4 heures | TEMPS= 8 heures TEMPS= 24 heures
Protons.
H-lde 2 = | 543 (a) 5.213 (a) 5.213 (a) 5.213 (a) 5.213 (o) 5.213 (a )
: 4.720 (g ) 4,720 (g ) 4,720 (g ) 4.720 (8 ) 4.720 (B8) 4.720 (B8)
3 4.777 {4 ) 4.777 (q) 4.777 (a) 4.777 (o) 4.777 (a) 4.777 (o)
4.766 (g ) 4.766 (g ) 4.766 () 4.766 (8 ) 4,766 {8} 4,766 (R
. 5.118
4 5.121 5.121 5.121 5.121 5.121 5.100 Term n réd
. 4.926 4.926 4.926 4.926 4.926
d: ] 4.9% 4.915 Sans 6" 4.915 Sans 6' 4.915 Sans 6' | 4.915 Sans 6' 4.915 Sans §'
. 4.583 4.583 4.583 4.583 4.583
> 4.583 4.557 Term n réd} 4 557 Term n réd| 4 557 Term n réd| 4 .557 Term n réd | 4 557 Term n réd
5. 4.583 4.583 4.583 4.583 4.583 )
I 4.557 Term n réd| 4.557 Term n réd| 4.557 Term n red| 4.557 Term n réd | 4.557 Term n réd
6 : 4.448 4,448 4.448 4.448 4.448 -
6' 4.471 4.471 4.471 4.471 4,471 -
H-2 de 3 : 4.26 4.26 4.26 4.26 4.26 4.26
4.190 ]
4 4.190 4.190 4.190 4.190 4,190 4.064 Term n réd
4': 4.109 4.109 4.109 4.109 4.109 4.109

Term. n. réd. position terminale non réductrice.
1-6 déqalactosylée.

Sans 6'

branche

&
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lil - RESULTATS

A} Hydrolyse du substrat oligosaccharidique OL-A

1) Oligosaccharide OL-A de référence (temps = Oh)

Les valeurs des glissements chimiques sont données dans le tableau VIl et le spectre

fig. 20.

On constate que le substrat OL-A est un oligosaccharide diantenné a une seule
osamine en position terminale réductrice, par 'absence des signaux a 8 = 5,070 (osamine 1

d’'un glycoasparagine et S= 5,188 osamine 1 en position terminale réductrice).

D’autre part, on constate que OL-A porte en position terminale non réductrice 2 résidus
de galactose (absence de signal a g= 4,557 caractéristique d’une GIcNAc § ou 5’ en position

terminale non réductrice).
2) A 1 heure d’hydrolyse

On remarque dés une heure d’hydrolyse I'apparition d’'un signal a 6 = ’4,557
caractéristique d’une osamine 5 ou 5’ en position terminale non réductrice. L’apparition de ce
signal témoigne de I'action d'une galactosidase sans qu'il soit possible de déterminer si celle-
ci a agi sur I'antenne en (ol1-3) ou sur celle en ({1-6). Cependant I'analyse des deux doublets
dus aux Gal 6 et & permet de voir une diminution d’intensité plus rapide du doublet du Gal 6
par rapport au Gal 6 (voir spectre figure 21 et tableau VHl pour les valeurs. Ce fait permet de
conclure que la Pgalactosidase hydrolyse préférentiellement le Gal 6 par rapport au Gal §'.

Toutefois, la

4
L
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protons H-2.

protons anomériques.

{

1

;5.5' term.

: Cinétique d'hydrolyse de 1'oligosaccharide OL-A.

FIGURE 21
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dégalactosylation de I'antenne (0{1-6) (Gal &) est visible par I'apparition d’un signal a & 4915
caractéristique d’un mannose 4’ ne portant en position terminale non réductrice que la GIcNAc
8 (Le mannose 4 quant a lui ne voit pas de déplacement de son signal si le Gal 6 est

hydrolysé).
3) A 2 heures, 4 heures et 8 heures d'hydrolyse

Les résultats sont les mémes que précédemment. On constate une amplification des
phénomeénes : dégalactosylation préférentielle de I'antenne (o(1-3), mals perte de Gal
également par' I'antenne (0{1-6) dans des proportions moindres. Ceci est clairement attesté par
'examen du doublet a S= 4,448 (Gal §) dont l'intensité relative par rapport au doublet a S='
4,471 (Gal 6) diminue beaucoup plus rapidement. Dans le méme temps, on observe a la fois
une diminution du doublet des GIicNAc 5 et 5’ & S= 4,583 (GicNAc 5 ou 5’ liée au Gal) et une

augmentation du doublet & g= 4,557 (osamine 5 ou 5’ en position terminale non réductrice).

