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II est établi depuis longtemps que le catabolisme des glycoprotéines fait appel à l'action des 

protéases et des glycosidases lysosomiques. L'étude des structures digosaccharidiques 

accumulées dans les tissus de patients atteints de glycoprotéinoses a mis en lumière le rôle des 

exoglycosidases dans ces processus catabolismes. Une énigme subsistait quant aux 

séquences enzymatiques conduisant à la dégradation du chaînon GlcNAc-Asn constituant le 

point d'attache sucre-protéine. La présence d'digosaccharides excrétés avec une seule 

GlcNAc réductrice dans les cas de glycoprotéinoses (dues à un déficit en exoglycosidases) 

amena STRECKER et MONTREUIL en 1975 à 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 : 
l' 

R-GlcNAc-GlcNAc-Asn --> R-GlcNAc+ GlcNAc-Asn. 

Les travaux du groupe de G. SPlK au laboratoire en 1979-1980 ont abouti à la mise en 

évidence d'une endo-N-Acétyl- -D-glucosaminidase cytoçdique. Cet enzyme permettait alors 

d'expliquer l'existence d'dlgosaccharides à une seule GlcNAc terminale réductrice dans les 

tissus atteints de glycoprotéinoses. Cependant, cet enzyme cytosdique, hydrolysant des 

glycopeptides, restait inactif sur des strutures sialyiées. De plus sa localisation cytosdique 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-acéîyl D- B 
glucosaminidase lysosomique. Ce nouvel enzyme, de par sa spéciicité restreinte aux 

digosaccharides possédant en position terminale réductrice le chaînon N,N'diacéîylchiobiose, 

ne pouvait intervenir qu'après I'aspartylglucosaminidase. (aspartamidase). Ces travaux sur 

I'endoglucosaminidase lysosomique et I'aspartamidase amenhrent STRECKER, MICHALSKI et 

BAUSSANT à postuler que le catabdisme des N-glycannes debutait par la séquence 



enzymatique aspartamidase, puis endoglucosaminidase dont le rôle serait de favoriser l'action 

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

Notre travail au sein du groupe de G. STRECKER, constitue une prolongation de travaux 

préalablement 6nonc6s et a consist6 en- h purification partielle de leendo-N-ac6tyl- b -D-  

glucosaminidase lysosomique, à rechercher et caracteriser une activit6 sialyl- 

endoglucosaminidase lysosomique, qui pourrait rendre compte de l'excrétion urinaire de 

sialyfoligosaccharides à une seule GlcNAc terminale réductrice dans les cas de sialidoses. 

Dans ce cadre, nous avons également tenté de mettre en 6vidence une activite 

endoglucosaminidase lysosomique dans les cellules humaines. Dans une seconde partie, nous 

avons ettudi6 in vi t r~, le catabolisme d'oligosaccharides et de glycopeptides afin d16tudier les 

rôles respectifs des exoglycosidases et du système aspartamidase-endoglucosaminidase 

lysosomique ; 





LES LYSOSOMES 

C'est en 1955, que DE DUVE &&. (38) donnent le nom de "Ivsosomes" à un groupe de 

particules cytoplasmiques renfermant une quarantaine d'activaés enzymatiques hydrdytiques. 

Ces enzymes, dont l'activité optimale se situe à pH acide, furent appelés hvdrolases 

acides : ils se trouvent sequestrés au sein du lysosome grâce à une membrane (dont les 

caractéristiques essentielles seront discutées dans la suite de cet exposé) destinée à assurer 

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

I - ORIGINE DES LYSOSOMES 

Dans les cellules à activités macrophagiques (granulocytes, macrophages, 

monocytes), les lysosomes se forment directement à partir de l'appareil de Gdgi selon la voie 

classique de synthèse et d'empaquetage des protéines (136). 

Pour ce qui concerne les autres types cellulaires, les lysosomes se forment par v6siculisation 

de la région Yrans* de l'appareil de Golgi, dénommée G.E.R.L [pour Gdgi associated smooth 

Endoplasmic Reticulum that forms Lysosomes (127)l. Cette relation entre lysosomes et trans- 

Gdgi a 6té établie à la suite d'expériences de cyîochimie utilisant des enzymes marqueurs, tels 

la phosphatase acide (1 44). 

Le GERL donne ainsi naissance à 4 types de lysosomes (Fig. 1) : 



I L L  : Lysosomes p r i m a i r e s  GE : GERL 
A V 1  : Vacuoles autophagiques de type  1 MA : Microantophagie 
AV2 : Vacuoles autophagiques de t ype  II MP : M i  croperoxysomes 

C : Cr inophagie p : Peroxysomes 
DB : Corps dense Ph : Vacuole de phagocytosf 
DV : Vacuole d i g e s t i v e  P : Vacuole de p inocy tose  
ER : R é t i  c u l  um ergas top1 asmique - RB : Corps r é s i d u e l  

SG : Granule de s é c r é t i o n  

FIGURE 1 : O r i g i n e  e t  r ô l e s  des l'ysosomes. (NOVIKOFF e t  a l .  1973) (128) 



Les 'coated vesicles" : 

Ainsi dénommées car ces vésicules sont tapissées sur leur face externe par une 

protéine particulière : la clathrine, dont la structure mdéculaire leur donne un aspect hérissé. 

Ces vésicules contiennent un équipement enzymatique "vierge" n'ayant encore participé à 

aucun processus hydrdytique. Ce sont elles qui sont à l'origine des lvsosomes ~rimaires. 

Les vacuoles autophaaiaues de tvDe I : 

Dans ce cas, le GERL, riche en hydrdases 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 vacude et digestion du contenu de 

celle-ci, qui la digestion terminée deviendra un çorr>s résiduel 

Les vacuoles auto~haaiaues de type II : 

Dans ce cas, le GERL englobe une portion de cytosol ou de glycogène qui sont digérés 

comme dans le cas précédent. 

Les corps résiduels : 

Ils contiennent les résidus de la digestion autophagique. 

II - CARACTERISTIQUES GENERALES 

Diverses méthodes de préparation de lysosomes par centrifugation différentielle à partir 

d'homogénats cellulaires ont été décriies. Les détails méthodologiques figurent dans la 

monographie de DINGLE (1977) (40). Plus récemment, KAMRATH et ((84) ont mis au point 

une méthode de purification de lysosomes par chromatographie d'affinité sur lectine (Ricinus 

communis agglutinins I t II) permettant selon eux de préserver l'intégrité du lysosome mieux 

que lors de préparations par centrifugation diffbrentielle. 

L 

Le moyen d'identifier une population d'organites à des lysosomes est la CO- 

sédimentation (dans le cas de préparation par centrifugation) ou la CO-chromatographie (dans 
l 

le cas de préparation par affinité) des hydrdases acides. Toutefois, ces activiibs hydrdytiques 



acides s'exprimeront avec une certaine 'latence' due à la présence et aux propribtés de la 

membrane lysosomique. En effet, celle ci étant généralement imperniéable aux substrats et aux 

enzymes, les actWiés hydrdytiques ne s'exprimeront qu'après rupture de la barrihre 

membranaire (que l'on peut obtenir expérimentalement par action de détergents, par choc 

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

A) La membrane lvsosomiaue et sa ~erméabilite 

Les propriétés de la membrane lysosornique ont étb étudiées par REIJNGOUD et TAGER 

(1977) (157). Cette membrane, longtemps considérée comme un simple 'cordon sanitairew 

destiné à préserver le cytoplasme des enzymes, a fait l'objet de nombreuses études qui ont 

permis une meilleure connaissance de son rôle et de la physidogie lysosornique (101). 

Si la membrane du lysosome assure une ségrégation efficace entre cytoplasme et 

milieu intra-lysosomique, elle a également un rôle important en ce qui concerne l'économie de 

la cellule. Par sa perméabilité sélective, grâce à divers transporteurs intégrés, elle contribue à 

assurer un fonctionnement optimal de toute la machinerie enzymatique de l'organite. En effet, la 

membrane doit assurer un équilibre entre I'efflux des métabdites issus de la digestion (sinon il y 

aurait un engorgement à l'origine d'une augmentation de pression osmotique pouvant produire 

l'éclatement de l'organite (32) et l'influx de substrats. 



1) L 'etflux de métabolites 

II parait évident que les produits finals de la digestion lysosomique doivent traverser la 

membrane vers le cytosd. Ce sont : les amino-acides, les monosaccharides, les nucléosides et 

les anions minéraux. Par exemple, des lyçosomes isolés contenant des protéines marquées à 

l'iode 125 relarguent de la tyrosine marquée (113). De mgme, des lysosomes contenant des 

glycoprotéines marquées laissent passer au travers de leur membrane du sulfate et des N- 

acétyi hexosamines (163). 

2) Les macromolécules 

Les protéines, polysaccharides, glycosaminoglycannes, les pdynucléotides ne pewent 

sortir du lysosome (101). Ainsi dans la glycogénose de type II (déficience en O(-glucosidase 

lysosomique), la glycogéne-phosphorylase cytoplasmique ne peut atteindre le glycogbne 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 pewent le faire à l'exception de (D-GIu)~ et Gly-Glu (31 58). 11 semble que la 

majorité des acides amines quittent le lysosome grâce à des transporteurs dont les spédificités 

sont encore mal connues (145,146). La seule déficience en transporteur mise en évidence 

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



4) Les glucides 

Les monosaccharides sont perméants par diffusion facilitée (145). Une déficience du 

transporteur à l'origine de la maladie de Salla (accumulation lysosomique d'acide sialique) a 

d'ailleurs été décrite (160,161). Les disaccharides et a fortiori les digosaccharides plus 

importants ne peuvent quitter le lysosome (32). 

5) Les nucléotides 

Ils ne sont pas perrnéants et doivent être hydrdysés en nucléosides et phosphate pour 

le devenir (25) 

6) Les protons 

Une pompe A protons ATPdépendante assure le maintien du pH lysosomique. Une 

étude plus détaillée sera présentée dans la suite de ce mernoire. 

BI Le DH lvsosomiaue 

Les enzymes lysosorniques ont pour leur grande majorjté un pH optimum acide et sont 

pour la plupart inactifs à un pH voisin de la neutralité. C'est cette constatation qui a conduit 

COFFEY et DE DUVE en 1968 A émettre I'hypothdse d'un pH intra-lysosornique très bas par 

rapport A cdui du cytosd (30). 



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'à l'équilibre on aura une concentration identique en 

forme neutre de part et d'autre de la membrane. Cette méthode a été appliquée à la 

mesure du pH lysosomique par GOLDMAN g$aJ (59) et par HOUEMANS && (81). 

- la méthode à I'isothiocyanate de fluorescéïne (FITC). Le FITC couplé à un pdymbre 

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 

donnbe par le rapport de l'intensité 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 cdlulaires. 

Ces pH sont compris entre 4,5 et 5,s (1 10). 

Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer I'acidification et le maintien du pH 

lysosomique : 

- un équilibre acide-base de type DONNAN. Cette théorie s'appuie sur le fait que la 

matrice lysosomique peut être considbrée comme une solution isotonique contenant 

de nombreuses glycoprotéines de point lsoéiectrique trbs bas assurant ainsi un pH 

acide (59,158) 

- l'action d'une pompe à protons membranaire M~~~ et ATP dépendante, démontrée 

en 1982 par OHKUMA et (129). Le mécanisme de fonctionnement et la structure de 

cette pompe restent encore inconnus (32) 

III - ROLES DES LYSOSOMES 

- - \ 



Du fait de la présence de toute une panopiie enzymatique hydrdytique 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-cdlulaires). 

L'autophagie se définit comme un processus par lequd la cellule digére au sein des 

lysosomes ses propres constituants (macromdécules, mitochondries, réticulum ...) Elle a Bté 

mise en évidence par ERICSSON en 1969 (47). 

Physiologiquement, elle a plusieurs raisons d'être : 

1) Elle permet d'assurer un 'approvisionnement' en nutriments quand la cellule (ou 

l'animal) se trouve carencée en ceux-ci (animal privé de nourriture par exemple). Ainsi, 

le foie, dont l'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 façon drastique au jeûne en pratiquant une autophagie importante (64). 

2) Elle a un rôle pour ce qui concerne la secrétion de certaines mdécules. Les 

vésicules de sécrétion fusionnent avec des lysosomes qui dégradent leur contenu. Ce 

processus appelé crino~haaie est considéré comme une forme d'autophagie (22,64). 

3) Elle permet à la cellule de se débarrasser de rnacromdécules ou d'organites usagés 

ou abîmés. 

L'englobement d'une partie du cytosd, donnant naissance à une vacude autophagique 

- de type I ou II, (voir précédemment, origine des lysosomes) se fait essentiellement au niveau du 

GERL, bien que des cas de vésicules autophagiques à partir du réticulum endoplasmique aient 

été décris (55). Les lysosomes eux-mêmes peuvent être à l'origine d'autophagie, on parle alors 
! 



de microauto~haaie (55,121). Ce dernier cas pouvant expliquer le catabdisme des 

glycoprotéines endocdlulaires in vivo. 

Les processus autophagiques sont sous la dépendance de certaines hormones (107), 

de la concentration cellulaire en acides aminés. Ils sont ATP, pH et Ca dépendants (63,168) et 

nécessitent la participation du cytosquelette (micro-tubules, microfilaments) ainsi que celle de 

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

C'est un processus par lequel des particules ou des mdécules d'origine exocdlulaire 

seront digérées au sein des lysosomes. Cette fonction hétbrophagique des lysosomes est donc 

couplée au phénomène d'endocytose dont on distingue généralement deux types (fig 3) 

- La phagocytose : elle permet l'ingestion de grosses particules insdubies (bactéries, 

macromolécules) généralement observables au microscope, donnant naissance & une 

vésicule d'endocytose appelée ghaaosome (dont le diamètre atteint 0,1 - 0,2 m). 

- La pinocytose : elle aboutit A I'internalisation de molécules sdubies, plus petites au 

sein de vésicules appelées cytdosome~ : terme qui en faii regroupe une population 

hétérogène de vacuoles d'endocytose (71) 



b u l k  m ~ l ~ c t i v o  bulk melectlve B O  lect ive 

Secondrry lyroromt 

FIGURE 2 : M6canlsmes de 1 'autophagie. (D'après GRINDE, (64 )  ,) 



1) la phagocytose : 

Expérimentalement, elle se divise en deux phases : 

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

- I'internalisation de la particule. 

Chacune de ces deux phases dbpend de diffbrents bvênements résumbs par STOSSEL 

(187) : 

- reconnaissance de la particule par la membrane plasmique du phagocyte 

- le phagocyte reçoit le message de reconnaissance 

- le phagocyte transmet le message de reconnaissance au cytoplasme afin de 

dbclencher I'internalisation 

- la membrane plasmique adhére fortement à la particule 

- la membrane plasmique bmet 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 (carboxymbthylation) (205), association de la 

particule avec des proteines sériques qui favoriseront sa reconnaissance par le phagocyte : 

c'est le concept d'o~sonisation dont l'exemple le mieux connu est constitué par les 

immunoglobulines G (23). 
L 

; Celles-ci, aprhs s'être associées aux antigénes de surface d'une bactérie ou d'un érythrocyte 

par exemple, voient leurs fragments Fc reconnu par un récepteur membranaire du 
l 



macrophage. Ce processus permet au complexe particule opsonisée récepteur d'être 

internalisé afin de permettre au phagosome ainsi formé la fusion avec'des lysosomes primaires. 

2) la pinocytose 

Selon que I'internalisaition de mdécules solubles se produit via un récepteur ou non, 

on distinguera deux types de pinocytose dits respectivement adsomtivg ou en   hase fluide (Fig 

4). 

al la ~inocvtose en   hase fluide 

Dans ce cas, la membrane plasmique englobe une fraction de liquide extra- cellulaire contenant 

des molécules en sdution. II en résulte la formation d'une vésicule appelée macro'ooinosome 

(1 37). 

Le taux d'internalisation est proportionnel, la concentration extra-cellulaire du soluté. II se 

trouve régulé par différents facteurs détaillés dans la revue de BESTERMAN et LOW (20). 11 a 

été estimé par STEINMAN et. (183). 

