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ABREVIATIONS 

Asn : Asparagine 

Aspartamidase : Aspartyl-N-acétyl-B-D-glucosaminidase 

àMM : 1-désoxymannojirimycine 

EDTA : Acide éthylène diamine tétra-acétique 

FAB-MS : "Fast Atom Bombardment-Mass Spectrometry" 

Fuc : L-fucose 

Ga1 : D-galactose 

GlcNAc : N-acétyl-D-glucosamine 

Hepes : Acide-2-hydroxy-éthylpipérazine-NI-24th sulfonique 

HMG-CoA : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-Coenzyme A 

HPLC : "High Performance Liquid Chromatography" 

Man : D-mannose 

NeuAc : Acide-5-N-acétylneuraminique 

ppm : Partie par million 

RMN : Résonance magnétique nucléaire 
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INTRODUCTION 

Le catabolisme des glycoprotéines fait appel à l'action conjointe 

des protéases et des glycosidases lysosomiques. Ces derniers enzymes 

sont capables d'hydrolyser la plupart des enchaînements osidiques 

rencontrés dans les glycoconjugués. Peu de renseignements étaient 

cependant disponibles quant à la chronologie d'intervention des 

différentes glycosidases, à leur exacte spécificité vis-à-vis de 

substrats naturels et au taux d'hydrolyse de ces substrats. 

Ces facteurs pris ensemble constituent autant d'étapes limitantes 

pour le catabolisme qu'il est primordial d'élucider. Pendant longtemps 

nos seules connaissances sur le déroulement des processus de dégradation 

des chaînes glycanniques sont venues de 1 'étude des t'glycoprotéinosesf'. 

Ce groupe particulier de thésaurismose lysosomique constitue une 

véritable "expérience de la Nature". En effet, le déficit génétique en 

glycosidases caractérisant ces maladies se traduit par un blocage 

métabolique qui a pour conséquence une accumulation des composés 

glucidiques non dégradés dans les tissus et une excrétion urinaire 

massive d'oligosaccharides ou de glyco-asparagines trouvant leur origine 

dans les chaînes glycanniques des glycoprotéines de l'ensemble de 

l'organisme. L'examen attentif des structures oligosaccharidiques 

trouvées dans l'urine des malades donne une vue figée des réactions 

cataboliques en amont de l'enzyme déficient. Cette démarche a permis 

d'émettre l'hypothèse de l'existence d'endo-N-acétyl-B-D-glucosamini- 

dases cellulaires et a conduit à la découverte de ces enzymes dans le 

cytosol, d'une part, par le groupe de G.SPIK et dans le lysosome, 

d'autre part, par le groupe de G.STRECKER et J.C.MICHALSK1. 

Le développement de méthodes physico-chimiques comme la resonance 

magnétique nucléaire (RMN) ou la spectrométrie de masse par bombardement 



d'atomes accélérés (FAB-MS) a contribué à faire progresser nos 

connaissances sur le catabolisme normal des chaînes glycanniques. Ces 

méthodes sont, en effet, des outils de choix pour l'analyse des 

métabolites formés lors des réactions enzymatiques. Elles permettent, en 

particulier, de déterminer la nature des différents isomères 

susceptibles de se former au cours des réactions, ainsi que la cinétique 

et la chronologie de ces mêmes réactions. Ces techniques, appliquées 

dans notre Laboratoire à l'étude de la dégradation lysosomique des 

structures N-glycanniques de type N-acétyllactosaminique, Ont ainsi 

montré, d'une part, que le catabolisme de ces composés était un 

phénomène ordonné et bidirectionnel et, d'autre part, que l'action des 

exoglycosidases s'exerçait à un rythme différent sur les diverses 

"antennes" des glycannes. 

Afin de poursuivre ces études, nos travaux ont consisté à appliquer 

les méthodes préalablement mentionnées à l'étude chronologique de la 

dégradation des N-glycannes de type oligomannosidique. Ces composés sont 

essentiellement rencontrés dans la cellule au niveau des structures 

membranaires, ainsi que dans les glycoprotéines en voie de biosynthèse. 

Leur dégradation est réalisée par des a-mannosidases rencontrées dans 

pratiquement tous les compartiments cellulaires. Si les spécificités des 

a-mannosidases du reticulum endoplasmique rugueux et de l'appareil de 

Golgi étaient en grande partie élucidées, la spécificité des enzymes 

lysosomiques et cytosoliques restait inconnue. L'étude de ces deux types 

d'enzymes permettait, en outre, d'aborder un problème d'actualité qui 

concerne l'importance respective des catabolismes lysosomique et 

cytosolique dans la dégradation des chaînes glycanniques, ainsi que le 

rôle et l'origine des enzymes cytosoliques. Dès 1979, R.PIERCE, dans le 

groupe de G.SPIK, avec la découverte de 1'endo-N-acétyl-B-D- 

glucosaminidase avait mis en avant le rôle possible jou6 par cet enzyme 



cytosolique dans les phénomènes de catabolisme des glycoprotéines 

intracellulaires. 

L'intérêt de l'étude des a-mannosidases est renforcé par 

l'existence d'une pathologie associée à ces enzymes : la mannosidose, 

maladie génétique dûe à une déficience en a-mannosidase lysosomique. 

Nous ferons précéder l'exposé de nos travaux par une brève revue 

concernant les mécanismes d'intégration et de dégradation des 

glycoconjugués dans le lysosome, ainsi que par un catalogue des 

propriétés des a-mannosidases cellulaires décrites a ce jour. 



GEIERALITES 

LYSOSOMES ET CATABOLISME DES GLYCOCOWJüGüES 

Le lysosome contient un équipement en hydrolases capable de dégrader 

tous les types de macromolécules comme, par exemple, les glycoconjugués 

et il est, à ce titre, l'organite cellulaire spécialisé dans le 

catabolisme et le recyclage des métabolites. 

Grâce aux hydrolases "acides", enzymes dont les propriétés générales 

seront discutées ultérieurement, les lysosomes possèdent une fonction 

hétérophagique intéressant les substances extracellulaires, ainsi qu'une 

fonction autophagique portant sur les constituants endocellulaires. 

Dans ce chapitre de généralités, nous décrirons les principales 

caractéristiques des glycoconjugués et, après une brève présentation des 

lysosomes, nous décrirons les voies du catabolisme des N-glycosyl- 

protéines, connues au moment où nous avons entrepris nos travaux, et 

nous terminerons par une revue sur les a-mannosidases. 

1) LES GLYCOCOWJüGüES. 

Le terme générique de glycoconjugués regroupe deux familles de 

composés biologiques: les glycolipides et les glycoprotéines. 

Ces composés résultent de l'association covalentielle d'un glucide 

appelé glycanne avec un lipide ou une protéine. 

En fonction de la chaîne glycannique attachée à la partie lipidique, 

les glycosphingolipides peuvent être subdivisés en différents groupes 

(*)  Pour des revues générales, voir WIEGANDT, 1980; HAKûMûRI, 1983. 



gala-, globo-, lacto-, muco- et dénommés trivialement: 

ganglioglycosylcéramides. 

Les glycolipides sont des composés essentiels de la cellule qui se 

retrouvent principalement au niveau de la membrane plasmique. Les 

gangliosides, glycolipides acides caractérisés par la présence d'acide 

sialique, sont des constituants majeurs du système nerveux central et 

ils sont surtout localisés au niveau des membranes neuronales et 

synaptiques. Dans les tissus extraneuronaux, les glycolipides jouent un 

rôle dans les phénomènes d'interaction et de différenciation 

cellulaires, ainsi que dans les phénomènes d'interaction avec des 

composés biologiquement actifs (hormones, toxines, virus). Il convient 

également de mentionner leur rôle immunologique primordial en tant 

qu'antigènes de groupes sanguins. 

. La varieté et la gravité des troubles neurologiques et viscéraux 

observés chez les patients atteints de glycosphingolipidoses, maladies 

métaboliques caractérisées par la déficience totale ou partielle de 

l'activité de certaines glycosidases lysosomiques impliquées dans le 

catabolisme des glycolipides, prouvent que les glycolipides doivent 

nécessairement être dégradés et recyclés. 

Les glycosphingolipides présentent ainsi un "turnover" relativement 

important et les gangliosides sont, de tous les glycolipides, ceux qui 

présentent le turnover le plus rapide. Toutefois, des différences 

notables sont observées selon le niveau de développement et la nature du 

tissu étudié. Les stades embryonnaires, néo- et post-nataux sont ainsi 

caractérisés par d'importantes modifications dans la nature des 

glycolipides membranaires, celles-ci étant directement corrélées à une 

augmentation de l'activité de certaines glycosyltransférases et 

glycosidases. 



B) LES N-GLYCOSYLPROTEINES. 

l0 Classification. 

D'une manière générale, les glycoprotéines sont classées en 

fonction de la nature de la liaison glycanne-protéine (STRECEIER et 

M û ~ I L f  1979). On distingue ainsi deux classes de glycoprotéines: 

- Les O-glycosylprot&ines chez lesquelles la liaison de type 

O-glycosidique s'effectue entre un monosaccharide et un résidu 

d'hydroxyaminoacide. 

- Les N-glycosylprotéines où l'unique liaison de type 

N-glycosidique s'effectue entre la N-acétylglucosamine et l'asparagine. 

Dans la suite de notre exposé, nous nous limiterons à l'étude de 

cette dernière classe de composés biologiques au catabolisme desquels 

nous nous sommes particulièrement intéressés. 

2 O  Les N-glycosylprotéines. 

Les glycannes liés N-glycosidiquement possèdent en commun une 

fraction invariable (inv), le noyau du trimannosyl-N-Nt-diacétyl- 

chitobiose (MûiWREUIL, 1975) : 

Man (al-6 ) 

4 ' - \ 
Man(B1-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(Bl-N)Asn 

/' 2 - 1 - 

Man (al-3 ) 

4 - 



Cette fraction oligosaccharidique commune est substituée par des 

motifs oligosaccharidiques variables (var): les antennes (MOiWREüIL, 

1975) qui sont le support de la spécificité des glycannes des 

N-glycosylprotéines. 

En fonction de la nature des chaînes oligosaccharidiques var, on 

distingue trois types fondamentaux de structures de glycannes liés 

N-glycosidiquement (Fig. 1, d'après MûiWREüIL, 1975; 1980; 1982): 

- le type oligomannosidique 

- le type N-acétyllactosaminique 
- le type oligomannosido-N-acétyllactosaminique ou hybride 

a) Glycannes de type oligomannosidique. 

Les structures de type oligomannosidique résultent de la 

substitution du noyau pentasaccharidique inv par des résidus de mannose 

en nombre variable. Ces résidus de mannose, au nombre maximum de 6 chez 

les Eucaryotes supérieurs, s'assemblent pour donner la structure limite 

(Man)g(GlcNAc) OU M-9. 
2 

b) Glycannes de type N-acétyllactosaminique. 

Les glycannes de type N-acétyllactosaminique résultent de la 

substitution du noyau inv par un nombre variable de chaînons 

N-acétyllactosaminique Gal(B1-4)GlcNAc. En fonction du nombre de ces 

chaînons, on obtiendra des structures dites mono-, bi-, tri-, tétra- 

antennées. Une branche supplémentaire peut venir s'ajouter sur le résidu 



Man (al-2 )Man (al-2 )Man (al-3 )' 

Man ( 2 
Man (al-3 ) 

'Man ' a" 2 
GlcNac(B l -4 ) -Man(Bl -4 )GlcNAc(B1-4 )GlcNAc(Bl -N)Asn  

/ 
Big. 1: Les trois types fondamentaux de glycannes liés N-glycosidi- 

quement aux protéines. 

A: Glycanne de type oligomannosidique, 

B: Glycanne de type N-acétyllactosaminique, 

C: Glycanne de type hybride. 



de mannose 4' conduisant à des structures de type penta-antenné telles 

qu'elles ont été décrites dans l'ovomucoïde de Tourterelle 

(BRAWCOIS-OERARD e t  a l . ,  1980) et de Poule (PAZ PARENTE e t  a l . ,  1982). 

Un résidu de N-acétylglucosamine dit intercalaire peut également venir 

substituer le résidu de mannose 3 (Fig. 1). 

Les différents résidus de N-acétyllactosamine peuvent eux-mêmes 

être substitués par des résidus d'acide N-acétylneuraminique et/ou de 

fucose et par des groupements sulfuryls, conférant ainsi à ce type de 

glycannes liés N-glycosidiquement une importante hétérogénéité. 

c) Glycannes de type hybride. 

Le noyau i n v  est substitué par des résidus de mannose en nombre 

variable sur le résidu de mannose 4' et par des chaînons 

N-acétyllactosaminique sur le résidu de mannose 4 (TAI e t  a l . ,  1977). 

Dans la plupart des cas le résidu de N-acétylglucosamine intercalaire 

est également présent. 

11) LES LYSOSOMES. 

En 1955, De D W E  e t  a l .  donnent le nom de lysosomes à des particules 

cytoplasmiques dans lesquelles ils caractérisent des hydrolases dont la 

caractéristique principale est qu'elles possèdent un pH optimum acide. 

Actuellement plus de cinquante hydrolases acides ont été 

caractérisées dans les lysosomes, organites à l'intérieur desquels elles 

se trouvent séquestrées grâce à une membrane destinée à assurer une 

compartimentation et ainsi éviter l'attaque du cytoplasme environnant. 



A) CARACTERISTIQUES GENERALES DES LYSOSOMES. 

Chez les animaux, on trouve des lysosomes dans toutes les cellules, 

à l'exception des globules rouges. Ils sont particulièrement nombreux 

dans les macrophages et les cellules hépatiques. L'aspect des lysosomes, 

du fait qu'ils sont impliqués dans la digestion de substances à 

l'intérieur de la cellule, depend de leur état fonctionnel. 

l0 La membrane lysosomique. 

Longtemps considérée comme une simple barrière destinée à assurer 

une ségrégation entre cytoplasme et milieu intralysosomique, la membrane 

lysosomique joue un rôle très important. Elle contribue en effet à 

assurer un équilibre entre l'entrée des substrats et la sortie des 

produits issus de leur dégradation. 

La membrane lysosomique est imperméable aux macromolécules. La 

masse moléculaire représente le facteur déterminant de la perméabilité 

de la membrane lysosomique pour une molécule: les composés possédant une 

masse moléculaire supérieure à 200 ne peuvent pénétrer par diffusion 

simple à l'intérieur du lysosome (EïiRENREICEI et COHN, 1969; 

BADEWOCEl-J-8 et BAüM, 1974) 

De nombreuses fonctions du lysosome sont assurées par des protéines 

insérées dans sa membrane: 

- ségrégation des enzymes, 

- maintien du pH, 
- transport des produits d'hydrolyse, 

- reconnaissance ou fusion avec d'autres vésicules intracyto- 



plasmiques, notamment avec des endosornes (STEIIWUJ et aï., 

1983), 

- association avec les microtubules du cytosquelette cellulaire 
(MITHIEüX 8t ROUSSET, 1989). 

Le transport des produits du catabolisme vers le cytoplasme est une 

fonction trés importante de la membrane lysosomique. Des systèmes 

membranaires responsables du transfert d'acides aminés, de 

monosaccharides, de nucléosides ou de vitamine ont ainsi été 

caractérisés chez divers types cellulaires (Tableau 1). 

Chez l'Homme, les déficiences de trois de ces transporteurs sont 

associées à des maladies dites de surcharge lysosomique. Il s'agit des 

déficiences en transporteurs: 

- de cystine (cystinose), 

- d'acide N-acétylneuraminique (maladie de Salla), 

- de vitamine B 
12' 

2O Le pH intralysosomique. 

Constatant que la plupart des enzymes lysosomiques possédait un pH 

optimum acide et sont inactifs à des pH voisins de la neutralité, CO- 

et DE D W E  ont émis dès 1968 l'hypothèse d'un pH intralysosomique 

relativement bas par rapport à celui du cytoplasme. 

La première mesure in s i t u  a été réalisée après endocytose par des 

macrophages d'un composé fluorescent, l'isothiocyanate de fluoresceïne, 

couplé à un polymère de Dextran (OHKUMA et POOLE, 1978). Le spectre 

d'excitation et l'intensité de fluorescence du Dextran marqué dépendent 

du pH du milieu dans lequel il se trouve. 



Tableau 1: Les transporteurs de la membrane lysosornique. 

Molécule transportée Type cellulaire Références 

* 

Acidee amin6e Cystine OAHL et a l . ,  1982 

Cat ioniques Fibroblastes humains PISOWI et a l . ,  1985 

Tyrosine et neutres Fibroblastes humains BERNAR et a l . ,  1986 

Petits neutres Fibroblastes humains PISON1 et a l . ,  1987 

Anioniques Fibroblastes humains COLLARIMI et a l . ,  1988 

Monoiodotyrosine Cellules de thyroïde TIETZE et a l . ,  1989 

de Rat 

pp 

Monoeaccharidee Glucose/mannose 

Acide sialique Fibroblastes humains 

N-acétylhexosamines Hépatocytes de Rat 

REWLUND et a l . ,  1986 

JONAS et a l . ,  1989 

Wucl6oeide Adénosine PISOWI et THOENE, 1989 

Vitamine 
12 

ROSEWBLATT et a l . ,  1985 



Récemment, ANDERSOW et a l .  (1984) ont développé une méthode 

immunocytochimique qui permet de visualiser les compartiments "acides" 

et de mesurer leur pH in s i t u  par microscopie électronique. 

Sur la base des multiples mesures réalisées, on peut affirmer que 

le lysosome est l'organite le plus "acide" de la cellule: selon le type 

cellulaire étudié et la méthode utilisée, le pH intralysosomique varie, 

en effet, entre 4,s et 5,s. 

L'acidité du milieu intralysosomique est maintenue par une pompe à 

protons ATP-dépendante (0WI;ZMA et a l . ,  1982). Bien qu'elle n'ait pas 

encore été isolée, cette pompe semble identique aux ATPases décrites 

dans les endosomes et les vésicules mantelées ("coated pits'') (ME- 

et a l . ,  1986). 

Cette pompe serait électrogénique: le transfert des protons ne 

serait pas directement couplé à un transfert d'ions, mais la différence 

de potentiel membranaire engendrée pourrait être régulée par l'entrée 

+ + 
d'anions (Cl-) et/ou la sortie de cations (K ou Na ) (HARI- et 

REEVES, 1983) . 

3* Les enzymes lysosomiques. 

Les nombreuses hydrolases acides décrites à ce jour sont des 

glycoprotéines dont les glycannes jouent un rôle fondamental dans les 

processus de reconnaissance et de ségrégation cellulaires de ces 

enzymes, ainsi qu'un rôle de protection de la chaîne peptidique contre 

l'hydrolyse protéasique. 

Ces enzymes possèdent des masses moléculaires relativement élevées 

et sont généralement constituées de plusieurs sous-unités. Les 

N-acétyl-B-D-hexosaminidases de placenta et rein humains sont, par 

exemple, formées de deux sous-unités différentes a et B: la forme A 



serait un hétéropolymère et la forme B un homopolymère de sous-unités B 

(QZIGER et ARNOM, 1976; SRIVASTAVA et a l . ,  1976). 

Trois formes de B-galactosidase peuvent être isolées du foie 

humain: les formes A et A sont respectivement des monomère et dimère 
1 2 

de masses moléculaires 70 et 150 kDa et la forme A résulterait de 
3 

l'association de plusieurs monomères (CnfEETHAM et D m ,  1976). 

Plusieurs enzymes peuvent s ' associer et former un complexe 

multienzymatique . Un tel complexe associant trois enzymes, 

respectivement les neuraminidase, B-galactosidase et carboxypeptidase, a 

été isolé du placenta humain (VERHEIJEIQ et a l . ,  1985). Un modèle 

structural de ce complexe a récemment été proposé par POTIER et a l .  

(1990): celui-ci serait constitué d'un noyau hexamérique, comportant les 

activitgs neuraminidasique et B-galactosidasique, et de cinq monomères 

de carboxypeptidase périphériques. 

Les enzymes lysosomiques présentent un maximum d'activité dans une 

zone de pH comprise entre 4,O et 5 , 5 .  Le pH optimum des enzymes 

lysosomiques varie en fait en fonction du tampon utilisé, de la force 

ionique du milieu, de la température, de la présence d'effecteurs et de 

la nature du substrat. 

Ces enzymes sont stables en milieu acide et cette stabilité serait 

dûe à la présence des nombreuses chaînes glycanniques mais dépendrait 

aussi de la température. La stabilité à la température represente 

d'ailleurs un critère permettant de distinguer certaines formes 

enzymatiques . 



Le terme "iso-enzyme'' désigne des formes enzymatiques ayant les 

mêmes propriétés catalytiques et différant par certaines propriétés 

physico-chimiques comme: 

- le pH optimum, 
- la stabilité à la denaturation (chaleur, agents chimiques), 

- le point isoélectrique, 

- la mobilité électrophorétique, 

- le comportement vis-à-vis des effecteurs. 

Ces différents facteurs ainsi que les différences de masse 

moléculaire et de composition chimique ont donc permis la 

caractérisation et l'isolement de nombreuses formes isoenzymatiques. 

B) BIOGENESE DES LYSOSOMES. 

Dans les cellules à activité macrophagique (granulocytes, monocytes 

ou macrophages), les lysosomes se forment selon la voie classique de 

synthèse et d'empaquetage des protéines à partir de l'appareil de Golgi 

(PALADE, 1975). 

Pour de nombreux autres types cellulaires le processus est plus 

complexe. Les protéines lysoaomiques suivent le chemin emprunt6 par 

toutes les protéines néo-synthétisées à partir du site de début de 

synthèse, le reticulum endoplasmique rugueux, et ne sont dirigées vers 

leur destination finale qu'au niveau d'une région tubulaire à membrane 

lisse associée à 1 ' appareil de Golgi (Fig. 2 ) . Cette région a pu être 
mise en évidence et caractérisée à la suite d'expériences de cytochimie 

(NWIKûFF et NOVIKOBB, 1977; PIN0 et al., 1981). Le terme GERL, acronyme 

anglo-saxon pour golgi-associated smooth gndoplasmic gticulum that 

forma &ysosomes, a été proposé dès 1976 par IQOVIKûFF pour décrire ce 



Big. 2: Transport cellulaire des enzymes lysosomiques et biogenèse des 

lysosomes (d'après DAHML) et al., 1989). 

O, Enzymes lysosomiques. 

, Protéines sécrétées. 

4, Récepteurs du Man-6-P. 



compartiment cellulaire. Afin de traduire la stricte localisation 

trans-golgienne de ce compartiment, GRIBFITHS et SIMONS ont introduit en 

1986 le terme TGN, autre acronyme pour Trans-bolgi Etwork. 

Les protéines membranaires et les enzymes ne possèdent toutefois pas 

le meme mode d'intégration, et le processus de biogenèse du lysosome 

mature et fonctionnel se subdivise donc en deux parties. 

l0 Le transport des enzymes lysosomiques. 

Les enzymes néo-synthétisés acquièrent un signal de reconnaissance 

qui va permettre leur ségrégation. 

Les mécanismes moléculaires impliqués dans le transport intra- 

cellulaire des hydrolases vers les lysosomes ont été compris grâce à 

l'étude de maladies dites de surcharge lysosomique. 

L'étude de la mucolipidose de type II ou "1-ce11 disease", permit 

de mettre en évidence un signal de reconnaissance commun à toutes les 

hydrolases acides. Dans cette maladie les enzymes normalement 

synthétisés sont sécrétés au lieu d'être dirigés vers les lysosomes. 

L'expérience critique consista à montrer que ces hydrolases sécrétées ne 

n'étaient pas reconnues par des fibroblastes normaux alors que des 

enzymes sécrétés par des fibroblastes normaux pouvaient être capturQs 

par des fibroblastes de patients atteints de 1-ce11 disease (HIC!ICMAM et 

HEüFELD, 1972). La mucolipidose de type II était donc dûe à une mutation 

affectant un enzyme synthétisant un signal de reconnaissance porté par 

les enzymes destinés aux lysosomes. 

L ' identification du groupement fonctionnel fut réalisée à la suite 

d'études d'inhibition de la recapture d'enzymes exogènes par des 

fibroblastes. KAPLAN et a l ,  (1977) constatèrent, en effet, que la 



pinocytose était fortement et spécifiquement inhibée par le 

mannose-6-phosphate et émirent l'hypothèse selon laquelle ce signal de 

reconnaissance était porté par les glycannes des enzymes. 

Des études structurales ont, par la suite, permis de déterminer les 

sites potentiels de phosphorylation des chaînes glycanniques des 

hydrolases acides. Cinq sites de phosphorylation ont ainsi été proposés 

au niveau des glycannes de type oligomannosidique contre un seul pour 

ceux de type hybride (HASILIK et a l . ,  1980; VARKI et  KûRlWELD, 1980, 

1983) . 

L'acquisition du signal Man-6-P est donc la modification critique 

pour les enzymes lysosomiques car elle assurera leur destination finale. 

La synthèse du signal Man-6-P s'effectue en deux étapes dans 

l'appareil de Golgi. La première étape fait intervenir un enzyme 

particulier, ~'uDP-N-acétylglucosamine: glycoprotéine N-acétyl- 

glucosamine-1-phosphotransférase, et consiste en un transfert d'un 

résidu de N-acétylglucosamine-1-phosphate à partir de 1'UDP-N-acétyl- 

glucosamine sur l'hydroxyle en position 6 d'un résidu de mannose 

(REITMAW et m, 1981; WAtEED et a l . ,  1982). La seconde étape 

consiste en un démasquage des résidus phosphate. Elle est catalysée par 

une N-acétylglucosamine 1-phosphodiester-a-N- acétylglucosaminidase qui 

hydrolyse le résidu de N-acétylglucosamine et fait ainsi apparaître le 

résidu Man-6-P (VARKI et KûRNBELD, 1981; WAHEED et a ï . ,  1981). 

Les hydrolases acides "équipéesw du signal de reconnaissance vont 

être transportées de leur lieu de synthèse vers les lysosomes par 

l'intermédiaire de récepteurs du Man-6-P. Deux récepteurs, différant 

notamment par leurs propriétés structurales et de liaison, ont été 
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caractérisés dans de nombreux tissus et lignées cellulaires: 

- Un récepteur cation-indépendant: SAEIAOIAW et a1.(1981) isolent 

notamment ce récepteur à partir de foie de Boeuf par chromatographie sur 

colonne de B-galactosidase immobilisée et montrent qu'il s'agit d'une 

glycoprotéine membranaire possédant une masse moléculaire de 270 kDa 

(Fig. 3) et que l'association du récepteur et du ligand est indépendante 

de la présence de cations et dépend principalement du pH, l'association 

étant optimale dans une zone de pH variant entre 6,O et 7,O. 

- Un récepteur cation-dépendant a été mis en évidence et purifié 
par HûFLACK et KûRNFELD (1985a et b) à partir de foie de Boeuf et de 

macrophages de Souris déficients en récepteur cation-indépendant. 

