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PMESE e e e Phenylméthane-sulfonyl fluoride
BMN ..oteeeceecsveseenrneeeeeeeseesnneseseas Résonance magnétique nucléaire
ST .ttt ettt ettt et ettt e sa e sttt a e n e a et n et e s e ananns Sérine
W ettt ettt et sttt e n et s e s n e et enens Swainsonine
TR e it Thréonine
UDDP ettt et ettt esesaeessssss s s s ssesssesesarsaees Uridine diphosphate
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Les glycosidases, enzymes principalement localisées dans le lysosome,
sont capables d’hydrolyser la plupart des enchainements osidiques rencon-
trés dans les glycoconjugués.

L’étude de la chronologie d'intervention des différentes glycosidases
dans les processus cataboliques, ainsi que leur spécificité vis-a-vis de subs-
trats naturels, a été facilitée par le développement de méthodes physico-
chimiques comme la résonance magnétique nucléaire (RMN) ou la spectro-
métrie de masse par bombardement d’atomes accélérés (FAB-MS). Ces mé-
thodes sont, en effet, des outils de choix pour I'analyse des métabolites for-
més lors de réactions enzymatiques. Elles permettent en particulier, de dé-
terminer la nature des différents isoméres susceptibles de se former au
cours des réactions, ainsi que la cinétique et la chronologie de ces mémes
réactions.

Ces techniques appliquées, dans notre laboratoire, a ’étude de la dé-
gradation des glycannes liés N-glycosidiquement de type oligomannosidique
par les a-D-mannosidases du lysosome et du cytosol, ont permis de définir
clairement 1’étroite spécificité de substrat de chacune de ces enzymes et
d’émettre l'hypothése d'une complémentarité d’action entre les a-D-
mannosidases des compartiments lysosomique et cytosolique.

Bien que la spécificité de P'a-D-mannosidase neutre soit particuliére et
différe 1te de celle de toute autre a-D-mannosidase cellulaire, le probléme de
sa localisation au sein du compartiment cytosolique reste entier, car I'a-D-
mannosidase soluble est préparée par fractionnement cellulaire.

Afin d’apporter des arguments quant a la localisation intracellulaire
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précise de cette activité enzymatique soluble, nous avons.entrepris de pun-
fier cette a-D-mannosidase. Au cours de ce travail, nous avons mis en évi-
dence la présence de deux activités mannosidasiques neutres au sein de la
fraction cytosolique, possédant chacune une spécificité de substrat diffé-
rente.

Nous avons alors étudié l'activité de l'a-D-mannosidase cytosolique
purifiée vis-a-vis de substrats naturels potentiels, constitués par les oligo-
saccharides-diphospho-dolichols mis en jeu au cours de la biosyntheése des
N-glycosylprotéines.

Nous ferons précéder I'exposé de ces travaux par une revue présentant
les propriétés des a-D-mannosidases cellulaires décrites a ce jour, ainsi que
par un état des lieux de la glycosylation cytosolique avec, en particulier, la

description des substrats potentiels de I'a-D-mannosidase cytosolique.
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Le cytosol est le siége du métabolisme de nombreuses macromolécules,
dont les glycoprotéines. Nous nous intéresserons tout particuliérement au
métabolisme de la partie glycannique de ces composés. Depuis quelques an-
nées déja, il devient de plus en plus évident que le cytosol prend une part
trés importante dans I'anabolisme mais aussi le catabolisme des glycannes.

Notre tra\-/ajl a consisté a purifier une glycosidase neutre cytosolique,
I'a-D-mannosidase, impliquée dans le métabolisme des glycoconjugués.

Nous nous efforcerons dans ce chapitre, aprés avoir fait un bref rappel
sur la structure des glycannes des glycosylprotéines, de décrire les a-D-
mannosidases cellulaires caractérisées a ce jour et de faire un état des lieux

de la glycosylation cytosolique.

Les glycosylprotéines

Les glycosylprotéines résultent de I’association covalentielle d'un glu-
cide appelé glycanne et d'une protéine. D’'une maniére générale, les glyco-
protéines sont classées en fonction de la nature de la liaison glycanne-
protéine (Strecker et Montreuil (1979)). On distingue ainsi deux classes de
glycoprotéines :

1. Les O-glycosylprotéines dans lesquelles la liaison de type O-
glycosidique s’effectue entre un monosaccharide et un résidu de
sérine ou de thréonine.

2. Les N-glycosylprotéines ou l'unique liaison de type N-glycosidique

s'effectue entre la N-acétylglucosamine et I'asparagine.
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A. Les O-glycosylprotéines

On distingue plusieurs types de noyaux (Montreuil (1987)), en fonction

du monosaccharide conjugué a la chaine peptidique :

v

Le type protéoglycanne : un résidu de xylose est conjugué par une
liaison B sur un résidu séryle. Le noyau Gal(31-3)Gal(B1-4)Xyl est
substitué par une répétition de motifs disaccharidiques définis-
sant ainsi le chondroitine sulfate, le kératane sulfate, le derma- |
tane sulfate ou I'héparane sulfate.