Etudiant des macrophages, ces auteurs ont trouvé que, ces cellules pouvaient 

internaliser par pinocytose environ l'équivalent de 25 % de leur volume cellulaire et 185 % de 

leur surface cellulaire par heure. Ces résultats indiquent que ce type de pinocytose est l'un des 

phénomènes à l'origine du flux membranaire continuel qui existe dans toutes les cellules. C'est 

pourquoi, la pinocytose en phase fluide ne peut être dissociée du phénomène antagoniste 

d'exocytose, l'un internalisant de grosses quantites de membranes, tandis que l'autre les 

restaure assurant ainsi un bon équilibre membranaire (122,174). Un autre rôie a Até dévdu à la 
\ _  

pinocytose en phase fluide : elle serait le moyen par lequel la cellule assurerait un 

approvisionnement en amino-acides d'origine exogène, tout particulièrement dans les cas de 
l 

déprivation, et ceci afin d'assurer une synthèse protéique de n@!~ (20,65). 



F I G U R E  3 : Représentation schématique des différents types d'endocytose. 

)dra?rës PASTAN et !IILLINGHA!1 (137). ) 

F I G U R E  4 : La pinocytose : représentation schématique. 
(d'après PASTAN. et I I ILLI IJGHA.? (137). ) 



Toutes les cellules (sauf les érythrocytes) possèdent à 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 : la 

clathrine (139), de masse moléculaire 180000 daltons. Dès lors qu'un certain nombre de 

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

pits"), il y a formation d'une vésicule d'endocytose tapissée de clathrine. Très rapidement, par 

action d'un enzyme ATPilBpendant (1 71) le manteau de clathrine se dépdymBrise pour donner 

naissance à une vésicule appelée gndosome. 

Les endosomes sont acidifies par une pompe à protons ATP- dépendante (201). Cette 

acidification a pour conséquence la dissociation des complexes récepteur iigand (ce 

compartiment de dissociation a été appelé CURL : Compartment of Uncoupling Receptors and 

Ligands). A ce stade, plusieurs évènements sont possibles : 

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

cas de la transferrine qui après 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 là, leur contenu est dirigé vers sa 

destination cellulaire finale. 



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

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

Comme nous l'avons mentionné préalablement (Voir Il-A) seules les petites mdécules 

peuvent être exportées du lysosome. Toutefois, une fraction de matériel non dégradé peut s'y 

accumuler. Bien que très 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 corris résiduels 

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

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

processus d'exocytose permettant à 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. 



Lipnd Rectrnor Cell t r p r  

Ccll nutrienu LDL (cholatcrol) L D L R  ail 
transfemn (iron) transfcmn-R al1 
vitellogenin vitellogenin-R e8g 
trnnscobalamin (B,2) TC-II-R al1 

Grouith facton and h o n n o n a  insulin 
adipocyte 
hepatocyte 

EGF EGF-R epithelial 
PDGF PDGF-R epithelial 
luteinizing hormonc/follrclc-stimulating hormone/ gonadotropin-R gonadal 

human chorionic gonadotropin 

V i ~ s a  influenza ? 

Toxins diphthena 
peudomonas exotoxin 
ricin 

Rotein c l a n n a  syrtems mannosylatcd proteins 
~ialoglycoproteins 
a-2-macro~obulin-protcase 

antigen (lysozyme) 
lysosomal enzymes 
f-met-leu-phc 
parathyroid hormone 

mannosc-R macrophage 
ASGP-R hepatocyte 
a-2M-R fibrobtast 

macrophage 
Fc-R macrophage 
scavcnger-R macrophage 

epithelial 
gut epithelial 

la macrophage 
M-5-P-R fibrobiast 

macrophage 

TABLEAU 1 : Les 7 classes de systèmes récepteur-ligand. 

(d.'.a?rès STAHL et.;SCHWARTZ. (180). ) 



Plusieurs types de pathdogies ont été décrits portant notamment sur 

- la rupture de la membrane lysosomique. 

- le déversement des hydrdases acides dans le milieu extra-cellulaire. 

- des surcharges à la suite de déficits enzymatiques. 

A) Ru~ture 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 particulières : 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. 

BI Déversement des enzvmes dans le milieu extra-cellulaire 

II 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 6tats 

inflammatoires locaux. 

Çl Surcharae lvsosomiaue oar déficit enzvmatiaue 

C'est HERS (72) qui a énoncé le concept de maladie génétique de surcharge, & la suite 

de travaux sur la maladie de POMPE (déficit en&-D-glucosidase lysosomique). Ces pathdogies 

de surcharge, sont dues à un déficit primaire en enzymes (ou éventuellement en protéine 

structurale). 

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

lysosomes, qui prennent alors un aspect vacuolé caractéristique, A l'origine du diagnostic de 

. . - - \ 

- 



certaines de ces maladies. On observera dans le cas de produits d'accumulation micro- 

mdéculaires sdubles, 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 autosoma1 récessif, quelques unes sont liées au 

sexe (maladie de FABRY, déficience en &galactosidase par exemple). 



LES GLYCOSIDASES LYSOSOMIQUES 

A ce jour, plus d'une cinquantaine d'hydrdases acides ont été décrites. La revue 

générale de BARRE-TT et HEATH (1 1 )  présente une synthèse de l'abondante littérature 

concernant ce sujet. Ce chapitre a pour but de préciser les caractéristiques et les propriétés 

générales des glycosidases. 

A) RH dé~endance 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 milieu, la présence ou l'absence 

d'effecteurs. Cependant, les différents travaux concernant les hydrdases acides montrent que 

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

L'aspartyi-glucosaminidase (1 04) et I'endo-N-acétyl- -D-glucosaminidase (1 4) B 
présentent des pH optimaux respectivement de 7,5 et 3,s. In vivo, les glycosidases 

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

au voisinage de nombreux enzymes protédytiques. 

D'après GOLDBERG et STJOHN (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 être due la présence de la chaîne glycannique, comme il l'a été démontré pour la - 
ribonucléase B (29) ou la carboxypeptidase Y (196). 



En ce qui concerne le renouvellement des enzymes in vivo, les seules données 

viennent d'expérience de "recapture" enzymatique par des fibroblakes en culture. BARTON et 

NEUFELD (1 971) (1 3) ont déterminé des demi-vies de 3 jours pour la glucuronMase et 9 jours 

pour la 4-L-iduronidase. 
k 

B) Pro~riétés structurales 

Les enzymes lysosomiques représentent une population de proteines très héterogènes 

dont la masse molaire est comprise entre 15 000 et 280 000 pour la -glucuronidase. Ces k 
enzymes sont en général multimériques, les différentes sous-unités pouvant être dissociees par 

le sodium dodécyl sulfate ou le chlorhydrate de guanidine. Le taux de ponts disulfures varie de 

0,5 à 6% environ et semble être d'autant plus important que l'enzyme est de petite taille. 

Toutes les glycosidases décrites à ce jour sont des glycoprotéines. Le tabieau II 

rassemble les compositions glucidiques de quelques hydrdases acides. Nous reviendrons 

ultérieurement sur la détermination des structures des glycannes, ceci en raison du rôle 

fondamental qu'ils jouent dans les processus de ségrbgation cellulaire (voir chapitre transport 

cellulaire des glycosidases). 

CJ Soécificité et formes multi~les (isoenzvmes) (voir les revues gknérales de ROBINSON 1974 

(1 62), SPlK 1977 (1 78) et SCHRAM et TAGER 1981 (1 75). 



TABLEAU II : Composition gl ucidique de quelques hydrolases lysosomiques. 

Fuc G d .  Glc Man G l c N A c  NeuAc 

- 
ENZYME 

fo i e  sakis 
0-GXucuronidase fo i e  r a t  

T o m i n o e t a l .  1975 (197) 

Tuls ian i  - .  e t  a l .  1978 (199) 

SUCRES (mg/100 mg proté ine)  REFERENCES 

fo ie  r a t  
a-L- fucos idase  

fo ie  humain 

glande p répa t i a l e  de r a t  

Placenta humain 

fi-hexosaminidase A fo ie  humain 

cerveau boeuf 

0,21 O,17 0,17 2,82 1,92 - 

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

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

1 - 0.52 1.11 2.17 1,96 0.18 1 Preeze e t  a l .  1979 ( 5  3 

Tulsiani  e t  a l .  1975 ( 2 0 0 )  w 
I 

LD 
I 

Opheim e t  Touster 1977(133) 

Alhadeff e t  Freeze 1977 (5) 

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

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

0-hexosaminidase B fo ie  humain 

cerveau boeuf 

Joziasse e t  a l .  1981 (83) 

Overdijk e t  a l .  1982 (135) 

- 

( Placenta humain - 0,35 0,32 2,37 1,36 0,09 

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

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

Freeze e t  a l .  1979 (53) 

Joz iasse  e t  a l .  1981 (83) 

Overdijk e t  a l .  1982 (135) 



Le terme isoenzyme désigne des familles eruynïatiques ayant les mêmes propriétés 

catalytiques portées par des formes moléculaires différentes que l'on peut mettre en évidence 

par des différences de propriétés physiques telles que : 

- le pHi (point isoéiectrique) 

- le pH optimum 

- la mobilité électrophorétique 

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

- les paramètres cinetiques 

On rencontre tout d'abord une hétérogénéiié quant à la distribution sub-cellulaire des 

différentes formes. En effet, si la majoriié des glycosidases sont lysosomiques, d'autres 

isoenzymes peuvent se rencontrer dans les autres compartiments cellulaires. Il en est ainsi de 

la neuraminidase qui a été mise en évidence dans les membranes plasmiques, l'appareil de 

Golgi (35,214) et récemment au niveau du cytosd de macrophages alvédaires du rat (143). De 

même, des endo-Fi-acétyl- D-glucosaminidases ont été mises en évidence à la fois dans le F 
lysosome et dans le cytosd d'hépatocyte de rat (16,95,141) 

On peut également mettre en évidence I'existence de formes isoenzyrnatiques au sein 

du même organite. Dans le lysosome, on rencontre à la fois des mannosidases spédifiques des 

liaisons 0(1-3 et 41 -6 et une mannosidase spécifique des liaisons u rnannose. (Par contre, les k" 
Nl-2 mannosidases sont également rencontrées dans les microsomes, et interviennent en cours 

de biosynthèse). 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, l'étude des isoenzymes, revêt un intérêt diagnotic. 

PLUClNSKl &&. (147), étudiant la hexosaminidase sérique et hépatocytaire de patients a 
atteints de tumeurs hépatiques, ont mis en bvidence l'existence d'un variant enzymatique (qui 

se distingue de la forme normale par un pHi plus acide et une stabilité thermique plus faibie). 



De même, BEYER et WIEDERSCHAIN, s'appuyant sur le fait que 1'4-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 O(-L-fucosidases), les maladies de Tay- 

Sachs (déficit en hexosaminidase A) et de Sandhoff (déficience en hexosarninidases A et B) 

(21)- 

L'existence d'isoenzymes peut s'expliquer de deux façons : 

- tout d'abord, le poiymorphisme peut être d'origine génétique. 

* d'une part les variations alléliques des gènes codant pour ces protéines sont A 

l'origine de formes isoenzyrnatiques différentes que l'on peut mettre en BvMence par 

électrophorèse (1 93) 

* d'autre part, les différentes associations des sous-unités constituant certaines 

glycosidases aboutissent à la formation de formes isoenzymatiques. C'est ainsi que 

I'hexosarninidase A est un hétéropdymère constitué de 21 sous-unités o( et de deux 

sous-unités tandis que I'hexosaminidaseB est un hornopoiymère k 
- ensuite, les formes isoenzymatiques peuvent être produites par des modifications post- 

traductionnelles, telles que notamment la glycosylation. Des différences de sialyiation des 

glycosidases sont responsables par exemple de leurs différences de mobilité électrophorétique 

(61 ). 



II - BIOSYNTHESE ET TRANSPORT DES ENZYMES LYSOSOMIQUES 

A) Biosvnthèse des enzvmes lvsosomiaues 

Les glycosidases comme toutes les hydrdases acides sont synthétisées (pour ce qui 

concerne la partie protéique) par les polyribosomes liés au réticulum endoplasmique (d'où 

I'appelation R.E.R : Réticulum Endoplasmique Rugueux). La protéine est initialisée à son 

extrémitb 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 lumière du réticulum (voir la revue de 

ERICKSSON et (46). Une autre caractéristique structurale des proenzymes lysosomiques est 

leur synthèse sous forme de précurseurs de masse mdéculaire plus importante que celle des 

enzymes matures. Ceci a été démontré en particulier pour I'hexosaminidase (69), l'a(-fucosidase 

(93), 1'4-glucosidase (77). La maturation en enzymes matures s'effectuera au sein même des 

lysosomes par protédyse limitée une fois ces enzymes arrivés à leur destination finale (46). 

C'est également dans le réticulum que s'effectue la glycosyiation des proenzymes 

lysosomiques, par transfert en bloc du glycanne Glcg Mang GlcNAc* du ddichd 

pyrophosphate digosaccharide sur un résidu asparaginyl de la chaîne peptidique (19,88,165). 

Le pro-enzyme glycosylé va ensuite migrer du rbticulum endoplasmlque vers l'appareil 

de Golgi. Tout au long de ce parcours, le glycanne va faire l'objet de toute une série de 

modifications ayant pour conséquence l'édification de glycannes matures (voir la revue de 

GOLDBERG (56). 



Pour la suite de cet exposé, nous ne nous intéresserons qu'à la maturation des 

glycannes d'enzymes lysosomiques. 

En 1971, NEUFELD et CANR (125) démontraient que des cellules déficientes en 

glycosidases pouvaient être corrigées par l'ajoût dans le milieu de culture de glycosidases 

provenant de cellules saines, ou par CO-culture avec ces cellules. Ce phénomène de 'skrétion- 

recapture' suggérait une absorption par pinocytose. 

Depuis, un grand nombre de travaux ont mis en évidence le rôle des glycannes des 

hydrdases acides quant à la destination cellulaire finale de ces enzymes (voir la revue de 

CREEK et SLY (1984) (36). 

8) Trans~ort intracellulaire des alvcosidases lvsosomiaues : le sianal et le rbceoteur à 

mannose 6-P. 

1) Le signal à mannose &phosphate (Man 6-P) 

al 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 mêmes cellules s'avérent incapables de 

capturer les glycosidases secrétées par des fibroblastes de patients atteints de I-çdldisease 

(mucdipidose de type II). 

Ces travaux suggéraient l'existence à la surface des cellules d'un récepteur 

reconnaissant un déterminant commun des enzymes lysosomiques sauf dans le cas des 

enzymes de 1-Celldisease. Divers travaux permirent ensuite de préciser la nature 

oligosaccharidique de ce signal sans toutefois powoir en déterminer la structure exacte 

(75,76). 



La détermination de la nature exacte du signal a été apportée par KAPLAN (96) 

qui avaient constaté que la pinocytose adçorptive des hydrolases acides était fortement et 

spécifiquement inhibée par le mannoseô-phosphate (97). Le Man 6-P fut ainsi identifié comme 

le signal assurant la reconnaissance des enzymes lysosomiques. 

b) Etude des alvcannes des alvcosidases lvsosomiaues 

Ce sont les groupes de KORNFELD (203) et HASlLlK (68) qui indbpendamment 

précisérent la nature poiymannosidique des chaînes glycanniques. Des travaux plus récents de 

VARKl et KORNFELD ont montré que des glycannes de type mixte pouvait bgalement être 

phosphorylés (204). (figure 5) - 

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

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

Cette réaction se fait par transfert d'une N-acétyl-glucosamine-1-phosphate à partir 

d'UDP-GlcNAc sur la fonction a l c d  primaire du carbone 6 du mannose. Cette réaction est 

catalysée par un enzyme particulier : I'UDP-N-acétylglucosamine : glycoprotéine-N-acétyl- 

glucosamine transférase (70,159) situb dans le cis-Gdgi (149) et agissant aprbs les 

glucosidases I et 11 (92). 