Celui-ci se distingue du récepteur précédemment décrit par le fait qu'il 

2+ 
est cation-dépendant, essentiellement Mn -dépendant. Il s'agit d'une 

glycoprotéine transmembranaire de 46 kDa de masse moléculaire (Fig. 3). 

Les hydrolases acides se lient aux récepteurs dans l'appareil de 

Golgi et "traversentff ainsi l'ensemble des saccules golgiennes (Fig. 2). 

Au niveau du TGN, la ségrégation s'opère par concentration de ces 

complexes récepteur-ligand au niveau de régions particulières tapissées 

de clathrine. Ces régions bourgeonnent et forment des vésicules 

mantelées (Fig. 2). 

Ces "navettes" gagnent le compartiment pré-lysosomique ou "late 

endosomef' (Fig. 2) dont lfacidification du milieu intravésiculaire 

réalisé par le jeu d'une pompe à protons provoque la rupture de la 

liaison récepteur-ligand, celle-ci n'étant stable qu'à des pH supérieurs 

à 6,O (SAEIAOIAN et al., 1981). Tout comme l'association du récepteur 



Fig. 3% Représentation schématique des récepteurs du mannose-6-phosphate 

(c-, site de glycosylation). 

A: récepteur cation-indépendant 

B: récepteur cation-dépendant 



avec son ligand était responsable de l'expédition d'une vésicule 

mantelée, la dissociation du complexe provoque le retour du récepteur 

vers 1 ' appareil de Golgi (B- et a l .  , 1986; VON BIGüRA et HASILIK, 

1986) . 
Les lysosomes se forment par vésicularisation à partir de ce 

compartiment pré-lysosomique (GRIFBITHS et a l . ,  1988). 

Les hydrolases ainsi livrées au lysosome subissent enfin une 

protéolyse ménagée, maturation finale de ces protéines qui permet de 

former des espèces moléculaires complètement actives (IUSSILIK et 

1980) . 

Toutefois, certains enzymes peuvent intégrer les lysosomes par 

endocytose. Le phénomène de sécrétion-recapture décrit par lOEIIFELD et 

CANT2 (1971) et HICKMAtQ et NEüPELD (1972) représente une seconde voie 

d'intégration des hydrolases acides dans les lysosomes. 

Des enzymes présents dans le milieu extracellulaire se lient à des 

récepteurs de la membrane plasmique. Les complexes récepteur-ligand sont 

internalisés et les vésicules mantelées ainsi formées fusionnent avec 

des endosomes périmembranaires ou "early endosomes'' (Fig. 2). Une 

acidification du milieu intravésiculaire de ces organites provoque, 

comme décrit précédemment, la dissociation des complexes récepteur- 

ligand et le recyclage des récepteurs. Les enzymes gagnent le 

compartiment pré-lysosomique, ou "late endosome", puis les lysosomes par 

l'intermédiaire de vésicules. 

2O Les protéines de la membrane lysosomique. 

Parmi cette classe de protéines, ont été isolées, à partir des 

lysosomes de différentes espèces animales, des glycoprotéines de masse 



moléculaire 100 à 120 kDa dont les séquences primaires en acides aminés, 

déterminées après clonage, montrent de fortes homologies. Bien que leur 

rôle demeure inconnu, les études structurales réalisées montrent 

qu'elles forment une famille de protéines hautement conservées dérivant 

d'un gène ancestral commun. 

Elles sont constituées d'une chaîne polypeptidique de 20 à 60 kDa 

de masse moléculaire qui s'organise en cinq domaines, sont fortement 

glycosylées et possèdent un point isoélectrique très bas (inférieur à 4) 

da aux nombreux acides sialiques portés par les glycannes. 

Les fortes homologies de séquence des domaines C-terminaux 

cytoplasmique et transmembranaire de ces protéines suggèrent que ceux-ci 

représentent un signal nécessaire h leur insertion dans la membrane 

lysosomique (HIMEnO e t  a l . ,  1989; NOOUCHI e t  a l . ,  1989). 

Ces protéines, bien qu'elles soient glycosylées, gagnent le 

lysosome par un mécanisme indépendant du récepteur du mannose-6- 

phosphate. Certains enzymes s'expriment en effet normalement dans les 

lysosomes de patients atteints de 1-ce11 disease, patients chez lesquels 

les enzymes ne sont pas adressés aux lysosomes par suite d'une 

déficience en N-acétylglucosamine-1-phosphotransférase (EU58ILIK e t  a l . ,  

1981): la phosphatase acide (WAEIEED e t  a l . ,  1988) et l'a-glucosidase 

(TSUJI e t  a l . ,  1988) sont intégrées dans la membrane et finalement 

libérées après action de protéases cytosoliques et lysosomiques 

(GUTTSCHALK e t  a l . ,  1989). 

Des expériences d'immuno-marquage suggèrent l'existence de deux 

voies d'intégration de ces protéines dans les lysosomes: 

- Des proteines comme les lgp 120, LIMP III et LAMP 1, ont ét6 
localisées au niveau de l'appareil de Golgi, des endosomes et des 

lysosomes (LEWIS e t  a l . ,  1985; BARRIOCANAL e t  a l . ,  1986). Elles seraient 

intégrées en même temps que les enzymes. 



- D'autres, LEP 100 et Endolyn 78, ont été localisées au niveau 

des mêmes compartiments cellulaires mais aussi de la membrane plasmique 

(5%). Ceci suggère un mouvement bidirectionnel de ces protéines entre 

les membranes lysosomique et plasmique (CROZE et al., 1989). 

C) L'AUTOPHAGIE. 

Mis en évidence par ERICSSON en 1969, ce processus permet aux 

macromolécules ou aux organites cellulaires "usagés" de gagner 

l'intérieur du lysosome afin d'y être dégradés. 

On distingue classiquement plusieurs types d'autophagie (Fig. 4): 

- La macro-autophagie est le processus par lequel une portion du 

reticulum endoplasmique lisse (ERICSSON, 1969) ou de l'appareil de Golgi 

(NOVIKOFF et al., 1971) enveloppe une partie du cytoplasme. 

Selon la nature du matériel internalisé, on distingue deux types de 

vacuoles autophagiques ou autophagosomes: 

* les vacuoles autophagiques de type 1: dans ce cas, des 

organites intracellulaires (mitochondries, reticulum 

endoplasmique) sont englobés. 

* les vacuoles autophagiques de type II: dans ce cas, la zone du 

cytoplasme circonscrite contient des macromolécules (glycogène, 

ribosomes, protéines). 

La vacuole ainsi formée fusionne avec un lysosome préexistant et 

devient un autophagolyaoaome à l'intérieur duquel sont déversées les 

hydrolases acides du lysosome. 



Exocytose 

AUTOPHAGIE 

Big. 4: Les phénomènes d'autophagie et d'hétérophagie (d'après SAKAI e t  
al., 1989). 

HP: hétérophagosome LP: lysosome primaire 
DL: hétérophagolysosome AP: autophagosome 
WL: nématolysosome APL: autophagolysosome 
CR: corps résiduel EIA: micro-autophagolysosome 



- La microautophagie est un processus par lequel le lysosome 

lui-même englobe une petite portion du cytosol ( G L A W  et a l . ,  1981). 

- La crinophagie est le mécanisme par lequel des vésicules de 

sécrétion, contenant des protéines néo-synthétisées, fusionnent avec des 

lysosomes (SMITH et BARQüHAR, 1966). 

Ces différents phénomènes sont sous la dépendance de divers facteurs 

comme : 

- la concentration en acides aminés (MûRTIMûRE et SCHWORER, 1977), 

- les hormones: l'insuline inhibe l'autophagie, le glucagon ayant 

l'effet inverse (HOPCOOD et a l . ,  1980), 

- 1'ATP: source d'énergie indispensable à la ségrégation des 

composés dans le cytoplasme (PLûMP et a l . ,  1987), 

- le cytosquelette: les microtubules, nécessaires à la fusion 

entre vacuoles autophagiques et lysosomes (MARZELL24 et a l . ,  

1982) et des filaments intermédiaires qui, en s'associant avec 

certaines protéines, permettraient de séquestrer ces dernières 

dans le cytoplasme avant leur dégradation (DOHERTY et a l . ,  

1987). 

D) L'HETEROPHAGIE. 

L'hétérophagie est le processus par lequel des particules et 

molécules exo-cellulaires sont digérées à l'intérieur de la cellule. 

Cette fonction assurée par les lysosomes dépend donc du processus 

d'endocytose, mécanisme permettant l'internalisation de ces substances 

extracellulaires. 



On distingue classiquement deux types d'endocytose: 

- La phagocytose qui permet l'internalisation de grosses particules 
de taille supérieure ou égale à 0,l Fm comme des bactéries et des 

macromolécules; 

- La pinocytose qui permet à la cellule d'internaliser des petites 

molécules solubles et selon le mode d'internalisation, via un récepteur 

ou non, on distingue: 

. la pinocytose adsorptive, 

. la pinocytose en phase fluide. 

l0 La phagocytose. 

Les deux phases permettant d'aboutir à la formation d'un phagosome, 

reconnaissance et internalisation de la particule, représentent en fait 

la succession des évènements suivants (STOSSEL, 1976): 

a- Reconnaissance de la particule par le phagocyte, 

b- Emission d'un message signal de l'internalisation, 

c- Association particule-surface cellulaire, 

d- Emission de pseudopodes, 

e- Fusion des pseudopodes et formation d'une vésicule. 

De nombreux facteurs semblent avoir une influence sur le phénomène 

de phagocytose, notamment sur la nature de l'interaction particule- 

cellule. Ce sont: 

-'les propriétés de la surface des particules et des cellules: 

nature chimique, hydrophobicité, charge ... 
2+ - la présence d'ions divalents, de Ca notamment, 



- l'association de la particule à des protéines seriques 

(immunoglobulines, complément) qui vont favoriser la 

reconnaissance par le phagocyte: c'est le concept de 

l'opsonisation. 

2 O  La pinocytose. 

a- La pinocytose en phase fluide. 

Dans ce cas, la membrane plasmique englobe une fraction du liquide 

extracellulaire contenant des molécules en solution. La vésicule formée 

est un macropinosome. 

Ce phénomène ne peut être dissocié de celui d'exocytose, phénomène 

antagoniste permettant, entre autres, le recyclage des constituants 

membranaires et le reflux du liquide internalisé. BESTEREIAW et al. 

(1981) montrent qu'environ un quart du volume internalisé par pinocytose 

est rapidement exocyté par les macrophages. 

Malgré la concomitance des deux processus, STEINMZUJ e t  al. (1976) 

montrent que des macrophages peuvent internaliser jusque 25% de leur 

volume et 185% de leur surface cellulaire par heure. 

Outre le rôle d'assurer un certain "turnover" des lipides et 

protéines membranaires, la pinocytose en phase fluide couplée à la 

dégradation intralysosomique assure à la cellule un approvisionnement en 

métabolites. Dans les cas de carence, la pinocytose de protéines 

exogènes serait une source d'acides aminés pour la synthèse de 

protéines. 

Enfin, SWANSON et a1.(1987b) montrent que la pinocytose stimule la 

progression des lysosomes le long des microtubules du cytosquelette vers 



la périphérie de la cellule, phénomène inhibé par le nocodazole (drogue 

causant la dissociation du cytosquelette cellulaire). 

b- La pinocytose adsorptive. 

Commun à tous les types cellulaires, à l'exception des 

érythrocytes, ce phénomène permet l'internalisation de certaines 

molécules circulantes par l'intermédiaire de récepteurs membranaires et 

possède plusieurs finalités (STAHL et SCHWARTZ, 1986). 

L'association récepteur-ligand provoque le déplacement du complexe 

vers une région spécialisée de la membrane, le puits recouvert ou 

"coated pit" (ANDERSON et al., 1977), tapissée sur sa face interne d'un 

réseau de plusieurs protéines dont la protéine majeure est la clathrine 

(PEARSE, 1976). Ces structures spécialisées mesurent environ 1400 A de 

diamètre et ne représentent généralement que 1 à 2% de la surface 

cellulaire. 

Ensuite, les parois du puits se referment pour former une vésicule 

recouverte (coated vesicle) qui, par dépolymérisation et perte de la 

clathrine, donne un endosome. 

Une acidification de la vacuole opérée par l'intermédiaire d'une 

pompe à protons ATP-dépendante induit la dissociation du complexe 

récepteur-ligand, évènement qui provoque lui-même le recyclage du 

récepteur vers la membrane plasmique. Enfin, la vacuole ainsi formée, 

contenant les composés internalisés, fusionne avec un lysosome. 

Les glycoprotéines circulantes peuvent ainsi être captées et 

endocyt6es afin d'être dégradées au sein du lysosome. Plusieurs 

récepteurs membranaires de type lectinique ont ainsi été caractérisés 

chez les Mammifères. 



1- Le récepteur hépatique des asialoglycoprotéines ou récepteur 

d ' ASHWELL . 

Le concept du mécanisme de régulation physiologique du 

catabolisme des glycoprotéines sériques est né de l'observation, faite 

par le groupe d9ASHWELL, selon laquelle l'injection d'une préparation 

d'asialocéruléoplasmine à des lapins se traduisait par une disparition 

rapide de l'asialoglycoprotéine de la circulation, alors que la 

glycoprotéine native présentait quant a elle une demi-vie de plusieurs 

jours (MôRELL e t  a l . ,  1968). 

La désialylation est ainsi une marque de vieillissement des 

glycoprotéines sériques, celle-ci entraînant le démasquage d'un signal 

de reconnaissance spécifique, en l'occurence le résidu de galactose. 

Après injection chez le Rat, toutes les glycoprotéines désialylées, à 

l'exception de l'asialotransferrine, sont rapidement captées et 

retrouvées dans le foie. C'est le cas, en particulier, de la fétuine, de 

la céruléoplasmine, de l'orosomucoïde et de deux hormones gonadotropes: 

l'hormone folliculostimulante (FSH) et la gonadotrophine chorionique 

(HCG) (MORELL e t  a l . ,  1971; NEüFELD et ASHWELL, 1980). Une étude 

statistique de VAW DEN IIAM&R e t  a l .  (1970) montre que 1' exposition de 

deux résidus de galactose de la glycoprotéine suffit à sa capture. 

Ce récepteur a été purifié du foie de Lapin (-IN e t  a l . ,  

1974), de Rat (TAWABE e t  a l . ,  1979) et humain (BAENZIGER et MAYNARD, 

1980). La disposition transmembranaire du récepteur hépatique de Rat, 

proposée par -RD et AS#WELL (1981), fut confirmée par CHIACCIiIA et 

DRICKAMER en 1984. Le récepteur du foie de Lapin est une glycoprotéine 

constituée de deux sous-unités différentes, possédant un poids 

moléculaire apparent de 250 kDa. 



2- Le récepteur spécifique du mannose et de la N-acétyl- 

plucosamine. 

Initialement décrit dans le foie (SCHLESINGER et a l . ,  1978), ce 

système de reconnaissance est aussi mis en évidence dans les macrophages 

(STAüL et a l . ,  1978; KVSIAK e t  a l . ,  1980) et les monocytes (RûCHE et 

a l . ,  1985), mais aussi au niveau de la rate et des os (ACHûRD e t  a l . ,  

1977). 

L a  reconnaissance de deux motifs monosaccharidiques différents 

par le même système fut confirmée par l'isolement d'une première 

protéine de liaison du mannose à partir du foie de Rat (KAWASAKI et a l . ,  

1978). MAïBlARD et BAEMZIGER (1982) ont, par la suite, montre que ce 

récepteur était d'origine hépatocytaire et qu'il différait du récepteur 

des cellules réticulo-endothéliales. 

3- Le récepteur spécifique du fucose. 

L'existence d'un récepteur hépatocytaire de résidus de fucose est 

suggérée, dès 1978, par PRIEELS e t  a l . .  Ces auteurs montrent que la 

lactotransferrine humaine disparaît rapidement du sérum, après injection 

chez la Souris, pour se retrouver au niveau du foie. Une reprise 

hépatique analogue a été décrite pour la B-glucocérébrosidase (FüRBISH 

e t  a l . ,  1980). 

Ce récepteur, spécifique des glycoprotéines présentant un résidu 

de fucose lié en a-1,3 sur un résidu de N-acétylglucosamine, 

interviendrait en complément des deux autres systèmes hépatocytaires 

dans la "clearancef1 des glycoprotéines circulantes. 



LEüRM?M et HILL (1986) purifient, à partir du foie de Rat, une 

lectine, composée de deux sous-unités de poids moléculaires 88 et 77 

kDa, possédant une forte affinité pour les ligands fucosylés. 

HALTIWAfSGER e t  al. (1986) ont montré que cette lectine n'était présente 

que dans les cellules de KUPPFER. 

3 O  Relations avec le cytosquelette cellulaire. 

Les éléments du cytosquelette cellulaire jouent un rôle important 

dans les phénomènes d'autophagie et d'hétérophagie: les fusions entre 

lysosomes et endosomes, et lysosomes et vacuoles autophagiques sont en 

effet inhibées par des drogues déstabilisatrices des microtubules 

(nocodazole, colchicine) ou des filaments d'actine (cytochalasine) 

(MARZEUA et al., 1982; MATTEON1 et KREIS, 1987). 

Préalablement 3 la fusion qui ne s'effectue pas au hasard à 

l'intérieur de la cellule, les deux vésicules convergent l'une vers 

l'autre. Cette translocation s'opère le long des microtubules du 

cytosquelette par l'intermédiaire de micro-mouvements saltatoires des 

vacuoles (MATTEONI et KREIS, 1987). 

Pour d'autres types cellulaires, les macrophages notamment, les 

lysosomes forment un réseau tubulaire périnucléaire par association aux 

microtubules (SWAWSûN e t  al., 1987a). La pinocytose en phase fluide 

stimulerait un certain allongement de ces organites vers la périphérie 

de la cellule et les nématolysosomes ainsi formés fusionneraient avec 

les pinosomes (Fig. 3) (SWANSON e t  al., 1987b). 

La communication entre les lysosomes est un autre phénomène 

dépendant du cytosquelette. Les différentes populations de lysosomes 



peuvent en effet, échanger leurs contenus (FERRIS et a l . ,  1987) et leurs 

protéines membranaires (DENG et a l . ,  1988). La signification 

physiologique de ce phénomène reste toutefois à élucider. 

III) LE CATABOLISME DES W-GLYCOSYLPROTEIWES 

Le lysosome est le siège principal du catabolisme des nombreux 

composés biologiques cellulaires et extracellulaires. A ce jour, une 

cinquantaine d'hydrolases acides ont, en effet, été décrites (BARRETT et 

MIW)TEI, 1977). 

Les glycosidases lysosomiques jouent un rôle essentiel dans le 

catabolisme des glycoconjugués et l'intérêt de leur étude est renforcé, 

notamment d'un point de vue clinique, par l'existence de nombreuses 

pathologies humaines associées à des déficiences en ces enzymes. 

Toutefois, la dégradation des protéines endo- et exocellulaires 

s'exerce à deux niveaux à l'intérieur de la cellule: le cytosol et le 

lysosome. 

A) LE CATABOLISME CYTOSOLIQUE. 

Le catabolisme cytosolique s'adresse, en principe, uniquement aux 

protéines solubles du cytoplasme. 

l0 Catabolisme de la protéine. 

Dans le cytosol, un polypeptide de faible masse moléculaire, 

l'ubiquitine (9 kDa, 76 acides aminés), régule la dégradation des 

protéines endocellulaires. 



a) L'ubiquitine. 

Rencontrée uniquement dans les cellules eucaryotes, cette protéine 

résulte de l'expression de deux types de gènes: des polygènes codant 

pour des poly-ubiquitines (WIBORG et a l . ,  1985), et des gènes codant 

pour des monomères possédant une extension de 52 ou 76-80 acides aminés, 

appelée peptide CEP (Carboxyl Extension Peptide) (Lüï'ïD et a l . ,  1985). 

Les monomères d'ubiquitine sont libérés sous l'action d'une 

protéase et cette maturation des produits de l'expression génique est un 

phénomène rapide et CO-traductionnel (JOW14ALAGADDA et a l . ,  1989; Mf3NIA 

et a l . ,  1989). 

L'ubiquitine est une protéine globulaire possédant une queue 

hydrophobe constituée par les 4 amino-acides de l'extrémité C-terminale, 

Leu-Arg-Gly-Gly (VIJAY-ICUM?iR et a l . ,  1985). 

b) La protéolyse. 

L'ubiquitine est conjuguée à la protéine par l'intermédiaire d'une 

liaison isopeptidique entre le résidu de glycine situé en position 

C-terminale de l'ubiquitine et la fonction E-NH d'un résidu de lysine 
2 

de la protéine cible. Cette conjugaison ATP-dépendante est en fait le 

résultat d'une série de réactions mettant- en jeu un complexe 

ubiquitine-protéine ligase constitué de trois enzymes El, E2 et E 
3 

(HERS- et a l . ,  1983) (Fig. 5 ) :  

- E est un activateur 
1 

- E et E sont des transporteurs 
2 3 

Plusieurs molécules d'ubiquitine sont ainsi liées à la protéine 

cible et la poly-ubiquitination déclenche une dggradation très rapide de 

celle-ci. HOUGH et a l ,  (1986; 1987) ont caractérisé et purifié, à partir 
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F i g .  5: Les différentes étapes permettant la conjugaison des protéines 

à l'ubiquitine et leur dégradation par un système peptidasique 

(d' après C I E ~ û V E R  et SCHWARTZ, 1989) 



de réticulocytes, deux complexes protéasiques ATP-dépendants et 

possédant des constantes de sédimentation de 26 et 20 S. 

La demi-vie des protéines cytosoliques semble être fonction de 

l'acide aminé en position N-terminale (HER8HKO e t  al., 1984; BACHMAIR e t  

al., 1986; BERBER et C I E ~ O V E R ,  1987). 

L'ubiquitination des protéines ne semble pourtant pas être un 

phénomène suffisant pour déclencher la protéolyse puisque des complexes 

protéine-ubiquitine ont été mis en évidence dans le noyau et la membrane 

plasmique. Outre son intervention lors de la protéolyse des protéines 

cytosoliques, l'ubiquitine possède, en effet, d'autres rôles 

physiologiques (voir les revues générales de JEfQTSCEf e t  al., 1990; MOlQIA 

e t  al., 1990). Elle intervient notamment dans: 

- le maintien de la structure de la chromatine, 
- la régulation de l'expression de certains gènes, 
- le contrôle du cycle cellulaire, 
- la biogenèse des ribosomes, 

- la réponse à certains stress. 

2 O  Catabolisme des chaînes glycanniques. 

Quelques activités glycosidasiques cytosoliques ou ftsolubles" ont 

été caractérisées, mais leur intervention dans la dégradation des 

chaînes glycanniques des N-glycosylprotéines reste à démontrer. 

Des activités endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidasiques ont ainsi été 

mises en évidence dans différents tissus chez l'Homme et le Rat (PIERCE 

e t  al., 1979, 1980; OVERDIJK et al., 1981; LISMAlQ e t  al., 1985; SONG e t  

ai., 1987). Elles clivent les glycopeptides et glyco-asparagines en 

hydrolysant la liaison entre les résidus de N-acétylglucosamine du N-NI- 

diacétylchitobiose. L'enzyme du foie de Rat possède une spécificité 



réduite aux glycannes de type oligomannosidique (activité "manno"- 

endoglucosaminidasique) et N-acétyllactosaminique à condition que ces 

derniers soient partiellement désialylés (activité "ga1acto"- 

endoglucosaminidasique) (PIERCE e t  al., 1979; 1980; LISMAW e t  al., 

1985). Ces enzymes pourraient donc assurer la première étape du 

catabolisme des glycannes des N-glycosylprotéines cytosoliques, mais 

aussi assurer un contrôle de la biosynthèse des N-glycosylprotéines 

(PIERCE et al., 1980) et des glycosylpyrophospho- dolichols 

(APPûüRCfiAlJX, 1987). 

Deux activités exoglycosidasiques ont &té décrites et les enzymes 

purifiés, notamment du cytosol de foie de Rat: une a-neuraminidase 

(MIYAGI et TSUIXI, 1975) et une a-mannosidase (SHOW et TOUSTER, 1976). 

La neuraminidase est active vis-à-vis d'un certain nombre de 

glycoprotéines, glycopeptides et oligosaccharides sialylés. La 

mannosidase est, par contre, spécifique des oligosaccharides, son 

activité étant très faible lorsque des glycoprotéines et glycopeptides 

sont utilisés comme substrats. 

Ces enzymes cytosoliques ne peuvent en aucun cas réaliser une 

dégradation complète des glycannes des N-glycosylprotéines. Les 

glycopeptides et oligosaccharides libérés doivent vraisemblablement 

intégrer le lysosome afin d'être totalement dégradés. Toutefois le 

processus par lequel ceux-ci sont conduits au sein du lysosome reste à 

déterminer. 

B) LE CATABOLISME LYSOSOMIQUE. 

l0 Protéolyse lysosornique. 

La protéine est très rapidement dégradée par de nombreuses endo- et 



exopeptidases (pour une revue générale, voir BARRETT -TH, 1977). 

2 O  Catabolisme des chaînes glycanniques. 

a) Historique. 

Le fait que les exoglycosidases agissent préférentiellement sur les 

oligosaccharides plutôt que sur les glycopeptides ou les glycoprotéines 

natives suggérait que le catabolisme des N-glycosylprotéines était un 

phénomène ordonné au cours duquel la dégradation de la chaîne 

glycannique succédait à la dégradation de la chaîne protéique. 

La compréhension des différentes étapes du catabolisme des chaînes 

glycanniques a principalement été consécutive à l'étude du matériel 

excrété dans l'urine de patients souffrant de glycoprotéinoses 

(MICHALSKI, 1984). ces maladies métaboliques sont caractérisées par un 

déficit total ou partiel de 1 ' activité des glycosidases acides, enzymes 

responsables du catabolisme des chaînes glycanniques des 

N-glycosylprotéines. L'absence d'activité est généralement dûe à une 

modification transcriptionnelle de l'enzyme ou d'un de ses cofacteurs. 

Le blocage métabolique se traduit dans un premier temps par une 

accumulation lysosomique de polymères incomplètement dégradés. Ces 

composés, lorsqufils sont solubles, sfaccumulent ensuite dans l'urine et 

les tissus des patients (STRECKER et EfOlüTREUIL, 1979). 

Toutes les glycosidases impliquées dans le catabolisme des glycannes 

liés N-glycosidiquement aux protéines, sauf ltendo-N-acétyl-B- 

D-glucosaminidase, sont à l'origine d'une pathologie humaine connue. 