De plus, on remarque au temps 8 heures d’hydrolyse que le signal du Man 4’ porteur
seulement d’'une GlcNAc 5’ a une intensité égale au signal du man 4’ portant le chainon N-

acétyl-lactosaminique intact (signaux respectivement a &= 4,926 et & 4,915).

4) A 24 heures d’hydrolyse

On remarque la disparition totale des 2 doublets H-1 des Gal § et § indiquant une
dégalactosylation totale des deux branches. Ce fait est confirmé par la présence du seul
doublet & 5= 4,557 des GIcNAc 5 et 5’ et du signal duMan 4’ a 5= 4,915.

De plus, un signal a o= 5,100 apparait témoignant de I'apparition de mannose 4 en

position terminale non réductrice. Par mesure de l'intensité du signal du Man 4 par rapport &

e
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celle du Man 3 aux différents temps d’hydrolyse, il apparait que environ 30 % du Man 4 se

trouve en position externe.

5) Conclusion

L’hydrolyse de OL-A par un homogénat lysosomique total permet de metire en

évidence I'action des exoglycosidases. Plusieurs conclusions s’imposent :

- le catabolisme par action récurrente des exoglycosidases s'effectue plus rapidement
sur I'antenne en (K1-3) que sur I'antenne en (X1-6). Ce résultat est compatible avec les

observations faites lors de I'étude des structures accumulées dans les tissus ou les urines de

patients atteints de glycoprotéinoses.

- la dégalactosylation totale de OL-A au bout de 24 heures est suivie par I'action d’une

-hexosaminidase qui agit plus rapidement sur I'antenne (1-3) que sur I'antenne (X1-6)

aboutissant 2 la structure limite suivante :

5l 4!

G]cNAc((ﬂ-Z)Man(o(l-6)

/an (%1-4 )G1cNAC
2

Man(X1-3)" 3 2

4

- Le catabolisme étudié in vitro semble trés lent par rapport aux valeurs caiculées in

vivo. Ceci peut s'expliquer essentiellement de deux fagons. Soit on assiste a une inhibition des

b
exoglycosidases par les monosaccharides produits de la réaction qui In vivo quittent le



TABLEAU VIII

Evolution des valeurs de glissement chimique des protons des monosaccharides
du GP-A au cours de 1'hydrolyse. (valeurs données en ppm).

Term. réd. position terminale ré&ductrice.
Term. n. réd. position terminale non réductrice.

Sans 6'

branche

1-6 dégalactosylée.

emps d'hy- -
rolyse.
TEMPS=0 TEMPS= 2 heuyres TEMPS= 4 heures TEMPS= 8 heures | TEMPS= 24 heures | TEMPS= 36 heures
Protons®
5.070 5.070 5.070 g.ggo 5.070 : y 2.070 r o
H-1de 1 : 5.06 _ 5.06 .. 5.06 . 06, o 5.188 ‘Term. ré .188 Term réd.
c 014 Asn liée 5 036 Asn liée 5 036 Asn liée 5 036 2SN liée
4.615
2 4.615 4.615 4.615 4.615 4.615 5 211 Term. réd
3 4.763 4.763 4.763 4.763 4.763 4.763
4 : 5.118 5.118 5.118
5118 5.118 5.118 57100 Term n réd.| 5.100 Term. n ré
4.925 4.925 4.925 4.925
4': | 4.9 4.925 4.917 Sans 6 4.917 Sans 6' | 4.917 Sans 6 4.917 Sans 6"
1.58 4.58 4.58 4.58 4,58 4.58
5: : 4.557 Term n réd| 4.557 Term n rédl 4.557 Term n rédl 4.557 Term n réd | 4.557 Term n réd
5. 4.58 4.58 4.58 4.58 4.58 4.58 )
. : 4.557 Term n réd| 4,557 Term n ré&d} 4.557 Term n réd] 4.557 Term n réd 4.557 Term n réd
6 - 4.466 4.466 4.466 4.466 - -
6' 4.472 4.472 4.472 4.472 4.472 -
H-2 de 3 : 4.246 4.246 4.246 4.246 4.246 4.246
) 4.190
4 : 4.190 4.190 4.190 4.190 4.190 4 064 Term n réd
4t} 4109 4.109 4.109 4.109 4.109 4.109
Asn liée : asparagine liée a d'autres acides aminés.