- 
HASIUK et NEUFELD, en 1980, ont démontré que les enzymes lysosomiques 

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

par protéolyse limitée étant post-gdgienne, la séquence peptidique 'additionndle' pourrait 
- 

-- \ 



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

A : struture oligomannosidique. 
B : structure mixte 

L 

(d'après VARKI et KORNFELD. (204). ) 



constituer un signal de phosphorylation. L'existence d'une telle séquence a d'ailleurs été mise 

P en évidence pour la lucuronidase (164). 

2) Le récepteur à Man 6 P  

al Généralités 

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

par ROME et STEINER (1 82) par chromatographie d'affinité sur phospho-mannose sépharose. 

Les hydrdases acides phosphorylées se fixent à ce récepteur dans l'appareil de Golgi. 

Celui-ci émet ensuite des vésicules pré-lysosomiques qui sont acidifiées par le jeu d'une pompe 

à protons, ce qui a pour conséquence une dissociation enzyme-récepteur, lequel est ensuite 

recyclé, regagnant la membrane golgienne tandis que les enzymes sont quant à eux intégrés 

dans les lysosomes. 



b) Localisation cellulaire des réce~teurs. 

Qu'ils s'agissent de fibroblastes ou d'hépatocytes de rat 80 à 90 % des récepteurs ont 

été trouvés au niveau des membranes intracellulaires (Réticulum endopiasmique, appareil de 

Gdgi, lysosome) (50). Les 10 à 20 % restant se situent au niveau de la membrane plasmique et 

seraient responsabies de phénombnes de recapture enzymatique décris par NEUFELD et 

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

c) Mise en évidence d'un 2ème réce~teur à Man 6-P. 

HOFIACK et KORNFELD travaillant sur des cellules déficientes en récepteur à Man 6-P 

ont mis en évidence en 1985 un second récepteur à Man 6-P (80). Celui-ci se distingue du 

récepteur précedemment décrit par le fait qu'il est cationdépendant (esçentieilement Mn 2+ 

dépendant). II a une masse mdaire de 138 000 et semble composé de 3 sous-unités de 46 000 

chacune. Ces mêmes auteurs ont apporté la preuve que ce nouveau récepteur n'était pas le 

produit de l'action de protéases sur le récepteur de 215 000. En effet, ces deux récepteurs sont 

immundogiquement distincts (78). La signification bidogique de l'existence de plusieurs 

récepteurs à rnannose 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 à Man 6-P cation- 

indépendant de 42 000 de masse (isolé de testicule de taureaux). II est différent du récepteur de 

215 000 et distinct du récepteur de HOFIACK et KORNFELD (car cation-indépendant)(39). Les 

différentes étapes de biosynthèse et de transfert des enzymes lysosomiques via le récepteur à 

Man 6-P sont indiquées dans la figure 6. 1 



FIGURE 6 : Differentes étapes de transfert des hydrolases acides vers l e  
lysosome. 

M : Man 
G : Glc 
GN : GlcNAc 
Do1 : Dolichol 

P : Phosphate 
ENZ : Enzyme 
R : Récepteur à Man 6-P 



3) Auîres voies d'intbgration d'enzymes dans le lysosome. 

STAHL ( 181) en plus de la voie faisant appel au récepteur à Man 6-P distinguent 

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

-tout d'abord des cellules telles les macrophages de patients atteints de 1-Cell disease 

possèdent un équipement enzymatique lysosomique pratiquement normal. Ces auteurs 

expliquent cela par le fait que de telles cellules possèdent un récepteur à mannose/N- 

acétyl glucosamine qui pourrait ainsi capturer les hydrdases acides circulantes (à la 

suite par exemple de libération plasmatique d'enzymes aprhs lyse cellulaire). 

- ensuite, des cellules déficientes à la fois en récepteurs à Man 6-P et à Man/GlcNAc 

peuvent avoir un équipement enzymatique lysosomique normal. II existerait donc une 

troisième voie, dont les mécanismes demeurent inconnus à ce jour, permettant aux 

hydrolases acides de gagner le lysosome (1 81). 

II semble que ces deux autres voies intéressent essentiellement des enzymes et des 

protéines lysosomiques membranaires. En effet, BARRIOCANAL && ont démontré que des 

glycoprotéines lysosomiques membranaires pouvaient gagner le lysosome par un mécanisme 

ne mettant pas en cause leurs chaînes glycanniques (tout au moins pas leurs chaînes N- 

glycanniques) (12). AERTS et (4) ont montré, quant à eux, que la glucocérébrosidase 

(enzyme lié à la membrane lysosomique) gagnait le lysosome sans avoir été phosphorylée (elle 

n'est d'ailleurs pas déficiente dans les cas de I-Ceil disease). 



LE CATABOLISME DES N-GLYCOSYL PROTEINES 

I - LES N-GLYCOSYL PROTEINES 

A) Classification des alvcoconiuau6s. 

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

les glycolipides et les glycoprotéines : (voir figure 7 d'aprbs 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 être la serine, la thréonine ou I'hydroxyiysine. 

- les N-glycosylprotéines 

La liaison N-glycosidique s'effectue de façon covalente entre la N-acétyi glucosamine 

et l'asparagine 

Pour fa suite de notre exposé, nous nous intéresserons plus particulibrement aux N- 

glycosylprotéines. 





BJ Les N-alvcosvl~rotéines. 

Tout glycanne de type N-glycosidique possède un noyau lnvariibie (inv) : le 

trimannosyi-N, N'diacétyichitobiose (voir la revue de MONTREUIL (1 18)). 

-4)GlcNAc( -N)Asn 

Man (dl-3) 

't' 

Cette fraction digosaccharidique commune donne naissance à trois types de 

structures par substitution par des motifs digosacchariidiques variables (var), à l'origine de la 

spécificité des chaînes glycanniques 

- le type oligomannosidique 

- le type N-acétyllactosaminique 

- le type mixte ou digomannosido-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 à 6 mannoses). Ces structures sont des 

intermédiaires apparaissant lors de la biosynthèse des N-glycannes (1 19,154,161) (voir figure 

8)  - 



2) Glycannes de type N-acétyllactosarninique 

Ces structures voient leur noyau "inv' substitué par un nombre variable de chaînons N- 

acétyllactosaminiques : Gal ( 1-4)GlcNAc. Ces glycannes peuvent également être substitués P 
par des résidus de fucose ou d'acide sialique en nombre variable, d'où la grande micro- 

hétérogénéité des structures, à I'origine de nombreux rôles bidogiques qui leur sont dévdus. 

De plus, en fonction du nombre de chaînons N-acéîyllactosaminiques branchés sur les 

rnannoses 4 et 4', on distinguera des structures bi-, tri-, tétra ou penta-antennées (voir tabieau 

i i r  ) 

3) Glycannes de type mixte 

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

acétyilactosamines et sur le mannose 4' par des résidus de mannose (voir figure 8) 

II - REPRISE SPEClFlQUE DES GLYCOPROTEINES PAR IA CELLULE 

Alors que le catabolisme des glycoprotéines endocellulaires commence à peine a être 

compris, le catabolisme des glycoprotéines exocellulaires s'est vu en grande partie élucidé par 

les travaux de ASHWEU et MORELL (9). Ces auteurs ont en effet montré que les glycannes de 

glycoprotéines circulantes pouvaient être spécifiquement reconnus par des lectines 

hbpatocytaires à l'origine de leur élimination 

A) Le réce~teur hétxttocvtaire des asialoah/co~rot6ines. 

1) Historique. 

C'est le groupe d'ASHWELL qui mit en 6vidence l'existence d'un tel récepteur. En effet, 

ces auteurs avaient constaté que des asialoglycoprotéines plasmatiques étaient rapidement 



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 pénultiéme sur la 

chaîne glycannique semblait être responsabie de I'éiimination. Ceci fut confirmé par le fait 

qu'une dégalactosylation (par une p-galactosidase). d4masquant un résidu de N-acéîyi 

glucosarnine avait pour conséquence de rétablir une demi-vie normale (120). Les 

asialoglycoprot~ines ainsi reconnues par I'hbpatocyte sont ensuite endocytbs par pinocytose 

adsorptive et dégradées au sein des lysosomes (62). 

2) Caractéristiques 

Le récepteur dit d'ASHWELL a été purifié en particulier par HUDGIN (82). 11 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 galactose en position 

terminale non réductrice (167). La conformation spatiale du ligand infiue sur la reconnaissance. 

Ainsi, il semble que ce récepteur ait, pour les glycopeptides de type triantenné, une affinité 

supérieure à celle qu'il a pour les glycopeptides bintennés (10). 

3) Localisation subcellulaire 

Les récepteurs à galactose se situent essentiellement au niveau des 'coated pits' de la 

membrane plasmique (89,207) et possèdent une localisation transmembranaire (66). De pius. il 

a été retrouvé au niveau des membranes intracellulaires ( appareil de Gdgi, microsomes, 

lysosomes) (67). Néanmoins, les récepteurs situés dans les membranes lysosomiques, à 

l'inverse de ceux situés dans les membranes microsomiques et gdgiennes, sont orientés vers 

le cytosoi (195). Ce positionnement qui est contraire à celui attendu notamment au vu des 

processus d'endocytose n'est pas, à ce jour explique. II pourrait s'agir d'un phdnoméne visant 

à éviter l'attaque protéolytique des récepteurs. 



4) Rôles du récepteur d galactose 

WEIGEL attribue dans une revue générale récente quatre rôles au récepteur à 

galactose (209). 

- élimination des asialoglycoprotéines du plasma. 

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

- transport intracellulaire de glycoprotéines. 

Le récepteur à galactose pourrait jouer un rôle en ce qui concerne le transport 

intracellulaire de glycoprotéines (132). 

- élimination des anticorps ou des complexes antigene-anticorps du plasma. 

L'association antigène-lgG pourrait provoquer une modification conforrnationnelle de la 

région flexible des IgG, démasquant les r6sidus galactosyl externes, permettant leur 

élimination (1 86). 

- adhésion cellulaire 

Des cellules cancéreuses pourraient développer une métastase hépatique via le 

récepteur d'ASHWELL (28), qui en outre pourrait jouer un rae dans l'adhésion cellule- 

cellule (208). 

BI Autres voies de caDture des alvco~rotéines. 



D'autres types de récepteurs ont été décrits. Ces récepteurs essentiellement prdsents 

au niveau du systéme réticulo-endothélial contribuent également A l'élimination de 

glycoprotéines circulantes. 

1) Les récepteurs à mannosep-acétylglucosarnine 

Ce type de récepteurs a été mis en évidence à 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 

être inhibé par de I'asialo-agalacto-oros~muc~de. La spécificité pour le mannose et la N-acétyl 

glucosamine fut démontrée par KAWASAKI (ûô,87). 

2) Le récepteur à fucose 

Des études réalisées avec la lactotransferrine et la lucocérébrosidase montrent que Q" 
ces glycoprotéines fucosyiées en a13 disparaissent rapidement du plasma et se retrouvent au 

niveau du foie (54,152). 

III - LES GLYCOPROTEINOSES 

Dans le cadre de cette étude, nous nous limiterons A une description des 

glycoprotéinoses interessant uniquement les N-glycosylprotéines (pour une étude compikte 

voir la revue de DORLING (42). 



Ces maladies métaboliques sont caractérisées par un blocage partiel ou total de 

l'activité des glycosidases lysosomiques. Les causes de ces maladies ont été traitées 

précédemment (voir chapitre pathdogie lysosomique). 

8) Les ~atholoaies. 

Dans tous les cas, le Mocage rnétabdique se concrétisera par une accumulation 

lysosomique de poiyrnères incompiétement dégradés. Ces digosaccharides ou glycopeptides 

seront ensuite excrétés dans les urines. Ces composés, spécifiques de la maladie, possèdent 

en position terminale non réductrice le monosaccharide n'ayant pu être hydrdysé du fait de la 

déficience enzymatique. 

Toutes les glycosidases impliquées dans le catabolisme des N-glycannes sont 21 

l'origine d'une pathdogie humaine connue (sauf pour ce qui concerne I'endo-N-acétyi- D a 
glucosaminidase). Récemment, un déficit en mannosidase humaine (seule exoglycosidase Q 
pour laquelle aucune pathdogie 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 I V  : Classification des glycoprotéinoses. 
(d'après MICHALSKI .  (114). ) 

DEFICIT MALADIES 

a-Fucosidase 

a- Mannosidase 

fi- ann no sida se 

0-N-acétylhexosaminidases A et B 

Asparty lglucosamine amidohydrolase 

GMl gangliosidose 
Maladie de MORQUIO type B 

Fucosidose 

Mannosidose 

8-m an nos id ose 

Maladie de SANDHOFF 

Aspartylglucosaminurie 

' 
Pseudo-Hurler polydystrophie 
Sialidoses (~ucolipidose type 1) 
Sialidose à déficit combin6 ~ e u - / ~ a l -  (Syndrome de 

t Goldberq 1 



IV - LE CATABOLISME DES N-GLYCOSYLPROTEINES 

A) Le catabolisme de la ~rotéine. 

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

évènement préalable à la dégradation des glycannes. 

1) Catabolisme des glycoprotéines exocellulaires 

Pour ces protéines, qui à l'exception de l'albumine sérique sont toutes des 

glycoprotéines, le catabolisme implique au préalable une internalisation. Celle-ci se fait via les 

récepteurs lectiniques rnembranaires 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 à des 

lysosomes secondaires, où se fera la protédyse par actions des protbases lysosomiques 

(cathepsines). 

2) Catabolisme des glycoprot15ines endocellulaires 

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

(1986) (1 12) 

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 

Bucidés. II est acquis aujourd'hui que le catabdisme s'exerce à deux niveaux qui sont d'une 

part le lysosome - et d'autre part le cytosd (1 12). 



3) le catabolisme ~rotedvtiaue cvtosdiaue 

L'existence d'un mécanisme protéolytique non lysosomique a ét6 suspectée dès 1956 

par SCHWEIGER et (176). Ce n'est que plus récemment que le mécanisme de ce 

système protédytique a été compris. L'ATP est nécessaire à la formation d'un 

complexe protéine-ubiquitine (21 1). 

L'ubiquitine est un pdypeptique de 9 000 de masse qui une fois conjuguée à la 

protéine déclenche une dégradation très rapide de cdle-ci (1 12). 

Les rôles physidogiques de I'ubiquitination des protéines demeurent obscurs 

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

- élimination de proteines anormales 

- contrôle du cycle cellulaire 

- contrôle de l'expression génique par histone 2A ubiquitination 

- réponse au stress 

bl le catabdisme lvsosomiaue 

Dans les cas de privation nutriiionndle, la cellule trouve les amino-acides nécessaires à 

ses fonctions vitales en pratiquant l'autophagie. Les membranes internes peuvent 

s'invaginer pour former des vésicules englobant le cytosd (112). 11 a même été 

rapport6 des cas de micro-autophagie dans lesquels le lysosome lui même 'capture' le 

cytosd. Le cytosqudette en véhiculant les vacuoles autophagiques joue un r6ie tr&s 

important dans tous ces phénomènes (1 12). .- 

Des travaux récents indiquent que les protéines endocdlulaires sont séquestrées dans 

une fraction juxtanucléaire préalablement la protéolyse lysosomique par les 

cathepsines (1 1 1). 



II a également été mis en évidence l'existence d'hydrdases lysosomiques liées à la 

membrane en particulier la cathepsine M dont plus de la moitié de I'activii6 totale est 

membranaire. Certains de ces enzymes ont leur site orient6 vers le cytosd (cathepsine 

M par exemple) et pourraient participer au catabolisme de composbs cytosdiques. 

Dans la majorité des cas, ces hydrdases ont des pH optima neutres, voire légèrement 

basiques (voir la revue de PONTREMOU (151). 

BI Catabolisme des N-alvcannes. 

1) Introduction. 