L'examen comparatif de la structure primaire de près d'une centaine 

d'oligosaccharides isolés d'urine de patients atteints de 

glycoprotéinoses révélait un point commun: tous ne possédaient qu'un 



seul résidu de N-acétylglucosamine en position terminale réductrice, 

sauf dans le cas de la fucosidose où sont essentiellement formées des 

glyco-asparagines. Ces observations ont conduit à une première hypothèse 

selon laquelle le catabolisme des N-glycosylprotéines débuterait par 

l'action d'une endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase qui, en clivant 

le résidu di-N-acétylchitobiose, libérait le glycanne amputé d'un résidu 

de N-acétylglucosamine (-IL, 1975; 1981; STEtECKER et MûNTREUIL, 

1979) . 
De telles activités endoglucosaminidasiques vis-à-vis de 

glycopeptides de type oligomannosidique et N-acétyllactosaminique furent 

décrites chez l'Homme et l'animal (PIERCE et al., 1979; OVERDIJK et al., 

1981). Néanmoins, la localisation exclusivement cytosolique de ces endo- 

glucosaminidases (PIERCE et al., 1980) était difficilement conciliable 

avec un rôle éventuel dans le processus catabolique des glycannes censé 

se dérouler majoritairement au sein des lysosomes. En outre, ces enzymes 

étaient inactifs vis-à-vis de glycannes persialylés (PIERCE et al., 

1980), ce qui ne permettait pas d'expliquer l'origine des 

sialo-oligosaccharides excrétés dans les urines de patients atteints de 

sialidose (MICHALSICI et al., 1984). 

b) Hypothèse a c t u e l l e .  

L'étude i n  v i t r o  de l'action des enzymes lysosorniques sur des 

composés purifiés, glycopeptides et oligosaccharides surtout, a permis 

de démontrer que la dégradation lysosornique des chaînes glycanniques des 

N-glycosylprotéines était un phénomène ordonné et bidirectionnel 

(BAUSSANT et al., 1986; KVRAlqDA et ARûiVSûN, 1986; BRASSART et a1.,1987). 



Trois enzymes jouent un rôle clef dans ce processus: 

l'a-L-fucosidase, l'aspartyl-N-acétyl-B-D-glucosaminidase et 1'endo-N- 

acétyl-B-D-glucosaminidase. 

L'a-L-fucosidase (fucoside fucohydrolase, EC 3.2.1.51) a été 

caractérisée et purifiée dans les lysosomes de foie de Rat par OPIIEIM et 

TOUSTER (1977). L'enzyme, dont le pH optimum est de 5,8, est actif sur 

les glyco-asparagines et les oligosaccharides fucosylés. Il hydrolyse 

les résidus de fucose liés en a-1,3 et en a-1,6. 

L'aspartyl-N-acétyl-B-D-g1ucosaminidase (L-aspartamido-B-N-acétyl- 

glucosamine hydrolase, EC 3.5.1.26) est un enzyme lysosomique qui 

hydrolyse la liaison entre l'asparagine et la N-acétylglucosamine 

lorsque la fonction a-NH de l'asparagine est libre. L'enzyme est, en 
2 

effet, inactif dans les cas suivants: 

- substitution de cette fonction par un acide aminé ou par un 

groupement alkylé. 

- substitution du résidu de N-acétylglucosamine du point 

d'attache, N-acétylglucosamine L, par un résidu de fucose lié 

en a-1,6. 

L'aspartamidase intervient donc après les protéases et la 

fucosidase. Pourtant, cet enzyme "domine" le catabolisme car son action 

devance la dégradation récurrente des oligosaccharides par les 

exoglycosidases (STRECICER et al., 1988). 

L'endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase acide (EC 3.2.1.96) a été 

caractérisée dans les lysosomes de foie de Rat (BAUSSANT et a l . ,  1986; 

et ARûISûI, 1986) et purifiée à partir de rein humain (DEGASPERI 



e t  a l . ,  1989b). L'enzyme hydrolyse le résidu de di-N-acétylchitobiose 

selon le schéma suivant: 

Tout comme l'aspartamidase, l'enzyme est actif sur les 

oligosaccharides sialylés du type N-acétyllactosaminique. Elle se 

distingue aussi de l'enzyme cytosolique par son incapacité à cliver les 

glyco-asparagines et glycopeptides et par son pH optimum qui est de 3,5. 

Quelques especes animales, comme le Mouton, le Porc et le Boeuf 

sont dépourvues de cette activité endoglucosaminidasique (SûNG et a l . ,  

1987). Aussi, chez ces espèces, en cas de dysfonctionnement du 

catabolisme des N-glycosylprotéines, l'unique action de l'aspartamidase 

permet d'expliquer l'excrétion d'oligosaccharides possédant le résidu de 

EJ-Nt-diacétylchitobiose en position terminale réductrice (WARIQER et 

O v B R I m f  1981; ABRAEIAM et a l . ,  1983). 

c) Le catabolisme des glycannes de type N-acétyllactosaminique. 

BAUSSAï@E e t  a l .  (1986), KmuWDA et AROISON (1986) et BRASSART e t  

a l .  (1987) ont établi les bases d'un catabolisme bidirectionnel. 

Les premières étapes de la dégradation débutent à l'extrémité 

terminale réductrice et font immédiatement suite à la dégradation 

protéasique de la chaîne peptidique. Elles font donc intervenir l'action 

en série des trois enzymes précédemment décrits, respectivement 

l'a-L-fucosidase, l'aspartamidase et l'endo-N-acétylglucosarninidase 

(Fig. 6). La dégradation de l'oligosaccharide ainsi libéré est achevée 

par action récurrente d'exoglycosidases: neuraminidase, B-galactosidase, 

B-hexosaminidase et a- et B-mannosidases (Fig. 6). 



NeuAc(a2-6)Gal(Bl-4)G1cNAc(B1-2)Man(al-6) - \ 
Man(B1-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(Bl-N)Asn 

/ / 
NeuAc(a2-6)Gal(Bl-4)GlcNAc(Bl-2)Man(al-3) Fuc ( al-6 ) 

Gal(B1-4)GlcNAc(Bl-2)Man(al-6) 
\ 
~an(Bl-4)~lcNAc(Bl-4)GlcNAc(Bl-N)Aan 

/ / 
Gal(B1-4)GlcNAc(Bl-2)Man(al-3) FUC (al-6 ) 

ASPARTYL I-ACETYLüLUCOSAMIIIDA8E I - 

MONOSACCHARIDES 

Big. 6: Schéma du catabolisme lysosornique des glycannes de type 

N-acétyllactosaminique (BAUSSANT et al., 1986; BRASSART et a l . ,  



Des travaux plus récents (STRECKER et a l . ,  1988) ont permis de 

montrer une action concomitante des endoglycosidases et des 

exoglycosidases, notamment des sialidase et B-galactosidase, ainsi 

qu'une dégradation préférentielle de l'antenne liée en a-1,3 sur le 

résidu de mannose 2, celle-ci étant en effet moins mobile dans l'espace 

donc plus accessible aux exoglycosidases. 

d) Le catabolisme des glycannes de type oligomannosidique. 

Les exoglycosidases mises en jeu lors de la dégradation 

intralysosomique des glycannes de type oligomannosidique seront 

principalement les a-D-mannosidases. Les différentes propriétés de ces 

enzymes feront l'objet du chapitre suivant. 

IV- LES a-D- OSI ID AS ES. 

Différents types d'a-D-mannosidases (EC 3.2.1.24) ont été décrits 

dans de nombreux tissus animaux et lignées cellulaires. Ces enzymes, 

caractérisés et différenciés sur la base de leurs propriétés 

physico-chimiques et enzymatiques respectives, diffèrent principalement 

par leur localisation cellulaire et par leur intervention dans le 

métabolisme des chaînes glycanniques des N-glycosylprotéines. 

Les a-mannosidases du reticulum endoplasmique et de l'appareil de 

Golgi participent aux processus de maturation des chaînes glycanniques 

des N-glycosylprotéines, tandis que les a-mannosidases du cytosol et du 

lysosome sont impliquées dans le catabolisme de ces mêmes glycannes. 
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A) LES a-D-MANNOSIDASES DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE RUGUEUX. 

Deux formes enzymatiques ont été identifiées dans le reticulum 

endoplasmique du foie de Rat: une forme membranaire, solubilisée par le 

désoxycholate (BISCEIOW et KORBBELD, 1983), et une forme soluble 

(BISCHOW et q, 1986). Elles possèdent des propriétés identiques 

et peuvent être distinguées des autres mannosidases cellulaires 

notamment par le fait qu'elles ne soient pas retenues par 

chromatographie sur colonne de concanavaline A-Sepharose. La forme 

soluble pourrait d'ailleurs provenir de la forme membranaire par 

protéolyse. 

Ces deux enzymes sont stabilisés par les ions CO?+, ne sont pas 

inhibés par la swainsonine ou la désoxymanno j irimycine (dMM) , possèdent 

un pH optimum de 6,5 ainsi qu'une forte affinité pour les substrats 

synthétiques. 

In vitro, ces mannosidases hydrolysent des résidus de mannose liés 

en a-1,2 de différents glycannes de type oligomannosidique avec une 

préférence pour l'oligosaccharide Man GlcNAc La forme soluble est 
9 2 ' 

toutefois capable d'hydrolyser les deux résidus externes liés du 

composé GlcMan G~cNAc 
9 2 ' 

BISCEIOBB et al. (1986) ont mis en évidence, par la suite, une 

activité a-mannosidasique sensible à la dMM dans des cellules CHO en 

culture. L'activité précédemment décrite, résistante à la dMM, catalyse 

l'une des premières Btapes de la maturation des glycannes de l'ensemble 

des glycoprotéines cellulaires: elle hydrolyse spécifiquement un résidu 

de mannose li6 en a-1,2 de la structure Man GlcNAc avant le passage de 
9 2 

ces protéines dans l'appareil de Golgi (Fig. 7). L'enzyme sensible h la 

dMM serait par contre responsable, uniquement pour les protéines du 



Man (al-6) 

Man(a1-2)Man(al-3) / C  \ Man(B1-4)GlcNAc2Asn 
1 - Man 

Man (al-2 )Man (al-2 )Man(al-3 )' 

Big. 7: Schéma de la réaction catalysée par l'a-D-mannosidase du 

reticulum endoplasmique rugueux. 



reticulum, de la formation de glycannes possédant 7 ou 6 résidus de 

mannose. 

RTZZOLû et K û m  (1988) ont décrit une mannosidase sensible à la 

dMM et capable d'hydrolyser un résidu de mannose des composés 

GlcMan GlcNAc et Man GlcNAc 
9 2 9 2 ' 

Ces auteurs proposent que des 

mannosidases possédant des spécificités différentes soient réparties 

dans différents "compartiments interconnectés'' du reticulum. 

Enfin des a-1,2-mannosidases ont été purifiées de microsornes de foie 

de Boeuf (SCHWEDEE et a l . ,  1986) et de Lapin (FORSEE et a l . ,  1989). 

2+ 
Elles sont toutes deux activées par les ions Ca et possèdent un pH 

optimal de 6,O. L'enzyme du foie de Lapin est retenu par chromatographie 

sur Con A-Sepharose. L'enzyme de Boeuf est inhibé par la dMM (K = 7pM) 1 

et hydrolyse trois résidus de mannose du composé Man GlcNAc et un seul 9 2 

des composés Glc Man GlcNAc ou GlcMan GlcNAc 
3 9 2 9 2 ' 

B) LES a-MANNOSIDASES DE L'APPAREIL DE GOLGI. 

L'appareil de Golgi contient plusieurs activités a-mannoaidasiques 

différentes: trois iso-glycosidases séparables par chromatographie sur 

colonne de phosphate de cellulose, les formes IA, IB et II (TULSI2MI et 

a l . ,  1982b), une endomannosidase (LUBAS et SPIRO, 1987) et une a-1,3- et 

a-l,6-mannosidase (MOMIS et a l . ,  1987). 

l0 Les mannosidases IA et IB. 

Propriétés physico-chimiques et structurales. 

Elles présentent un maximum d'activité à pH 6,O et diffsrent 

principalement par leur comportement chromatographique sur colonne de 



phosphate de cellulose et par leur thermosensibilité, la forme IB étant 

thermolabile (TULSIAHI et al., 1982b). L'étude immunologique de ces deux 

iso-enzymes suggère qu'ils proviennent d'un précurseur commun et/ou 

contiennent des sous-unités identiques (TULSIAMI et TOUSTER, 1988). 

Elles sont spécifiquement inhibées par la àMM (inhibition non 

compétitive) (BISCHOFF et 1984) et sont concentrées dans les 

citernes cis de l'appareil de Golgi (DUBPHY et ai., 1981). 

La mannosidase IA du foie de Rat possède une masse moléculaire de 

230 kDa et serait un tétramère constitué de sous-unités identiques de 57 

kDa (TULSIAWI et TûUSTER, 1988). 

b) Spécificité. 

Elles ne possèdent aucune affinité pour un substrat synthétique 

comme le paranitrophényl-a-D-mannoside et hydrolysent uniquement les 

liaisons a-1,2 des résidus de mannose rencontrées dans les glycannes de 

type oligomannosidique (TULSIAWI et al., 1982b). Elles produisent, par 

deux voies différentes, le même composé Man GlcNAc (Fig. 8, d'après 
5 2 

TABAS et KORTQFELD, 1979; TULSIAWI et TOUSTER, 1988). Certains facteurs, 

et notamment la conformation de la protéine, pourraient moduler leur 

intervention au cours de la maturation des glycannes des N-glycosyl- 

protéines, comme cela a été suggéré par CXAPMAM et KûR1QBELD (1979). 

2O La mannosidase II - GlcNAc dépendante. 

a) Propriétés physico-chimiques et structurales. 

Elle est la première activité mise en évidence dans l'appareil de 

Golgi de foie de Rat (DEWALD et TOUSTER, 1973). Il s'agit d'une 



Fig. 8: Séquences d'hydrolyse des résidus de mannose réalisées par les 

a-D-mannoeidases de l'appareil de Golgi IA (voie A, d'après 

TULSIAiVI et TOUSTER, 1988) et IB (voie B, d'après TABA8 et 

KORNYELD, 1979) 



glycoprotéine membranaire possédant une masse moléculaire de 124 kDa 

(Mû- et TûüSTER, 1986) et un pH optimum de 5,s (TüLSI2WI et  al. , 
1977). 

2 + 2+ 
Elle est activée par les ions Co et Zn (TULSIANI e t  al., 1982b) 

et inhibée par la swainsonine (TüLSIAüI et al., 1982a; TULSUSWI et 

TûüSTER, 1983) . 
Une étude immunocytochimique révèle qu ' elle est répartie dans les 

différents éléments de l'appareil de Golgi (NûVIKOFF e t  ai., 1983). 

b) Spécificité. 

Cet enzyme possède une spécificité limitée au substrat 

GlcNAcMan GlcNAc2(TULSIANI e t  al., 1982b). Elle hydrolyse spécifiquement 
5 

les deux résidus externes liés en a-1,3 et a-1,6 (Fig. 9). HARPAZ et 

SCEiACHTER (1980) et SEIAO e t  al. (1989) ont d f  ailleurs démontré que la 

première étape consistait en l'hydrolyse du résidu lié en a-1,6. 

3 O  L'endomannosidase. 

Elle a été mise évidence dans le foie de Rat par LUBAS et SPIRO 

(1987). Son pH optimum est de 7,O. 

Cette a-1,2-mannosidase convertit les substrats de type 

(Glc) Man GlcNAc en un unique composé Man GlcNAc (Fig. 10) (LüBA8 et 
n 9 2 8 2 

SPIRO, 1988) et décrit ainsi une voie alternative de celle réalisée par 

les glucosidases 1 et II. 

4 O  L'a-1,3- et a-1,6-mannosidase - GlcNAc indépendante. 

Décrit dans un premier temps dans des cellules déficientes en 



Man (al-6 ) 
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2 Man 

'I 
Man (al-6) 

\ 
Man(B1-4)GlcNAc Asn 

2 

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

Big. 9: Schéma de la réaction catalysée par la mannosidase II de 

l'appareil de Golgi au cours de la maturation des glycannes des 

N-glycosylprotéines. 
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Man(a1-2)Man(al-3) / \  1 Man(B1-4)GlcNAc2Asn 

Big. 10: Schéma de la réaction catalysée par l'endo-a-D-mannosidase de 

l'appareil de Golgi (d'après LUBAü et SPIRO, 1988). 



activité N-acétylglucosaminyltransférase 1 (MONIS et al., 1987), cet 

enzyme a été purifié ensuite à partir de microsomes de foie de Rat 

(BOMAY et iiüCHES, 1989). Cette mannosidase a été localisée dans les 

citernes cis de l'appareil de Golgi. Elle est constituée de deux 

2 + 
sous-unités de 105 kûa et est inhibée par 1'EDTA et les ions Zn . 

Cet enzyme convertit le composé Man GlcNAc en un unique produit 
5 2 

Man GlcNAc par hydrolyse des résidus de mannose 6 et respectivement 
3 2 

liés en a-1,3 et a-1,6. Le r6le de cette mannosidase demeure toutefois 

inconnu. 

5 O  Intervention dans les phgnomènes de maturation des glycannes des 

N-glycosylprotéines. 

Les protéines sont glycosylées dans le lumen du reticulum 

endoplasmique par transfert sur un résidu asparagine de la chaîne 

peptidique naissante de l'oligosaccharide précurseur Glc Man GlcNAc2 3 9 

préalablement assemblé sur un intermédiaire polyprénolique (Fig. 11). La 

synthèse de ce mégaloglycanne-diphosphodolichol s'effectue en deux 

temps : 

- Sur la face cytoplasmique du reticulum endoplasmique rugueux, 

élaboration du composé Man GlcNAc -P-P-Dol; 
5 2 

- Dans le lumen du reticulum, addition d'autres résidus de mannose et 
de résidus de glucose et formation du composé Glc Man GlcNAc -P-P-Dol. 

3 9 2 

La maturation des glycannes s'effectue dans le reticulum et 

l'appareil de Golgi. Dans le reticulum, les glucosidases 1, puis II vont 

éliminer les trois résidus de glucose. La dernière étape 

CO-traductionnelle voit intervenir une a-1,2-mannosidase, 

vraisemblablement résistante à la LIMM, et consiste en l'hydrolyse du 



Big. 11: Le cycle des Dolichols. 

Dol, Dolichol; GlcNAc, N-acétylglucosamine; Man, mannose; Glc, 

glucose. 



résidu de mannose D . La protéine est ensuite transférée dans les 
-2 

citernes cis de l'appareil de Golgi où la mannosidase 1 hydrolyse les 

derniers résidus de mannose liés en a-1,2 (Fig. 12, voie 1). 

Si la protéine gagne l'appareil de Golgi juste après transfert de 

l'oligosaccharide précurseur, une voie alternative permet d'aboutir à un 

glycanne identique après action d'une endomannosidase et de la 

mannosidase 1 (Fig. 12, voie II). 

La mannosidase II n'intervient qu'après transfert d'un résidu de 

N-acétylglucosamine par l'intermédiaire de la N-acétylglucosaminyl- 

tranférase 1. Les glycannes de type N-acétyllactosaminique sont ensuite 

élaborés par addition d'autres résidus monosaccharidiques. Si cette 

mannosidase II n'intervient pas, le glycanne sera de type hybride. 

C) LES a-D-MANNOSIDASES DU LYSOSOME. 

l0 Propriétés physico-chimiques. 

Deux formes A et B peuvent être séparées par chromatographie sur 

colonne de DEAE-cellulose a partir de différents tissus humains et 

bovins, notamment le foie et le rein ( C m  et al., 1972; PHILLIPS et 

al., 1974b). Ces deux iso-enzymes possèdent un pH optimum identique 

2+ 
variant entre 4,O et 4,5, sont activés par les ions Zn , inhibés par 

2+ 
les ions Co , 1'EDTA et la swainsonine et sont relativement 

thermostables (PHIUIPS e t  al., 1974a et b; DORLING e t  al., 1980). 

Chez l'homme, les deux formes sont déficientes en cas de mannosidose 

(CAROU et al., 1972) et sont donc génétiquement liées: la mutation 

affecterait le gène de l'enzyme porté par le chromosome 19 (CEIAMPIOIQ et 

SHOWIS, 1977). Une activité résiduelle, représentant jusque 10% de 

l'activité normale, peut toutefois être détectée dans les fibroblastes 



RER 

Fig. 12: Représentation schématique des différentes étapes de la 
maturation des glycannes des N-glycosylprotéines. 

1, oligosaccharyltransférase; 2, a-glucosidase 1; 3, a-glucosidase II; 
4, a-mannosidase du reticulum; 5, a-mannosidase 1; 6, endo-a- 
mannosidase; 7, a-mannosidase 1; 8, N-acétylglucosaminyltransférase 1; 
9, a-mannosidase II; 10, fucosyltransférase et N-acétylglucosaminyl- 
transférase II; 11, galactosyltransférase; 12, sialyltransférase. 
i, N-acétylglucosamine; O ,  mannose; A ,  glucose; A ,  fucose; ,galactose; 
+, acide sialique. 



et certains tissus de patients atteints de mannosidose (HüLTBERG et 

MAIS-, 1975; BEAüDET et IICHOLS, 1976; ME- et BüDDECKE, 1977). 

2+ 2+ 
L'enzyme est activé par les ions Zn et Co . 

Ces deux iso-glycosidases diffèrent par leur point iso-électrique et 

leur masse moléculaire, mais sont identiques sur le plan immunochimique 

(GRAWWSKI e t  al., 1980; CHENG e t  al., 1986). 

La forme A du foie humain serait constituée de deux sous-unités de 

masses moléculaires 62 et 26 kDa reliées entre elles par des ponts 

disulfure, tandis que la forme B comporterait trois sous-unités de 62, 

58 et 26 kDa (CHENG e t  al., 1982; 1986). 

Spécificité. 

Les deux isoenzymes de foie humain et bovin ne semblent pas posséder 

de spécificité enzymatique liée à la nature de la liaison: elles sont, 

en effet, capables de libérer les résidus de mannose liés en a-1,2, 

a-1,3 et a-1,6 à partir de différents oligosaccharides isolés d'urine de 

patients atteints de mannosidose (HULTBERG e t  al., 1975). L'enzyme du 

foie de Rat est plus actif sur des oligosaccharides et glycopeptides que 

sur des glycoprotéines natives (OPEIEIM et TOUSTER, 1978). 

En 1987, TüLSIAWI et TOUSTER ont montré que l'enzyme de rein humain 

possgdait une plus grande activité envers les oligosaccharides 

linéaires. DEGASPERI e t  al. (1989a) ont obtenu des résultats similaires 

avec des enzymes isolés de tissus bovins et félins. 

3O La mannosidose. 

C'est en 1967 que OCKERMAW décrivit à propos d'une observation une 

nouvelle maladie de surcharge lysosomique. Cette dernière résulte d'une 



déficience en a-D-mannosidase lysosomique (CAROLL et al., 1972), d'où la 

désignation de vmannosidosew qui lui est attribuée. Le déficit se 

caractérise chez le malade par une accumulation de composés riches en 

mannose au niveau du foie et du cerveau (WKERWUJ, 1969), ainsi que par 

une excrétion urinaire accrue de ces composés (NORDEN et al., 1973). 

Des mannosidoses ont également ét6 décrites chez le Rat (BURDITT et 

al., 1980) et le Boeuf. Chez ce dernier, on distingue la mannosidose 

génétiquement induite (JOLLY, 1971) de la mannosidose acquise par 

consommation de plantes comme l'Astragale (Swainsona canescens) (DORLI100 

et al. , 1978; JAMES et al., 1981) qui renferme un alcaloïde, la 

swainsonine ou 1,2,8-indolizidinetriol, reconnu comme inhibiteur 

puissant des mannosidases lysosomiques. 

4 O  Etude chimique du matériel accumulé en cas de mannosidose. 

Dix sept oligosaccharides ont été isolés d'urines de patients 

atteints de mannosidose (NORDEN et al., 1973 et 1974; STRECXER et al., 

1976; YAMASHITA et al., 1980; ElATSUZfRA et al., 1981). Ces 

oligosaccharides ne possedent qu'un résidu de N-acétylglucosamine en 

position terminale réductrice et de 2 à 9 résidus de mannose (Tableau 

II). 

Un certain nombre d'observations relatives à la spécificité des 

mannosidases lysosomiques peuvent être déduites de l'étude des 

structures accumulées lors de la mannosidose. Ainsi, chez 1 'Homme, 

l'oligosaccharide majeur devrait être le tétrasaccharide B 
2 

correspondant au noyau inv des glycannes des N-glycosylprotéines. En 

fait, cet oligosaccharide est pratiquement inexistant et plus des 2/3 en 

poids des oligosaccharides excrétés sont représentés par le 

trisaccharide A et des structures en derivant. Ceci peut s'expliquer de 



Tableau II: Structure des dif férents  oligosaccharides excrétés dans 
l ' u r i n e  de pa t ien ts  a t t e i n t s  de mannosidose (d 'après 
WATSWRA e t  al., 1981). 

Saccharide Structure Sacchir ide Structura 

Trisaccharide 

A Man al-3Man 81-4 GlcNAc 

Té t r a  sacciurida 

* 1 Man a 1-%n a 1-3Man 6 1-4 GlcNAc 

Man a 1-6 

B2 ). n 6 1-4 GlcNAc 

Man a 1-3 

Pentasaccharide 

1 man al-2Manal-2Mana 1-3Man 6 1-4 GlcNAc 

Mana 1-3Mana 1-6 

>. n 6 1-4 GlcNAc 

Mana 1-3 

Hexasaccharide 

Mana 1-6 
\ 

Mana 1-3 'Man6 1-4 G ~ C N A C  
,/ 
1 

Man a 1-3 

Mana 1-3Mana 1-6 

n 0 1-4 GlcNAc 

1 
Mana 1-2Mana 1-3 

Octasaccharide 

Man (ri-%cal-6 
\ 

1" 
Man a l - 3  )Man 8 1-4 GlcNAc 

Man a 1-%n a 1-3' 

Man a 1-6 

>. n a 1-6 

F2 Han a 1-%n a 1-3 ) a n  6 1-4 GlcNAc 

Man a 1-%n a 1-3 

F3 

Noaasaccharide 

Heptasaccharide 

Mana 1-2Mana 1-6 

1 
\ 

Mana 1-3 
Tria 1-6 

'Man@ 1-4 GlcNAc G 2  
1 

Mana 1-3 

Mana 1-6 
\ 

Mana 1-2Mana 1-3 
\ 
1 
Man6 1-4 GlcNAc G3 

Hana 1-3' 

Décasaccharide 

/Mana 1-6 
Mana 1-3 

\ 

Mana 1-2Man al-3 

lbn8 G1cNAc 

Eh, a 1-6\ 

Pa '-Ln f3 1-4 GlcNAc Man a 1-3 
/ 

Mana 1-%na 1-%na 1-< 

Mana 1-6 
\ 
ibn a 1-6 

Mana 1-2Mana 1-3 'Man 6 1-4 GlcNAc 
/ 
/ 

Mana 1-2Mana 1-%na 1-3 

Mana 1-2Mana 1-$ 

'Mana 1 1-6, 

Mana 1-3 ,Man6 1-4 GlcNAc 

Mana 1-2Mana 1-%na 1-3 
/ 

Mana 1-2Mana 1-6 

\ 
lhna 1-6 

ma 1-2Mana 1-3 
\ 

Mana 1-2Mana 1-2Mana 1-3 



deux manières: par l'action d'une endomannosidase spécifique de la 

liaison a-1,6 des résidus de mannose ou par 1 'existence d'une activité 

a-1,6-mannosidasique résiduelle en cas de mannosidose. 