-9¢1-

QLY



\li"”"\

-127-

|

protons NAG-CH,,
l
. ) 2.'00

5

2
ol
2.10

4
T
4.00

protons H-2
4
—
2

545’
N
!
60

protons anomériques
T
4.720

90

q.

S.00
PrM

I

FIGURE 22 : Spectre RMN & 400MHz du glycopeptide GP-A
(temps= 0).
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lysosome déplagant ainsi la réaction par loi d’action de masse. Soit, une action des protéases

lysosomiques tendent & dénaturer les glycosidases.

B) Hydrolyse du glycopeptide GP-A

1) Glycopeptide GP-A de référence temps = O

On constate que le GP-A est en fait un mélange de glycoasparagines (signal de GicNAc
13 6= 5,070) et de glycopeptides (signaux a 8= 5,06 et 8= 5,036 de 'osamine 1 liée a
plusieurs amino-acides) (41,96). Il n'y a pas dans le GP-A de branche partiellement
dégalactosylée (absence des signaux a 8: 4,557 de GicNAc § et §') Voir fig. 22. et tableau

VIIL.
2) A 2 heures et 4 heures d’hydrolyse

Un signal d0 au doublet des GIcNAc 5§ et 5' en position terminale non réductrice
commence & apparaitre témoignant d’une dégalactosylation de I'une ou l'autre branche (6 =
4,557). Cependant, I'analyse des doublets des Gal 6 et 6 permet de conclure a une
dégalactosylation préférentielle de I'antenne en (Q{1-3) (Gal 8). On ne remarque pour ces temps
d’hydrolyse aucune action ni de I'aspartamidase, ni de l'endo-N-acétyl?»D-glucosaminidase
lysosomique (absence des signaux a & 5,188 : GicNAc 1 (¢{) et 8= 5,211 GINAc2 (), bien

que ces deux activités soient présentes dans I'homogénat ( Voir fig 23. Tableau VIIi.)

wikth?y
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3) A 8 heures d’hydrolyse

Outre les phénoménes mentionnés pour les temps d’hydrolyse précédents, un signal a
5= 4,915 témoigne de la présence d’'un mannose 4’ dont I'antenne @{1-6) a été dégalactosylée.

(Voir fig. 23 et Tableau VIil.).
4) A 24 heures d’hydrolyse

Le signal du galactose 6 a complétement disparu témoignant d’'une dégalactosylation
totale de I'antenne (o{1-3) ( S= 4,466 absent). Le doublet du galactose &’ est encore présent
bien que d'intensité trés faible ( 8 = 4,472) prouvant que I'antenne (X{1-6) porte encore du Gal,

ce qui est également attesté par la présence d’un signal résiduel & S= 4,925 duMan 4'.

De plus, un doublet a S= 5,188 témoigne de I'action de I'aspartamidase. Celle-ci
semble donc agir alors que la P-Qalactosidase a déja pratiquement hydrolysé la totalité du
galactose. De plus, on remarque que l'intensité des signaux de I'osamine 1 (estimée par rappornt
a lintensité du signal du Man 3) diminue, attestant de I'action de protéases antérieures a celle
de l'aspartamidase. L'action de la P~galactosidase avant celle de l'aspartamidase pourrait
indiquer que ce dernier enzyme présente une affinité supérieure prour des substrats plus petits.
En effet, I'activité aspartamidase présente dés le départ ne s'exprime qu’aprés 24 heures
d’incubation. On peut de plus remarquer qu'au pH de 4,5, on se trouve loin de son activité

optimum ce qui peut également expliquer sa faible activité.

On met également en évidence pour ce temps d’hydrolyse, un signal a 5= 5,100 (Man

4 en position terminale). (Voir fig. 23 et tableau VIiL.).