Comme nous l'avons vu le lysosome posséde plusieurs cathepsines capables de 

dégrader totalement les copules protéiques des N-glycosylprotéines. II en résulte la production 

d'amino-acides et de glycoasparagines qui seront dégradés par les giycosidases 

lysosomiques. L'hydrolyse des digosaccharides et glycoasparagines issus des glycoprotéines 

cytosdiques pose le proMBme de leur mode d'entrée dans le lysosome qui à ce jour, n'a pas 

été éiucidé. On peut également imaginer leur intégration via le récepteur lysosomique 

d'ASHWELL qui, rappeions le, a son site lectinique orienté vers le cytosd (195). Cette 

hypothèse n'a toutefois jamais été démontrée. 



2) Historique 

Jusqu'au début des années 70, les seuls déments permettant de comprendre le 

catabolisme des N-glycannes étaient apportés par l'étude des structures isdées d'urines de 

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

II avait été postulé à l'époque que le catabolisme se faisait par action récurrente des 

exoglycosidases à partir de l'extrémité terminale non réductrice. Toutefois, l'étude des 

structures isdées d'urines pathdogiques infirmait cette hypothhse. En effet, ces structures 

peuvent être classées en deux groupes : 

- d'une part des digosaccharides, à une seule N-acbtyl-glucosamine à l'extrémité 

terminale réductrice accumulés lors de sialidoses, gangliosidoses à GM1, maladie de 

SANDHOFF et d-mannosidoses. 

- d'autre part, des glycoasparagines excrétés dans l'urine de patients atteints de 

fucosidose ou d'aspartyi-glucosaminurie (figure 9). 

L'existence de ces deux types de structures laissait supposer l'existence d'un ou 

plusieurs enzymes agissant au niveau de I'extrémitb terminale réductrice et responsabies de la 

présence de la seule osamine 2 des digosaccharides. 

3) L'hypothèse du catabolisme initié par une endo-N-Acélyl- -D-glucosaminidase. 

L'existence d'une seule glucosamine en position terminale réductrice des 
L 

digosaccharides excrbtés lors de glycoprotéinoses (exceptées les fucosidoses et 

I'aspartylglucosaminurie) amena STRECKER et MONTREUIL en 1975 à bmetire l'hypothèse que 
l 

le cataboiisme des N glycannes commença& par l'action d'une endo-glucosaminidase (1 18) 



' FUCOSIDOSE 

MALAOIE DE SANDHOFF. 

B n ( a 1 - 6  

~?4an(81-4)GlclAc(BI-4)bloNAcjBl-N)A~n 

G l  cNAc(B1-N)Asn 

ASPARTYL-GLUCOSAHINURIE. 

FIGURE 9 : Exemples de structures accumul ees lors  de glycoprotéinoses 



libérant d'une part le glycoasparagine GlcNAc-Asn, et d'autre part, un digosaccharide une 

seule glucosamine en position terminale réductrice (figure 10). 

Des études réalisées au laboratoire visant à mettre en 6vidence une activité endo- 

glucosaminidase s'avérbrent infructueuses dans le compartiment lysosomique. 

Par contre, une telle activité fut mise en bvidence dans le cyîosol par PIERCE && 

(141). 

Cet enzyme clive les glycopeptides en hydrolysant la liaison entre les osamines 1 et 2. 

En outre, il posséde une spécificité réduite aux glycopeptides et glycoasparagines 

pdymannosidiques (activité 'manno" endo-glucosaminidase) et N-ac6tyilactosaminiques 

(activiib 'galacto" endoglucosaminidase) mais est totalement inactif sur les 

sialyiglycoasparagines (142). Ce dernier point ne permettait pas d'expliquer dans les cas de 

sialidoses l'accumulation de sialyldigosaccharides à 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'intbressaient plus particuli&rement aux 

glycoprotéinoses animales (voir les revues de WINCHESTER (212) et DORUNG (42). 



~ - 0 - ~ ~ 0 & d E b t  

M i n  . ClcYAr 

FIGURE 10 : Schéma du catabolisme selon STRECKER e t  
MONTREUIL. (1975). (130). 



Ce sont des dtudes réalisées sur la mannosidose gdnétique ou induite par la 

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

- l'une présentant une excrétion urinaire d'oligosaccharides à une seule osamine 

réductrice comme chez l'homme (rat, porc) 

- l'autre présentant une excrétion urinaire d'digosaccharides ayant en position 

terminale réductrice le chaînon N, N'di-acétyi chiobiose intact (bovins, ovins, chiens, 

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

Signalons ici, également, la chèvre qui accumule à la fois des digosaccharides à une 

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

Le fait qu'il existe des espèces animales ayant un catabolisme de type bovin et d'autres 

ayant un catabolisme de type humain conduisit à l'hypothèse sdon laqudle préalablement à 

l'action d'une endoglucosaminidase devait agir I'aspartyl-N-acétyl glucosaminidase. Ce dernier 

enzyme, mis en évidence par MURAKAMI et EYLAR en 1965 dans l'épididyme du mouton (123), 

était supposé hydrdyser le chaînon GlcNAc-Asn et intervenir après action de 

I'endoglucosaminidase. 

5) Le rôle de I'aspartamidase (asparîyl-N-acéiyIgIucosaminidase) 

a) Historiaue. 

Après la découverte de l'enzyme (123), son mécanisme d'action est éiucidé en 1966 

par MAKINO &&. (106). Le premier cas de déficience est'rapporté par JENNER et POUTT en 

1968 (150). MAHADEVAN et TAPPEL localisent en 1967 l'enzyme dans le compartiment 

lysosomique du foie de rat (130) tandis que YAMASHINA la purifie à partir du rein de porc (213) 

et DUGAL à partir du foie humain (44). 





L'aspartamidase a un pH optimum de 7 à 8 selon les espèces (213). Elle a une masse 

mdaire de 70 000 dans le cas du foie humain (102). Elle présente une étonnante stabilité à la 

chaleur, un traitement de 6 heures à 60 OC ne réduisant son activité que de 10 %. (14) 

Si le rôle de I'aspartarnidase sur le chaînon GlcNAc ( pl  N )  Asn est connu depuis 

longtemps, peu d'études concernant sa spécificité vis à vis d'autres glycoasparagines ont été 

publiées. Tout au plus MAKINO (1106) et PLUMMER et (148) avaient-ils démontré son 

action sur des glycoasparagines mixtes et digornannosidiques de l'ovalbumine. BAUSSANT 

reprenant les études de spécificité montra que I'enzyme était incapable d'hydrdyser 

I'asparagine si celle-ci se trouvait acétyiée sur sa fonction C(-aminée (14). Des travaux plus 

anciens de MAKINO &&. (105) avaient déjà démontré que la substitution carboxyiique de 

l'asparagine inhibait I'enzyme. 

Ces résultats prouvent que I'aspartamidase est spécifique des glycoasparagines vrais. 

II faut donc que le catabdisrne de la protéine libérant de tds glycoasparagines soit antérieur à 

I'action de l'aspartamidase. 

II avait été observé depuis longtemps que les produis fucosylés en (M-6) sur I'osamine 

1 étaient excrétés dans les cas de fucosidoses sous forme de glycoasparagines. Cette - 

observation laissait supposer que I'action de la fucoskiase était antérieure à celle de 

I'aspartamidase. 

L 

BAUSSANT en apporta la preuve en étudiant après inhibition par la chaleur des 

mannosidases, I'action de I'aspartamidase sur respectivement Man2GlcNAc2Asn et 

Man2GlcNAc2FucAsn. Si dans le premier cas l'enzyme était actif, il ne l'était pas du tout dans le 

- A 

\ 

- 



second (14). Cette expérience prouvait indiscutablement l'antériorité de l'action de la 

fucosidase sur I'aspartamidase. 

Le fait que I'endoglucosaminidase décrite par PIERCE (141,142) était totalement 

inactif sur les sialylglycoasparagines, amena BAUSSANT à étudier l'action de I'aspartamidase 

sur de tels composés et démontra ainsi que l'enzyme pouvait les hydrdyser (1 4). 

Cette dernière expérience constituait une première étape dans l'explication de 

l'excrétion par les patients atteints de sialidoses de sialyidigosaccharides à une seule osamine 

en position terminale réductrice. En effet, ces composés ne pouvaient provenir de I'action de 

I'endoglucosaminidase cytosolique (1 41,142). 11 restait donc A mettre en évidence une endo-N- 

acétyl D-glucosaminidase spécifique des digosaccharides possédant le chaînon N,N1di-acétyl a 
chitobiose en position réductrice. 

6) Mise en Qvidence d'une endo-N-acétyl D-glucosaminidase lysosornique. a 
al Historiaue. 

En 1974, NlSHlGAKl et (126) mettent en évidence dans le foie de rat et de porc une 

activité endoglucosaminidase, tandis que BOERSMA && la détectent en 1975 dans le foie 

humain (24). La première localisation cellulaire est due à PIERCE et en 1979 (141). 

En 1981, OVERDIJK et (134) étudient les propriétés de I'endoglucosaminidase du 

foie et du rein humains. 

La spécificité de l'enzyme hépatique du rat a fait l'objet d'une étude de TACHIBANA 
L 

&. en 1982 (194) qui posent I'hypothdse d'une seule forme enzymatique pour les activiiés 

"manno' et "galacto" endoglucosaminidases tout comme LISMAN et en 11983 (98) et 1985 

, (99) qui en outre confirment la localisation cytosdique. 



Par contre, EL BAiTARl en 11983 postulent l'existence disoenzymes à l'origine des 

deux types d'activités (45). 

Les paramètres cinétiques des deux activités endoglucosaminidase ont été déterminés 

en 1983 par APPOURCHAUX (7) 

L'endoglucosaminidase de foie de rat est partiellement purifiée par USMAN (99). 

Les activités endoglucosaminidase précédemment décrites sont toutes cytosdiques 

(dles présentent un pH optimum neutre). Ces activités pourraient intervenir dans le catabolisme 

des glycoprotéines intracellulaires ainsi que dans la régulation de la biosynthbse des N- 

glycosyiprotéines (1 17,142). Dans le cadre de cette dernière hypothése, I'endoglucosaminidase 

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

L'enzyme du cytosd dégrade des glycopeptides de type digomannosidique et N- 

acétyl lactosaminique (141,142) mais demeure inactif sur des glycopeptides sialylés ou 

fucosylés sur i'osamine 1. Le glycoaspargine MangGlcNAc#sn est le substrat pour lequel 

I'endoglucosaminidase cytosolique présente la plus grande vitesse d'hydrolyse. 

II est intéressant de noter que l'enzyme demeure actif après acétyiation de la fonction d aminée 

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

ç) Mise en évidence d'une endoalucosaminidase dans le Ivsosome 

- 
Le premier, STIRUNG met en évidence en 1974 une activité NN'diacétyi chitobiise au 

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

incapable d'hydrolyser des substrats synthétiques tels que le paranitrophényi -D-N acétyi- .a 



glucosamine (PNP-GlcNAc) (184). STIRLING, encore, la même année démontre une activité 

chitobiase dans des cellules déficientes en hexosaminidases A et B (maladies de Sandhoff et 

Tay-Sachs). II détermine de plus que cet enzyme a une masse mdéculaire plus faible que cdle 

de I'hexosaminidase (185). L'activité chitobiase précédemment décrite est maximale à un pH 

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

Il faut ensuite attendre 1985 et les travaux de U (97) qui décrivent dans l'urine 

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

Enfin, en 1985, ARONSON et KURANDA (94) et BAUSSANT &&. (15) au laboratoire 

décrivent en même temps une activité endo-N-acétyl D glucosaminidase au niveau du 

lysosome. 

KURANDA et ARONSON démontrent l'existence d'un tel enzyme en inhibant 

I'aspartamidase du foie de rat perfusé. Ces auteurs remarquent qu'aprhs action des 

exoglycosidases, le foie accumule le composé suivant : GlcNAc 4)GlcNAc( -N)Asn au lieu P 
du GlcNAc T -N)Asn attendu. Ils démontrent ensuite i'activté chitobbse en utilisant des asialo- 

digosaccharides obtenus par hydrazindyse et réacétyiés par de l'anhydride acétique [14 Cl 

(95) 

BAUSSANT etal., quant à eux utilisent I'digosaccharide Man3GlcNAc2 (obtenus aprhs 

digestion par I'aspartamidase du glycoasparagine correspondant) qu'ils incubent à pH 3,5 avec 

un homogénat lysosomique. La démonstration de l'activité endo est faite par RMN à 400 MHz 

(14,16). 

L'endo-N-acétyi -D glucosaminidase présente un pH optimum d1activit6 de 3,5. Sa P L 

masse mdaire a été estimée à 35 000 par tamisage mdéculaire (95). 



Ses travaux sur I'aspartamidase et I'endoglucosaminidase ont amen6 BAUSSANT à 

proposer le schéma du catabdisme présente figure 12. 



2 Fucosidase 

NeuAc-Ga1 -Gl CNAC-Man 3. 
\ Man-Gl CNAC-Gl CNAC-Asn 

NeuAc-Gal-GlcNAc-Man / 

I 
3 Aspartyf -N-acetyl gl ucosaminidase 

I 
NeuAc-Gal-GlcNAc-Man 

\ 
+ 

Man-Gl CNAC-G1 CNAC 

NeuAc-Gal-GlcNAc-Man / I 
4 ~ndo-N-acet$l - B - ~ - g l  ucosarni nidase 

I 

5 Exoglycosidases 
l 

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

Les travaux récents sur I'aspartamidase (1 4) et sur I'endo-N-acétyî D-glucosaminidase P 
(15,16,94,95) ont permis d'élucider le catabdisme des N-glycannes au niveau du point 

d'attache avec la protéine. Ainsi, il est maintenant démontré qu'au niveau lysosomique le 

catabdisme est initié par I'aspartamidase et non par une endoglucosaminidase. De plus, 

l'action successive et la spécificité de ces deux enzymes permettent aujourd'hui d'expliquer la 

structure des digosaccharides et glycoasparagines accumulés lors des glycoprotéinoses, en 

particulier en ce qui concerne l'extrémité terminale réductrice. Cependant, ni les travaux de 

BAUSSANT ni ceux d'ARONSON n'ont permis de mettre en évidence l'existence de sialyi- 

dérivés à une seule glucosamine en position terminale réductrice dans les cas de shlidoses. 

Enfin, MAHADEVAN etal., (103) ont d8s 1969 montré que les exoglycosidases étaient 

beaucoup plus actives sur des digosaccharides que sur des glycoasparagines. D'autre part, 

dans les cas de fucosidose et d'aspartyl glucosaminurie, II a été remarque que les structures 

accumulées avaient plus ou moins subi I'action des exoglycosidases, de plus, ces structures 

présentent dans leur majoriié une dégradation plus avancb de l'antenne en (g1-3) que 

I'antenne en (NI-6) (figure 9). Ces observations laissent supposer ZI la fois un catabdisme 

bidirectionnel (faisant appel aux exoglycosidases et au binôme endo-aspartamidase) comme l'a 

suggéré ARONSON (8,94) et une dégradation antenne par antenne par action des 

exogl - ycosidases. 



Nos travaux ont donc d'abord visé à mettre en bvidence une activité endo- 

glucosaminidase lysosomique dans les cellules humaines. Nous avons ensuite partiellement 

purifié l'enzyme du foie de rat afin de tester son activiiB sur les sialyl dérivés et pouvoir ainsi 

expliquer I'excrBtion urinaire de composés à une seule glucosamine en position terminale 

réductrice dans les cas de sialidoses. 

La seconde partie de notre travail a consisté à étudier in vitro le catabdisme des N- 

glycannes, afin d'une part de déterminer les rôies respectifs du binôme endo-aspartamidase et 

des exoglycosidases et d'autre part de mettre en Bvidence un catabolisme antenne par 

antenne. 



MISE EN EVIDENCE D'UNE ACTIVITE 

LYSOSOMIQUE HUMAINE 



MISE EN EVIDENCE D'UNE ACTlVlTE 

DANS LES CELLULES HUMAINES 

I - INTRODUCTION 

L'existence dans les urines de patients atteints de sialidose d'digosaccharides 

possédant une seule N-acétyl-glucosamine en position terminale réductrice (114) laissait 

supposer la prbsence d'une endoglucosaminidase lysosomique dans les ceilules humaines. En 

effet, de tels composés ne peuvent être produits par I'endo-glucosaminidase cytosdique, ce 

dernier 6tant totalement inactive sur les sialyi glycopeptides (1 41,142). 