Des études portant sur la mannosidose induite apportent de plus 

amples informations sur la spécificité des mannosidases. La swainsonine 

étant aussi un inhibiteur de la mannosidase II de l'appareil de Golgi, 

son effet in vivo se manifeste par un arrêt de la maturation des chaînes 

glycanniques des N-glycosylprotéines. L'oligosaccharide majeur accumulé 

devient alors un composé comportant cinq résidus de mannose (Tableau 

III). De même, une culture de fibroblastes de patients atteints de 

mannosidose réalisée en présence de swainsonine provoque une diminution 

de l'accumulation de l'oligosaccharide Man GlcNAc et une augmentation de 2 

l'oligosaccharide Man GlcNAc. Cette observation serait donc une preuve 
3 

supplémentaire de l'existence d'une a-l,6-mannosidase non affectée en 

cas de mannosidose, celle-ci étant toutefois inhibée par la swainsonine. 

D) LA MANNOSIDASE DU CYTOSOL. 

l0 Propriétés physico-chimiques. 

Les activités a-D-mannosidasiques lysosomiques et cytosoliques 

peuvent être srSparées par chromatographie sur colonne de DEAE cellulose 

(CAROU et al., 1972) ou de Con A-Sepharose (PHILLIPS et al., 1976). 

Les mannosidases cytosoliques présentent généralement un pH optimum 

neutre variant entre 6,O et 7,O. SNAITH (1977) met en évidence dans 

différents tissus du Rat trois iso-enzymes neutres différant par leur pH 

optimal et leur dépendance vis-à-vis de certains effecteurs. 

Les enzymes du foie humain et de Rat sont inhibés par lfEDTA, 

2 + 
stabilisés et activés par les ions Co (PHILLIPS et al., 1974a; SHOüP 



Tableau III: Oligosaccharides excrétés dans les urines du Rat et de la 

Chèvre et accumulés dans les fibroblastes humains en cas de 

mannosidose induite (d'après ABRAISAM et a l . ,  1983; DORLIlOO 

et a l . ,  1983; GQUSSAULT e t  a l . ,  1986). 

Oligosaccharides 

majeurs 

- 

Oligosaccharides 

mineurs 

Rat 

Chèvre 

Man GlcNAc 
5 

Man GlcNAc 
2-5 2 

fibroblastes Man GlcNAc 
2 

humains Man GlcNAc 
3 

Man5GlcNAc 

Man GlcNAc 
4 

Man GlcNAc 
3 

Man GlcNAc 
3-5 

Man GlcNAc 
6-9 



et TûüSTER, 1976). MA- et BALASUBRAEQWIAW (1984) ont d'ailleurs 

purifié la forme neutre du cerveau de singe par chromatographie sur 

2+ 
colonne de Co immobilisé. 

2 O  Spécificité. 

L'enzyme du foie de Rat possède un Km vis-à-vis du paranitrophényl- 

a-D-mannoside beaucoup plus faible que ceux observés pour les formes du 

lysosome et de l'appareil de Golgi (SHûüP et TOIJSTER, 1976). Les 

liaisons a-1,2, a-1,3 et a-1,6 des résidus de mannose sont hydrolysées 

par les enzymes du foie humain, bovin et de Rat (HüLTBERG et aï., 1975; 

OPHEIM 8t TûüSTER, 1978). 

TULSIAlqI et TOUSTER (1987) et DEGASPERI et al. (1989a) ont montré 

que les mannosidases cytosoliques possèdent une activité privilégiée 

vis-à-vis des composés de type oligomannosidique ramifiés. Ces auteurs 

suggèrent que le catabolisme des glycannes des N-glycosylprotéines de 

type oligomannosidique débute dans le cytosol et que les produits 

linéaires formés sont ensuite transférés dans le lysosome pour la 

poursuite de la dégradation. 

Enfin, les mannosidases cytosoliques pourraient aussi être engagées 

dans la degradation de certains intermédiaires polyprénoliques (f3WUV et 

al., 1989). 



TRAVAUX PERSONNELS 
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ETUDE DES a- OSI ID AS ES LYSOSOMIQUES 

Les travaux entrepris au Laboratoire depuis de nombreuses années ont 

permis d'élucider le catabolisme lysosomique des glycannes de type 

N-acétyllactosaminique, et notamment de déterminer les étapes 

initiatrices et limitantes de cette dégradation (BAUSSANT e t  a l . ,  1986; 

BRAI)sART e t  a l . ,  1987; STRECKER e t  al., 1988). 

Dans le but de poursuivre ces études, les méthodes physico-chimiques 

comme la résonance magnétique nucléaire ou la spectrométrie de masse ont 

été appliquées à l'étude des séquences de dégradation intralysosomique 

des glycannes de type oligomannosidique. Ces composés sont 

essentiellement rencontrés au niveau des glycoprotéines circulantes et 

dans les membranes des cellules, mais elles constituent aussi des 

intermédiaires de synthèse des glycannes des N-glycosylprotéines. Dans 

. le lysosome, la dégradation de ces composés est réalisée par les 

a-D-mannosidases. 

Si la spécificité des mannosidases du reticulum endoplasmique et de 

l'appareil de Golgi était en partie élucidée, les renseignements 

concernant la spécificité des enzymes lysosomiques restaient assez 

fragmentaires . 



1) ETUDE DE L'HYDROLYSE DE L'OLIOOSACCHARIDE Man-GlctSAc PAR LES 
I 

Deux a-mannosidases acides, les formes A et B I  peuvent être séparées 

par chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose à partir de différents 

tissus de mammifères. Chez l'Homme et les bovins, ces deux isoenzymes 

représentent des formes moléculaires voisines possédant des 

caractéristiques biochimiques et immunologiques similaires, et différant 

essentiellement par leur composition en sous-unités et leur charge 

(CHENG et al., 1982; 1986; GRAEOWSKI et al., 1980). OPHEIM et TOUSTER 

(1978) n'isolent toutefois qu'une forme enzymatique du foie de Rat. 

2 + 
L'activité de ces mannosidases acides est augmentée par les ions Zn 

2+ 
et inhibée en présence d'ions Co (PHILLIPS et al., 1974a et b). 

Ces enzymes sont capables d'hydrolyser les résidus de mannose liés en 

a-1,2, a-1,3 et a-1,6 de différents oligosaccharides de type 

oligomannosidique (HWLTBERG et al., 1975; OPHEIM et TOUSTER, 1978). 

Les quelques études antérieures concernant la spécificité de ces 

enzymes permettaient de supposer que la dégradation de l'oligosaccharide 

Man GlcNAc fournirait de nombreux intermédiaires. 
9 

Dans l'étude que nous avons réalisée, seuls ont été utilisés comme 

. 
substrats des oligosaccharides ne possédant qu'un résidu de 

N-acétylglucosamine en position terminale réductrice puisque BAUSSANT et 

al. (1986) et BWSART et al. (1987) avaient précédemment démontré que 

la dégradation des glycannes des N-glycosylprotéines débutait par 

l'action de deux enzymes agissant au niveau de l'extrémité terminale 

réductrice, l'aspartyl-N-acétyl-B-D-glucosaminidase et l'endo-N-acétyl- 

B-D-glucosaminidase. 

Les résultats de cette étude sont rapportés dans l'article qui suit 

cette brève introduction. 



In vitro hydrolysis of oligomannosyl oligosaccharides 
by the iysosomal a-D-mannosidases 

Jeaii-Claude MICHALSKI. Jean-François 1iAEUW. Jean-Michel LVIERUSZESKI. Jean MON'TKEUIL ;iiid GCrard STKt:C'KER 

Labor;itoirc de Chimie Biologique et Unitc Mixte de Recherche d u  Centre Naiioiiiil de la Reclici-clic Sciciitiliqiic $10 1 1  1. 
Uiiivcrsiié des Sciences et Techniques dc Lille Flaiidrcs-Artois. Fr:iiice 

(Rrceived July 17/November 22, 1989) - EJB 890885 

In vitro incubation of the oligoinannosyl oligosaccharides MangGlcNAc and MnnSGlcNAc with isolated 
disrupted lysosomes yields different oligosaccharide isomers resuiting from inannosidase hydrolysis. These isainers 
were isolated by HPLC and characterized by 'H-NMR spectroscopy. The first steps of the degradation involve 
an  (rl-2)mannosidase activity and lead to the formation of one Man,GlcNAc, one Man,GlcNAc. two 
ManhGicNAc and two Man5GlcNAc isomers. These reactions do not require Zn2' as activator. 

On the other hand, the following steps, which lead to the formation of Man,GlcNAc and ~Man~GlcNAc, are 
Zn2+-dependent. This process is characterized by the preferential action of an (al-3)mannosidase activity, and 
the formation of Man(crl-6)Man(rl-6)Man(/l1-4)GlcNAc and Man(~l-6)Man(/ll-4)GlcNAc. Therefore. the 
digestion ofMangGlcNAc inside the lysosome appears to follow a very spccific patliway, since only nine intermedi- 
ate compounds can be identified instead of the 38 possible isomers. 

Our results are consistent both with the existence of several specific enzymes for 21-2. 21-3 and 31-6 linkages, 
and with the presence of a unique enzyme whose specificity wouid be dependent either on Zn" or on tlie spatial 
conformation of the glycan. Nevertheless. previous work on the structural onalysis of oligosaccharides excreted 
in the urine of ~ a t i e n t s  sufferine from inannosidosis. demonsti-ates the absence of the core TI-6-linked mannosvl 

L 

residue in the major storage product derived from oligomannosyl oligosaccharides. This observation indicates the 
presence of a specific (rl-6)mannosidase form, unaffected in maiiiiosidosis. 

Oligoniannosidic glycans occur in numerous mammalian 
glycoproteins. as well as in the common glycosidic precursors 
involved in glycoprotein biosynthesis (for reviews see [l, 1 a]). 
In these glycans. mannose residues are linked via three differ- 
ent types of linkage Le. al-2. r l -3  and rl-6.  Multiple forms 
of r-u-inannosidases capable of hydrolysing these different 
types of glycosidic bonds have been shown to be widely distrib- 
uted in inammalian cells [2]. Seven distinct forms of r-D- 
in:innosidase with different pH optima arid subcellular lo- 
cations have been characterized. Neutral r-D-mannosidases 
lire involved in processing reactions occuring during biosyn- 
thesis assembly of asparagine-linked oligosaccharides [3]; they 
include the endoplasmic reticular enzyme [4], Golgi 
inaiinosidases IA, IR and II [S,  61 and the cis-Golgi a l -3 -  and 
r I -6-specific mannosidases [7]. The second class of enzymes is 
responsible for the catabolism of the oligomannosidic glycans 
and includes the cytosolic and acidic lysosoinal mannosidases 
[8. 91. While the Substrate specificity of the enzymes involved 
in iiiaturation of N-glycosidically linked glycans has been well 
docuincnted, little information remains available concerning 
tlie specitïcity of the lysosomal enzyme towards natural sub- 
strates [ I O .  I l ] .  Using oligosaccharides ManQGicNAc and 

( ' o r t ~ < ~ . v / ~ o ~ ~ c / ~ ~ ~ ~ c ~ ~  10 J .  C. Michalski. Laboratoire de Chimie Bi«- 
logiqiic. U .  M .  rio. 1 I I CNRS, Université des Sciences et Techniques 
de Lille Flaiidrcs-Artois, F-59655 Villeneuve d'Ascq Cedex. France 

. - Ihhr<~~~i~rrioti .s.  Mali, 2-u-maniiopyr;inosc; GlcNAc, 2-droxy-2- 
;icctaniido-n-glucopyranose; Maii,,CilcNAc. Maii(zI-2)Man(zl-3)- 
(M:iii(zI -2)Man(zl-6)IMunixl -h)[Muiiirl -Z)]Maii(rl-2)Maii(zI-3)- 
~,1.1;1ii(/~!-J)GlcNAç: Mon5GlcNAc. Man(?!-3) [M:iiiizI-h)]Man(rI- 
(>)[Maii(zl-3)]Maii(/ll-J)ClcNAc. 

GI~~.III<, .S.  r-11-iii:itiiiosidase (EC 3.2.1.24): ;icid pliosp1i:itasc. (IiC' 
3.1 .3 .1 ) :  .\'-kicetyl-/{-I>-hrxosaminid:ise (EC 3.2.1.30): gluco~e-h-phos- 
pli:tiasc (EC 3.1.3.9); sialyliranslèruse (EC 2.4.99.1 ). 

MaiiSGlcNAc as substrates. in this study we report the kinetics 
and sequence of hydi-olysis of the different mannose residues 
by the lysosornal r-u-inannosidases. This study has been 
performed by HPLC separation aiid ' H-NMR structural de- 
terininatioii of oligosacchiiridés released after different hy- 
drolysis times. 

MATERIALS AND METHODS 

Bio-Gel P2 (200-400 mesli). Dowex 50 x 2 (200 -400 
mesh: H +  form) and Dowex 1 x 2 (200-400 inesh: 
CH,COO- form) were from Bio-Rad Laboratories (Touzard 
et Matignon, Vitry-sur-Seine, France). 1-deoxynianno- 
jiriinycin and swainsoiiine were purchased Sroin Boehringer 
(Mannheim, FRG.). All other chemicals were of the highest 
purity commercially av:iilable. 

The oligosiiccliaride Maii,GlcNAc was isolated froin urine 
sampies taken Srom a patient with iii~tiinosidosis as previously 
dcscribcd [ I l ] .  M~in,GlcNAc,Asn wns prepiired by pronase 
digestion of Iicn ovnibuinin l'ollowed by ion-cscliiiiige 
c1irom:itogr:iphy accordiiig to [13]. M:iii2GlcNAc was 
obtained by hydrolysis of Man,GlcNAc2Asii with the 
iiiiinobilized endo-IV-acetyl-1,'-u-glucosiiminidase from ;I 

Basidiomycete [14]. 

Lysosoiiial pi-eparntion was cari-ied oui hy ;i iiiuciilic:itiori 
of the procedure describcd by Jonas [15]. Wistar li-iii:iic rats 
(700- 300 g) were starved ovcrniglit and behe:ided. Ali sub- 



scqiiciit stcps wcrc cari-icd otii at 4 C. Livers wcrc quickly 
removetl, tr~iiisfcrred to icc-cold buffer (0.25 IV sucrosc, 
20 inM Hepes adjusted to pH 7.4) and homogenised in the 
same sucrose solution by three strokes of :i inotor-driven loose- 
fitting Potter-Elvehjeni Iiomogeniser at low speed (750 rpm). 
The liver Iiomogenate was adjusted to 4 ml bufferlg liver. An 
enriched lysosomtil pellet was obtained, according to De Duve 
et al. [16], by centrifugation of the post-nuclear fraction at 
10000 rpm for 15 min (Beckman SW 27-1 rotor). This pellet 
was suspended in 5.5 in1 sucrose solution, and mixed with 
4.5 ml Percoll, 0.25 M sucrose, 20 mM Hepes, pH 7.4. This 
mixture was centrifuged for 90 min at 6000 rpm (Beckman 
SW 40Ti rotor). The dense lysosomal band near the bottom 
of the gradient was diluted 10-fold in sucrose buffer and 
collected by centrifugation to remove Percoll. The resulting 
pellet was resuspended in 1 ml 200 mM acetate buffer pH 5.0 
containing 0.5% Triton X-100. homogenised by 20 strokes of 
a Dounce homogeniser and gently stirred for 2 h at 4 C. 

Protein was estimated by the method of Lowry et al. [17] 
with bovine serum albumin as standard. 

Acid phosphatase and N-acetyl-fi-D-hexosaminidase were 
selected as marker enzymes for lysosomes. Glucose-6-phos- 
phatase and sialyltransferase were taken as marker enzymes 
respectively for the endoplasmic reticulum and Golgi appa- 
ratus. Lysosomal marker enzymes were assayed according to 
Barrett [la] with p-nitrophenylphosphate and p-nitrophenyl- 
P-D-N-acetylglucosaminoside as substrates. Glucose-6-phos- 
phatase was assayed according to Beaufay et al. [19] but modi- 
fied by the addition of 12 mM sodium tartrate to inhibit non- 
specific acid phosphatase activity [20], and sialyltraiisferasc 
according to Bauvois et al. [21]. Lysosomal a-D-mannosidase 
activity was routinely assayed using p-nitrophenyl-sc-o- 
inannopyranoside as a substrate according to Barrett [la]. 
Wlien oligosaccharides Man9GlcNAc and MansGlcNAc 
were used as substrates, the incubation mixture was as follows: 
5 ing substrate dissolved in 100 pl 200 mM acetate buffer pH 
5.0. 200 pl lysosomal homogenate (2 mg protein). Incubation 
was carried out at  3 7 C .  In experiments using Man5GlcNAc 
as a substrate Zn(CH3COOH)2 was added to a final concen- 
tration of 2.5 mM. For kinetic studies. 200-pl aliquots of 
Iysosomal extract were added cvery 4 h. 

1 inl lysosomal extract was incubated at 37 C and pH 
5.0 before ;issay at the same pH for r-mannosidase activity 
according to Barrett (181 with p-nitrophenyl-r-o-manno- 
py ranoside. 

Enzyme incubations were stopped by adding 1 vol. abso- 
lute eth:iriol. After centrifugation. the supernatant wzis des- 
iilted on coupled columns (1 5 inl) of Dowex 50 x 2 (200 -400 
rncsli. H + form) and Dowex 1 x 2 (200-400 mesh, 
CH,COO- form). Carhohydrate-containing material wzis 
ftirtlier ptii-ilied by gel chrornatography on a Bio-Gel P2 
(200- JO0 niesli) colttriin ( 1  x 50 cm), eluted with water. 

wzis performed on pi-imary iiniinc boiided silica, 5 pin 
Supelcosyl LC-NH2 column (0.4 x 25 cm, Supelco Lnc. 
Bellefoiite, Pennsylvania). 1 mg oligosaccharide dissolved in 
50 pl water was injected on the column. The column was 
equilibrated with the initial soivent (ncetonitrile/water,ater 70: 30). 
After the injection, isocratic conditions (acetonitrile/water, 
70: 30) were inaintained for 15 min. followed by a linear gradi- 
ent to acetonitri1e:water (50:50) for 60 min. The flow-rate 
was 1 rnllmin. The oligosaccharides were detected at  206 nm. 
Samples of purified MangGlcNAc (1 mg) were incubated at 
37 C with the crude lysosomal homogenate for various incu- 
bation times and at differcnt pH values. The products of 
hydrolysis were analyzed by HPLC, which allows the sepa- 
ration of the different oligomannosidic oligosaccharides ac- 
cording to the number of mannose residues. The different 
isomers were identified by comparison of their migration times 
with standard oligosaccharides purified from the urine of 
patients with mannosidosis. Integration of each peak area 
allowed the measurement of the rate of formation and disap- 
pearance of each isomer, after different incubation times or at 
different pH values. 

'H-NMR analysis of oligosaccharides in ' H 2 0  (99.45%. 
Cot~inii.s.scrricr Ù I'Energie Atonzique. Saclay, France) was car- 
ried out on a Bruker AiM-400 WB spectrometer operating in 
the Fourier-transform mode at a probe temperature of 300 K. 
Chemical shifts S are given relative to sodium 2,2-dimethyl-2- 
silapentnne sulphonate (indirectly to acetone in 'H20,  6 = 
2.225 ppm). 'NMR spectra were interpreted by comparison 
with NMR data from the literature [22] with an accuracy of 
0.002 ppm. For 'H-NMR studies, 5 mg Man9GlcNAc or 
5 mg Man,GlcNAc were digested with the lysosomal 
homogenate for 48 h and after stopping the reaction, the 
different isomers were further purified by HPLC as previously 
men tioned. 

RESULTS 

S~</~ccl lu/r ir~ fi~rctiotlcltioir of' rut lii.cr 

Rat liver was fractionated according to Jonas [15] using 
Percoll density centrifugation gradients to obtain a lysosomal 
fraction free of endoplasmic reticulum and Golgi membranes. 
This objective was very important since these two subcellular 
compartments are known to contain a-mannosidase activities. 
As sliown in Table 1. the lysosomal fraction contained 5% acid 
phosphatese and 5.5% N-acetyl-fi-D-hexoaminidase activities 
with, respectively, eightfold and tenfold enrichments over the 
initial homogenate. These two enzymes are markers for the 
lysosoines. In coiitrast, the Golgi marker, sialyltransferase, 
was iiot detectable in the lysosomal fraction, and the endoplas- 
rnic reticuluin ni~irker, glucose-6-phospliatase, was only 1.2°/0 
of the initial iictivity. 

To ensure thc absence of contamination activities by pro- 
cessing inannosidases under the experimental procedure used 
in tliis study. hydrolysis of MangGlcNAc and Man,GlcNAc 
was pcrforrncd as in Materials and Mcthods. in the presence 
of specific iniiiinosid:isc iiiliibitors such as l-deoxymnnno- 
jirimycin (100 )LM) ~iiid swaiiisoninc (20 pM). 111 vilro effects 
of these two inhibitors on rat liver iiiannosidases are well 
c1inr;icterizcd. 1-Deoxymaniiojiriinyciii. which specifically in- 
liibits Golgi inannosidase 1 [23]. lias no cffcct on the hydrolysis 



ol'the substrates. In tlic saine conditions swainsonine, a plant It~tr<~rii?nr~on O/ nrnruio.sidu.vc (rcriilif~+ al 37 C' 
:tlkaloici which is a potent inhibitor of Golgi r-mannosldase Fig. 1 shows the effect on enzyme activity of incubation 
I I  [24] and lysosomal u-mannosidase [25] ,  completely for various periods of time at 37' C and pH 5.0. After 6 h, the 
abolished the hydrolysis of both substrates. activity had fallen to 60% of the control, and longer periods 

These results favour the sole involvement of lysosomal of incubation (up to 8 h) caused a 70-80% loss of activity. 
mannosidase in the degradative pathway under study. Moreover, addition of Zn2+  could not restore the activity. 

For kinetic studies, the incubation mixtures were supplied 
every 4 h with additional aliquots of lysosomal extract. 

Period of incubation (h i  

Fig. 1 .  Effect of incubation at 37'-C and pH 5.0 on the a-mannosidase 
activity in the lysosornal fraction. Results are expressed as a percent- 
Lige of the activity in the unincubated lysosornal fraction 

Fig. 2A shows the HPLC separation of the different 
oligomannosidic oligosaccharides resulting from a 48 h hy- 
drolysis of Man,GlcNAc with the lysosomalextract. Hydroly- 
sis of Man,GlcNAc was shown to be optimal at  pH 5.0. 
Fig. 3A shows that Man,GlcNAc is rapidly converted to 
Man8GicNAc, while Man7GlcNAc and Man6GlcNAc ap- 
pear more slowly. The hydrolysis curves indicate that approxi- 
mately 55% Man8GlcNAc, 31% Man7GlcNAc, 10% 
ManhGicNAc and 1 % MansGlcNAc were produced after 
48 h. No traces of Man,GlcNAc or lower isomers were formed 
even after prolonged incubation. It should be noted that hy- 
drolysis of ManyGIcNAc to Man5GlcNAc does not require 
Zn". Since Man,GlcNAc was not further processed under 
the incubation conditions used for Man,GlcNAc, optimal 
parameters for Man5GlcNAc hydrolysis were determined by 
supplying the buffer with ions. It appeared that degradation 
of Man,GlcNAc required Zn2+ ions and was optimal at pH 

Table 1 .  E r ~ ~ ~ t i t u ~ i c  churuc~eri-ution ef the lysosomal fracrion 
Activity in the homogenate was taken as 100%. Yield is expressed as a percentage of the total activity of the hornogenate recovered in the 
lysosomal enriched fraction. Purification is given by the relative specific activity; specific activity in the lysosomal enriched fraction!specific 
activity in the starting honiogenate. n.d.. not detectable 

Fraction Acid phosphatase 

purification yield 

N-acetyi-B-D- 
hexosaminidase 

- 
purification yield 

Glucose-6-phosphatase Sialyltransferase 

-- 

purification yield purification yield 
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Fig. 3. Time course of l~sdroiysis. by rat liver lysosomal hornogenotr, of ( A )  MunuCIc~VAc ri,ifliour Zn2 + .  uiid ( B )  MunSGlcNAc ~c*it l l  ZiiZ +. 

Approxirnately 1 mg of each oligosaccharide was incubated at 37 C with the rat livcr lysosornai extract for various tirne pcriods. 
Oligosacchandes released were separated by HPLC and quantilied by peak integration as describcd under Materials and Methods. (A) Manq 
GlcNAc (W); Man, GlcNAc ( A ) ;  Man, GlcNAc (O); Man6 GlcNAc ( C l ) ;  Man, GlcNAc ( i l ) ;  (B)  Man5 GlcNAc (W); Man4 GlcNAc ( A ) ;  
Man3 GlcNAc (O);  Man2 GlcNAc (O) 

5.0. Figs 2B and 3 B indicate that under these hydrolysis con- Starting from Man,GlcNAc as a substrate, no traces of 
ditions Man5GlcNAc is converted to Man4GlcNAc, Man,GlcNAc isomers were detectable. To examine the next 
Man3GlcNA and Man,GlcNAc. steps, we used Man,GlcNAc (1). substrate obtained by suc- 

cessive digestions of hen ovalbumin with pronase and endo- 
N-acety 1-fi-u-glucosaminidase. ' H-IVMR arialysis 

Each fraction separated by HPLC was further analyzed by 
'H-NMR spectroscocpy. 

1V.MR c~nalysis of oligomaiznosyl oligosaccharide resultingfrorn 
tllr ~.sosontal  digestion of Man9GlcNAc i i ~  absence o f Z n 2  + 

il.lar~nGlcNAc. The compound ManeGlcNAc was found 
to be a unique oligosaccharide, lacking the Man-il, residue 
(for nomenclature, see Fig. 4), instead of the expected mixture 
of the three possible MannGlcNAc isomers. It is clear that the 
'H-NMR spectrum does not contain the C1H resonance of 
Man-il3. In addition. the Man-B ClH signal is shifted upfield 
from 6 = 4.142 ppm in Man9GlcNAc, to 6 = 4.905 ppm. 
Tlie other C l  H resonances are identical to those observed in 
the spectrum of Man9GlcNAc (Table 2). 

lMr~rr,GlcNAc. The second Man residue to be ren~oved is 
another (21-2)-linked mannose unit Man-_,, as demonstrated 
by the examination of the NMR spectrum of Man,GlcNAc 
(Fig. 4C), in which the Man-C CIH resonance is upfield 
shifted at 6 = 5.055 ppm, and the Man-il, C1H signal absent 
from the anomeric proton region. 