Rl
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5) A 36 heures d’hydrolyse

La dégalactosylation est dans ce cas totale (absence des signauxde 6 et 6’ a 8= 4,466

ot & 4,472).

On voit également apparaitre un signal a 6= 5,211 (GIcNAc 2_¢0D) témoignant de

Factivité de I'endoglucosaminidase lysosomique.

Le signal a 8= 5,100 (Man 4 terminal) reste d’intensité faible prouvant le peu de Man 4

en position terminale non réductrice. (voir fig. 23 et Tableau VIIl.).

6) Conclusion

Comme dans le cas de 'OL-A, on met en évidence une action préférentielle des
exoglycosidases sur I'antenne en (O{1-3) par rapport & I'antenne en (0{1-6). La dégalactosylation
pratiquement totale au bout de 24 heures est suivie de l'action de la @-hexosaminidase qui
hydrolyse préférentiellement la GIcNAc 5 portée par I'antenne (dl1-3). Toutefois, Paction de
Ihexosaminidase reste limitée sur ce type de substrat, aboutissant a la formation de faibles

quantités de structures & Man 4 externe.

D’autre pan, I'aspartamidase agit tardivement sur le GP-A bien que présente dés le
début de l'incubation. Ceci peut s’expliquer par le fait qu'au pH de I'incubation, on se trouve
loin du pH optimum de I'enzyme ou que cette demniére présente une affinité plus grande pour

les substrats de petite taille (son meilleur substrat étant GicNAc Q1-N)Asn (14).

La relative lenteur du catabolisme peut comme dans le cas de 'OL-A s’expliquer par

d’une part, une dénaturation des glycosidases par les protéases lysosomiques, et d’autre part
|
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par une inhibition des enzymes par les monosaccharides produits, ceux-ci ne pouvant quitter le

lysosome.

IV - DISCUSSION

L’étude du catabolisme in vitro permet de tirer plusieurs conclusions :

- les résultats obtenus confirment la structure des oligosaccharides et glycopeptides
accumulés lors de glycoprotéinoses (141). En effet, il apparait clairement au vu des
spectres RMN que les exoglycosidases agissent plus rapidement sur 'antenne en {X1-
3) que sur lantenne en ({1-6). Cependant, la figure 24 montre que si le Gal 6 est
hydrolysé plus rapidement que le Gal 6 (environ deux fois plus vite), la vitesse
d'hydrolyse des résidus galactosyls est sensiblement la méme pour les deux types de

substrats (OL-A et GP-A).

Néanmoins, pour ce qui concerne ['action de la %hexosaminidase, nos travaux
corroborent ceux de BEARPARK et _al. (18). En effet, l'action de la Q)-N-
acetylglucosaminidase est plus rapide sur le substrat oligosaccharidique OL-A que sur
le substrat glycopeptidique GP-A. Ce fait est prouvé par la plus faible quantité de
mannose 4 en position externe dans le cas du GP-A (quant au Man 4, il ne semble pas
apparaitre en position externe, aucun signal H-2 du Man i externe a S<4,000 ppm

n’est observable).
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- Le catabolisme, s'il s'effectue bien de fagon bidirectionnelle comme I'a proposé
ARONSON (8), ne semble pas débuter & l'extrémité terminale réductrice : la
galactosidase agit avant I'aspartamidase qui pourrait avoir une affinité d'autant plus

importante que les substrats sont de petite taille.

En résumé, la neuraminidase et la galactosidase semblent agir avec la méme vitesse
qu'il s’agisse de glycopeptides ou d’oligosaccharides. Par contre, la ﬁ—hexosaminidase
est plus active sur des substrats de type oligosaccharidique. L'action du complexe
aspartamidase-endoglucosaminidase qui semble étre postérieure a 'hydrolyse par la
neuraminidase et la galactosidase pourrait avoir pour rble une modification
conformationnelle du substrat et favoriser I'action ultérieure des hexosaminidases et

notamment des mannosidases.
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Nos travaux sur le catabolisme des N-glycannes permettent de tirer plusieurs conclusions :