Le type mucine : un résidu de N-acétylgalactosamine est lié sur
une sérine ou une thréonine. Quatre types principaux de noyau
sont décrits. Ils sont substitués par des chainons oligosaccharidi-
ques acides ou neutres de longueur variable.

Le type collagéne : un résidu de galactose est lié sur le groupe-

ment hydroxyle d’'un résidu d’hydroxylysine en f.

B. Les N-glycosylprotéines

Les glycannes liés N-glycosidiquement possédent en commun une

fraction invariable (inv.), le noyau trimannosyl-N-N’-diacétylchitobiose

(Montreuil (1975)) :
Man(a1-6)
4 \
Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(1-N)Asn
/ 3 2 1
Man(a1-3)

4
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+ Man(a1-2)Man(a1-6)

\ A
Man(a1-6)
/ \
+ Man(a1-2)Man(a1-3) Man(@1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn
/
Man(a1-2)o.2 Man(a1-3)

D Gal1-4)GlcNAc(B1-6)

\ B
A Gal(p1-49GlcNAc(B1-2)Man(x1-6)
+ NeuAe \
+ GlcNAc(B1-4) — Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GleNAc(B1-N)Asn
+ Fue / /(+ou-)
B Gal(B1-49)GlcNAc(B1-2)Man(a1-3) Fuc(a1-6)
/

C Gal(B1-4)GlcNAc(B1-4)

L’association des antennes A+B, A+B+C, A+B+D et A+B+C+D conduit respecti-

vement aux structures dites bi-, tri-, tri’- et tétra-antennées.

Man(a1-6)

\ C
Man(c1-6)
/
Man(a1-3)
£ GleNAc(B1-4) — Man(B1-49)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn
/
Gal(p1-4)GleNAc(B1-2)Man(a1-3)

Figure 1 : Les trois types fondamentaux de glycannes liés
N-glycosidiquement aux protéines

A : Glycanne de type oligomannosidique
B : Glycanne de type N-acétyllactosaminique

C : Glycanne de type hybride
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Cette fraction oligosaccharidique commune est substituée par des mo-
tifs oligosaccharidiques variableé (var) : les antennes qui sont le support de
la spécificité des glycannes des N-glycosylprotéines (Figure 1 page 25).

En fonction de la nature des chaines oligosaccharidiques var, trois ty-
pes fondamentaux caractérisent ces glycannes :

1. le type oligomannosidique (Montreuil (1975))

2. le type N-acétyllactosaminique (Montreuil (1975))

3. le type hybride (Tai et al. (1977))

I1. Les a-D-mannosidases

Différentes a-D-mannosidases (EC 3.2.1.24) capables d’hydrolyser tous
les types de liaison des glycannes de type oligomannosidique ont été décrites
dans de nombreux tissus animaux (Winchester (1984), Moremen et Touster
(1988)). Ces enzymes, caractérisées et difféx"enciées sur la base de leurs pro-
priétés physico-chimiques, différent principalement par leur localisation
cellulaire et leur intervention dans le métabolisme des chaines glycanniques
des N-glycosylprotéines. Elles sont classiquement divisées en deux groupes :

1. les a-D-mannosidases impliquées dans la biosynthése des glycan-

nes liés N-glycosidiquement, situées dans le reticulum endoplasmi-
que et I'appareil de Golgi des eucaryotes.

2. les a-D-mannosidases jouant un rdle dans le catabohsme des gly-

cannes liés N-glycosidiquement, localisées dans le lysosome et le cy-

tosol des cellules eucaryotes.
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Toutefois, il existe d’autres a-D-mannosidases, dont le role et/ou la lo-

calisation cellulaire sont différents ou non encore déterminés.

A. Les a-D-mannosidases impliquées dans la biosyn-
thése des glycannes des N-glycosylprotéines.

La biosynthése des N-glycosylprotéines débute dans le reticulum en-
doplasmique par le transfert «en bloc» du mégaloglycanne
GlcsMansGlecNAc: lié au pyrophosphodolichol sur la chaine polypeptidique
naissante (Hubbard et Ivatt (1981), Kornfeld et Kornfeld (1985)). Ce trans-
fert est suivi d'une série d’événements conduisant les protéines du reticulum
endoplasmique jusqu’aux citernes trans de l'appareﬂ de Golgi avant leur
adressage ultérieur vers la membrane, le lysosome ou le milieu extra-
cellulaire.