,Man,GlcNAc. The conversion of Man,GlcNAc to 
Man,GlcNAc is made in two different ways, since the 
Man,GlcNAc fraction contains two isomers, lacking respec- 
tively the Man-C and the Man-& residues (Fig. 5 B). It 
muy be deduced from the observation of the doubling of C l  H 
signals froni Man-4 and Man-A, that this occurs both iti the 
tenninal position and when these residues are (al-2)-substituted. 
Tlic integration of these signals allows the determination of a 
ratio of 2:3 for Man,GlcNAc (1) relative to Man,GlcNAc 
( I I ) .  

~Morr~GlciVAc. The MansGlcNAc fraction also contained 
i\vo isoiners. in the ratio of 1 : 1, as deduced fkom the NMR 
spcctruiii (Fig. 5C) which shows the doubling of the signnls 
rel:ited to tlic Man-A and Man-$ residues. The isonier 
Man5GlcNAc ( I I )  can only proceed from Man,GlcNAc (II), 
while Man5GlcNAc (1) may possess two origins, as indicatcd 
in Fig. 7. 

N M R  ur~u1y.si.s oof'oligomurrnoq-1 oligo.srrcchaiides 
resulting frotn 1j~so.sonlal ciigestion of Mrin5GlcNAc ( I j  
in the prcscrice oj'Zn2 ' 

The lysosomal digestion of Man,GlcNAc (1), performed 
according to the experimental conditions used for Man,Glc- 
NAc, remained unsuccessful. By examining the influence of 
pH and the action of cations. hydrolysis was finally found to 
be optimal at pH 5.0. and in the presence of 2.5 mM Z n L + .  
Applying these experimental conditions, the Man,GlcNAc (1) 
substrate was found to be hydrolysed in10 Man,GlcNAc, 
Man,GlcNAc and Man,GicNAc (Fig. 2B). 

iMan,GlciVAc. The Man,GlcNAc componeiit originates 
from Man5GlcNAc (1) by removing exclusively the (rl-3)- 
linked Man-4 residue. Indeed. the NMR spectrum (Fig. 6 A )  
does not exliibit the Man-4 C l H  resonance, and shows an 
upfield sliift of the Man-3 C2H resonance. observed at 6 .= 
3.088 ppm(r) and 4.076 ppm(B) (Table 3). The presence of the 
Man-A and Man-B C1H signals at 6 = 5.060 ppm and (i = 
4.91 1 ppm confirms the proposed structure for Man,GlcNAc. 

Man,GIcNAc. The ManJGlcNAc oligosaccharides occur 
as o mixture of two isoiners. as shown by the presence of two 
signals related to the C l  H resonance of GlcNAc (Fig. 6 B). 

The major coinponent Man,GlcNAc (1) possesses [lie 
Man-$ and B residues, wliile the n~inor  one. Man,GlcNAc 
(II) contains the Man41 and Man-A units. Tlie ratio 
Man,GlcNAc (1)'Man3GlcNAc ( I I )  was established to bc 
6:  1, by integration of the GlcNAc Cl  H signals. 

Mrin2GIc,:V.4(.. The ManzClcNAc oligosaccliaridc was 
easiiy identilied as Man(rl-6).Man(/~l-4)GlcNAc. sincc [lie 
only 2-linked mannose residue present in the moleculc is the 
Man-;l' residue (Fig. 6C). 

DISCUSSION AND CONCLUSIONS 

T'lie niiijor goal of the prcscnt study was to irivestig:~tc tlic 
speciticity of lysosomal r-u-maniiosid:ises frorn rat liver towiird 
natuinl substrates. The 'H-NMR :in;ilysis of products rcstili- 
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ing froin enzyiii~itic hydrolysis represents a powerful approach experiments have been realized itz v i t ro.  extrapolation of' our 
whicli iillows the deterniinaiion of the dilTerent clironologicai results to an ai v i i z o  situation can orily be speculative. 
steps iiivolved i r i  the catnbolisrii (of cornplex molecules sucli Oligoinannosidic oligosaccharides are sequentially hydro- 
iis glycans [?O. 271. I t  sliould be inentioiied that. sincc our lysed hy the r-1)-iiiannosidases :iccording to an ordered piiih- 
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way represen'ted in Fig. 7. It appeared that during the first il, was hydrolysed stepwise givingugnin a pure Mun,GlcNAc 
step of hydrolysis oniy one mannose residue (Man-@,) was isomer. Hydrolysis of Man7GlcNAc results in the removnl 
removed. producing a pure Man,GlcNAc oligosaccharide in- either of the cil-2-linked Man-Dz (60%)) or  Man-C (4Onio). 
stead o f t h e  threeexpected isomers. Foliowing Man-D3. Man- leading to two Mnn,GlcNAc isomers, which are  fùrther 
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" Values deiermined by hornoriuclear correlation spectroscopy. 
Values deduced by comparison with Man,GlcNAc and Man7GlcNAc spectra. 
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processed to ManjGlcNAc either by hydrolysis of tlie residual 
rl-2-linked Man-& or by hydrolysis of the 11-6-linked 
Man-B. 

It may be assumed that the order of hydrolysis is either 
dependent on substrate conformation or  on enzyine speci- 
ficity. Nevertheless, it should be noted that catabolisin of 
ManyGlcNAc to MansGlcNAc is catalysed mainly by an (al-  
2)mannosidase activity. As previously mentioned this activity 
does not require any divalent ions and is optiinal at pH 5.0. 
In these experirnental conditions, Man jGlcNAc (1) represents 
a limiting structure which is not processed further either by 
(al-3) o r  (rl-6)mannosidases. We established tha& t'urtlier liy- 
drolysis of Man-GlcNAc (1) was obtained oiily after adding 
Zn2+ to the incubation medium. In these experimental con- 
ditions as shown in Fig. 7. Man5GlcNAc is preferentially 
hydrolysed by the (al-3)mannosidase leading to the formation 
of the linear tetrasaccharide Man(r1-6)Man(al-6)Man(/li- 
4)GlcNAc, which is further hydrolysed by an (rl-6)- 
mannosidase to produce the trisaccharide Man(a1-6)Man(Pl- 
4)GlcNAc. and the disaccharide Man(P1-4)GlcNAc. 

This study does not lead to detinite conclusions about ihe 
occurrence of different r-»-mannosidase isoenzymes in rat 
liver lysosomes, specific for each type of plycosidic liiikn~e. 
Nevertheless, it appears clear that Iiydrolysis of r 1-3 aiid cr 1 - 
6 linkages is Znzf  dependent. As suggested by Tulsiani et al. 
[?8] Zn2+  rnay be involved in the relative st:ibility of one 
isoenzyme form. 

Moreover, it should be noted tliat the hydrolysis product 
reprcsented by the trisaccharide Mnn(r 1-6)Man(/ll- 

4)GlcNAc is different from the trisaccharide Man(a1- 
3)Man(Pl-4)GlcNAc which accumulates in urine of patients 
with mannosidosis [12]. This observation may be related to 
the occurrence of residual (al-6)mannosidase activity in these 
patients. In addition, it is in favour of a specific ( r l -  
6)inannosidase activity. The lysosomal catabolic pathway 
cornpletely differs from the ordered processing pathway pre- 
violisly described for Golgi-associated a-D-mannosidase [3]. 
Recently, Tulsiani and Touster [ I l ]  reported that the 
lysosomal r-D-mannosidases of rat kidney preferentially 
cleave linear polymers and have little activity towards 
brnnched structures. which are substrates for cytosolic r-D- 
inannosidases. Nevertheless, our results demonstrate that the 
lysosornal enzymes of rat liver are able to catabolyse com- 
pletely tlie branched Man,GlcNAc structure. However. the 
relative importance of both catabolic pathways, lysosomal 
and cytosolic. 3s well as the relationship between these two 
subcellulitr compartrnents reinains to be investigated. 

t'rom a structural point of view, the digestion of 
Man,GlcNAc with lysosomal r-D-mannosidases produces a 
nuinber of oligomannosidic oiigosaccharide isoiners that have 
never previously been characterized in native glycoproteins. 

Soine ' H-N M R parameters of ManyGlcNAc have been 
rccised witli regard to the data previously reported [22, 291. 
Tlie C?H resonances of the Man-4', Man-A and Man-C were 
estiiblished using lH-liomonuclear correlation spectroscopy 
(Table 2). 

This ;iiialysis indicuted that C2H resonances of Man-4 and 
Miin-A 111ust bc interchanged. The CIH resonance of Maii- 



D , d ,   mari-D2 aiid Man-_O3 were contirmecl by cornparin9 thc 
NMR spectra of Man,GicNAc, Man,GlcNAc aiid 
Man,GlcNAc. The latter two are devoid respectively of Man- 
D3 and Man-il, and consequently theirexact C l H  resonances 
Guld be extractecl from the spectra and were found to be 
identical to previous data [22, 291. Therefore, if we assume 
that the C2H resoqnces of these Man residues are not altered 
by a discrete change in chemical structure, the new values 
deduced for Man C2H resonances should be 4.060 pprn (Man- 
Il,), 4.069 pprn (Man-il2) and 4.073 pprn (Man-&). These 
parameters could not be accurately determined by 
hornonuclear decoupling because of their overlap, and were 
previously only tentatively assigned [22, 291. 
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II) ETUDE DE L'ACTIVITE a-l,6-~OSIDASIQUE LYSOSûMIQUE. 

L'aspartylglucosaminurie et la fucosidose, maladies de surcharge 

lysosomique dûes à la déficience génétique en aspartamidase et 

a-L-fucosidase, se caractérisent, par opposition aux autres 

glycoprotéinoses, par une excrétion urinaire massive de glyco- 

asparagines avec notamment excrétion de mannosyl-glyco-asparagine de 

structure suivante: 

Man (al-6 ) 

\ 
[Fuc(al-6)10-1 

\ 
Man(B1-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(Bl-N)Asn 

Il est à noter que l'isomère correspondant à la liaison a-1,3 est 

systématiquement absent. 

L'accumulation de ce composé conduit à supposer que l'a-1,6- 

mannosidase est aspartamidase-dépendante, c'est-à-dire que son activité 

est facilitée par l'action préalable de l'aspartamidase, succédant 

elle-même à celle de l'a-L-fucosidase. 

Afin de vérifier cette hypothèse, la dégradation de différents 

oligosaccharides et glyco-asparagines a été suivie d'une manière 

qualitative par chromatographie sur couche mince, puis la structure de 

certains produits d'hydrolyse a été déterminée par spectrométrie de 

masse. 

A) ETUDE CINETIQUE. 

Les différents substrats utilisés ont été les suivants: 

GAI: Man(al-3)[Man(al-6)]Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(~1-N)Asn, 

GA2: Man(al-6)Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(~1-N)Asn, 

GA3: Man(al-3)[Man(al-6)]Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn-Ac, 



Les incubations ont été réalisées à 37OC et pH 5 (tampon acétate de 

sodium 200 mM) en présence de triton X-100 0,5% et d'acétate de zinc 2,5 

mM, et les cinétiques d'hydrolyse ont été suivies par chromatographie 

sur couche mince. 

l0 Cinétiques d'hydrolyse des glyco-asparagines GAI et GA2. 

Les glyco-asparagines GA1 et GA2 subissent essentiellement l'action 

des endoglycosidases aspartyl-N-acétyl-B-D-glucosaminidase et endo-N- 

acétyl-B-D-glucosaminidase, conduisant à la formation des produits 

suivants : 

- Man GlcNAc2 et Man GlcNAc dans le cas du composé GA1 (Fig. 13A), 
3 3 

- Man GlcNAc et Man GlcNAc dans le cas du composé GA2 (Fig. 13B). 
2 2 2 

L'activité des a-mannosidases apparaît, en effet, très inférieure à 

celle des endoglycosidases. On constate toutefois la formation de 

produits résultant de l'action de ces enzymes: 

- Man GlcNAc Asn, Man2GlcNAc et Man GlcNAc dans le cas de GA1 
2 2 2 2 

(Fig. 13A), 

- uniquement ManGlcNAc après 24 h d'hydrolyse du composé GA2 (Fig. 



Big. 13 : Cingtiques d'hydrolyse des glyco-asparagines GAI, GASI GA3 et 
GA4. 

A: Hydrolyse de GAl. Ligne 1: témoin M GN; lignes 2, 3, 4 et 5: temps 1, 
2, 4 et 8 h d 1  incubation; ligne 6: SemOin M ON. 

2 B: Hydrolyse de GA2. Ligne 1: témoin M GN; lignes 2, 3, 4, 5 et 6: temps 
1, 2, 4, 8 et 24 h d'incubation. 

2 

C: Hydrolyse de GA3. Ligne 1: témoin M GN; lignes 2, 3, 4 et 5: temps 1, 
2, 4 et 8 h dl incubation; ligne 6: Zémoin M2GN. 

D: Hydrolyse de GA4. Ligne 1: témoin M GN; lignes 2, 3, 4, 5 et 6: temps 
1, 2, 4, 8 et 24 h d'incubation. 

2 
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2O Cinétiques d'hydrolyse des glyco-asparagines GA3 et GA4. 

La fonction Ni3 libre du résidu asparagine des composés GA1 et GA2 
2 

a été acétylée dans le but d'inhiber l'action de 1'aspartyl-N-acétyl-B- 

D-glucosaminidase et, par conséquent, l'action de ltendo-N-acétyl-B-D- 

glucosaminidase. 

Les substrats acétylés GA3 et GA4 ainsi obtenus ont été incubés 

dans les mêmes conditions que précédemment. Les différentes aliquotes 

prélevées ont et6 lyophilisées et les produits ont Oté digérés par 

l'endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase d'un Basidiomycète avant d'être 

analyses par chromatographie sur couche mince. 

Ainsi, seule l'hydrolyse d'un résidu de mannose permet d'expliquer 

la formation de l'unique produit mis en évidence après la digestion de 

la glyco-asparagine GA3 (Fig. 13C). 

La glyco-asparagine GA4, quant 2 elle, n'est pas du tout hydrolysée 

par l'activité a-l,6-mannosidasique (Fig. 13D). 

3O Cinétiques d'hydrolyse des oligosaccharides. 

Le tétrasaccharide OL1, Man(a1-3)[Man(al-6)]Man(Bl-4)GlcNAc, est 

principalement dégradé en un composé ManZGlcNAc (Fig. 14A). Le compos6 

inférieur ManGlcNAc apparaît pour des temps d'incubation sup6rieurs a 8 

heures. 

Les vitesses d'hydrolyse des trisaccharides OL2 et OL3 sont 

nettement différentes, bien que la dégradation de ces deux substrats 

fournisse un produit identique, Man(B1-4)GlcNAc. L'oligosaccharide OL3 



Big. 14 : Cinétiques d'hydrolyse des oligosaccharides OL1, OL2 et OL3. 
A: Hydrolyse de OL1. Ligne 1: témoin M GN; lignes 2, 3, 4 et 5: temps 1, 

2, 4 et 8 h d' incubation; ligne 6: zémoin M ON. 
2 

B: Hydrolyse de OL2. Ligne 1: témoin M GN; lignes 2, 3, 4, 5 et 6: temps 
1, 2, 4, 8 et 24 h d'incubation. 

2 

C: Hydrolyse de OL3. Ligne 1: témoin M GN; lignes 2, 3, 4, 5 et 6: temps 
1, 2, 4, 8 et 24 h d'incubation. 

2 



est en effet dégradé beaucoup moins rapidement que le composé OL2, le 

produit ManGlcNAc n'est dans ce cas détecté qu'à partir de 24 h 

d'incubation (Fig. 14C et D). 

B) ETUDE STRUCTURALE. 

Les études cinétiques réalisées permettaient de constater: 

- dans le cas des oligosaccharides, la dégradation préférentielle 
du résidu de mannose 4 lié en a-1,3, 

- dans le cas des glyco-asparagines GA3 et GA4, la résistance 3 

l'hydrolyse du résidu de mannose 4' lié en a-1,6. 

Dans le but de vérifier ces observations, la structure des produits 

Man GlcNAc et Man2GlcNAc2Asn, provenant de l'hydrolyse des composés OL1 
2 

et GA3, a été déterminée par spectrométr.ie de masse après méthylation. 

Les analyses ont été effectuées à l'aide d'un chromatographe en phase 

gazeuse couplé h un spectromètre de masse et les spectres ont été 

interprétés par comparaison avec des témoins. 

l0 Analyse structurale du produit Man2GlcNAc. 

Le composé Man2GlcNAc, provenant de l'hydrolyse (incubation de 24 

h) de l'oligosaccharide OL1, a été purifié par chromatographie HPLC sur 

colonne de type NH puis méthylé et méthanolysé. 
2' 

L'interprétation des spectres de masse des méthylglycosides permet 

d'identifier la présence de 2,3,4-tri-0-méthyl mannose et de 2,4,6-tri- 

O-méthyl mannose, et les rapports molaires, établis sur la base de 

l'analyse par chromatographie en phase gazeuse, indique que ces deux 

tri-O-méthyl mannosides sont présents dans le rapport 2/1. 



La dégradation de l'oligosaccharide OL1 produit donc deux 

trisaccharides différents: Man(a1-3)Man(Bl-4)GlcNAc et 

Man(al-6)Man(Bl-4)GlcNAc. On constate toutefois une hydrolyse 

préférentielle du résidu de mannose lié en a-1,3. 

2O Analyse structurale du produit Man GlcNAc2Asn. 
2 

Ce composé provient de l'hydrolyse de la glyco-asparagine GA3. 

Cette fois, 1 ' interprétation des spectres de masse des méthylglycosides 

permet d'identifier uniquement le 2,3,4-tri-0-méthyl mannose. 

L'absence de 2,4,6-tri-O-méthyl mannose confirme donc que l'unique 

produit d'hydrolyse de la glyco-asparagine GA3 possède la structure 

suivante : M ~ ~ ( ~ ~ - ~ ) M ~ ~ ( B ~ - ~ ) G ~ C N A C ( B ~ - ~ ) G ~ C N A ~ ( B ~ - N ) A S ~ .  

III) COlQCLUSIOW 

La dégradation lysosomique de l'oligosaccharide Man GlcNAc est donc 
9 

réalisée en deux étapes: la première conduit à l'oligosaccharide 

Man GlcNAc par hydrolyse préférentielle des résidus de mannose liés en 
5 

2 + 
a-1,2 et la seconde, Zn -dépendante, du Man GlcNAc au Man(B1-4)GlcNAc 

5 

après hydrolyse des résidus liés en a-1,3 puis a-1,6. 

Une extrapolation de ces résultats et des nombreux autres concernant 

le catabolisme des N-glycosylprotéines permet de conclure que le 

catabolisme lysosomique des glycannes de type oligomannosidique est 

réalisé en quelques étapes successives et distinctes: 

1 - Intervention de deux endoglycosidases: lqaspartyl-N-acétyl-R-D- 

glucosaminidase, puis l'endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase, 

2 - Action d'a-l,2-mannosidases ne nécessitant la présence d'aucun 

effecteur, 



2 + 
3 - Action d'a-1,3-/a-1,6-mannosidases Zn -dépendantes, 

4 - Hydrolyse du disaccharide Man(B1-4)GlcNAc par la B-mannosidase. 

Bien que la voie mise en évidence soit ordonnée, les résultats ne 

permettent pas de conclure a l'existence 

- de différents iso-enzymes spécifiques de chacun des résidus de 
mannose à libérer ou d'un type de liaison, 

ou - d'une seule mannosidase dont la spécificité dépendrait de la 
2 + 

présence d'ions Zn et de la structure tridimensionnelle du 

substrat. 

La dégradation de l'oligosaccharide Man GlcNAc montre une hydrolyse 
5 

préfgrentielle des liaisons a-1,3. Une étude approfondie des activités 

a-1,3- et a-l,6-mannosidasiques permet de confirmer cette observation. 

En outre, l'activité a-l,6-mannosidasique est dépendante de l'activité 

aspartyl-N-acétyl-R-D-glucosaminidasique. Ce résultat permet ainsi 

d'expliquer l'accumulation, dans les cas d'aspartylglucosaminurie et de 

fucosidoae, de la structure dimannosylée : 

Man (al-6) 

\ 
[Fuc(al-6)10-1. 

\ 
Man(R1-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(Bl-N)Asn 



L'activité a-D-mannosidasique cytosolique est initialement mise en 

évidence dans le foie de Rat par MARSH et GOüRLAY en 1971. 

Cet enzyme peut être séparé des isoenzymes lysosomiques par 

chromatographie sur D E A E - C ~ ~ ~ U ~ O S ~  (CAROLL e t  a l . ,  1972) ou sur 

Con A-Sepharose (PHILLIPS e t  a l . ,  1976). Chez l'Homme, son activité est 

normale en cas de mannosidose. L'enzyme isolé du foie humain est 

thermolabile (PEIILLIPS e t  a l . ,  1974a; GRABûWSICI e t  a l . ,  1980). 

Contrairement aux enzymes lysosomiques, l'activité de la mannosidase du 

2+ 
cytosol est augmentée par les ions Co . 

Deux autres glycosidases ont été mises en évidence dans le cytosol de 

différents tissus animaux: il s'agit des endo-N-acétyl-R-D-glucosamini- 

dase et a-neuraminidase. Bien que ces enzymes aient été parfaitement 

caractérisés, leur rôle biologique demeure relativement obscur. Ces 

enzymes sont-ils impliqués dans le catabolisme des glycannes des 

N-glycosylprotéines, ou font-ils partie d'un "système" cellulaire 

régulateur de la biosynthèse de ces mêmes glycannes? 

Dans ce contexte, nous nous sommes proposés de déterminer la 

spécificité de substrat de l'a-D-mannosidase du cytosol de foie de Rat. 

Les résultats obtenus, rapportés dans un article soumis pour 

publication à European Journal of Biochemistry, permettent de 

différencier l'a-D-mannosidase du cytosol des enzymes du lysosome, et 

apportent quelques renseignements quant à son rôle dans le métabolisme 

des glycannes liés N-glycosidiquement aux protéines. 
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ABSTRACT 

The substrate specificity of rat liver cytosolic neutral 

a-D-mannosidase was investigated by in v i t r o  incubation of oligomannosyl 

oligosaccharides Man GlcNAc, Man7GlcNAc, Man GlcNAc and Man GlcNAc with 
9 5 4 

a crude cytosolic fraction. The different oligosaccharides isomers 

resulting from mannosidase hydrolysis were separated by HPLC and 

analyred by 'H-NMR apectroscopy after HPLC separation. The enzyme is 

able to hydrolyse al1 types of mannose linkages found in oligomannose 

type glycans, respectively a-1,2, a-1,3 and a-1,6. Nevertheless the 

enzyme is much greater active on branched Man GlcNAc or Man GlcNAc 
9 5 

oligosaccharides and rather inactive towards the linear Man GlcNAc 
4 

oligosaccharide. Structural analysis of the reaction products of 

Man GlcNAc and Man GlcNAc by the soluble mannosidase gives respectively 
5 9 

Man GlcNAc and Man GlcNAc oligosaccharides. This Man GlcNAc is a limit 
3 5 5 

linear isomer, Man(al-2)Man(al-2)Man(al-3)[Man(al-6)]Man(R1-4)GlcNAc, 

which represents the "construction" Man oligosaccharide chain of the 
5 

dolichol pathway formed in the cytosolic compartment during the 

biosynthesis of N-glycoprotein glycans. The soluble mannosidase shows a 

highly specific action different £rom that previously described for the 

lysosomal a-mannosidases (Michalski e t  al., 1990, Eur. J. Biochem. 189,  

2 + 
369-379). The enzyme is activated by Co , insensitive to dMM but deeply 

2+ 
inhibited by swainsonine in the presence of Co ions. 



INTRODUCTION 

Multiple forms of a-D-mannosidase able to hydrolyze al1 types of 

mannosidic linkages found in oligomannosidic glycans are widely 

distributed in mammalian tissues [l] . These enzymes are classicaly 

divided in two groups: the first one includes neutral mannosidases 

involved in the processing reactions occuring during biosynthetic 

assembly of asparagine-linked oligosaccharides, respectively endoplasmic 

reticular [2,3] and Golgi enzymes [4,5,6]; the second class of enzymes 

is responsible for the catabolism of oligomannosidic glycans and 

includes the cytosolic and lysosomal a-mannosidases [ 7 , 8 , 9 ] .  In a 

previous report [IO] we demonstrate that the degradation of oligomannose 

type oligosaccharides follows a very specific pathway inside the 

lysosomes. Studies on the specificity of the neutral cytosolic 

a-D-mannosidase [11,12] have also suggest a role for this enzyme in 

glycoprotein catabolism. For this reasons we decided to precisely 

investigate the substrate specificity of the neutral a-D-mannosidase 

towards natural oligosaccharides using 'a-NMR spectroscopy for structure 

determination of the isomers formed during the enzyrnatic hydrolysis. A 

comparison is made with the previously described lysosomal pathway, and 

the results reported herein confirm a role different but parallel from 

the lysosomal one for the cytosolic enzyme in the catabolism of 

N-glycosylproteins in the rat. 



MATERIAL AND METHODS 

Reagents 

Bio-Gel P2 (200-400 mesh), Dowex 50x2 (200-400 mesh; H+ form) and 

Dowex 1x2 (200-400 mesh; CH~COO- form) were £rom Bio-Rad Laboratories 

(Touzard et Matignon, Vitry-sur-Seine, France). Swainsonine and 

1-deoxymannojirimycin were from Boehringer (Mannheim, FRG.). Al1 other 

chemicals were of the highest purity commercially available. 

Substrates 

The oligosaccharide Man GlcNAc was isolated from urine samples taken 
9 

from patients suffering from mannosidosis as previously described [13]. 

The oligosaccharides Man GlcNAc and Man GlcNAc were obtained by 7 5 

hydrolysis of the glycoasparagines Man GlcNAc Asn and Man GlcNAc Asn, 
7 2 5 2 

prepared £rom hen egg ovalbumin [14], with the endo-N-acetyl-B-D-gluco- 

saminidase from a Basidiomycete [15]. The oligosaccharide Man4GlcNAc was 

purified by reverse phase HPLC from the Man GlcNAc oligosaccharides 
4 

mixture isolated from urine of patients with mannosidosis. 

Preparation of rat liver lysosomal and cytosolic fractions 

Lysosomal preparation was carried out as previously described [IO] by 

a modification of the procedure described by Jonas [16]. The cytosolic 

extract was prepared as follow: rats (Wistar, 200-300 g) were starved 

overnight and beheaded. Al1 subsequent steps were carried out at 4OC. 

Livers were homogenised in an ice-cold 250 mM sucrose solution buffered 

to pH 7.4 (20 mM Hepes) with a Potter-Elvehjem homogeniser (750 rpm; 

three strokes). The homogenate, adjusted to 5 ml buffer/g liver, was 

centrifuged for 60 min at 105000 g (Beckman SW 27 rotor). The 

supernatant was adjusted to 100% ammonium sulfate saturation and gently 



stirred for 60 min at 4OC. The precipitate was suspended in a 20 mM 

Tris-HC1 pH 7.4 buffer and dialysed for 24 h at 4OC against the same 

buffer. The protein solution was concentrated by ultrafiltration 

(Millipore XM-50 filter), resuspended in a 50 mM sodium cacodylate pH 

6.2 buffer and reconcentrated using the same system. 