L’endo—N-AcétyI-P-D-glucosaminidase lysosomique est capable d’hydrolyser les
sialyloligosaccharides présentant & lextrémité terminale réductrice le motif NN’
diacétyichitobiose. Cette spécificité de I'enzyme permet d'expliquer [Iorigine des
oligosaccharides a une seule GIcNAc terminale réductrice dans les urines de patients atteints
de sialidose. En effet, I'endo-N-acétyl-R-D-glucosaminidase cytosolique (142) permettait
d’expliquer I'excrétion urinaire des oligosadcharides a une seule GIcNAc terminale réductrice
dans les cas de GM1 gangliosidose, maladie de Sandhoff, o-mannosidoses, mais pas dans les
cas de sialidoses : I'enzyme étant inactif sur les sialylglycopeptides. La mise en évidence d'une
activité sialylendoglucosaminidase lysosomique permet de postuler que le catabolisme des N-
glycosylprotéines peut se faire entiérement dans le lysosome. Celui-cl contient en effet tout
I'équipement en protéases et en glycosidases pour mener & bien une telle dégradation. Ces
travaux sur I’endo-N-acétyI?D-glucosaminidase lysosomique confirment en ce qui concerne le
point d’'attache du glycanne avec la protéine les travaux de BAUSSANT (14), a savoir que
Pendoglucosaminidase voit sa spécificité restreinte aux oligosacchrides présentant en position
terminale réductrice le motif N,N'-diacétyichitobiose. Il faut donc impérativement que
I'aspartamidase ait hydrolysé I’Asn pour que Vactivité endoglucosaminidase puisse s’exprimer.
Il est intéressant de remarquer a ce niveau, que le terme endoglucosaminidase n'est pas
approprié car 'enzyme en fait hydrolyse une GlcNAc située en position terminale réductrice.
Aussi, il semble que le terme chitobiase soit plus rigoureux : cette terminologie est d'ailleurs

déja employée par ARONSON (94,95)

L'étude du catabolisme in vitro des oligosaccharides et glycoasparagines présentée dans ce

mémoire permettent de préciser certains aspects de la dégradation de ces structures. Ainsi, si

JHWEY
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le catabolisme s'effectue bien de fagon bidirectionnelle, comme I'a indiqué ARONSON (8), il
n'est pas initié 4 Pextrémité terminale réductrice comme I'avait supposé BAUSSANT (14). I
apparait que les exoglycosidases, ou tout au moins les otneuraminidases et %galactosidases
agissent avant le systéme aspartamidase-endoglucosaminidase. Ces deux exoglycosidases
hydrolysent d'ailleurs & la méme vitesse un substrat oligosaccharidique ou glycopeptidique,
démontrant ainsi que leur affinité pour le substrat est indépendante de la structure de

'extrémité terminale réductrice.

L'étude comparée du catabolisme d’un oligosaccharide et d'un glycopeptide homologue
démontre que une fois ces structures dégalactosylées, la @-hexosaminidase hydrolyse plus
rapidement les structures oligosacccharidiques que glycopeptidiques. Cette démonstration a
été apportée grace a 'emploi de la RMN. Il apparait nettement que le taux de mannose 4 en
position terminale est beaucoup plus important dans le cas de I'oligosaccharide que dans le
cas du glycopeptide. (30% de Man 4 terminal dans le premier cas contre environ 10% dans le
second) Ces résultats indiquent que Paffinité des hexosaminidases est dépendante de la
structure de l'extrémité terminale réductrice. Ces conclusions avaient déja été émises par
BEARPARK et al. (18). Ces résultats permettent d’expliquer dans les tissus de patients atteints
de fucosidose et d'aspartylglucosaminurie la présence de glycoasparagines peu dégradés,

’hexosaminidase voyant son action réduite du fait de la présence de I'Asn.