L'endoglucosaminidase lysosomique mise en 6vidence chez le rat (1 435) et agissant 

aprés I'aspartamidase pourrait expliquer l'accumulation lors des glycoprotéinoses (sauf dans 

les cas de fucosidose et I'aspattyi glucosaminurie d'digosaccharides A une seule GlcNAc en 

position terminale réductrice. Afin de vérifier cette hypothbse, nous avons dosé l'activité 

endoglucosarninidase lysosomique de cellules humaines en culture. 



II - MATERIEL ET METHODES 

A) Culture cellulaire :les cellules lvmt~hoblasto~des 

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.I.R.C.). 

Les cellules l y m p h ~ b l a s t ~ ~ e s  sont cultivées en suspension dans des flacons de 

cultures (NUNC) de 250 ml contenant 30 ml de milieu RPMl 1640, comportant 15 % de sérum 

de veau foetal, 0,3 g/l de glutamine, 0,1 % de kanamycine dans une atmosphbre contenant 5 % 

de CO2 et à une température de 37 OC. 

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

dans 3 autres flacons dont on complète ensuite le volume à 30 ml 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 cultiv&s en flacons de 250 

ml (NUNC) jusqu'à confluence, le milieu de culture étant du milieu de HAM supplément6 en 

glutamine à raison de 0,3 g/l. Les cellules sont ensuite décdlées du plastique par trypsinisation. 



CI Prbmration du substrat radioactif OL-1. 

II s'agit d'un digosaccharide dont la structure est indiquée cidessous : 

Man(o(1-6) \ 

Man (Nl-3) / 

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

suivante : 

Après digestion pronasique de fraction IV de COHN (concentration de 10 rnglrnl), les 

glycopeptides libérés sont traités par hydrazindyse et réacétyiés par l'anhydride acétique [14c] 

selon la méthode de BAYARD (1 7). 

Les digosaccharides sont ensuite traités par un mélange d'exoglycosidases 

bactériennes (activités gneuraminidases, galactosidases, hexosaminidases et a( fucosidases 8 e 
fournies par le Prof. S. BOUQUELET) à 3PC pendant 24 heures. L'activité mannosidase étant 

absente nous obtenons I'digosaccharide OL-1. 

Les protéines sont ensuite précipitées par I'éthand à -20°C à une concentration finale 

de 50 % (VM. Après centrifugation, le surnageant est concentré puis deposé sur une colonne 

de Biogei P4 (Biorad-Richmond USA). Les fractions contenant I'digosaccharide OL-1 sont 

rassemblées puis lyophilisées. 



Le substrat OL-1, ainsi prépare présente une radioactivité spécifique de 270 

cpm/nmde. 

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

D) Incubations. 

1) Cellules lymphoblastoldes 

Le contenu de 20 flacons de culture est centrifuge à 1500 t/mn pendant 5 mn. Le culot 

cellulaire est lavé 3 fois par une solution isotonique de NaCl gO/oo, puis repris par 500 ri de 
tampon CPlûû pH 35, Triton XI00 0,5%. Aprés homogénéïsation en bain de glace par 20 à 25 

aller-retours de piston de l'appareil de DOUNCE, le pH de I'homogénat est réajusté à pH 3,5 

par de l'acide citrique 0,l M puis laissé 3 heures à + 4°C. 

Le milieu d'incubation se compose comme suit : 

- 30 d'homogénat cellulaire r ]  
- 30 de L-mannono-1,44actone 3 0  mM en tampon CP 100 pH 3,5 (inhibiteur de r 
mannosidases) 

- 10 de tampon CP 100 pH 3,5 r 
- 20 de OL-l [ l  4 ~ ]  3,3 mM (1 8000 cpm/incubation) r 
Un témoin est effectué en utilisant d'homogénat cellulaire préalablement traites 5 

mn à 100°C. 

Après 15 heures à 37"C, les protéines sont précipitées par ajout de 90 d'éthand à - 9' 
20°C. Après centrifugation le surnageant est déposé en totalité sur papier Whatman 3. La 

chromatographie s'effectue pendant 15 à 20 heures dans le sdvant butand /acide 



acétique/eau (41115 : v/v/v). Les pistes de migration sont découpées en bandes de 1 cm de 

large et la radioactiviié mesurée par comptage en scintillation liquide après avoir ajouté 1,5 ml 

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

La zone de migration de la N-acétyl glucosamine est estimée par rapport à un spot de 

N-acétyl glucosamine froide déposée sur une piste parallèle. Cette piste est révéiée à I'oxalate 

d'aniline. 

2) Fibroblastes 

6 boîtes de cultures sont traitées de la même façon que précédemment. 

Les milieux d'incubation sont les suivants : 

a) témoin (dénaturation 5 mn à 10°C de I'homogénat) et cellules avec 

mannonolactone 

- 20 d'homogénat cellulaire l" 
de rnannondactone 30 mM en tampon CP100 pH 3,5 

- 17 de tampon CP 100 pH 3,5 P 
- 3 d'OL 1 3,3 mM (3200 cpm) r' 



bl cellules sans mannondactone : 

de manndactone sont remplacés par 20 de tampon CP100 pH 3,5 r' 
Après 15 H à 37C, les protéines sont précipitées par 60 d'éthanol à -20°C. La suite du r 
protocde est identique à celui des cellules lymph~blast~kies. 

Le pourcentage d'hydrolyse est calculé en divisant le nombre de cpm dues à I'osamine 

libérée par la moitié de la radioactivitb totale (car les deux osamines sont marquees mais seule 

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

III- RESULTATS-DISCUSSION 

A) Cellules Ivm~hoblastoTdes (figure 1 3) 

On observe dans ce cas I'existence de deux pics de radioactivité, l'un correspondant à 

la GlcNAc [14c] (la glucosamine froide tbmoin migrant au même niveau. indiqué par la Rêche) 

l'autre correspondant au substrat OL-1 non hydrdysé et à I'digosaccharide trimannosyi N- 

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

Ces résultats permettent de démontrer l'existence d'une endo-N-acétyi- 

glucosaminidase lysosomique dans les cellules humaines active à pH 33. En effet, l'hydrolyse 

de la N-acétyi glucosamine terminale réductrice ne peut être attribuée qu'à une 

endoglucosaminidase lysosomique car BAUSSANT (14) a démontré qu'à pH 3,5 

I'endoglucosaminidase cytosdique était totalement inactive sur ce même substrat. 

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

hydrdysé. 



FIGURE 13 : Mise en évidence d'une ac t iv i t é  endo-N-acétyl3-D-glucosaminidase 
lysosornique. (ce1 lu1 es 1ymphoblastoTdes) 
(Pour les  modalités expérimentales, voir l e  texte . )  



8) Les fibroblastes. 

1) En pr6sence de mannonolactone (figure 14) 

Les conclusions quant à l'existence d'une activité endoglucosaminidase lysosomique 

sont les mêmes que précédemment. 

On a dans ce cas un pourcentage d'hydrdyse du substrat OL-l de l'ordre de 15 % 

2) En absence de mannonolactone (figure 15) 

On observe également dans ce cas, une activité endoglucosaminidase. Le substrat OL- 

I ayant ici été dégradé à environ 20 %. Toutefois, il est intéressant de noter que le pic de 

radioactivité correspondant à I'digosaccharide présente un maximum décalé de 1 cm par 

rapport au témoin (alors que le même substrat incubé en présence de mannonolactone ne 

présente pas ce phénombne). 

Ceci peut s'expliquer par l'action des mannosidases qui hydrdysant l'un des résidus 

rnannose en position terminale non réductrice permettraient à I'digosaccharide ainsi produit 

une migration plus rapide dans le système sdvant employb. Il semble dans ce cas que les 

mannosidases agissent plus vite que I'endoglucosaminidase car sur les 1600 cpm théoriques 

dues à la N-acétyl glucosamine libérée seulement 20 % le sont effectivement, par contre, en ce 

qui concerne I'oligosaccharide, on constate que le maximum de radioactivité dans ce cas 

correspondrait à environ 40 à 50 % du substrat démannosyi6. 

IV - CONCLUSION 



O 10  15 M i ~ r a t l o n  e'n cm 

FIGURE 14 : Dosage de l ' a c t i v i t é  endo-N-acétyl-6-D-glucosaminidase 
lysosornique en présence de rnannonolactone. ( f i b rob l a s t e s )  
(Pour 1 es  modal i t é s  expérimental e s ,  voir  1 e texte .  ) 
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FIGURE 15 : Dosage de l ' a c t i v i t é  endo-N-acétyl-f i-D-g1ucosarninidase 
lysosornique en absence de mannonolactone. ( f i b r o b l a s t e s )  
(Pour 1 es modal i t é s  expér imenta l  es, v o i r  1 e t ex te .  ) 
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Qu'il s'agisse de cellules lymphoblasto~ides ou de fibroblastes, ces exp#iriences mettent 

en bvidence une activité endo-N-acbtyl- D-glucosaminidase lysosornique analogue à cdle B 
prkédemment décrite par BAUSSANT &&. et KURANDA et ARONSON. (16,95). 

De plus, ces résultats sembient en outre indiquer dans le cas d'incubation sans 

inhibiteurs de rnannosidases une action conjointe de "I'endo" et des O(-mannosidases, ce qui 

corrobore les travaux de KURANDA et ARONSON faisant état d'un cataboiisme glycannique 

bidirectionnel (94). 
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PREPARATION D'UNE FRACTION PURlFlEE EN 

ENDO-N-ACETYL-~D-GLUCOSAMINIDASE LYSOSOMIQUE. 

l INTRODUCTION 

L'endo-N-acetyi D-glucosaminidase cytosdique mise en Bvidence par PIERCE t&& (141) a 
étant inactive sur les sialyiglycoasparagines et sialyiglycopeptides (142), nous avons entrepris 

de purifier I'endo-N-Acétyi D-glucosaminidase lysosornique de foie de rat, mise en bvidence t 
conjointement par BAUSSANT et (16) et KURANDA e&& (95). Ceci dans le but d'en Btudier 

l'action sur des sialyidigosaccharides à deux GlcNAc terminales rtkiuctrices. 

Le protocde de purification que nous dBtaillons dans les pages suivantes présente 

l'avantage d'éliminer I'~neuraminidase lysosomique. En éliminant cette activii6, nous pouvons 

ainsi M e r  la désialyiation des sialyloligooaccharides.et empêcher les 

. f- 
hexosaminidases,o(-mannosidases d'hydrolyser le substrat. 

II- MATERIEL ET METHODES 

A) Le substrat OL-1 : 

Ce substrat a été préparé comme indiqué dans le chapitre : "Mise en bvidence d'une endo-N- - 
acétyl D-glucosaminidase lysosornique dans les cellules humaines.' P 

B) Le fractionnement cellulaire : 



Des rats femelles WISTAR (150-2009) sont mis & jeon une nui  avant d'6tre sacrifiés par 

décapitation. Les foies rapidement prélevés sont transférés dans une sdution de tampon Hépès 

10mM, MgCI2 5mM, Sucrose 0,25 M. Aprhs broyage au moyen de l'appareil de FISCHER, ils 

sont homogénéïsés dans le tampon précédent par 3 aller-retours de piston de l'appareil de 

P07TER (750 tourslmn). L'homogénat cellulaire est ensuite filtré sur gaze. Le vdume est ajusté 

par le même tampon à raison de 4 ml/g de foie au départ. 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 à 10000 rpm pendant 15 mn. 

Cl Dosaae des  rotb bines : 

II a été effectué selon la méthode de LOWRY && (100) modifiée par PETERSON (140). 

D) Dosaae de l'activité endo-N-Acétvl#D-alocosaminidase 

II a été effectué de la façon suivante : 

- 30 de la fraction contenant I'activiié endoglucosaminidase l' 
de mannondactone 30 mM en tampon CP 100 pH 3,5. 

- 17 de tampon CP 100 pH 3.5 r' 
de substrat radioactif OL-l (270 cpm/nmde soit 3200 cpm/incubation) 

Après 3 heures à 3PC, les protéines sont précipitées par addition de 90 d'éthand à -20°C. r' 
Aprés centrifugation le surnageant est dépose sur papier Whatman 3. Au bout de 15 h de 

chromatographie en solvant butandlacide acétiqueleau 41115 (en vdumes), les pistes de 

migration sont découpées et comptées de la même façon que dans le chapitre : 'Mise en 

bvidence d'une-activiié endoglucosaminidase dans les cellules humaines.' 

E) Definition de l'unit6 d'activité enzvmatiaue : 



1 unité hydrdyse 1 nmde de substrat OL-1 en 1 heure 

FI Dosaae des activitbs exoalvcosidases : 

L'activité neuraminidase a été déterminée en utilisant un digosaccharide marqué (1 89) 

Les autres glycosidases ont été dosées par la méthode au p-nitrophényi glycoskie (198). 

Notamment en ce qui concerne les hexosaminidases dont l'activité a été suivie tout au long de k 
la purification. 

III RESULTATS 

Nous avons travaillé sur 15 grammes de foie. Après obtention du culot enrichi en lysosomes, 

celui-ci est repris par 6 ml de tampon citrate-phosphate 1 mM pH 3,5 et homogénéïsé par 15 à 

20 aller-retours de piston de l'appareil de DOUNCE (4°C). L'homogbnat est ensuite laissé 4°C 

pendant 2 heures afin d'obtenir une rupture de la membrane lysosomique par choc 

hypotonique. Aprbs avoir ajusté le pH de I'homogénat à 3,5 par addition d'acide citrique 0,2 M 

pour obtenir une précipitation des protéines, celui-ci est laissé une nowdle fois à 4°C. Après 

centrifugation 5 mn à 3000 rpm (Rotor BECKMAN SW 50-l), le surnageant est déposé sur une 

cdonne de SP-Séphadex (Pharmacia) (5 ml) équilibrée en tampon CP 100 pH 35. L'activité 

endoglucosaminidase est élu& par le même tampon contenant 300 mM NaCl (Fig 16). 

f' -hexosaminidase co-chromatographiée avec l'activité 'endo' est éiiminée 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 protocde schématisé fig.17 ermet d'obtenir une fraction endoglucosaminidase enrichie 
1 

environ 360 fois. 



FIGURE 16 : Purification de l'endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase 
sur SP-Séphadex (Pharmacia, Suède) 



L'enrichissement et le rendement de purification sont présentés dans le tableau V. 

On constate que l'étape essentielle est celle de précipitation des protéines par l'acide citrique 

(fraction no 4) En effet, l'enrichissement en activité endoglucosaminidase passe de 8,s fois 

(fraction no 3) à 280 fois environ. Cette étape présente en plus l'avantage d'éliminer l'activité 

neuraminidase, celle-ci étant membranaire ( I l s ) ,  elle se trouve éliminée lors de la 

centrifugation. 

L'btape de chromatographie sur SP-Séphadex, si elle n'est pas déterminante quant à 

l'enrichissement, prbsente I'interêt d'éliminer bon nombre de protéines dénaturt5es par le pH de 

3 , s  mais n'ayant pas été précipitées. En outre l'activité endoglucosaminidase est éluée par 

cette méthode à son pH optimum d'activité et peut donc être utilisée directement pour des 

études de spécificité (comme dans le cas des sialyidigosaccharides, 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 l'enzyme (il faut le chaînon N,N'- 

diacétylchitobiose intact en position terminale réductrice), il est difficile de préparer des 

supports d'affinité. II semble en tout état de cause, qu'ii faille que le carbone 1 de la GlcNAc 

terminale réductrice ne soit engagé dans aucune liaison pour que l'enzyme puisse se fixer. Des 

essais de purification sur chitobiose, chitotriose, chitotétraose couplés au Sépharose par leur 

carbone 1 n'ont pas permis d'associer l'enzyme par affinité au support. D'autres tentatives de 

purification sur cdonne de chitine n'ont permis d'obtenir un t a u  d'enrichissement que de 440 

fois. La purification par chromatographie d'affinité semble maintenant devoir passer par 

l'immobilisation de substrats (digosaccharides, chitobiose, chitotriose, chitotétraose) 

possédant en position terminale réductrice le chaînon N,N'diacétylchitoMose. - 



Fo ie  en tampon A 

1 :  Homogeneisation au P o t t e r ,  750 rpm 
3  a l  l e r - r e t o u r s  en tampon A. 