Enzyme assays 

Lysosomal and cytosolic a-D-mannosidase activities were routinely 

assayed using p-nitrophenyl-a-D-mannopyranoside as a substrate, 

respectively in 200 mM sodium acetate buffer at pH 5.0 and 50 mM sodium 

cacodylate buffer at pH 6.2. 

Inactivation of cytosolic a-D-mannosidase activity at 37OC 

1 ml of cytosolic extract was incubated at 37OC and pH 6.2 in the 

presence or absence of 1 mM CoCl for various periods of t h e  before 
2 

assay for 20 min at the same pH and temperature for a-mannosidase 

activity with p-nitrophenyl-a-D-mannoside. The reaction mixture 

contained buffer (50 pl), 6 mM p-nitrophenyl-a-D-mannoside (50 pl) and 

cytosolic extract (50 pl). The reaction was stopped by the addition of 1 

volume of ethanol at -20°C. After centrifugation (3000 rpm; 15 min) 200 

pl of the supernatant were added to 400 pl of 1 M Na CO and the 
2 3' 

absorbance at 400 nrn was measured to determine the amount of 

p-nitrophenol released. 

Effect of CoCl on the cytosolic a-D-mannosidase activity 
2 

2+ 
The effect of Co on the a-mannosidase activity was investigated by 

preincubating the cytosolic fraction for 15 min at 37OC with varying 

concentrations of CoCl before incubation with p-nitrophenyl-a-D-manno- 
2 

side as mentioned above. 



Effect of 1-deoxymannojirimycin and swainsonine on the cytosolic 

a-D-mannosidase activity 

Cytosolic extracts were preincubated at 37OC with varying 

concentrations of inhibitor, 1-deoxymannojirimycin or swainsonine, in 

the presence or absence of 1 mM CoC12. After 15 min, residual 

a-mannosidase activity was tested as previously mentioned. 

Incubations and separation of the products 

For comparative kinetic studies, approximately 1 mg of each 

oligosaccharide Man GlcNAc, Man GlcNAc or Man GlcNAc was incubated at 
9 5 4 

37OC with rat liver lysosomal and cytosolic extracts for various periods 

of time. The lysosomal a-D-mannosidase activities were studied using the 

following conditions: 100 pl of lysosomal homogenate were added to 1 mg 

of substrate dissolved in 100 pl of 200 mM sodium acetate pH 5.0 buffer. 

Same quantity of homogenate was added after 4 h because of enzyme 

denaturation [IO]. When Man GlcNAc was used as a substrate, Zn(CH3COOH)2 
5 

was added to a final concentration of 2.5 mM [IO]. To study the 

cytosolic a-D-mannosidase, 100 pl of the cytosolic fraction were added 

to 1 mg of the substrate dissolved in 100 pl of 50 mM sodium cacodylate 

pH 6.2 buffer containing 2 mM CoCl The products of hydrolysis were 
2 ' 

analysed as previously described [IO]. HPLC analysis were performed on 

primary bonded silica, 5 pm Supelcosyl LC-NH column (0.4~25 cm, Supelco 
2 

Inc., Bellefonte, Pennsylvania) . For 'H-NMR studies of the products 

resulting from the action of the cytosolic a-D-mannosidase, 5 mg of the 

different substrates were digested in the conditions mentioned above. 

Man GlcNAc and Man GlcNAc oligosaccharides were incubated for 2 h 
9 7 

whereas Man GlcNAc was incubated only for 1 h before stopping the 
5 

reaction and purifying the different isomers by HPLC. 



'H-NMR analysis 

'H-NMR a n a l y s i s  of t h e  ol igosaccharides i n  2 ~ 2 0  (99.95%. Commissariat 

à 1'Energie Atomique, Saclay, France) w e r e  c a r r i e d  on a Bruker AM-400 WB 

spectrometer opera t ing  i n  t h e  Fourier-transform mode a t  a probe 

temperature of 300 K. Chemical s h i f t s  ( 6 )  a r e  given r e l a t i v e  t o  acetone 

i n  'H20 ( 6  = 2.225 ppm). NMFt spect ra  w e r e  i n t e rp re ted  by comparison with 

NMR da ta  from t h e  l i t e r a t u r e  [17] with an accuracy of 0.002 ppm. 

RESULTS 

Effects of CO'+ on the rat liver cytosolic a-D-mannosidase activity 

2+ Co had a remarkable ac t iva t ing  e f f e c t  on t h e  r a t  l i v e r  c y t o s o l i c  

a-D-mannosidase. Concentrations of 0.5 t o  2 mM caused indeed a 5.5 t o  

6-fold increase  i n  t h e  a-mannosidase a c t i v i t y  (Fig. 1). Although t h e  

2+ 
detec ted  a c t i v i t i e s  a r e  higher than i n  t h e  absence of Co , much higher 

2 + 
concentrat ions of t h i s  ion  caused a lesser e f f e c t .  Furthermore Co 

appears t o  be most e f f e c t i v e  i n  s t a b i l i z i n g  t h e  cy toso l i c  a-mannosidase 

a c t i v i t y .  Fig. 2 shows t h e  e f f e c t  of var ious  per iods  of incubation on 

t h e  enzyme a c t i v i t y  i n  t h e  absence and presence of 1 mM CoCl I n  t h e  2 ' 
2+ 

absence of Co t h e  enzyme i s  very s t a b l e  up t o  6 h but  longer per iods  

of incubation have a dramatic e f f e c t ,  a 90% l o s s  of a c t i v i t y  being 

2 + 
observed a f t e r  24 h. Co produces a s i g n i f i c a n t  s t a b i l i z a t i o n  i n  t h e  

a c t i v i t y ,  t h e  l o s s  of a c t i v i t y  being only 25% a f t e r  24 h. 

Effect of 1-deoxymannojirimycin and swainsonine on the rat liver 

cytosolic a-D-mannosidase. 

1-deoxymannojirimycin, potent  i n h i b i t o r  of Golgi mannosidase 1 [18], 

d i sp lays  no e f f e c t  on t h e  cy toso l i c  a-mannosidase a c t i v i t y  even i n  t h e  

2+ 2+ 
presence of Co (Fig. 3 ) .  In  t h e  absence of Co , t h e  cy toso l i c  



. 1. Effec t  of co2* on t h e  a-ri-mannosidase a c t i v i t y  i n  t h e  c y t o s o l i c  

2+ 
f r ac t ion .  Ac t iv i ty  i n  t h e  absence of Co was taken a s  1. 



Period of incubation ( h )  

B i g .  2.  Effect  of  incubation a t  37OC on the a-D-mannosidase a c t i v i t y  i n  

the  cytoso l i c  fraction i n  the absence ( a )  and presence ( m )  of 

2 + 
Co (1  mM). Results are expressed as  a percentage of the 

a c t i v i t y  i n  the unincubated cytoso l i c  fraction. 



Inhibitor (PM) 

Pig . 3. Effect of àMM nd swainsonine on the a-D-mannosidase activity in the cytosolic fraction in the presence and 
2? 

absence of Co . Cytosolic fractions (50 pl) were first preincubated (15 min at 37OC) with varying concentrations 
of dMM and swainsonine before addition of substrate and incubation at 37OC for 20 min. Results are expr 5? sed as a 
percentage of the activity in th5+absence of inhibitor. dMM in the absence210) and presence ( a )  of Co 2$1 RM). 
swainsonine in the absence of Co (8) .  swainsonine in the presence of Co ( m ) ,  swainsonine without Co in 
the preincubation medium and with Co (1 mM) during incubation (+). 



a c t i v i t y  is a l s o  r e l a t i v e l y  i n s e n s i t i v e  t o  swainsonine, a l k a l o i d  

i n h i b i t o r  of lysosomal and Golgi II a-mannosidases [19,20]. 

Approximately 10% i n h i b i t i o n  of a c t i v i t y  is  observed a t  concentra t ions  

ranging from 1 t o  10 pM (Fig. 3 ) .  With increasing concentra t ions ,  t h e  

a l k a l o i d  causes a higher inh ib i t ion .  However 70% of t h e  enzyme a c t i v i t y  

is  recovered a t  a concentrat ion of 200 vM. The c y t o s o l i c  a-mannosidase 

2 + 
i s  more s e n s i t i v e  t o  swainsonine i n  t h e  presence of 1 mM Co , with 

about 50% i n h i b i t i o n  occuring a t  5 t o  10 pM and f u r t h e r  i n h i b i t i o n  (up 

2+ 
t o  80%) occuring a t  much higher concentrat ions when Co is added dur ing 

t h e  preincubation and incubation with t h e  s u b s t r a t e  (Fig.  3 ) .  However 

2 + 
t h e  enzyme appears less s e n s i t i v e  t o  swainsonine when Co is only added 

during incubation with subs t ra t e :  about 40% i n h i b i t i o n  is observed a t  

concentra t ions  of 5 t o  10 pM, and 60% f o r  higher concentra t ions  (Fig.  

3 )  

Specificities of rat liver lysosomal and cytosolic a-D-mannosidases for 

natural substrates 

Three d i f f e r e n t  ol igosaccharides,  MangGlcNAc, Man5GlcNAc and 

Man G l c N A c  w e r e  incubated with r a t  l i v e r  lysosomal and c y t o s o l i c  
4 

e x t r a c t s  f o r  various periods of t i m e .  Fig. 4A shows t h a t  Man G l c N A c  is 
9 

r a p i d l y  converted by lysosomal a-mannosidase t o  Man G l c N A c  while 
8 

Man G l c N A c  and Man GlcNAc appear more slowly, less than 5% a f t e r  8 h 
7 6 

incubat ion  time. After prolonged incubation t h e  s u b s t r a t e  completely 

disappeared, but  no t r a c e s  of Man G l c N A c  o r  lower isomers a r e  produced. 
4 

This Man GlcNAc hydrolysis  is ca ta lysed mainly by a-1,2-mannosidase 
9 

2+ 
a c t i v i t i e s  which do not r e q u i r e  any e f fec to r ,  whereas Zn ions  a r e  

necessary t o  t h e  cleavage of a-1,3- and a-1,6-linkages [IO]. By 

2+ 
supplying t h e  medium with Zn ions,  a t  a f i n a l  concentra t ion  of 2.5 mM, 

t h e  compound Man GlcNAc is degraded i n t o  lower isomers. However t h e  
5 



LYSOSOME 
Man(a 1 -2)Man(a 1-2)Man(a 1-31 
n c 
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CYTOSOL 
- 

Fige 4. T h e  course of hydrolysis of Man 9 GlcNAc oligosaccharide by rat 
liver (fl lysosomal a-D-mannosidase, and (B) cytosolic a-D-mannosidase 
with Co (1 mM). Approximately 1 mg of Man 9 GlcNAc oligosaccharide was 
incubated at 37OC with rat liver lysosomal and cytosolic extracts for 
various periods of time. Released oligosaccharides were separated by 
HPLC and quantified by peak integration. 
MangGlcNAc ( ); MangGlcNAc ( O  ) ;  Man7GlcNAc ( ); Man6GlcNAc ( * ) ;  
Man5GlcNAc ( ) 



Man GlcNAc hydrolysis is very slow, and the Fig. 5A indicates after 8 h 
5 

of incubation the formation of Man GlcNAc, lower isomers appearing only 
4 

after longer times of incubation [ I O ] .  The rate of hydrolysis of these 

two branched oligosaccharides by the rat liver cytosolic a-D-mannosidase 

is higher in comparison with the lysosomal degradation. Man GlcNAc and 
9 

Man GlcNAc are indeed rapidly converted respectively into Man GlcNAc 
5 5 

(Fig. 4B) and Man GlcNAc (Fig. 5B). These two compounds are not further 
3 

hydrolysed, even after prolonged t h e  of incubation, and will then 

accumulate in the incubation medium. The t h e  course of hydrolysis of 

the linear Man GlcNAc oligosaccharide brings up another evidence for the 
4 

difference in the substrate specificities of the rat liver lysosomal and 

cytosolic a-D-mannosidases. This oligosaccharide is a good substrate for 

the lysosomal a-D-mannosidase (Fig. 6A) whereas the cytosolic enzyme is 

poorly active towards this compound (Fig. 6B). Similar results have been 

demonstrated by Tulsiani and Touster [ I l ] .  

'H-NMR analysis 

I 
Each fraction separated by HPLC was analysed by 400 MHz H-NMR 

spectroscopy. 

NMR analysis of oligomannosyl oligosaccharides resulting from the 

cytosolic digestion of Man GlcNAc. 
9 

The C1H and C2H resonances of the different oligosaccharides are 

assembled in the table 1. 

MangGlcNAc. The compound Man GlcNAc is an unique oligosaccharide, 
8 

proceeding from Man GlcNAc by cleavage of the (al-2)-linked Man-D 
9 -3 

residue. The anomeric proton region of the Man GlcNAc 'H-NMFI spectrum 
8 
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Big. 5. T h e  course of hydrolysis of Man GlcNAc oligosaccharide by rat 

5 2+ liver (A) lysosomal a-D-mannosid se with Zn (2.5 mM), and ( B )  9+ 
cytosolic a-D-mannosidase with Co (1 mM). Approximately 1 mg of 
Man GlcNAc oligosaccharide was incubated at 37OC with rat liver 

5 
lysosomal and cytosolic extracts for various periods of time. Released 
oligosaccharides were separated by HPLC and quantif ied by peak 
integrat ion. 
Man GlcNAc ( m ) ;  Man4GlcNAc (O); Man3GlcNAc (+) 
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with Co (1 mM). Approximately 1 mg of Man GlcNAc oligosaccharide was 
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various periods of the. Released oligosaccharides were separated by 
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shows indeed the absence of the C1H resonance of the Man-D (6 = 5.040 
-3 

ppm) and the presence of the C1H resonance of a ManB non substituted at 

6 = 4.905 (Fig. 7A). 

Man GlcNAc. The (al-6)-linked Man-B residue is the second unit to be 
7 

removed, as it can be deduced from the observation of the Man7GlcNAc 

oligosaccharide 'FI-NMR spectrum (Pig. 78). The Han-% CIH resonance is 

upfield shifted at 6 = 4.896 pprn (a) and 6 = 4.894 pprn (B), and the C1H 

signal of the Man-8 is absent from the anomeric proton region. 

Man6GlcNAc. The Man GlcNAc oligosaccharide proceeds from Man GlcNAc 
6 7 

by the cleavage of another (al-2)-linked mannose residue, Man-D . The -2 

C1H resonance of this unit is effectively absent from the anomeric 

proton region of the Man GlcNAc NMR spectrum (Fig. 8A), and this absence 
6 

causes the upf ield shift of the Man-fi C1H signals, from 6 = 5.403 pprn 

(a) and 6 = 5.410 pprn (B) in the Man7GlcNAc 'H-NMR spectrum (Fig. 7B), 

to 6 = 5.098 pprn (a) and 6 = 5.124 pprn (B) in the Man6GlcNAc NMR 

spectrum (Fig. 8A). 

Man5GlcNAc. The accumulated Man GlcNAc compound is a pseudo-linear 
5 

oligosaccharide lacking the (al-3)-linked Man-& residue as it can be 

deduced from the examination of the Man GlcNAc NMR spectrum (Fig. 8B), 
5 

in which the Man-fi C1H resonance is absent and the Man-% C1H signal is 

upfield shifted to 6 = 4.916 ppm. 

NMR analysis of oligomannosyl oligosaccharides resulting from the 

cytosolic digestion of Man GlcNAc 
5 

Starting from Man GlcNAc as a substrate, the rat liver cytosolic 
5 

a-D-mannosidase produces only ManGlcNAc and Man GlcNAc 
4 3 

oligosaccharides, whose C1H and C2H resonances are presented in the 

Table 2. 
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. 7. 'H-NMR spectra of (A) Man8GlcNAc and (8)  Man7GlcNAc 

oligosaccharides resulting from digestion of Man 9 GlcNAc by rat 

liver cytosolic a-D-mannosidase. 
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i 8. 'H-NMR spectra of (A) Man GlcNAc and (B) Man GlcNAc 
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oligosaccharides resulting from digestion of Man GlcNAc by rat 9 

liver a-D-mannosidase. 



Table 1. 'H chemical shifts of structural reporter groups of constituent 
monosaccharfdes for oligosaccharfdes resulting from the hydrolysis of 
Man GlcNAc by the rat liver cytosolic a-D-mannosidase 

9 
M, mannose; GN, N-acetylglucosamine; n.d., not determined 

Proton Residue Chernical shift in 

/M\ / M \ M 
M-M ,M-GN M-M ,M-GN M' \M-GN 

M\ 
/ 
M-GN 

M-M-M 



Man4GlcNAc. The Man GlcNAc intermediate proceeds from Man GlcNAC by 
4 5 

cleavage of the (al-6)-linked Man-8 residue. The Man-% C1H resonance 

appears consequently upfield shifted at 6 = 4.895 ppm (Fig. 9A). The 

proposed structure is confirmed by the presence of Man-A and Man-4 C1H 

signals, respectively at 6 = 5.096 ppm (?,a), 6 = 5.122 ppm (A, B) and 6 

= 5.107 ppm (4). 

Man3GlcNAc. The Man3GlcNAc 'H-NMR spectrum (Pig. 98) shows the 

presence of the CIH and C2H signals of only two a-linked residues, Man-: 

and Man-4'. Thus the Man GlcNAc oligosaccharide was clearly identified 
3 

NMR analysis of the Man GlcNAc oligosaccharide resulting from the 4 

hydrolysis of Man GlcNAc by the rat liver cytosolic a-D-mannosidase 
7 

A t h e  course hydrolysis study reveals that the Man GlcNAc 7 

oligosaccharide, lacking Man-D and D is rapidly hydrolysed by the rat 
-1 -2 ' 

liver a-D-mannosidase into lower isomers (data not shown) . A long t h e  
incubation, up to 4 h, leads to the accumulation of a Man GlcNAc 4 

oligosaccharide which is not further degraded. 5 mg of Man GlcNAc were 7 

incubated with the rat liver cytosolic extract, and the Man4GlcNAc 

product was analysed by 'H-NMR spectroscopy. Thus three mannose residues 

are successively hydrolysed, respectively the Man-03, and A, - as shown 

by the absence of their C1H and C2H resonances £rom the Man GlcNAc NMR 4 

spectrum (Fig. 10). The presence of the Man-+, 4' and - C C1H signals at 6 
= 5.351 ppm, 6 = 4.917 ppm and 6 = 5.050 ppm (Fig. 10, Table 2) confirms 

the proposed structure for The Man GlcNAc oligosaccharide. 
4 
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liver cytosolic a-D-mannosidase. 

(X 1/21 

t 4' 1 4  I 

l 



U 
a 
0 (VI - 
0 
A 

d 



1 
Table 2. H Chemical shifts of structural reporter groups of constituent 
monosaccharides for the oligosaccharides Man4GlcNAc and MangGlcNAc 
resulting from hydrolysis of Man GlcNAc and for the oligosacchride 

5 
Man4GlcNAc resulting from hydrolysis of Man7GlcNAc by the rat liver 
cytosolic a-D-mannosidase 
M, mannose; GN, N-acetylglucosamine; n.d., not determined 

Proton Residue Chemical shift in 

Man G~cNAc 
4 

Man GlcNAc 
3 

Man GlcNAc 
4 

M\ "\ 

M M rN M-M i-"" 



DISCUSSION AND CONCLUSION 

The present work confirms previous studies concerning the effect of 

2+ 
Co on the cytosolic a-D-mannosidase [8,21,22], the rat liver activity 

being strongly enhanced and stabilized by this divalent cation. As 

previously described [18] 1-deoxymannojirimycin, which specifically 

inhibits the Golgi a-mannosidase 1 [18,23], displays no effect on the 

rat liver cytosolic a-mannosidase activity. On the contrary the plant 

alkaloid swainsonine, potent inhibitor of the Golgi II [20] and 

lysosomal [19] a-mannosidases, can inhibit the cytosolic enzyme. However 

the effect of this inhibitor is quite different when incubations are 

2+ 2+ 
realized in the presence or absence of Co . In the absence of Co , the 

enzyme is indeed relatively insensitive to swainsonine whereas in the 

2 + 
presence of Co the inhibitory effect appears comparable to that 

observed for the lysosomal a-mannosidases, with 50% inhibition occuring 

at a concentration of 5 PM. A similar effect of swainsonine was 

previously reported for the rat kidney cytosolic a-mannosidase [Il]. 

These results strongly suggest that the cytosolic a-mannosidase may be a 

metalloenzyme. Cobalt-ion chelate affinity chromatography has moreover 

been used to purify the neutral enzyme from monkey brain 124,251. Thus 

the high levels of enzyme activation and inhibition by swainsonine in 

2 + 
the presence of Co could result from a conformational change induced 

by the binding of this ion. 

It is well established that the degradation of oligomannose type 

glycans occurs predominantly in the lysosome, but recent papers suggest 

a possible involvment of cytosolic a-D-mannosidase in glycoprotein 

catabolism [11,12]. The substrate specificity of the rat liver 

a-D-mannosidase has been investigated with different oligosaccharides as 

substrates. This enzyme displays low activity towards linear substrates 



and cleaves preferentially the branched polymers, such as Man GlcNAc or 
9 

Man G~cNAc, whereas the lysosomal enzymes prefer linear structures. The 
7 

Man GlcNAc and Man GlcNAc oligosaccharides are sequentially hydrolysed 
9 5 

by the a-D-mannosidase according to the ordered pathways depicted in the 

Fig. 11. The Man GlcNAc substrate is relatively rapidly converted into a 
9 

Man GlcNAc oligosaccharide. Each step produces a single isomer, and 
5 

Man-g3, 8, D and residues are successively released to yield an 
-2 

unique hexasaccharide (Fig. 11) which is not further processed. The 

hydrolysis of Man GlcNAc substrate leads by a two steps pathway to a 
5 

unique Man GlcNAc by cleavage of the Man-8 and residues (Fig. 11). 
3 

These patterns are quite different £rom those previously described for 

the reticular [26] and Golgi [5,23] a-1,2-mannosidases, and also from 

that we have recently characterized for the lysosomal a-mannosidases 

[IO]. Lysosomal enzymes can indeed completely degrade the Man GlcNAc 
9 

oligosaccharide by a specif ic pattern which occurs in two stages: the 

first one leads from Man GlcNAc to Man GlcNAc by preferential cleavage 
9 5 

of the four a-l,2-linked mannose residues, and the second one, which is 

2+ 
Zn -dependent, leads to Man(B1-4)GlcNAc by hydrolysis of the a-1,3- and 

a-1,6-linked residues [IO]. On the contrary, the cytosolic enzyme 

hydrolyzes Man GlcNAc by a pathway quite different to give an unique 
9 

hexasaccharide which has, curiously, the same structure as one of the 

polyprenolic intermediates synthesized on the cytosolic face of the 

endoplasmic reticulum during the assembly of the common precursor of 

N-glycosylproteins glycans [27]. The restriction of the cytosolic 

a-mannosidase activity towards this oligosaccharide may be attributed to 

the spatial conformation of this compound, which makes the Man-D 
-1 

resistant to hydrolysis. This hypothesis was tested using Man GlcNAc 
7 

oligosaccharide lacking Man-D The degradation of this compound 
-1 ' 

produces a single Man GlcNAc, and thua we conclude that the Man-il1, C, 4 
4 



Big. 11. Proposed schemes for the degradation of (A) MangGlcNAc and (B) 

Man GlcNAc by the cytosolic a-D-mannosidases. 
5 



and 4' are totally resistant to hydrolysis. This resistance could also 

correspond to a protective effect against an early degradation of the 

polyprenolic intermediates, which must be furtherly be used inside the 

lumen of the endoplasmic reticulum for complete assembly of the 

precursor of N-glycoproteins glycans [27]. At last the fact that 

lysosomal a-mannosidases prefer linear substrates while cytosolic 

enzymes preferentially cleave branched compounds [Il] support another 

hypothesis according to which a possible complementarity exists between 

cytosolic and lysosomal compartments for the catabolism of 

N-glycosylprotein glycans. The catabolism of some oligomannose-type 

glycans could start in the cytosol by hydrolysis of branched 

oligosaccharides formed by the action of the previously described 

cytosolic endo-N-acetyl-R-D-glucosaminidase [28,29], the resulting 

linear oligosaccharides being transferred into the lysosomes for further 

hydrolysis. However, the nature of glycoproteins undergoing the 

cytosolic catabolism remains to be elucidated. 
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Les a-D-mannosidases cytosoliques et lysosomiques du foie de Rat 

possèdent des spécificités différentes vis-à-vis de substrats naturels. 

Les mannosidases du lysosome sont plus actives vis-à-vis de substrats 

linéaires, tandis que les mannosidases du cytosol hydrolysent 

préférentiellement les substrats de type branché. Une telle observation 

avait d'ailleurs déjà été réalisée par TULSIANI et TOUSTER (1987) pour 

les enzymes du rein de Rat. Si les a-D-mannosidases du lysosome sont 

capables de complètement dégrader tous les types d'oligosaccharides, 

l'a-D-mannosidase du cytosol n'effectue par contre qu'une hydrolyse 

partielle des composés de type branché comme les oligosaccharides 

Man GlcNAc, Man GlcNAc OU Man G~cNAc. 
9 7 5 

Ces résultats ainsi que plusieurs autres, et notamment l'activation 

de l'activité par le cobalt et le fait qu'elle ne soit pas retenue par 

chromatographie sur Con A-Sepharose (Fig. 15), permettent ainsi de 

distinguer la mannosidase du cytosol des autres mannosidases 

cellulaires. 

Ces observations sont 3 la base des hypothèses, suivantes: 

- Les résultats suggèrent 1 'existence d'une synergie entre les 

compartiments cytosolique et lysosomique: la dégradation de certains 

oligosaccharides de type branché, libérés par l'action de l'endo-N- 

acétyl-B-D-glucosaminidase cytosolique (PIERCE et al., 1979; 1980), 

débuterait dans le cytosol, et les produits linéaires formés seraient 

ensuite conduits vers les lysosomes pour la poursuite de l'hydrolyse par 

l'intermédiaire d'un transporteur dont la présence reste toutefois à 

démontrer. 



F r a c t i o n  ( m l )  

Big. 15 : Chromatographie sur colonne de concanavaline A-Sepharose de 

l'a-D-mannosidase cytosolique du foie de Rat. 



- Le fait que l'a-D-mannosidase cytosolique soit incapable de 

dégrader les composés de type linéaire est en faveur d'un système 

protecteur des intermediaires polypr6noliques élaborés sur la face 

cytoplasmique du reticulum endoplasmique rugueux, ces intermédiaires 

étant ensuite utilisés dans le lumen du reticulum pour la biosynthèse 

des glycannes des N-glycosylprotéines. 