Pour ce qui concerne la dégradation des antennes par action des exoglycosidases, il
apparait dans les deux cas que le catabolisme aboutit & une dégradation plus rapide de
I'antenne en (©{1-3) que de I'antenne en ({1-6).(L'antenne en (C{1-3) d'un oligosaccharide est
dégradée plus rapidement que I'antenne en  {{1-3) d'un glycoasparagine) Cecl indique que les
exoglycosidases ont une affinité supérieure pour les monosaccharides de I'antenne (X1-3) par
rapport & ceux de 'antenne ({1-6). Cette différence de vitesse d’hydrolyse peut s’expliquer par
le fait que I'antenne (0{1-6) étant plus mobile (116), elle posséde une fiéxibilité plus grande et
peut en outre dans la conformation dite en aile brisée (MONTREUII)(I 16) se replier et interagir

avec les deux GIcNAc de I'extrémité réductrice. Ce phénomeéne est particuliérement sensible

R XY
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pour les structures fucosylées en (0{1-6), au point d’attache ol les acétamido des osamines
1,25 et du méthyle du fucose interagissent les uns avec les autres car ils se trouvent
spatialement trés proches (27,116) Dans le cas du glycopeptide GP-A, utilisé dans le cadre de
cette étude, il est possible d'imaginer que I'antenne ({1-6) étant repliée sur I'extrémité terminale
réductrice, elle devient moins accessible aux exoglycosidases par encombrement stérique,
d'ol la lenteur du processus catabolique sur cette branche. L'action du systéme
aspartamidase-endoglucosaminidase abolissant ces interactions permettrait alors aux
exoglycosidases d'agir. Néanmoins, les diverses conformations possibles des glycannes étant
en équilibre les unes avec les autres, le catabolisme pourrait s'effectuer quand le glycanne n’est
pas dans la conformation verrouillée en aile brisée. En particulier dans le cas de
I'oligosaccharide OL-A, la présence d’une seule GIcNAc terminale réductrice ne permettant que
peu d’interactions avec I'antenne {X1-6) pourrait expliquer que la dégradation dans ce cas soit
plus rapide que dans le cas du glycopeptide GP-A. Pour ce qui concerne P'antenne en {X1-3),
celle-ci étant plus rigide donc moins mobile dans I'espace, elle est plus accessible & I'action des
exoglycosidases, d'ou sa dégradation plus rapide. Ces résultats sont compatibles avec les
structures isolées d'urines de malades atteints de glycoprotéinoses, pour lesquelles une

dégradation préférentielle de I'antenne en §(1-3) avait été constatée.

Lors de I'étude du catabolisme de OL-A, il n‘a pas été mis en évidence une hydrolyse des
Man 4 et/ou 4’ . Il semble que I'hydrolyse de ces résidus soit soumise a des phénomeénes de
régulation particuliers. En effet dans les cas de fucosidose ou d'aspartylglucosaminurie, la

structure dimannosylée majeure est :

Man(AL-6
Man (%1-4)61 cNAC (%1-4)G1 cNAc (@-N)Asn
[Fuc(<>(1-6):lo_1

L'accumulation de ces structures laisse a penser que I'(0f-1-6) mannosidase est
aspartamidase dépendante, c’est-d-dire que son expression est favorisée par I'action préalable
de I'aspartamidase, voire de la chitobiase. Des travaux actuellement en cours au laboratoire

visent & démontrer ce fait.
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En résumé, au vu de nos résultats, le catabolisme des N-glycannes apparat comme un
phénoméne dynamique faisant appel & I'action conjointe des exoglycosidases et du systéme
aspartamidase-chitobiase. Le réle de ces deux derniers enzymes sembie de favoriser I'action
des exoglycosidases, et notamment celles de la Q—hexosaminidase et des otmannosidases. De
plus, il semble ,que I'action de I'aspartamidase, donc de la chitobiase soit plus importante sur
des structures ayant déja subi I'action d'exoglycosidases. ¢-neuraminidase, F-galactosidase,@-
hexosaminidase) Le rdle biologique de ces enzymes hydrolysant I'extrémité terminale
réductrice pourrait étre essentiellement régulateur, surtout en ce qui concerne l'activité des -
mannosidases. A I'issue de nos travaux nous pouvons proposer le schéma de catabolisme des

N-glycannes donné dans la Figure 25.

Ces travaux présentent un interét double. Tout d’abord, pour ce qui est de la compréhension
du catabolisme des N-glycannes, mais aussi pour la préparation d’oligosaccharides & une ou
deux GlcNAc terminales réductrices par action de I'aspartamidase et de la chitobiase. Ces

oligosaccharides difficiles & préparer constituent en effet des substrats trés recherchés.
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FIGURE 25 : Nouveau schéma de catabolisme des N-glycannes.

(La taille des fléches symbolise des vitesses
d'hydrolyse plus ou moins importantes).
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