II: F i l t r a t o n  sur  gaze e t  a justement  du 
volume 8 r a i s o n  de 4 nl/g (tampon A) 

Homogenat. ( F r a c t i o n  ne 1) 
I . 5 mn (Rotor BECKMAN SW-27) 

Cu lo t .  urnageant pos t -nuc lea i re .  
( F r a c t i o n  no 2) 

10000 rpm 15 mn (meme r o t o r )  

C u l o t  e n r i c h i  Surnageant 
en lysosomes 

1 3 lavages success i f s  par  NaCl 0.9% 
avec c e n t r i f u g a t i o n s  i n t e r m e d i a i r e s  

10000 rom meme r o t o r  

C u l o t  e n r i c h i  en lysosomes ( F r a c t i o n  ne  3 )  

1: Repr ise du c u l o t  pa r  tampon C$ 1 pH 3.5 (0.4 ml par  
g  de f o i e ) .  15 a 20 a l l e r - r e t o u r s  de p i s t o n  (Dounce) 
(4°C pendant 2 heures) 

II: Ajustement du pH à 3.5 par  ac. c l t r i q u e  0.2 M 
(4'C pendant 1 heure) 

rpm 5  mn ( r o t o r  BECKMAN SW 50-1) 

Surnageant C u l o t  
( F r a c t i o n  p o s t  SW 50) 

1: Passage sur  SP-Sephadex e q u i l i b r é e  en tampon CP 100 pH 3.5 

II: E l u t i o n  p a r  NaCl 300 mM-CP 100 pH 3.5 

E l u a t  300 mM 
Concen t ra t ion  su r  membrane AMICON YM 50 

F r a c t l o h c o n c c n t r e e  'Fract ton  e r c l  ue 
I 

1 Concentrat ion su r  membrane AHICON YM 10 

:F rac t ion  exc lue  F r a c t i o n  concentree ( F r a c t i o n  ne 5) 
( A c t i v i t e  endoglucosaminidase) 

Tampon A : Hepes 10 mM, MgCl 5  mM, Saccharose 250 mM, pH 7,5 
Tampon CP 1 : c i t ra te -phosph? te  lmM, pH 3.5 
Tampon CP 100 : e-phosphate 100 mM, EDTA 10 mM. 2-mercapto-ethanol 1 mM. 

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



TABLEAU V : Enrichissement et rendement de purification de l'endo-N-acétyl-6-D- 
glucosaminidase 1ysosornique. 

OL- 1 : ManjGl cNAcê [l4q 
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MISE EN EVIDENCE D'UNE ACTlVlTE 

SIALYL-ENDOGLUCOSAMlNlDASE LYSOSOMIQUE 

1 - INTRODUCTION 

L'urine de patients atteints de sialidose contient de grandes quantités de 

sialyldigosaccharides portant à leur extrémité terminale réductrice une seule glucosamine au 

lieu du noyau chitobiose communément rencontré au niveau de la liaison avec l'asparagine 

(1 88,192). 

Se basant sur ces observations, STRECKER et MONTREUIL postul6rent en 1975 

l'existence d'un enzyme hydrolysant la liaison entre les deux GlcNAc de l'extrémité terminale 

réductrice (1 18). Une telle activité, découverte en 1979, par PIERCE && dans le compartiment 

cytosdique (141,142), présentait une spécificitb restreinte aux glycopeptides de types 

digomannosidique et N-acétyllactosaminique désialylé et ne permettait pas d'expliquer 

l'accumulation des sialyidérivés lors de sialidoses. La mise en 6vidence par KURANDA et 

ARONSON et BAUSSANT d'une activité endo-N-acétyl D-glucosaminidase iysosomique ? 
avec un pH optimal de 3,s et une spécificité limitée aux digosaccharides portant le noyau 

chitobiose en position réductrice permettait d'expliquer lors de glycoprot6inoses I'accurnulation 

d'digosaccharides à une seule glucosamine réductrice (14,15,16,94,95). Toutefois, les travaux 

anterieurs n'apportaient pas de solutions quant à la structure à une seule GlcNAc réductrice 

des digosaccharides de sialidose. 



Ndre travail a donc consisté à étudier l'action de I'endo-N-acétyi D-glucosaminidase a 
lysosomique sur des sialyl digosaccharides portant le noyau chitobiose en position terminale 

réductrice 

La détermination des structures glycanniques a été effectuée par RMN du proton à 400 

MHz au sein du Centre Commun de Mesures de l'Université des Sciences et Techniques de 

Lille Flandres Artois par M. Jean-Michel WIERUSZESKI que nous remercions. 

II - MATERIEL ET METHODES 

Al Prharation des substrats. 

Les glycopeptides obtenus par hydrolyse alcaline de la fraction IV de COHN (10 

mg/ml NaOH 0,05M, BH4K 1 M, 37% 48 heures) sont ensuite soumis à deux cycles successifs 

de pronase. 

Après précipitation des protéines par 1 vdume d'éthand à -20°C, les glycopeptides 

sont déposés sur une cdonne de DOWEX 1x2 (200-400 mesh, forme acétate) élues par un 

gradient d'acétate de pyridine (pH = 5,6). Le glycopeptide GP-I est éiué à une concentration de 

200 mM d'acétate de pyridine. 

Les oligosaccharides de rbférence ont été isoles à partir d'urines de patients atteints de 

sialidoses ou de GM1 gangliosidose (192). 



B) Pr6mration des fractions enzvmatiaues. 

1) Fractionnement cellulaire 

Des rats femelles WISTAR (150-2009) sont mis à jean pendant une nuit avant d'être sacrifiés 

par décapitation. Les foies rapidement préievés sont transférés dans une sdution de tampon 

Hépès 10 mM, MgCI2 5mM, sucrose 0,25M pH 7,s à 4°C (bain de glace) et homogénéisés dans 

le même tampon par 3 aller-retours du piston de l'appareil de Potter Elvejhem (750 Tours/mn). 

L'homogènat cellulaire est ensuite filtré sur gaze. Le vdume est ajuste par le tampon Hépès 10 

mM, MgCI2 5mM, sucrose 0,25M à raison de 4 ml/g de foie au départ. Le fractionnement 

cellulaire est ensuite conduit selon la méthode de DE DUVE && (38). Un culot enrichi en 

lysosomes est prépare par centrifugation de la fraction pst-nucléaire A 10 000 tours par mn 

pendant 15 mn (Rotor SW 27.Beckman) 

2) Aspariylglucosaminidase 

Le culot enrichi en lysosomes est lavé 3 fois par une sdution isotonique de NaCi à 

9"/m ( P m  afin d'éliminer le saccharose, avec à chaque fois centrifugation dans les mQmes 

conditions que précédemment. Le culot est ensuite resuspendu dans 2 ml de tampon 

phosphate 0,1 M pH75 contenant 05% de Triton XI00 et homog6néis6 par 20 à 25 coups de 

piston de l'appareil de DOUNCE (en bain de glace). La sdution enzymatique est ensuite traitée 

par la chaleur 6 heures à 60°C afin d'éliminer les activités exoglycosidases. 

Le milieu d'incubation est composd de : 

- 5 mg de GP I dans de tampon phosphate 100 mM pH 7,5 
L 

- 150 de fraction aspartamidase. ? 
L'incubation a lieu à 37°C pendant 48 heures, en ajoutant de fraction enzymatique 

l 

toutes les 4 heures. 



L'incubation est arrêtée en ajoutant au milieu d'incubation I V  d'ethand à -20°C. Après 

centrifugation 10 mn & 3000 rpm, le surnageant est dépose sur DOWEX 50 x 2. La fraction non 

retenue est concentrée puis déssallée sur Biogel P2 (fraction OL-Il). 

Le culot lysosomique lavé comme précédemment par une sdution de NaCl P/w, est 

repris par une solution hypotonique de citrate-phosphate 0,l mM, EDTA 1 mM, mercapto f 
éthand 0,1 mM à raison de 0,4 ml par g de foie au départ, puis laissé 2 heures à + 4"C, après 

quoi le pH du milieu est réajusté à 3,5 par l'acide citrique 0,2M. Après 1 heure à + 4°C' le milieu 

est centrifugé à 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 35. L'activité 'endo' est 

éluée par le même tampon contenant 300 mM en NaU. C'est cette fraction qui après 

concentration à 2 ml (par système d'ultrafiltration CX 10 de MIUIPORE) est utilisée lors de 

l'incubation qui s'effectue comme suit : 

- 3,2 mg d'OL-Il dans 150 de tampon CP 100 pH 3,5 r' 
- 150 de fraction enzymatique contenant I'activite endo-N-acétyl glucosaminidase. t" 

L'incubation a lieu pendant 48 heures à 37% en ajoutant 100 d'enzymes toutes les 4 r 
heures, soit au total 200 de protéines (dosé par la méthode de LOWRY utilisant la sérum P 
albumine bovine comme référence (100) 

La purification de I'OL-Ill a lieu comme précédemment indique pour I'OL-Il. 

- 
Cl Activités exoalvcosidases. 



L'activité neuraminidase a étB déterminée en utilisant un sialyl digosaccharide marque 

(1 89). 

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

(1 98)- 

D)  Chromatoara~hie couche mince. 

Elle a Bté réalisée en utilisant des plaques Silicagel-oO plates (20 x 20 cm) 

(MERCK.RFA) dans le système sdvant n-butandléthand /pyriiine /acide ac6tique /eau 

10/100/10/3/30 (en vdumes). Après une première migration, la plaque est sêchée puis remise 

dans le solvant avant d'être révélée par le réactif à I'orcind sulfurique. 

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

Après puriiication des différentes fractions glycanniques obtenues lors des incubations 

(voir précédemment), celles-ci sont échangées plusieurs fois par D20 avec lyophilisations 

intermédiaires . 

L'analyse RMN des sdutions à 1 mM dans D20 (99,95%: CEA.France) est effectuée au 

moyen d'un appareil BRUKER AM-400 WB à 3 0 0  K. Les glissements chimiques sont donnés 

par rapport au sodium-4, 4diméthyl-4-silapentane-1-sulfonate (indirectement par rapport à 

I1acBtone dans D2O : 6 = 2.225 ppm). 

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

littérature (206). - 

III - RESULTATS 



A) Analvse du sDectre RMN du sialvlalvcoas~araaine GP-1. 

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

rapportées dans le tableau VI. 

Les résultats montrent que GP-I est un méiange de glycopeptides biantennés mono- et 

disialylés comparabies à ceux isdés de la sérotransferrine humaine ou de lapin (96,206). Les 

monosialoglycopeptides GP Ib et GP Ic représentent environ 20 % du matériel glycannique 

comme l'indiquent les signaux des protons anomériques de Man 4 et &' respectivement à 6= 
5.1 19 et 6 = 4.924. L'absence d'asialoglycopeptides est vérifiée par chromatographie couche 

mince (voir figure 19). 

Le GP I est composé à 50 % de glycoasparagines vrais (aucun autre amino-acide lié à 

l'asparagine) en raison de la présence du doublet de H-1 de I'osaminel à 5,070 ppm et du 

singulet de I'acétamido de cette même osamine à 2,013 ppm. Pour les 50 % restants, les 

signaux à 5,063 et 5,047 (H-1 GlcNAcl), 2,002 ppm et 2,009 ppm (acétamido de GlcNAc 1) - 
révèlent une partie peptidique hétérogène (d'autres aminoacides n'ayant pas été hydrdysés par 

la pronase restent liés à I'Asn). Ceci a déjà été observé dans le cas des sérotransferrines de 

lapin (96) et humaine (41). Les valeurs RMN des autres monosaccharides ne sont pas modifiées 

par l'hétérogénéité peptidique du GP-1. 

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

(signai à 6= 2,048). 

Le spectre révèle également la présence d'digosaccharide OL-Il par l'existence d'un 

doublet à S= 5.189 caractéristiques d'une GlcNAc 1 en position terminale réductrice. Ce - 
L 

composé tire son origine d'une probable activa6 aspartylglucosaminidase ou N-glycanase 

dans la pronase commerciale. 
I 



8) Etude du soectre de I'oliaosaccharide OL-Il - Action de I'as~artamidase. 

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

Tableau VI. 

L'incubation du GP-I avec une préparation d'aspartamidase aboutit à I'hydrdyse de 

plus de 90 % du substrat de départ (voir figure 18 et tableau VI). La libération de I'OL-Il est mise 

en évidence par la présence des doublets caractéristiques de H-1 de GlcNAc 1 en conformation d - 
ou ( 6= 5,189 (cQ et 4.690 ( )) et par un incrément de 0,0025 ppm du signal de l'acétamido de e p 
cette même osamine (nouveau signal à 2,038 ppm). La disparition du doublet à 6= 5,070 et du 

singulet à 6= 2.023 témoigne de l'hydrolyse de la liaison GlcNAc-Asn. De plus. on remarque 

que malgré l'hétérogénéité de la partie peptidique du GP-1, celui-ci a été pratiquement 

totalement hydrdysé pour donner naissance à OL-Il. Compte tenu de la spécificité très étroite 

de I'aspartamidase (173), il faut admettre que I'homogénat lysosomique conserve même après 

traitement à la chaleur (60 OC, 6h) des activités protéasiques capables d'hydrdyser les 

glycopeptides produisant ainsi des glycoasparagines eux-mêmes ensuite dégrades par 

I'aspartamidase. Cette observation confirme les récents travaux de BAUSSAM selon lesquels 

l'action de I'aspartamidase est postérieure à cdle des protéases (1 4). 



C) AnaIvse du sriectre RMN de OL-Ill - mise en Avidence d'une activité endoalucosaminidase 

Ivsosomiuue. 

Le spectre et les paramètres RMN de OL-Ill sont donnés respectivement figure 18 et 

taMeau VI. 

Après purification de I'OL-Il celui-ci a été incubé avec une sdution enzymatique 

contenant l'activité endoglucosaminidase lysosomique (voir Matériel et mAthodes). 

Aprbs purification sur DOWEX 50 x 2 et Biogel P2, le matériel résultant (digosaccharide 

OL-Ill) a été analysé par RMN à 400 MHz. 

L'examen du spectre permet de conclure que I'digosaccharide OL-Ill est un mélange 

d'digosaccharides mono-et bisialylés identiques aux produits isolés d'urines de patients 

atteints de sialidose (188,192). L'analyse en chromatographie couche mince confirme l'absence 

de dérivés asialo (figure 19). 

La disparition du doublet H-1 ( O ( )  de GlcNAc-1 prouve une hydrolyse totale de - 
I'digosaccharide OL-Il par I'endo-N-acétyl- glucosaminidase du lysosome. L'effet 

- 
f 

d'anomérisation de la GlcNAc-2 est clairement observabie par la subdivision des signaux N- 

acétyi des GlcNAc 2 et 5' (anornèresdet ). - - k 
Quelques doublets de faible intensité à 6 5,063 et 5,047 (H-1 de GlcNAc-1) et des - 

singulets à 2,010 ; 2,008 et 2,002 ppm (signaux du groupement acétamido de I'osamine -1) 

tbmoignent de la présence de traces de glycopeptides ayant r6sist6 à l'action de 

I'aspartamidase et par conséquent à celle de I'endo-N-acétyi- -Dglucosarninidase. Cette e 
observation confirme que ce dernier enzyme est spécifique des digosaccharides présentant en 

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



proton* 

Man H-2 atomr 

b a b c  
d 'ac  

FIGURE 18 : Spectres RMN à 400 MHz du substrat GP-1  et des 
produits de l'action de l'aspartamidase (OL-II) 
et de l'endo-N-acétyl-0-D-glucosaminidase (OL-III). 
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S-1 GP-1 OL-IIOL-111s-1 S-II 

FIGURE 19 : Analyse par chromatographie en couche mince 
des sialyloligosaccharides produits par 
l'endo-N-acétyl-6-D-glucosaminidase . 