ETüDE DES a-D- OSI ID AS ES DU RETICüLCIM EWDOPLASMIQUE 

RUGUETJX ET DE L'APPAREIL DE GOLGI 

Contrairement aux a-D-mannosidases cytosoliques et lysosomiques pour 

lesquelles peu de renseignements étaient disponibles quant à leur exacte 

spécificité de substrat, le rôle des a-mannosidases du reticulum 

endoplasmique rugueux et de l'appareil de Golgi dans les processus de 

maturation des glycannes des N-glycosylprotéines est depuis longtemps 

établi. 

La mise au point d'une méthode qui associe la chromatographie HPLC et 

la résonance magnétique nucléaire a permis d'établir la spécificité des 

a-D-mannosidases du lysosome et du cytosol de foie de Rat et, bien que 

la spécificité des enzymes du reticulum endoplasmique rugueux et de 

l'appareil de Golgi soit connue, nous nous sommes proposé de vérifier 

les résultats concernant certains de ces enzymes en appliquant cette 

méthodologie. L'établissement de différentes séquences d'hydrolyse 

permet ainsi une comparaison des différentes activités 

a-D-mannosidasiques cellulaires. 



La mannosidase du reticulum endoplasmique rugueux est une 

a-l,2-mannosidase. Cet enzyme intervient, dans le processus de 

maturation des glycannes liés N-glycosidiquement aux protéines, aprés 

hydrolyse des résidus de glucose par les glucosidases 1 et II. 

En vue de préciser la spécificité de cet enzyme, l'oligosaccharide 

Man GlcNAc a été incubé avec la fraction de reticulum endoplasmique 
9 

rugueux isolé du foie de Rat. 

A) RESULTATS. 

l0 Conditions d'incubation et séparation des produits. 

Cette étude a été réalisée 3 pH 6,O en présence de Triton X-100 et 

de deux inhibiteurs d'activités a-D-mannosidasiques: la dMM, inhibiteur 

de la mannosidase 1 de l'appareil de Golgi (BISCHOFF et KORNPELD, 1984; 

TULSIAHI et TOUSTER, 1988), et la swainsonine, inhibiteur des 

a-mannosidases lyaosomiques (DORLING et al., 1980). Ces inhibiteurs ont 

été utilisés à des concentrations, respectivement de 50 et 20 PM, 

provoquant des inhibitions de 90% des activités mentionnées. 

Après 36 heures d'incubation à 37OC, 50% du substrat sont 

hydrolysés et on observe la formation de trois composés: Man GlcNAc 
8 

(86%), Man GlcNAc (11%) et Man GlcNAc (3%). Ces différents produits ont 
7 6 

été séparés par HPLC sur colonne de type NH (Fig. 16) puis analysés par 
2 

RMN du proton à 400 MHz. 



Temps (mn) 

Big. 16: Analyse HPLC des oligosaccharides formés après 36 heures 

d'hydrolyse du composé Man 9 GlcNAc par la mannosidase du 

reticulum endoplasmique rugueux. 
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2O Analyse des produits formés par RMN du proton à 400 MHz. 

a) Identification des oligosaccharides Man GlcNAc. 
8 

Le compost5 Man GlcNAc II est aisément identifié par la présence, 
8 

dans la zone des protons anomériques, des signaux caractéristiques d'un 

rgsidu de mannose non substitué à 6= 5,073 pprn (a) et 6= 5,102 pprn 

(B) (Fig. 17 et Tableau IV) . De même, la présence de l'isomère 

Man GlcNAc III est attestée par l'observation du glissement chimique à 
8 

6= 4,905 pprn (Fig. 17 et Tableau IV) caractéristique du proton H-1 d'un 

résidu de mannose g en position terminale non réductrice. Enfin 

l'isomsre Man GlcNAc 1 ne peut être identifié avec certitude, le 
8 

glissement chimique du proton H-1 d'un résidu de mannose C terminal, à 

6= 5,055 ppm, étant identique à celui du résidu D a (Fig. 17 et Tableau -2 

IV). 

L ' analyse de nombreux spectres de RMN d ' oligosaccharides de type 

oligomannosidique permet d'attribuer deux glissements chimiques 

différents au proton H-1 du résidu de N-acétylglucosamine 2, lorsque ce 

résidu se trouve en configuration a, selon la présence ou l'absence du 

résidu de mannose g2: 6= 5,230 pprn si le résidu D est présent contre 6= 
-2 

5,250 pprn si ce dernier résidu est absent (MICHALSKI et aï., 1990). Les 

signaux à 6= 5,228 et 5,248 pprn (Fig. 17) confirment ainsi le mélange 

d'isoméres. L'intégration de ces deux signaux permet de conclure que 

l'isomère Man GlcNAc II représente environ 80% du mélange. 
8 

b) Identification des oligosaccharides Man GlcNAc. 
7 

La fraction Man GlcNAc est également un mélange. Le signal à 6= 
7 

5,247 pprn relatif au proton H-1 d'un résidu de N-acétylglucosamine 2a 

prouve l'absence du résidu de mannose D des oligosaccharides Man GlcNAc 
-2 7 



B i g .  17 : Spectres de RMN des oligosaccharides MangGlcNAc (A) et 

Man GlcNAc (B) résultant de l'action de la mannosidase du 
7 

reticulum endoplasmique rugueux sur le substrat Man 9 GlcNAc. 



Tableau IV: Glissements chimiques des protons H-1 et 2 des résidus de 
mannose et H-1 du résidu de N-acétylglucosamine des oligosaccharides 
Man GlcNAc résultant de l'hydrolyse de l'oligosaccharide Man GlcNAc par 

8 
la mannosidase du reticulum endoplasmique rugueux. 

9 

M, mannose; GN, N-acétylglucosamine; n.d., non déterminé. 

Proton Résidu Glissement chimique (6) en ppm 

Man GlcNAc 1 Man GlcNAc II 
8 

Man GlcNAc III 
8 8 

M-M, 
M 

M-M' >-ON 

M-M, 
M 

M' :M-GN 

M\ 
M 

1 \ 
M-M ,M-GN 



Tableau V: Glissements chimiques des protons H-1 et 2 des résidus de 
mannose et H-1 du résidu de N-acétylglucosamine des oligosaccharides 
Man GlcNAc résultant de l'hydrolyse de l'oligosaccharide Man GlcNAc par 

7 
la mannosidase du reticulum endoplasmique rugueux. 9 

Ml mannose; GN, N-a~ét~lglucosamine, n.d., non déterminé. 

Proton Résidu Glissement chimique (6) en ppm 

Man G~cNAc 1 
7 

Man GlcNAc II 
7 

M\ 
A 

M .M-GN 
M-M-M 

M-M\ 
M 

M' 'M-GN 
/ 

M-M 



formés et lève l'ambiguité dûe au signal à 6= 5,408 ppm, celui-ci étant 

ainsi attribué à du matériel non oligosaccharidique (Fig. 17) et non à 

un résidu de mannose substitué. Le dédoublement des signaux relatifs 

aux protons H-1 des résidus de mannose 2, à 65 4,910 et 5,148 ppm, et C, 

a 6= 5,306 et 5,044 ppm, confirme les structures proposées des deux 

isomères en mélange (Fig. 17, Tableau V). 

B) DISCUSSION ET CONCLUSION. 

Les structures déterminées permettent de préciser la séquence 

d'hydrolyse schématisée sur la figure 18. La première étape consiste en 

l'hydrolyse préférentielle (80%) du résidu de mannose D lié en a-1,2 
-2 

(Fig. 18). On constate pourtant la formation de deux autres isomères 

Man GlcNAc. Les étapes suivantes conduisent par hydrolyse d'autres 
8 

résidus de mannose liés en a-1,2, les résidus D et El, à des composés 
-3 

"inférieurs" Man GlcNAc et Man6GlcNAC (Fig. 18). Toutefois la fraction 
7 

Man GlcNAc ayant été isolée en quantité trop faible, les structures 
6 

proposées sur la figure relèvent de l'hypothèse selon laquelle seuls des 

résidus de mannose liés en a-1,2 peuvent être hydrolysés par la 

mannosidase du reticulum endoplasmique (BISCHOFF et KORüFELD, 1983). 

Ce résultat est en accord avec les études précédentes de BISCHûBB et 

E(ORWFELD (1983) qui ont en effet montré que la mannosidase du reticulum 

endoplasmique rugueux du foie de Rat était capable de libérer des 

résidus de mannose de différents oligosaccharides de type 

oligomannosidique contenant de 6 à 9 résidus de mannose. La HMG-CoA 

réductase et l'a -glycoprotéine acide, protéines respectivement isolées 
1 

du reticulum de cellules CHO et d'hépatocytes de Rat, contiennent en 

effet majoritairement le glycanne Man GlcNAc sans résidu de rnannose D 
8 2 -2 

(BISCHOBB et al., 1986; SILVAlQWICii et JAMXESOLQ, 1989). Toutefois, la 



Big. 18 : Représentation schématique des différentes étapes d'hydrolyse 

de l'oligosaccharide Man GlcNAc par la mannosidase du 
9 

reticulum endoplasmique rugueux. 



HMG-CoA réductase, glycoprotéine résidente du reticulum, contient aussi 

des glycannes comportant 7 et 6 résidus de mannose (LISCUM e t  al., 1983; 

BISCHOFF et al., 1986), et les deux oligosaccharides Man GlcNAc isolés 
7 

de cette protéine, après digestion par la pronase et l'endo-N-acétyl-B- 

D-glucosaminidase H (BISCHOFF e t  a l . ,  1986), possèdent des structures 

identiques à celles décrites dans notre étude. 

BISCHOBB e t  al. (1986) attribuent la formation de ces glycannes à 

deux activités a-1,2-mannosidasiques différentes présentes au niveau du 

reticulum endoplasmique. La première activité, décrite par BISCElOFF et 

KDRlDBELD en 1983, interviendrait dans les processus CO-traductionnels de 

maturation glycannique de toutes les N-glycosylprotéines, qu'elles 

soient endocellulaires ou destinées à être secrétées. Après action des 

glucosidases 1 et II, celle-ci hydrolyse spécifiquement le résidu de 

mannose D Une seconde activité, sensible à la dMM, serait par contre 
-2 ' 

responsable de la poursuite de la maturation des glycannes des protéines 

résidant dans le reticulum endoplasmique, et donc de la formation des 

glycannes de type Man - et Man GlcNAc2. 
7 6 

Nos résultats ne permettent pas de distinguer ces deux activités. 

Toutefois, l'incubation ayant été réalisée en présence de dMM, 

l'accumulation de l'oligosaccharide Man GlcNAc II peut être corrélée à 
8 

une inhibition de cette seconde activité. 
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II- LES MAWWOSIDASES 1 DE L'APPAREIL DE 60LOIe 

Deux activités a-l,2-mannosidasiques, possédant des spécificités de 

substrat différentes, ont été caractérisées dans l'appareil de Golgi: 

- Une endomannosidase: cet enzyme possède une spécificité restreinte 
aux oligosaccharides de type oligomannosidique glucosylés, et libère, en 

une seule gtape, des chaînons (Glc) Man a partir d'oligosaccharides du 
n 

type (Glc) Man GlcNAc2 (LüBAS et SPIRO, 1987; 1988). 
n 9 

- Les mannosidases 1: deux formes, IA et IB, peuvent être séparées 

par chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose. Ces iso-enzymes 

hydrolysent les résidus de mannose liés en a-1,2 de différents 

oligosaccharides de type oligomannosidique (TULSIANI et al., 1982b). 

A) RESULTATS . 

Une cinétique d'hydrolyse de l'oligosaccharide Man GlcNAc par 9 

l'a-mannosidase 1 de l'appareil de Golgi de foie de Rat a été suivie par 

analyse chromatographique sur couche mince (Fig. 19). Le substrat a Bté 

incubé à pH 6,O et 37OC avec la fraction golgienne de foie de Rat en 

présence de Triton X-100. La mannosidase 1 convertit cet oligosaccharide 

en des produits comportant de 5 A 8 résidus de mannose (Fig. 19). Après 

2 heures d'incubation, on observe la formation des oligosaccharides 

Man GlcNAc (22%), Man GlcNAc (35%), Man6GlcNAc (30%) et Man GlcNAc 
8 7 5 

(13%). Après 6 heures d'incubation l'oligosaccharide Man GlcNAc devient 
5 

le produit majeur, et des incubations plus longues voient ce produit 

s'accumuler dans le milieu réactionnel. 



Big. 19 : Suivi par chromatographie sur couche mince de la cinétique 
d'hydrolyse de lfoligosaccharide Man GlcNAc par la mannosidase 

9 
1 de l'appareil de Golgi. 2 migrations ascendantes dans le 
solvant n-butanol- acide acétique- eau (2:1:1,5 v/v). 

Ligne 1: témoin Man GlcNAc. 
9 

Lignes 2 à 6: temps d'incubation 1/2, 1, 2, 4 et 6 heures. 
Ligne 7: mélange témoin d'oligosaccharides de type oligomannosidique, 
Man GlcNAc à Man GlcNAc, isolés d'urine de patients atteints de 

2 
mannosidose. 

9 



Dans le but de déterminer la structure des différents intermédiaires 

formés, 5 mg de lloligosaccharide Man GlcNAc ont été incubés pendant 2 h 
9 

et les produits formés ont été purifiés par chromatographie HPLC sur 

colonne de type NH et analysés par RMN du proton à 400 MHz. 
2 

B) ANALYSE DES PRODUITS FORMES PAR RMN DU PROTON A 400 MHz. 

l0 Identification des oligosaccharides Man GlcNAc. 
8 

Les glissements chimiques 6= 5,079, 5,102 et 4,905 ppm (Fig. 20 et 

Tableau VI), caractéristiques de protons H-1 de résidus de mannose A et 

B terminaux, attestent de la présence des oligosaccharides MangGlcNAc II - 

et III. L'oligosaccharide Man GlcNAc 1 est principalement détecté par la 
8 

présence du signal à 6= 5,057 ppm. Ce signal, confondant les signaux 

relatifs aux protons anomériques de résidus D a et 2 terminaux, possède 
-2 

en effet une intensité supérieure à celui du proton H-1 du résidu D B -2 

(Fig. 20). 

L'intégration des signaux à 6= 5,228 et 5,246 ppm, relatifs au 

résidu de N-acétylglucosamine Sa, permet de conclure que le mélange 

dloligosaccharides contient 50% du composé Man GlcNAc II. 
8 

2O Identification des oligosaccharides Man GlcNAc. 
7 

On observe de nouveau le dédoublement des signaux du résidu de 

N-acétylglucosamine Sa (Fig. 20) et, par conséquent, la complexité des 

oligosaccharides Man GlcNAc produits. 
7 

L ' absence de signaux 

caractéristiques de résidus de mannose 4 terminal ou 4' monosubstitué 

prouve que chacun des isomères contient les résidus A, et - C. 



Pig. 20 : Spectres de RMN des oligosaccharides ManSGlcNAc (A) et 

Man GlcNAc (B) formés après hydrolyse de l'oligosaccharide 
7 

Man GlcNAc par la mannosidase 1 de l'appareil de Golgi. 
9 



Tableau VI : Glissements chimiques (6) des protons H-1 et 2 des résidus 
de mannose et H-1 du résidu de N-acétylglucosamine des oligosaccharides 
Man GlcNAc résultant de l'hydrolyse de l'oligosaccharide Man GlcNAc par 

8 
la mannosidase 1 de l'appareil de Golgi. 

9 

M, mannose; GN, N-acétylglucosamine; n.d., non déterminé. 

Proton Résidu Glissement chimique ( 6 )  en ppm 
- -- -- - - 

Man GlcNAc 1 
8 

Man8GlcNAc II Man GlcNAc III 
8 

M-M, 
M 

M' ;M-GN 

M\ 

M-2'M-m 1 

M-M-M 



Tableau VI1 : Glissements chimiques des protons H-1 et 2 des résidus de 
mannose et H-1 du résidu de N-acétylglucosamine des oligosaccharides 
Man GlcNAc résultant de l'hydrolyse de l'oligosaccharide Man GlcNAc par 

7 
la mannosidase 1 de l'appareil de Golgi. 

9 

M, mannose; GN, N-acétylglucosamine; n.d., non déterminé. 

Proton Résidu Glissement chimique (6) en ppm 

Man GlcNAc 1 
7 

Man GlcNAc II 
7 

Man GlcNAc III 
7 

M 
/ 

M-M ,M-GN 

M-M, 
'M 

M' 'M-GN / 

M-M 



Les trois oligosaccharides Man GlcNAc 1, II et III sont ainsi 
7 

caractérisés par la présence de signaux relatifs aux protons H-1 de 

résidus de mannose C (6= 5 , 301 ppm) , (6= 5,399 (a) et 5,405 (B) ppm) 

et (6- 5,144 ppm) substitués respectivement par les résidus de mannose 

D D et g3 (Fig. 20 et Tableau VII). 
-1' -2 

Après intégration des signaux relatifs aux protons H-1 du résidu de 

N-acétylglucosamine 2a, on constate que 60% du mélange sont représentés 

par l'isomère Man GlcNAc II. L'intensité relative du signal confondant 
7 

les protons anomériques des résidus de mannose D a et C terminaux (Fig. -2 

20) confirme cette conclusion. 

3O Identification des oligosaccharides Man6GlcNAc. 

La présence du signal à 6= 5,094 ppm, caractéristique d'un résidu 

de mannose 4 non substitué, atteste la présence des oligosaccharides 

Man GlcNAc II et III (Fig. 21 et Tableau VIII). La présence de ces deux 
6 

isomères se voit confirmée par les signaux relatifs aux protons 

anomériques de résidus - A substitué, 6= 5,395 (a) et 5,403 (B) ppm 

(isomère II), et 2 substitué à 6= 5,142 pprn (isomère III). 

L'absence de signal à 6= 4,890 pprn caractéristique d'un résidu de 

mannose 41 mono-substitué et la présence du signal à 6= 5,349 pprn 

relatif d'un résidu 4 substitué par le résidu C (6= 5,052 ppm) 

permettent d'identifier l'isomère Man GlcNAc 1 (Fig. 21 et Tableau 
6 

VIII) . 
La comparaison des intensités des signaux relatifs au proton H-1 du 

résidu de N-acétylglucosamine Za (6= 5,245 et 5,228 ppm) (Fig. 21) 

permet de conclure que le mélange des oligosaccharides Man GlcNAc 
6 

contient 50% de l'isomère II. 



A - / - 2 NAc (x 1/2) 
Mm(a 1-31 

H- 1 4 - H-2 

l I - 

Big. 21 : Spectres de RMN des oligosaccharides Man6GlcNAc (A) et 

Man5GlcNAC (8)  résultant de l'hydrolyse de l'oligosaccharide 

Man GlcNAc par la mannosidase 1 de l'appareil de Golgi. 
9 



Tableau VI11 : Glissements chimiques (6) des protons H-1 et 2 des 
résidus de mannose et H-1 du résidu de N-acétylglucosamine des 
oligosaccharides Man GlcNAc et Man GlcNAc résultant de l'hydrolyse de 

6 
l'oligosaccharide Man GlcNAc par ?a mannosidase 1 de l'appareil de 
Golgi. 

9 

M, mannose; GN, N-acétylglucosamine; n.d., non déterminé. 

- - - -  - - -- 

Proton Résidu Glissement chimique (6) en ppm 

Man GlcNAc 1 Man GlcNAc If Man GlcNAc III Man GlcNAc 
6 6 6 5 

M\ M\ M-M\ 
M M 

/ \ 
M 

M. >-GN M-M ,M-GN d"\M-ON M. >M-GN 
M-M M M' M 
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5 O  Identification des oligosaccharides Man GlcNAc. 
5 

L'unique oligosaccharide Man GlcNAc est identifié grâce à 
5 

l'observation des glissements chimiques 6= 5,080, 5,106, 4,909 et 5,102 

ppm respectivement caractéristiques des protons H-1 de résidus de 

mannose A (a et R), et 4 en position terminale non réductrice (Fig. 21 

et Tableau VIII). 

La présence d'un signal, relativement intense, à 6= 4,894 ppm (noté 

* 
4' sur la figure 21), suggère l'existence d'un second isomère - 
Man GlcNAc: ce signal possède en effet un glissement chimique 

5 

caractéristique d'un proton anomérique d'un résidu de mannose 4' 

mono-substitué. Toutefois, la structure de ce second isomère ne peut 

être déterminée par l'observation du spectre. 

C) DISCUSSION ET CONCLUSION. 

Les différentes étapes d'hydrolyse de l'oligosaccharide Man GlcNAc 9 

par les mannosidases IA et IB de l'appareil de Golgi consistent en 

l'hydrolyse des résidus de mannose -31 D -2 D f -1 D et - C liés en a-1,2 dans un 

ordre relativement aléatoire (Fig. 22). Les structures des nombreux 

isomères formés sont identiques à celles des produits obtenus lors 

d'études précédentes réalisées en utilisant des enzymes purifiés (Fig. 8 

d'après TABAS et ICûRlWELD, 1979; TULSIAWI et TOUSTER, 1988). 

La première étape consiste, comme au niveau du reticulum 

endoplasmique, en l'hydrolyse préférentielle du résidu de mannose D . -2 

Toutefois ce résidu D semble assez résistant à l'hydrolyse s'il n' est 
-2 

pas élimine dès la première étape. On constate, en effet, que les 

mélanges d'oligosaccharides Man - et Man GlcNAc contiennent 
7 6 

respectivement 60 et 50% d'isomères comportant le résidu de mannose D . -2 



Big. 22 : Représentation schématique des différentes étapes d'hydrolyse 

de l'oligosaccharide Man GlcNAc par les mannosidases 1 de 
9 

1 ' appareil de Golgi. 



Le produit final d'hydrolyse est un oligosaccharide comportant 5 

résidus de mannose. Bien que les substrats naturels des mannosidases 1 

soient des glycoprotéines, celles-ci sont capables d'hydrolyser les 

résidus de mannose liés en a-1,2 de nombreux oligosaccharides de type 

oligomannosidique et de libérer un oligosaccharide comportant 5 résidus 

de mannose (Fig. 22), substrat de la N-acétylglucosaminyltransférase 1 

puis de la mannosidase II. 



III- ETUDE DE L'HYDROLYSE DE L'OLIGOSACCEIARIDE Man5GlcN& D M S  

L'APPAREIL DE COLOI DU FOIE DE RAT. 

A) INTRODUCTION. 

Deux a-1,3-/ a-l,6-mannosidases différentes ont ,à ce jour, été 

caractérisées dans l'appareil de Golgi du foie de Rat: 

- la mannosidase II possède une spécificité restreinte au composé 
GlcNAc(Man) GlcNAc2. Elle hydrolyse les résidus de mannose 5 et g en 

5 

position terminale réductrice et liés en a-1,3 et a-1,6 (TULSIMI et 

al., 1982b) . 
- l'autre enzyme est capable de convertir l'oligosaccharide 

Man GlcNAc en un produit unique Man GlcNAc après hydrolyse des résidus A 
5 3 

et - B (BOIQAY et IIlJGHES, 1989). 

Si le rôle de la mannosidase II au cours de la maturation des 

glycannes des N-glycosylprotBines est clairement établi, la 

signification biologique d'autres activités a-1,3-/ a-1,6- 

mannosidasiques golgiennes reste à déterminer. 

En vue de déterminer avec précision les résidus de mannose 

susceptibles d'être hydrolysés dans l'appareil de Golgi par ce second 

type d'enzyme, l'oligosaccharide Man GlcNAc, produit final de l'action 
5 

des mannosidases 1, a été incubé avec la fraction golgienne préparée à 

partir du foie de Rat. 

B) RESULTATS. 

L' incubation est réalisée à pH 6,O en présence de Triton X-100. On 

constate, après 24 heures d'incubation, la formation de produits 

comportant 4 et 3 résidus de mannose (Fig. 23). Ces produits ont été 



Temps (mn) 

Big. 23 : Analyse HPLC des oligosaccharides formés apras 24 heures 

d'hydrolyse de l'oligosaccharide Man 5 GlcNAc par une activité 

a-1,3-/ a-1,6-mannosidasique de l'appareil de Golgi. 



séparés par chromatographie sur colonne de type NH puis analysés par 
2 

RMN du proton à 400 MHz. 

la Identification des oligosaccharides Man GlcNAc. 
4 

L'oligosaccharide Man GlcNAc 1 est détecté par la présence du 
4 

glissement chimique 6= 4,871 pprn caractéristique du proton anomérique 

d'un résidu de mannose 4' substitué par les résidus A et g (Fig. 24 et 

Tableau IX). Par contre, le signal à 6= 4,894 pprn permet de supposer la 

présence d'oligosaccharides possédant un résidu de mannose 4' 

mono-substitué. En effet, les signaux à 6= 5,098, 5,120 et 5,104 ppm, 

respectivement relatifs de résidus de mannose et 4, confirment la 

présence de l'isomère Man GlcNAc III, tandis que les signaux à 6= 4,911 
4 

et 5,093 pprn relatifs des résidus et 4 attestent de la présence de 

l'isomère Man GlcNAc II (Fig. 24 et Tableau IX). 
4 

Le mélange d'oligosaccharides se voit de plus confirmé par les 

glissements chimiques caractéristiques du proton anomérique du résidu de 

N-acétylglucosamine 2a. 

2' Identification des oligosaccharides Man GlcNAc. 3 

Il s'agit aussi d'un mélange de trois isomères. Les signaux a 6= 

5,100 et 4,916 pprn caractéristiques de protons anomériques de résidus de 

mannose 4 et 4' en position terminale réductrice attestent de la 

présence de l'isomère Man GlcNAc III (Fig. 24 et Tableau X). Les 
3 

isomères Man GlcNAc 1 et II sont respectivement caractérisés par les 
3 

glissements chimiques relatifs aux protons H-1 de résidus de mannose A, 

6= 5,075 (a) et 5,106 (B) ppm, et - B, 6= 4,916 ppm, en position terminale 

réductrice (Fig. 24 et Tableau X). 



m 
NAc 1 

Pig. 24 : Spectres de RMN des oligosaccharides Man4GlcNAc (A) et 

Man3GlcNAC (8 )  résultant de l'hydrolyse de l'oligoaaccharide 

Man 5 GlcNAc par une activité a-1,3-/ a-l,6-mannosidasique de 

l'appareil de Golgi. 



Tableau IX : Glissements chimiques des protons H-1 et 2 des résidus de 
mannose et H-1 du r6sidu de N-acétylglucosamine des oligosaccharides 
Man4GlcNAc résultant de l'hydrolyse de l'oligosaccharide Man GlcNAc par 
une activité a-1.3-1 a-1.6-mannosidasipue de 1 ' appareil de coigi. 
M, mannose; GN, N-acétylglucosamine; n.d., non déterminé. 

Proton Résidu Glissement chimique (6) en ppm 

Man4GlcNAc 1 Man GlcNAc II 
4 

Man G~cNAc III 
4 

M\ 
M\ 
M-GN 

M' 

M 
/ \ 

M M-GN 
M' 



Tableau X : Glissements chimiques (6) des protons H-1 et 2 des résidus 
de mannose et H-1 du résidu de N-acétylglucosamine des oligosaccharides 
Man GlcNAc résultant de l'hydrolyse de l'oligosaccharide Man GlcNAc par 

3 
une act ivité a-1.3-/ a-1,6-mannosidasique de 1 ' appareil de ~ o i ~ i .  
MI mannose; GN, N-acétylglucosamine; n.d., non déterminé. 

Proton Résidu Glissement chimique (6) en ppm 

Man3GlcNAc 1 Man3GlcNAc II ManjGlcNAc III 

M\ 
M\ 
M-GN 

M 
/ \ 

M M-GN 
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C) DISCUSSION ET CONCLUSION. 

L'analyse de la zone des protons anomériques du spectre de 

l'oligosaccharide Man GlcNAc formé par les a-l,2-mannosidases 1 après 
5 

hydrolyse de l'oligosaccharide Man GlcNAc (Fig. 21) permettait la mise 
9 

en évidence du proton H-1 d'un résidu de mannose 4' mono-substitué (6= 

4,894 ppm) et suggérait par conséquent une possible hydrolyse de résidus 

de mannose liés en a-1,3 et/ou a-1,6 par l'intermédiaire d'une activité 

a-mannosidasique différente de la mannosidase II. 

Nos résultats permettent de décrire la séquence d'hydrolyse de 

l'oligosaccharide Man GlcNAc schématisée sur la figure 25. Cette 
5 

séquence apparaît tout à fait aléatoire et produit différents isomère8 

comportant respectivement 4 et 3 résidus de mannose et le trisaccharide 

Man(al-6)Man(Bl-4)GlcNAc. 

Deux activités différentes sont capables d'hydrolyser cet 

oligosaccharide Man GlcNAc et les différents produits caractérisés lors 
5 

de cette étude peuvent donc résulter de l'action de ces deux enzymes. 

BûHAY et HüGHES (1989) ont en effet purifié à partir du foie de Rat 

un enzyme capable d'hydrolyser le composé Man GlcNAc. Toutefois cet 
5 

enzyme hydrolyse spécifiquement les résidus de mannose A et 8, et libère 

le tétrasaccharide Man(al-3)[Man(al-6)]Man(B1-4)GlcNAc. 

De plus, TüLSIAi9I et a l .  (1982b) ont montré que la mannosidase IA 

purifiée du foie de Rat, bien qu'étant spécifique des résidus de mannose 

liés en a-1,2, pouvait convertir cet oligosaccharide Man GlcNAc en des 
5 

produits Man GlcNAc et Man GlcNAc, sans toutefois déterminer leur 
4 3 

structure. 

La signification biologique de telles activités a-mannosidasiques 

reste pourtant à élucider. L'enzyme caractérisée par WRAY et HüGHES 

(1989) pourrait réaliser une voie alternative de biosynthèse des 

glycannes de type N-acétyllactosaminique ne necessitant pas 



Big. 25 : Représentation schématique des différentes étapes d'hydrolyse 

de l'oligosaccharide Man 5 GlcNAc dans l'appareil de Golgi. 



l'intervention de la mannosidase II telle qu'elle a été décrite par 

XûïWBELD e t  a l .  (1979) dans une souche mutante de cellules de lymphome 

de Souris. NARASIMBAN et a l .  (1977) ont, en effet, montré que le composé 

Man(al-3)[Man(al-6)]Man(Bl-4)GlcNAc pouvait être, au même titre que 

l'oligosaccharide Man GlcNAc, substrat de la N-acétylglucosaminyl- 
5 

transférase 1. Enfin, l'oligosaccharide Man(a1-3)[Man(al-6)]Man(B1-4)- 

GlcNAc(B1-4)GlcNAc a été isolé du mélange des glycannes de l'ovomucoïde 

de Caille (HASE e t  a l . ,  1982) et de Poule (PAZ-PARENTE et  a l . ,  1983), et 

il représente ainsi un exemple de structure échappant au schéma 

classique de maturation des glycannes des N-glycosylprotéines au cours 

de leur biosynthèse. 

IV- CONcLUSIm. 

Cette étude a permis de vérifier et confirmer les résultats 

précédemment acquis concernant la spécificité de certaines 

a-mannosidases impliquées dans la biosynthèse des glycannes des 

N-glycosylprotéines. La méthodologie employée, basée principalement sur 

l'analyse par résonance magnétique nucléaire des produits résultant de 

l'hydrolyse enzymatique, permet en effet de préciser la structure des 

divers intermédiaires formés et de dégager la chronologie d'action des 

différents enzymes. 

Les séquences déterminées pour les a-mannosidases du reticulum et de 

l'appareil de Golgi diffèrent non seulement entre elles, mais aussi de 

celles décrites pour les enzymes du lysosome et du cytosol. Ces enzymes 

produisent en effet de nombreux intermédiaires d'hydrolyse dont la 

formation peut, dans notre cas, toutefois être attribuée à 

l'intervention de plusieurs formes isoenzymatiques en mélange. 
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CONCLUSION GENERALE 

Les travaux préalablement entrepris au Laboratoire sur le catabolisme 

lysosomique des N-glycosylprotéines de type N-acétyllactosaminique 

avaient permis de démontrer que la dégradation des glycannes par les 

hydrolases acides obéissait à une séquence tout à fait ordonnée, faisant 

intervenir les différents enzymes dans un ordre chronologiquement 

déterminé. Notre étude sur la dégradation des glycannes de type 

oligomannosidique confirme ces travaux en démontrant que la dégradation 

de ce dernier type de structures par les a-mannosidases lysosomiques 

obéit également à une séquence tout à fait ordonnée. Toutefois, ces 

résultats ne permettent pas de déterminer si le catabolisme des 

N-glycannes de type oligomannosidique est gouverné par la conformation 

du substrat ou par la spécificité de différentes formes iso- 

enzymatiques. Dans ce contexte, une étude conformationnelle par RMN des 

substrats formés à chaque étape de la dégradation devrait permettre de 

confirmer cette hypothèse. Néanmoins, il est à noter que les étapes 

finales de dégradation faisant intervenir les a - 3 -  et a-1,6- 

mannosidases notamment requièrent la présence de zinc. A ce titre, 

l'hypothèse avancée concernant l'existence d'un iso-enzyme spécifique de 

liaisons a-1,6 du mannose ne pourra être vérifiée que par l'isolement 

des deux formes A et B des a-mannosidases acides du lysosome, ainsi que 

par l'étude de la spécificité de l'activité résiduelle en cas de 

mannosidose. D'ores et déjà, nous avons établi que l'hydrolyse des 

liaisons a-1,6, contrairement aux liaisons a-1,3, ne peut s'effectuer 

sur des glyco-asparagines ou sur des glycopeptides. 

Les résultats obtenus concernant l'enzyme cytosolique confirment 

l'existence d'un catabolisme cytosolique des N-glycosylprotéines, 

préalablement suggéré par la découverte de 1'endo-N-acétyl-B-D- 



glucosaminidase par le groupe de G.SPIK. L'étroite spécificité de cet 

enzyme permet, en outre, de mettre en avant plusieurs hypothèses. La 

première serait l'existence d'une complémentarité d'action entre enzymes 

cytosoliques et lysosomiques, le catabolisme débutant dans le premier de 

ces compartiments et s'achevant dans le second. Cette hypothèse ne 

pourra être vérifiée que par la recherche de récepteurs sp6cifiques à la 

surface de la membrane lysosomique permettant d'intégrer dans cet 

organite les métabolites résultant de l'hydrolyse cytosolique, à savoir: 

glycoprotéines partiellement dégradées, glycopept ides ou 

oligosaccharides. La seconde hypothèse est à relier à la structure de 

l'isomère Man GlcNAc formé lors de l'hydrolyse cytosolique, ce dernier 
5 

constitue en effet l'intermédiaire de "construction" élaboré sur les 

dolichols sur la face cytosolique du RER lors des processus de 

biosynthèse des N-glycannes. La spécificité restreinte des 

a-mannosidases cytosoliques s'expliquerait alors en terme de protection 

de la cellule vis-à-vis de substrats métaboliquement essentiels. Il 

serait, en ce sens, crucial de déterminer l'activité de ces enzymes 

vis-à-vis des intermédiaires lipidiques mannosylés. 

Ces différentes questions trouveront certainement un élément de 

réponse en déterminant la nature des substrats susceptibles de subir le 

catabolisme cytosolique, la nature exacte de l'équipement enzymatique du 

cytosol et l'origine biosynthétique de ces enzymes. 
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APPENDICE TECHNIQUE 
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PREPARATIOH DES FRACTIOWS CELLüLAIRES DE FOIE DE RAT 

Des Rats femelles (WISTAR, 6-8 semaines) sont mis à jeûn une nuit 

avant d'être sacrifiés par décapitation, et les foies sont rapidement 

prélevés. Les différentes étapes du fractionnement cellulaire sont 

réalisées à +4OC. 

PREPARATION DE LYS080MES. 

Les foies sont broyés au moyen de l'appareil de FISCHER puis 

homogénéisés dans une solution de saccharose 250 mM tamponnée à pH 7,4 

(20 mM Hepes), à raison de 4 ml/g, à l'aide d'un appareil de POTTER (750 

tours/mn, 3 allers-retours). Le culot obtenu par centrifugation à 

10.000 g (rotor BECKMAN SW 27) de la fraction post-nucléaire (De DüVE et 

al., 1955) est suspendu dans le tampon précédent contenant 45% de 

Percoll (v/v). Le mélange est centrifugé pendant 90 mn à 40.000 g (rotor 

BECKMAN SW 40) (JOHAS, 1986), et la fraction de 1 ml collectée à la base 

des tubes est lavée avec une solution isotonique de chlorure de sodium a 

0,9%. 

II) PREPARATION DE CYTOSOL. 

L'homogénat, préparé de la même manière que précédemment, est 

centrifugé pendant 1 h 105.000 g (rotor BECKMAN SW 27). Le surnageant 

est saturé en sulfate d'ammonium et agité pendant 1 h. Le précipité 

form6 est suspendu dans un tampon de pH 7,4 (Tris-HC1 20 mM) et dialysé 



pendant 24 h contre ce même tampon. La solution de protéines est 

concentrée par ultrafiltration (filtre Millipore XM-50), remise en 

suspension en un tampon de pH 6,2 (cacodylate de sodium 50 mM) et 

concentrée de nouveau avec le même système d'ultrafiltration. 

III) PREPARATION DE RETICULüM ENDûPLASMIQüE. 

Le protocole suivi est celui de DEBEIRE et al. (1977). Après broyage, 

les foies de Rat sont homogënéisés dans une solution de saccharose 250 

mM tamponnée à pH 7,4 (Tris-HC1 10 mM, MgCl2 0,5 mM) à l'aide d'un 

appareil de POTTER (1200 tours/mn, 6 allers-retours). Le surnageant 

post-mitochondrial est placé sur 10 ml d'une solution de saccharose 1 M, 

et l'ensemble est centrifugé pendant 1 h à 105.000 g (rotor BECKMAN SW 

27). Le culot de microsomes est suspendu dans une solution de saccharose 

1,6 M. Les fractions submicrosomales sont séparées par centrifugation 

sur un gradient discontinu de saccharose. 7 ml de la fraction 

microsomale sont déposés sur 7 ml d'une solution de saccharose 1,8 M. 

Après addition de 14 et 7 ml de solutions de saccharose respectivement 

1,4 et 1 MI l'ensemble est centrifugé pendant 3 h à 105.000 g (rotor 

BECKMAN SW 27). Le reticulum endoplasmique rugueux se situe à 

l'interface des solutions 1,8 et 1,6 M, tandis qu' à l'interface des 

solutions 1,6 et 1,4 M se trouve le reticulum endoplasmique lisse. Ces 

deux fractions, récupérées avec précaution, sont diluées par addition de 

1 volume de tampon Tris-HC1 10 mM pH 7,4 et centrifugées pendant 1 h à 

100.000 g (rotor BECKMAN SW 27). 
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IV) PREPARATION DE L'APPAREIL DE GOLGI. 

Le protocole suivi est une modification de celui décrit précédemment 

par BALCfi et a l .  (1984). L'homogénéisation des tissus broyés est 

réalisée dans une solution de saccharose 250 mM tamponnée à pH 7,4 

(Tris-HC1 10 mM, MgC12 0,s mM) à l'aide d'un appareil de POTTER (750 

tours/mn, 4 allers-retours). Lfhomogénat est mélangé à 1 volume d'une 

solution de saccharose 2,3 M. L'appareil de Golgi est préparé par 

centrifugation en gradient discontinu de saccharose. Dans un tube sont 

ainsi déposés successivement différents volumes de solution de 

saccharose: 

- 3 ml de saccharose 2,3 Ml 

- 3 ml de saccharose 1,6 M, 
- 10 ml de l'homogénat, 
- 10 ml de saccharose 1,2 M, 
- 10 ml de saccharose 0,8 M 

Après une centrifugation pendant 2,s h à 100.000 g (rotor BECKMAN SW 

27), la fraction golgienne est récupérée à l'interface des solutions de 

saccharose 0,8 et 1,2 M. Celle-ci est diluée par addition de 1 volume de 

tampon Tris-HC1 10 mM pH 7,4 et centrifugée pendant 1 h à 100.000 g 

(rotor BEC- SW 27). 

V) DOSAGES DES ENZYMES MARQUEURS. 

Afin d'estimer le degré de pureté de chacune des fractions 

cellulaires, différents enzymes marqueurs ont été dosés. 

La phosphatase acide (EC 3.1.3.2) et la N-acétyl-B-D-glucosaminidase 



(EC 3.2.1.30), marqueurs enzymatiques du lysosome, sont dosées en 

utilisant le paranitrophénylphosphate et le paranitrophény1-B-D-N- 

acétylglucosaminoside (BARRETT, 1972). 

La glucose-6-phosphatase (EC 3.1.3.9), marqueur du reticulum 

endoplasmique, est dosée selon la méthode décrite par BEAüFAY et al. 

(1974), l'activité de la phosphatase acide étant inhibée par addition au 

milieu d' incubation de tartrate de sodium 12 rnM (BRIO- et TAPPEL, 

1968). 

Enfin l'activité de la sialyltransférase (EC 2.4.99.1), enzyme 

marqueur de l'appareil de Golgi, est dosée en utilisant 

l'asialotransferrine comme accepteur endogène (BAWOIS et al., 1981). 

Les enrichissements et rendements de purification dans les fractions 

de lysosomes, reticulum endoplasmique rugueux et appareil de Golgi sont 

présentés dans le tableau. 



Tableau: Caractérisation enzymatique des fractions cellulaires du foie 

de Rat. 

Le rendement (R) représente le pourcentage de l'activité enzymatique 

dosée dans la fraction par rapport à celle dosée dans l'homogénat de 

départ (100%). Le taux de purification (P) est exprimé par le rapport 

des activités spécifiques: activité spécifique de la fraction / activité 

spécifique de l'homogénat de départ. n.d., non détectable. 

Fraction B-hexosaminidase Phosphatase Glucose-6- Sialyl 
acide phosphatase transférase 

Homogénat 1 100 

de départ 

Lysosome 10 515 

Reticulum 1 

Appareil 4 n.d. - - 2,l n.d. 137 5 

de Golgi 
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PREPARATION DES SUBSTRATS 

1) PREPARATION DES OLIGOSACCHARIDES ET GLYCOASPARAGIfQES. 

Les oligosaccharides Man GlcNAc et Man4GlcNAc (Fig. 1) ont été 
9 

préparés à partir d'urine de patients atteints de mannosidose (STRECKER 

e t  ai., 1976). L'oligosaccharide Man GlcNAc linéaire a été isole du 
4 

mélange de pentasaccharides par HPLC en phase réverse. 

Les oligosaccharides Man GlcNAc et Man GlcNAc (Fig. 1) ont été 
5 7 

préparés à partir d'ovalbumine d'oeuf de Poule. Les glyco-asparagines 

Man GlcNAc Asn et Man GlcNAc Asn sont obtenus par digestion pronasique 
5 2 7 2 

d'ovalbumine d'oeuf de Poule, puis chromatographie sur colonne 

échangeuse d'ions (Dowex 50x2, 200-400 mesh, forme H') (MûNTGOMERY 

YU, 1963). Une digestion de ces glyco-asparagines par l'endo-N-acétyl- 

B-D-glucosaminidase d'un Basidiomycète (BOUQUELET e t  al., 1980) permet 

d'obtenir les oligosaccharides correspondants. 

Le glyco-asparagine Man GlcNAc Asn (Fig. 2) est préparé par digestion 
3 2 

pronasique de la fraction IV de Cohn, puis digestion des 

glyco-asparagines libérés par un mélange d'enzymes bactériennes, fourni 

par M le Professeur S. BOUQUELET, contenant les activités 

a-neuraminidasique, a-fucosidasique, B-galactosidasique et 

B-hexosaminidasique. Le glyco-asparagine Man(al-6)Man(Bl-4)GlcNAcsAsn 

(Fig. 2) a été isolé à partir d'urine de patients atteints d'aspartyl- 

glucosaminurie (AKASAKI e t  al., 1976). 

La fonction NH libre du résidu asparagine de ces glyco-asparagines, 
2 

Man GlcNAc Asn et Man GlcNAcZAsn, a été acétylée à l'aide d'anhydride 
3 2 2 

acétique dans une solution saturée de bicarbonate de sodium. 

Les oligosaccharides correspondants, Man GlcNAc et Man2GlcNAc, sont 
3 



Man GlcNAc 
-9 

Man (al-6) 

\ 
Man (al-3 ) jan )\ ,Man(Bl-4)GlcNAc 

Man (al-3 ) 

Man GlcNAc 
-7- 

Man(a1-2)Man(al-6) 

\ 
Man (al-3 ) )\ jan(B1-4)GlcNAc 

Man(a1-2)Man(al-3) 

Ffg.  1 : Structures des différents substrats. 



Man(Bl-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(Bl-N)Asn 

Man (al-3 ) / 

Man -2 GlcNAc2& 

Man(Bl-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn 

Man (al-6) 

\ ,Man("'-4)GicNAc 

Man (al-3 ) 

Man GlcNAc 
-2 

Big. 2 : Structures des différents substrats. 



finalement preparés par digestion des glyco-asparagines par 1'endo-N- 

acétyl-B-D-glucosaminidase d'un Basidiomycète (BOUQUELET et al., 1980). 
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ETüDES DES ACTIVITES a-D-~OSIDASIQUES 

Les activités a-D-mannosidasiques des différentes fractions 

cellulaires préparées à partir du foie de Rat ont été étudiées dans les 

conditions suivantes. 

Le culot de lysosomes est suspendu en tampon acétate de sodium 200 mM 

pH 5 contenant 0,5% en Triton X-100, homogénéisé à l'aide d'un appareil 

de DOUNCE (20 allers-retours) et finalement abandonné 2 h à + 4OC avant 

l'emploi. Au vu de l'extrême labilité des activités a-mannosidasiques 

lysosomiques, lors d'incubations de longues durées des additions 

d'homogénat lysosomique sont nécessaires toutes les 4 h. De plus, les 

activités a-1,3- et a-1,6-mannosidasiques requièrent la présence d'ions: 

de l'acetate de zinc est donc ajouté au milieu d'incubation à la 

concentration finale de 2,5 mM (MICHALSKI et al., 1990). 

II) a-D- OSI ID AS ES CYTOSOLIQUES. 

Le tampon utilisé est une solution de cacodylate de sodium 50 mM pH 

6,2 (SHOüP 8t TOUSTER, 1976). 
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III) a-D- SIDAS SES DU RETICüLüM EiVDOPLASMIQüE, 

Le culot de membranes resuspendu en tampon cacodylate de sodium 50 mM 

pH 6 (BISCEIOFF et KORnBELD, 1983) contenant 0,5 % en Triton X-100 est 

homogénéisé au moyen d'un appareil de DOUNCE (10 allers-retours), et 

abandonné 1 h A + 4OC avant usage. Les incubations sont réalisées en 

présence de 1-déoxymannojirimycine, a la concentration de 50 FM afin 

d'inhiber la mannosidase 1 de l'appareil de Golgi (BISCHOFF et KORWFELD, 

1984), et de swainsonine, à la concentration de 20 FM de manière à 

inhiber les a-mannosidases du lysosome (DORLIWG et a l . ,  1980) 

IV) a-D- OSI ID AS ES DE L'APPAREIL DE GOL61, 

Le culot est homogénéisé, de la même manière que précédemment, dans 

un tampon phosphate de sodium 10 mM pH 6 contenant 0,5% de Triton X-100 

(TABAS et KOIWBELD, 1979; TüLSIANI et a l . ,  1982). 
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SEPARATION ET AMALYSE DES PRODUITS D'HYDROLYSE 

1) SEPARATION DES PRODUITS D'HYDROLYSE. 

Les incubations sont  a r r ê t é e s  par  addi t ion  de  1 volume d 'é thanol  à 

- 20°C. Après cen t r i fuga t ion ,  les surnageants s o n t  dessa lés  s u r  colonnes 

+ 
couplées de  Dowex 50x2 (200-400 mesh, forme H ) et 1x2 (200-400 mesh, 

forme CH COO-) , p u i s  s u r  colonne de Biogel P2 é luées  par  de 1 ' eau. Les 
3 

oligosaccharides s o n t  séparés par  HPLC s u r  colonne de type  NH (colonne 
2 

Supelcosyl LC-NH2, 0,4 x 25 cm, 5 pm, Supelco Inc., Bel lefonte ,  

Pennsylvania) . 
L ' é l u t i o n  est r é a l i s é e  par  un gradient  a c é t o n i t r i l e / e a u  selon les 

condi t ions  suivantes:  passage d 'un mélange 70,/30 pendant 15 mn p u i s  

é l éva t ion  jusqu'à 50% de l a  concentrat ion en eau en 60 mn. Le déb i t  est 

de 1 ml/mn et  l a  dé tec t ion  des  ol igosaccharides est e f fec tuée  à 206 nm. 

II) ANALYSE DES PRODUITS D'HYDROLYSE. 

A )  ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE. 

Les d i f f é r e n t e s  études c iné t iques  r é a l i s é e s  ont  été analysées p a r  

chromatographie s u r  couche mince de s i l i c e .  Sur une plaque Sil icagel-60 

(MERCK, R.F.A.) s o n t  déposées des quan t i t é s  correspondant à 10 pg de  

maté r i e l  oligosaccharidique. Deux ou t r o i s  migrat ions successives,  avec 

séchages intermédiaires,  son t  r é a l i s é e s  dans le solvant  n-butanol - 
acide acét ique  - eau (2: 1: 1 , 5 ) .  La plaque est révélée  par  le r é a c t i f  3 

l ' o r c i n o l  su l fur ique  ( s o l u t i o n  à 0,2% d 'o rc ino l  dans H SO 20%).  
2 4 



B) ANALYSE DES PRODUITS PAR RMN DU PROTON A 400 MHz. 

L' analyse en REM des oligosaccharides dissous dans 2 ~ 2 0  (99.95%. 

Commissariat à ltEnergie Atomique, Saclay, France) est effectuée avec un 

appareil BRUKER AM-400 WB à 300 K. Les glissements chimiques (6) sont 

mesurés par rapport au 2,2-diméthyl-2-silapentane sulfonate de sodium 

et, indirectement par rapport 3 l'acétone (6 CH = 2,225 ppm). Les 
3 

spectres sont interprétés par comparaison avec les valeurs fournies par 

la littérature (VLIEGENTXART et al., 1983). 

C) ANALYSE DES PRODUITS PAR SPECTROMETRIE DE MASSE. 

l0 Méthylation. 

Les composés sont méthylés selon la méthode de PAZ PAREWTE et ai. 

( 1984) . 
Les composés (200 pg) sont dissous dans 200 pl de diméthylsulfoxyde 

dans un tube en verre et la solution est placée dans un bain 

ultrasonique pendant 30 min. On ajoute ensuite 200 pl de base (lithium 

méthylsulfinyl carbanion) à la solution que l'on place de nouveau au 

bain ultrasonique pendant 1 h. Après congélation, 400 pl d'iodure de 

méthyle sont additionnés et l'alkylation se déroule pendant 1 h au bain 

ultrasonique. 1 ml d'eau contenant quelques cristaux de thiosulfate de 

sodium est ajouté, et le composé perméthylé est extrait par 3 fois 1 

volume de chloroforme. Les phases organiques sont rassemblées, lavées 

abondamment à l'eau, évaporées sous courant d'azote et lyophylisées. 

Le composé perméthylé est méthanolysé pendant 24 h à 80°C a l'aide 

de 0,5 ml de méthanol chlorhydrique 0,5 N. Après évaporation sous 

courant d'azote, les méthylglycosides partiellement méthylés sont 
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et, indirectement par rapport à l'acétone (6 CH = 2,225 ppm). Les 
3 

spectres sont interprétés par comparaison avec les valeurs fournies par 

la littérature (VLIEGEHTXART et a l . ,  1983). 

C) ANALYSE DES PRODUITS PAR SPECTROMETRIE DE MASSE. 

l0 Méthylation. 

Les composés sont méthylés selon la méthode de PAZ PAREWTe et al. 

(1984) . 
Les composés (200 pg) sont dissous dans 200 pl de diméthylsulfoxyde 

dans un tube en verre et la solution est placée dans un bain 

ultrasonique pendant 30 min. On ajoute ensuite 200 pl de base (lithium 

méthylsulfinyl carbanion) à la solution que l'on place de nouveau au 

bain ultrasonique pendant 1 h. Après congélation, 400 pl d'iodure de 

méthyle sont additionnés et l'alkylation se déroule pendant 1 h au bain 

ultrasonique. 1 ml d'eau contenant quelques cristaux de thiosulfate de 

sodium est ajouté, et le composé perméthylé est extrait par 3 fois 1 

volume de chloroforme. Les phases organiques sont rassemblées, lavées 

abondamment à l'eau, évaporées sous courant d'azote et lyophylisées. 

Le composé perméthylé est méthanolysé pendant 24 h à 80°C à l'aide 

de 0,5 ml de méthanol chlorhydrique 0,5 N. Après évaporation sous 

courant d'azote, les méthylglycosides partiellement méthylés sont 



acétyles par 10 pl de pyridine et 100 ~1 d'anhydride acétique pendant 

une nuit à température ambiante. 

2O Spectrométrie de masse. 

L'identification des éthers méthyliques est réalisée selon la 

méthode décrite par FOüRïUET et al. (1981). 

Les analyses sont effectuées a l'aide d'un chromatographe en phase 

gazeuse Girdel 300 3 colonne capillaire de silicone OV 101 (0,3 mm x 25 

m, gaz vecteur à pression d'Hélium 0,5 bar) couplé à un spectromètre de 

masse Riber Mag 10-10 (Rueil-Malmaison, France). 

Les conditions chromatographiques sont les suivantes: la 

température du four est programmée de 100 à 180°C à 3°C/min, puis de 180 

à 240°C à 6OC/min; la température de l'injecteur et du détecteur est de 

240°C. 
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