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



Une activité endo-N-acétyl D-glucosaminidase maximale à pH 7,s a été mise en 

évidence dans le cytosd (1 41,142) 
P 

Du fait de sa localisation cdlulaire et de sa spécificité limitée (aux structures 

pdymannosidiques et N-acétyllactosaminiques désialylées), cet enzyme ne pouvait pas rendre 

compte de l'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 être à l'origine des digosaccharides à une seule GlcNAc en 

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

Sur la base de ces observations, nous avons étudié le catabolisme lysosornique de 

glycopeptides sialylés en nous intéressant plus particulibrement aux enzymes hydrdysant 

l'extrémité terminale réductrice de tels composés. 

Au vu des résultats, il est possible de constater que I'endoglucosaminidase 

lysosomique, contrairement à l'enzyme cytosdique, est capable d'hydrdyser les 

digosaccharides sialylés possédant en position terminale réductrice le chaînon chitobiose. 

De plus, la présence et l'activité d'un tel enzyme permet d'une part de montrer que le 

cataboiisme des N-glycannes peut s'effectuer uniquement au niveau lysosomique et d'autre 

part d'expliquer la présence de sial9 digosaccharides à une seule GlcNAc réductrice dans les 

urines de patients atteints de sialidose. 

L 

Ces travaux prouvent également la nécessité de l'action préalable de I'aspartarnidase, 

celle-ci libérant des digosacchrides à 2 GlcNAc en position terminale réductrice accessibles à 
, 

l'action de I'endo-N-acétyl D-glucosaminidase. 



Le rôle bidogique de ces deux enzymes pourrait Qtre de faciliter l'action des 

exogiycosidases, celles-ci sembiant beaucoup plus actives sur des digosacchaaes que sur 

des giycopeptides. 



CATABOLISME IN VITRO DES N-GLYCANNES 



ETUDE DU CATABOLISME IN VITRO DES N-GLYCANNES 

1 - INTRODUCTION 

Les seuls éléments permettant de comprendre le cataboiisme des N-glycannes étaient 

jusqu'a présent l'étude des structures oligosaccharidiques et glycopeptidiques accumulées 

dans les cas de glycoprotéinoses. Ces études ont permis d'avancer plusieurs hypothhses : 

- tout d'abord, le catabolisme semble plus rapide sur des structures de type 

digosaccharidique 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 digosaccharidique (1 90,27). De plus BEARPARK gt 

(1 8) avaient constaté dés 19 ï ï  que I'hexosaminidase etait 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, à formuler I'hypothése selon laquelle le 

catabolisme des N-glycannes était initié par une endo-N-acétyl D-glucosaminidase a 
(1 17) libérant des digosaccharides à une seule osamine terminale réductrice devenant 



plus accessible à l'action des exoglycosidases. Ce sont les travaux de BAUSSANT, (14) 

qui permirent de mettre en évidence une activité 'endo' lybsomique agissant aprés 

celle de I'aspartamidase. ARONSON (8) propose quant à lui un schéma de catabolisme 

bidirectionnel s'effectuant de façon conjointe par les exoglycosidases et le systéme 

aspartamidase-endoglucosaminidase 

- Ensuite. il a été observé, à l'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 01-3) que de I'antenne (a$). Les meilleurs exemples 

sont constitués par les fucosides isolés du méconium (27), montrant pour les structures 

majeures une degradation totale de l'antenne (0( 1-3) alors que I'antenne ( 0( 1-6) est 

pratiquement intacte. Dans le cas de la fucosidose (27) l'une des structures majeures 

accumulées est : 

1-Z)~an(dl-6) \ 
( 1-N)Asn k 

FUC (dl-6) 

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

des N-glycosylprotéines s'effectue plus rapidement sur I'antenne (OU -3). 



Sur la base de ces observations, notre travail a consisté à étudier in vitro les différentes 

voies du catabdisme des N-glycannes en nous attachant plus particuli8rement aux points 

suivants : 

- quels sont les rôles respectifs des exoglysosidases d'une part, et du complexe 

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

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

homologue glycopeptidique ? 

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

branche par branche aboutissant à la dégradation préférentidle de l'une d'entre-elles ? 

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

digosaccharidique (OL-A), l'autre glycopeptidique (GP-A) qui sont représentés cidessous : 

6 ' 5 ' 4 ' 
c al ( ~ - ~ ) G ~ C N A C  ( 1-2)ian(0(1-6) B e \ 

Man(?-4)Gl CNAC ( 
/ 3 - 2 - 

Ga1 ( 1-4)Gl CNAC( k 5 6 - - GP-A - 

OL-A - - 



Il - MATERIEL ET METHODES 

A) Obtention des substrats. 

1) L'oligosaccharide OL-A 

L'digosaccharide a été isdé d'urine de patients atteints de GM1 gangliosidose seion la 

méthode décrie par STRECKER et POITAU (192). 

2) Le glycopeptide G P-A 

II a été préparé comme indiqué précédemment dans le chapitre : 'mise en évidence 

d'une activiié sialylendoglucosaminidase lysosomique'. Le glycopeptide GP-I obtenu a ensuite 

été désialylé par action de l'acide trifluoroacétique 0,05 N 80°C pendant une heure. Aprés 

évaporation à sec sous pression réduite, le glycopeptide a été déposé sur une cdonne de 

Biogei P2 et élu6 par de l'eau. Les fractions positives à I'orcind, contenant le glycopeptide GP- 

A ont été collectées et lyophilisées. 

6) Prharation des fractions enzvmatiaues 

L'obtention du culot enrichi en lysosomes a été préparé comme indiqué précédemment 

(voir le chapitre 'Mise en évidence d'une activité sialylendoglucosaminidase lysosomique'). 

Aprhs 3 lavages successifs par une solution isotonique de NaCl à 9"/00, le culot est repris par 

10 ml de tampon acétate pH 4,5 200 mM contenant 0,5% en triton XlOO (pour 25 g de foie au 

départ). L'homogénat lysosomique est ensuite traité en bain de glace par 15 à 20 aller-retours 

de piston de I'homogénéiseur de DOUNCE avant d'être abandonné 2 heures à + 4°C. - 



Cl Incubations 

8 mg d'OL-A ou GP-A sont dissous dans 1 0  d'eau désionisée, auquels on ajoute 100 P 
/A d'homogénat lysosomique. Toutes les 4 heures, 2W d'homogénat lysosomique sont ajoutés r' 

au milieu. Aux temps 1,2,4,8,24,36,48 Heures des aliquotes sont prélevés de façon à récupérer 

à chaque fois 1 mg de matériel digosaccharidique ou glycopeptidique. La réaction est arrêtée 

en ajoutant I V  d'éthanol à -20°C. Après centrifugation 5 mn à 3000 rpm (centrifugeuse JOUAN 

de paillasse) le surnageant, contenant le matériel digosaccharidique ou glycopeptidique, est 

déposé sur une colonne de DOWEX 1x2 (5ml) élu& par I'eau. Aprbs concentration, le matériel 

est dépose sur une cdonne de Biogel P2 (50 x 1 cm) éiuée par de I'eau. Les fractions orcind 

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

Dl Analvses RMN 

\\ 

Elles ont été effectuées de la même façon que lors de la mise en évidence de l'activité 
c? 

sialyi-endoglucosaminidase lysosomique. 



Term. n.  r é d .  p o s i t i o n  t e r m i  na1 e non r é d u c t r i c e .  
Sans 6 '  : branche 1-6 d é g a l a c t o s y l é e .  

TABLEAU VI1 : E v o l u t i o n  des v a l e u r s  de g l i s s e m e n t  c h i m i q u e -  des p r o t o n s  des monosacchar ides 
de 1  'OL-A au cou rs  de 1  ' h y d r o l y s e .  ( v a l e u r s  données en ppm). 

TEMPS= 1 heu re  

5.213 ( a  ) 
4.720 ( 6  ) 

4.777 ( a )  
4.766 ( 0  ) 

5.121 

4.926 
4.915 6 '  
4.583 
4.557 Term n r é d  

4.583 
4.557 T e m  n r é d  

4.448 

4 .471 

4.26 

4.190 

4.109 

I 

TEMPS= O 

- 

- 

TEMPS= 2 heures  

5.213 ( a  ) 
4.720 ( 0  ) 

4.777 ( a  ) 
4.766 ( B  ) 

5.121 

4.926 
4.915Sans 6 '  
4.583 
4.557 Term n r é d  

4.583 
4.557 Term n r é d  

4.448 

4.471 

4.26 

4.190 

4.109 

H-1 de 2 : 

3 :  

4 : 

4 ' :  

5 :  

5 ' :  

6 : 
l 

6 ' :  

H-2 de 3 : 

4 : 

4 ' :  

-5.'213 (, ) 
4.720 ( 0  ) 

4.777 ( a  ) 
4 . 7 6 6 ( 0 )  

5.121 

4.926 

4.583 

4.583 

4.448 

4.471 

4 .26  

4.190 

4.109 

TEMPS= 4 heu res  

5.213 ( a  ) 
4.720 ( 6  ) 

4.777 ( a )  
4.766 ( 0  ) 

5.121 

4.926 
4.915 Sans 6 '  
4.583 
4.557 T e n  n r é d  

4.583 
4.557 T e n  n r é d  

4.448 

4.471 

4 .26  

4.190 

4.109 

TEMPS= 8 heu res  

5.213 ( a  ) 
4.720 ( B  ) 

4.777 ( a  ) 
4.766 ( 8  1 

5 .121 

4.926 
4.915 Sans 6 '  
4.583 
4.557 Term n r é d  

4.583 
4.557 Term n r é d  

4.448 

4.471 

4 .26  

4 .190  

4 .109 

TEMPS= 24 heures  

5.213 ( a  ) 
4.720 (.B ) 
4.777 ( a )  
4- ( 8 )  
5.118 
5.100 Term n r é d  

4.926 
4.915 5.m~ 6 '  
4.583 
4.557 Term n r é d  

4.583 
4.557 Term n r é d  

- 

4 .26  
4.190 
4.064 T e r n  n r é d  

4.109 



FIGURE : 20 : Spectre 
(temps= 

RMN à 400 MHz de l'oligosaccharide OL-A 
O heure). 



III - RESULTATS 

A) Hvdrolvse du substrat oliaosaccharidiaue OL-A 

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

Les valeurs des glissements chimiques sont données dans le tableau VI1 et le spectre 

fig. 20. 

On constate que le substrat OL-A est un digosaccharide diantenné à une seule 

osamine en position terminale réductrice. par l'absence des signaux ZI 6 = 5.070 (osamine 1 

d'un glycoasparagine et 6 = 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 &= 4.557 caractéristique d'une GlcNAc 5 ou 5' en position 

terminale non réductrice). 

2) A 7 heure d'hydrolyse 

On remarque d8s une heure d'hydrolyse l'apparition d'un signal à 6 = 4.557 

caracteristique d'une osamine 5 ou 5' en position terminale non réductrice. L'apparition de ce 

signal temoigne de l'action d'une galactosidase sans qu'il soit possibie de determiner si ceile- 

ci a agi sur l'antenne en (dl-3) ou sur ceile en (dl-6). Cependant l'analyse des deux doublets 

dus aux Gal 6 et &' permet de voir une diminution d'intensité plus rapide du doublet du Gal fj 

par rapport au Gai &' (voir spectre figure 21 et tableau VI1 pour les valeurs. Ce fait permet de 

conclure que la galactosidase hydrolyse préférentiellement le Gal 6 par rapport au Gal 61. P L 

Toutefois, la 



protons anom6iiques. protons H-2. 

I 1- 

A' sans 6' 

I ' I ' I . I . 1  
O 5.10 5.00 4.BO 4.0 4.70 4.80 4.50 4. 40 4.30 4.20 4.10 4.00 

P P I  P P I  

FIGURE 21 : Cinétique d'hydrolyse de l'oligosaccharide OL-A. 



dégalactosylation de l'antenne (c(l-6) (Gal est visible par I'apparition d'un signal à &= 4,915 

caractéristique d'un mannose 4' ne portant en position terminale non' réductrice que la GlcNAc 

5' (Le mannose 4 quant à lui ne voit pas de déplacement de son signal si le Gal 6 est 

h yd rdysé). 

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

Les résultats sont les mêmes que précédemment. On constate une amplification des 

phknoménes : dégalactosylation préférentielle de l'antenne (Hl-3), mais perte de Gal 

également par I'antenne (N1-6) dans des moindres. Ceci est clairement attesté par 

l'examen du doublet A 6= 4,448 (Ga1 6) dont l'intensité relative par rapport au doublet à s= 
4,471 (Gal 6I )  diminue beaucoup plus rapidement. Dans le même temps, on observe à la fois 

une diminution du doublet des GlcNAc 5 et 5' à & 4,583 (GlcNAc 5 ou 5' liée au Gai) et une 

augmentation du doublet à & 4.557 (osamine 3 ou S en position terminale non réductrice). 

De plus, on remarque au temps 8 heures d'hydrdyse que le signal du Man 4' porteur 

seulement d'une GlcNAc 5' à une intensité égale au signal du man $ portant le chainon N- 

acétyl-lactosaminique intact (signaux respectivement à & 4,926 et 6= 4,915). 

4) A 24 heures d'hydrolyse 

On remarque la disparition totale des 2 doublets H-1 des Gal 6 et 61 indiquant une 

dégalactosylation totale des deux branches. Ce fait est confirmé par la présence du seul 

doublet à 6= 4,557 des GlcNAc 5 et et du signal du Man < à 6= 4,915. 

De plus, un signal à 6= 5.1W apparait témoignant de l'apparition de mannose 4 en 

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



ceile du Man a aux différents temps d'hydrolyse, il apparait que environ 30 % du Man 4 se 

trowe en position externe. 

5) Conclusion 

L'hydrdyse de OL-A par un homogénat lysosomique total permet de mettre en 

évidence l'action des exoglycosidases. Plusieurs condusions s'imposent : 

- le catabolisme par action récurrente des exoglycosMases s'effectue plus rapidement 

sur I'antenne en (dl-3) que sur I'antenne en (a1-6). Ce résultat est compatible avec les 

observations faites lors de l'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 l'action d'une 

-hexosaminidase qui agit plus rapidement sur I'antenne (dl-3) que sur I'antenne (d1-6) 

aboutissant à la structure limite suivante : 

- 
- Le cataboiisme étudié in vitro semble trhs lent par rapport aux valeurs calculées & 

v h .  Ceci peut s'expliquer essentiellement de deux façons. Soit on assiste à une inhibiion des 
1 

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

\ - - 



TABLEAU VI11 : Evolution des valeurs de glissement chimique des protons des monosaccharides 
du G P - A  au cours de 1 'hydrolyse. (valeurs données en ppm). 

Asn l i é e  : asparagine l i é e  à d 'au t res  acides aminés. 
Term. réd. position terminale réductrice.  
Term. n .  réd. position terminale non réductrice.  
Sans 6 '  : branche 1-6 dégalactosylée. 

TEMPS=O TEMPS=2 heures  

5.070 

~ : ~ : 6 A s n l i é e  

4.615 

4.763 

5.118 

4.925 

4.58 
4.557 Term n r é d  

4.58 
4.557 T e n  n r é d  

4.466 

4.472 

4.246 

4.190 

4.109 

H - l d e l '  

2 :  

3 : 

4 : 

4 ' :  

5 : 

5 ' :  

6 : 

6 ' .  

H-2 de 3 . 

4 

4 ' :  

5.070 

' : ' ~ ~ , A s n l i é e  

4.615 

4.763 

5.118 

4.925 

4.58 

4.58 

4.466 

4.472 

4.246 

4.190 

A .  109 

TEMPS= 4 heures  

5.070 

: : ~ ~ 6 ~ s n l i é e  

4.615 

- 4.763 

5.118 

4.925 
4.917 Sans 6 '  

4.58 
4.557 Term n r é d  

4.58 
4.557 Term n r é d  

4.466 

4.472 

4.246 

4.190 

4.109 

TEMPS= 8 heures  

5.070 

: : ~ j 6 A s n l i é e  

4.615 

4.763 

5.118 

4.925 
4.917 Sans 6 '  

4.58 
4.557 Term n r é d  

4.58 
4.557 Term n r é d  

4.466 

4.472 

4.246 

4.190 

4.109 

. 

TEMPS= 24 heures  

5.070 
5.188 'Term. r é d  

4.615 

4.763 

5.118 
5.100 Term n r éd .  
4.925 
4.917 Sans 6 '  

4.58 
4.557 T e n  n r é d  

4.58 
4.557 Term n r é d  

4.472 

4.246 

4 .190  

4.109 

7 

TEMPS= 36 heures  

5 .O70 
5.188 Term réd .  

4.615 
5 .211 Term. r é d  

4.763 

5.118 
5.100 Term. n r é d  
4.925 
4.917 Sans 6 '  

4.58 
4.557 Term n r é d  

4 .58  
4.557 Term n r é d  

- 

4.246 

4 .190 
4 .064 Term n réd 

4.109 



FIGURE 
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- 
22 : Spectre RMN à 400MHz du g lycopept ide  GP-A 

(temps= O). 



lysosome déplaçant ainsi la réaction par loi d'action de masse. Soit, une action des protéases 

lysosorniques tendent à dénaturer les glycosidases. 

81 Hvdrolvse du alvco~eritide GP-A 

1) Glycopeptide GP-A de référence temps = O 

On constate que le GP-A est en fait un méiange de glycoasparagines (signal de GlcNAc 

1 à 6= 5,070) et de glycopeptides (signaux à 6= 5,06 et 6= 5.036 de I'osarnine 1 liée à - 

plusieurs amino-acides) (41,96). 11 n'y a pas dans le GP-A de branche partiellement 

dégalactosyl6e (absence des signaux à 6 = 4.557 de GlcNAc 5 et 5) Voir fig. 22. et tableau 

VIII. 

2) A 2 heures et 4 heures d'hydrolyse 

Un signal dQ au doubiet des GlcNAc 5 et $ en position terminale non réductrice 

commence à apparalre témoignant d'une dégalactosylation de l'une ou l'autre branche (6= 
4,557). Cependant, l'analyse des doubiets des Gal 6 et permet de conclure une 

dégalactosylation préférentielle de l'antenne en (@-3) (Gai a. On ne remarque pour ces temps 

d'hydrdyse aucune action ni de I'aspartarnidase, ni de I'endo-N-acétyi Dglucosaminidase e 
lysosomique (absence des signaux A b 5,188 : GlcNAc 1 (d) et 6= 5.21 1 GINAcZ m), bien 

que ces deux activités soient présentes dans I'hornogénat (Voir fig 23. TaMeau VIII.) 



3) A 8 heures d'hydrolyse 

Outre les phénomdnes mentionnés pour les temps d'hydrolyse précédents, un signal à 

6= 4,915 témoigne de la présence d'un mannose &' dont l'antenne W b )  a été dégalactosylée. 

(Voir fig. 23 et Tableau VIII.). 

4) A 24 heures d'hydrolyse 

Le signal du galactose 5 a compiétement disparu témoignant d'une dégalactosylation 

totale de l'antenne (dl-3) ( 6= 4,466 absent). Le doublet du galactose &' est encore présent 

bien que d'intensité très faible ( 6= 4.472) prouvant que IVantenne (d16) porte encore du Gal. 

ce qui est également attesté par la présence d'un signal résiduel à 6= 4.925 du Man o. 

De plus. un doublet à s = 5.188 témoigne de l'action de I'aspartamidase. Celle-ci 

semble donc agir alors que la -galactosidase a déjà pratiquement hydrolysé la totalit6 du a 
galactose. De plus, on remarque que I'intensité des signaux de I'osamine 1 (estimee par rapport 

à l'intensité du signal du Man 3 diminue, attestant de l'action de protéases antérieures à cdle 

de I'aspartamidase. L'action de la galactosidase avant cdle de I'aspartamidase pourrait P- 
indiquer que ce dernier enzyme présente une affinité supérieure prour des substrats plus petits. 

En effet, l'activité aspartamidase présente dés le départ ne s'exprime qu'aprds 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 B 6= 5.1M) (Man 

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



protons anomériques protons H-2 

F 
5.5' term 

1- 

FIGURE 23 : Cinétique d'hydrolyse du 9lyco?eptide G2-A. 



5) A 36 heures d'hydrolyse 

La dégalactosyiation est dans ce cas totale (absence des signaux de 6 et 6' à 6= 4,466 - - 

On voit égaiement apparaitre un signai à 6- 5,211 (GlcNAc L M )  témoignant de 

l'activité de I'endoglucosaminidase lysosomique. 

Le signal 21 6= 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 VIII.). 

6) Conclusion 

Comme dans le cas de I'OL-A, on met en évidence une action preférentielle des 

exoglycosidases sur I'antenne en el -3) par rapport à I'antenne en (& 4). La dégalactosylation 

pratiquement totale au bout de 24 heures est suivie de I'action de la hexosaminidase qui 

- a 
hydrolyse préférentiellement la GlcNAc 5 portée par I'antenne ( d l  3). Toutefois, l'action de 

I'hexosaminidase reste limitée sur ce type de substrat, aboutissant à la formation de faibles 

quantités de structures à Man 4 externe. 

D'autre part, I'aspartamidase agit tardivement sur le GP-A bien que prbsente dès le 

dbbut de I'incubation. Ceci peut s'expliquer par le fait qu'au pH de l'incubation, on se trouve 

loin du pH optimum de l'enzyme ou que cette dernière prbsente une affinité plus grande pour 

les substrats de petite taille (son meilleur substrat étant GlcNAc 

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

d'une part, une denaturation des glycosidases par les protéases lysosomiques, et d'autre part 



par une inhibition des enzymes par les monosaccharides produits, ceux-ci ne pouvant quitter le 

lysosome. 

IV - DISCUSSION 

L'étude du catabdisme in v i t r ~  permet de tirer plusieurs conclusions : 

- les résultats obtenus confirment la structure des digosaccharides et glycopeptides 

accurnul6s lors de glycoprotéinoses (141). En effet, il apparait clairement au vu des 

spectres RMN que les exoglycosidases agissent plus rapidement sur l'antenne en Hl- 

3) que sur l'antenne en N1-6). Cependant, la figure 24 montre que si le Gal 6 est 

hydrdysé plus rapidement que le Gal g (environ deux fois plus vite), la vitesse 

d'hydrdyse des résidus galactosyis est sensiblement la même pour les deux types de 

substrats (OL-A et GP-A). 

Néanmoins, pour ce qui concerne l'action de la hexosarninidase, nos travaux P 
corroborent ceux de BEARPARK et al. (18). En effet, l'action de la Y- 
ac&tyiglucosarninidase est plus rapide sur le substrat digosaccharidique OL-A que sur 

le substrat glycopeptidique GP-A. Ce fait est prouvé par la plus faibie quantité de 

mannose 4 en position externe dans le cas du GP-A (quant au Man 4', il ne sernbie pas 

apparaitre en position externe. aucun signal H-2 du Man 4' exteme h s < 4 , 0 ~ )  pprn - 
n'est observable). 





- Le catabolisme, s'il s'effectue bien de façon bidirectionnelle comme l'a proposé 

ARONSON (8), ne sembie pas débuter B 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 même vitesse 

qu'il s'agisse de glycopeptides ou d'digosacchariies. Par contre, la hexosaminidase P 
est plus active sur des substrats de type digosaccharidique. L'action du complexe 

aspartamidase-endoglucosaminidase qui sembie être postérieure l'hydrolyse par la 

neuraminidase et la galactosidase pourrait avoir pour rôle une modification 

conformationnelle du substrat et favoriser l'action ultérieure des hexosaminidases et 

notamment des mannosidases. 



CONCLUSION GENERALE 



Nos travaux sur le catabdisme des N-glycannes permettent de tirer plusieurs conclusions : 

L'endo-N-Acétyi- -D-glucosaminidase lysosomique est capabie d'hydrdyser les B 
sialyioligosaccharides présentant à l'extrémité terminale réductrice le motif N,NY 

diacétyichitobiose. Cette spécificitb de l'enzyme permet d'expiiquer l'origine des 

digosaccharides à une seule GlcNAc terminale réductrice dans les urines de patients atteints 

de sialidose. En effet, I'endo-N-acétyl- -D-glucosaminidase cytosdique (142) permettait P ~ 

d'expliquer l'excrétion urinaire des oligosaccharides à une seule GlcNAc terminale réductrice 

dans les cas de GM1 gangliosidose, maladie de Sandhoff,d-mannosidoses, mais pas dans les 

cas de sialidoses : l'enzyme étant inactif sur les sialyiglycopeptides. La mise en évidence d'une 

activité sialyiendoglucosaminidase lysosomique permet de postuler que le cataboiisme des N- 

glycosyiprotéines peut se faire entièrement dans le lysosome. Cdui-ci contient en effet tout 

l'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), à savoir que 

I'endoglucosaminidase voit sa spécificité restreinte aux digosacchrides présentant en position 

terminale réductrice le motif N,N'diacétyichitobiose. II faut donc impérativement que 

I'aspartamidase ait hydrdysé I'Asn pour que l'activité endoglucosaminidase puisse s'exprimer. 

II est intéressant de remarquer à ce niveau, que le terme endoglucosaminidase n'est pas 

approprié car l'enzyme en fait hydrolyse une GlcNAc située en position terminale réductrice. 

Aussi, il semble que le terme chitobiase soit plus rigoureux : cette termindogie est d'ailleurs 

dbjà employée par ARONSON (94,95) 

L'étude du cataboiisme in vitro des digosaccharides et glycoasparagines présentée dans ce 

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



le catabolisme s'effectue bien de façon bidirectionnelle, comme l'a indiqué ARONSON (8), il 

n'est pas initié à l'extrémité terminale réductrice comme l'avait supposé BAUSSANT (14). Il 

apparait que les exoglycosidases, ou tout au moins les c(neuraminidases et galactosidases a 
agissent avant le système aspartamidase-endoglucosaminidase. Ces deux exoglycosidases 

hydrdysent d'ailleurs à la même vitesse un substrat oligosaccharidique ou glycopeptidique, 

démontrant ainsi que leur affinité pour le substrat est Indépendante de la structure de 

l'extrémité terminale réductrice. 

L'étude comparée du catabdisme d'un digosaccharide et d'un glycopeptide homdogue 

démontre que une fois ces structures dégalactosylées, la hexosaminidase hydrdyse plus a 
rapidement les structures oligosacccharidiques que glycopeptidiques. Cette dbmonstration a 

été apportée grâce à l'emploi de la RMN. II apparait nettement que le taux de mannose 4 en 

position terminale est beaucoup plus important dans le cas de I'digosaccharide 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 l'affinité des hexosaminidases est dépendante de la 

structure de I'extrémité terminale réductrice. Ces conclusions avaient déjà été émises p r  

BEARPARK et (18). Ces résultats permettent d'expliquer dans les tissus de patients atteints 

de fucosidose et d'aspart~glucosaminurie la présence de glycoasparagines peu dégradés, 

I'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 à une dégradation plus rapide de 

I'antenne en (al-3) que de I'antenne en (O(l-G).(L'antenne en (c(1-3) d'un digosaccharide est 

dbgradée plus rapidement que I'antenne en Ml-3) d'un glycoasparagine) Ceci indique que les 

exoglycosidases ont une affinité supérieure pour les monosaccharides de I'antenne Hl -3) par 

rapport à ceux de I'antenne (@-6). Cette différence de vitesse d'hydrolyse peut s'expliquer par 
.- 

le fait que l'antenne (dl-6) étant plus mobile (1 16), eile possède une fléxibilit6 plus grande et 

peut en outre dans la conformation dite en aile brisée (MONTREUI 16) se replier et interagir 36 
avec les deux GlcNAc de l'extrémité réductrice. Ce phénomène est particulièrement sensibie 



pour les structures fucosyiées en (Rl-ô), au point d'attache où les acétamido des osamines 

1,2,s et du méthyle du fucose interagissent les uns avec les autres car ils se trouvent 

spatialement trbs 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 (XI 6) étant repliée sur l'extrémité terminale 

réductrice, elle devient moins accessibie aux exoglycosidases par encombrement stérique, 

d'où la lenteur du processus catabdique sur cette branche. L'action du système 

aspartamidase-endoglucosaminidase abolissant ces interactions permettrait alors aux 

exoglycosidases d'agir. Néanmoins, les diverses conformations possibies des glycannes Atant 

en équilibre les unes avec les autres, le catabdisme pourrait s'effectuer quand le glycanne n'est 

pas dans la conformation verrouillée en aile brisée. En particulier dans le cas de 

I'digosaccharide OL-A, la présence d'une seule GlcNAc terminale réductrice ne permettant que 

peu d'interactions avec I'antenne (41-6) pourrait expliquer que la dégradation dans ce cas soit 

plus rapide que dans le cas du glycopeptide GP-A. Pour ce qui concerne I'antenne en Na), 

celle-ci étant plus rigide donc moins mobile dans l'espace, elle est plus accessible & l'action des 

exoglycosidases, d'où sa dégradation plus rapide. Ces résultats sont compatibies avec les 

structures isolées d'urines de malades atteints de glycoprotéinoses, pour lesquelles une 

dégradation préférentielle de I'antenne en Ml -3) avait été constatée. 

Lors de l'étude du catabolisme de OL-A, il n'a pas été mis en évidence une hydrolyse des 

Man 4 et/ou g . II semble que I'hydrdyse de ces rbsidus soit soumise à des phbnombnes de 

régulation particuliers. En effet dans les cas de fucosidose ou d'aspartylglucosaminurie, la 

structure dimannosylée majeure est : 

1-4)Gl 

L'accumulation de ces structures laisse à penser que l'(c(-l-û) mannosidase est - 
aspartamidase dépendante, c'est-àdire que son expression est favorisée par l'action préalable 

de I'aspartamidase, voire de la chitobiase. Des travaux actuellement en cours au laboratoire 

visent à démontrer ce fait. 



En résumé, au vu de nos résultats, le catabolisme des N-glyknnes apparalt comme un 

phénomène dynamique faisant appel à I'action conjointe des exoglycosidases et du systbme 

aspartamidase-chitobiase. Le rôle de ces deux derniers enzymes semMe de favoriser I'action 

des exoglycosidases, et notamment celles de la hexosaminidase et des &mannosidases. De P 
plus, il semble ,que I'action de I'aspartamidase, donc de la chitobiase soit plus importante sur 

des structures ayant déjà subi I'action d'exoglycosidases. &-neuraminidase, -galactosidase, - B P 
hexosaminidase) Le rôle biologique de ces enzymes hydrdysant l'extrémité terminale 

réductrice pourrait être essentiellement régulateur, surtout en ce qui concerne l'activité desd- 

mannosidases. A l'issue de nos travaux nous pouvons proposer le schéma de catabolisme des 

N-glycannes donné dans la Figure 25. 

Ces travaux présentent un interêt double. Tout d'abord, pour ce qui est de la compréhension 

du catabolisme des N-glycannes, mais aussi pour la préparation d'digosaccharides à une ou 

deux GlcNAc terminales réductrices par action de I'aspartamidase et de la chitobiise. Ces 

digosaccharides difficiles à préparer constituent en effet des substrats très recherchés. 



Prot eases - j4 
Neuraminidase 

I) 

G l c N A c ( Q  1 - 2 ) ~ a n ( a  1-31' 
Hexosaminidase 
Mannosidases 

Galactosidase - 

FIGURE 25 : Nouveau schéma de catabol i sme des N-glycannes. 

Fucosidase C- 

(La t a i l l e  des flèches symbolise 'des vitesses 
d'hydrolyse plus ou moins importantes). 
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