Ces événements sont corrélés a I'action de glycosidases spécifiques
jouant un réle majeur dans l'élaboration de la structure des glycannes de
type oligomannosidique, N-acétyllactosaminique (Montreuil (1975)), ou hy-
bride (Tai et al. (1977)). Aprés Paction des o-glucosidases I et II (Elting et
al. (1980), Grinna et Robbins (1979), Ugalde et dl. (1979)), différentes a-D-
mannosidases, situées dans le reticulum endoplasmique et 'appareil de
Golgi, entrent en jeu au cours de la maturation des glycannes des N-
glycosylprotéines. Elles seront classées ici suivant leur localisation cellu-

laire.
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1) Les a-D-mannosidases du reticulum endoplasmique

Premiéres a entrer en jeu dans 'élagage des résidus de mannose des
glycannes des N-glycosylprotéines, ces a-D-mannosidases sont les suivantes :
v La-1,2-mannosidase du reticulum endoplasmique (Bischoff et
Kornfeld (1983))
v La Mano-mannosidase (Schweden et al. (1986))

v L'a-D-mannosidase kifunensine résistante (Weng et Spiro (1993))

a) L’a-1,2-mannosidase du reticulum endoplasmique

i) Mise en évidence

En 1983, alors que la biosynthése des glycannes des N-
glycosylprotéines est décrite par le transfert en bloc dun mégaloglycanne
sur la protéine dans le reticulum endoplasmique, puis par I'élagage des dif-
férents résidus de mannose par les mannosidases I et II golgiennes, Bischoff
et Kornfeld mettent en évidence une activité a-D-mannosidasique localisée
dans le reticulum endoplasmique. Ils distinguent cette a-D-mannosidase
membranaire, solubilisée par le désoxycholate, des o.-D-mannosidases lyso-
somiques et golgiennes par le fait qu'elle est non retenue sur colonne de
concanavaline A. L'a-D-mannosidase membranaire du reticulum endo-
plasmique 1 ydrolyse des résidus de mannose liés en a-1,2. Elle est inactive
vis-a-vis du substrat GlcNAcMansGlcNAc, spécifique de I'a-D-mannosidase
IT golgienne (Tabas et Kornfeld (1978)). Contrairement a la mannosidase IA

(Tulsiani et al. (1982bh)), elle est active vis-a-vis du p-nitrophényl-a-D-
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mannoside. Enfin, 'a-1,2-mannosidase du reticulum endoplasmique est re-
lativement insensible & la swainsonine (Tableau I page 36), inhibiteur spé-
cifique de l'a-D-mannosidase lysosomique (Dorling et al. (1980)). Ces au-
teurs ont proposé que l'a-D-mannosidase du reticulum endoplasmique soit
considérée comme la premiére a entrer en jeu dans I'hydrolyse des manno-
ses des glycannes liés N-glycosidiquement, avant lentrée des N-

glycosylprotéines dans l'appareil de Golgi.

ii) a-1,2-mannosidases membranaire et soluble

Bischoff et Kornfeld (1986) ont purifié une forme soluble qui posséde
les mémes propriétés physico-chimiques que l'a-1,2-mannosidase membra-
naire du reticulum endoplasmique préalablement décrite en 1983. Ils ont
montré quun anticorps polyclonal de Chévre dirigé contre l'a-D-
mannosidase soluble du reticulum endoplasmique reconnaissait spécifique-
ment l'a-1,2-mannosidase membranaire du reticulum de foie de Rat. Ils en
ont conclu que les deux a-D-mannosidases constituaient deux formes de la
méme enzyme, et que I'a-D-mannosidase soluble n’était autre que l'a-1,2-
mannosidase membranaire du reticulum endoplasmique retrouvée dans la
fraction cytosolique au cours de I’homogénéisation cellulaire, aprés protéo-
lyse. Ces travaux sont a l'origine de la controverse liée a 'existence de I'a-D-
mannosidase localisée spécifiquement dans le compartiment cytosolique et
purifiée par Shoup et Touster en 1976.

Toutefois, Moremen et Robbins (1991) ont montré que trois o-D-
mannosidases, ayant une localisation et une spécificité de substrat totale-

ment différentes, possédaient un grand pourcentage d’homologie. Ainsi,
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Iétude de la séquence primaire de la mannosidase II a révélé qu’une région
de 215 acides aminés présentait une grande similitude aveé la région cor-
respondante de l'a-1,2-mannosidase du reticulum endoplasmique (Bischoff
et al. (1990)), et avec la forme vacuolaire de I'a-D-mannosidase de Saccha-
romyces cerevisiae (Yoshihisa et Anraku (1989)). L'a-1,2-mannosidase du re-
ticulum endoplasmique montre d’ailleurs un pourcentage d’homologie trés
important, sur lensemble de sa séquence peptidique, avec l'a-D-
mannosidase vacuolaire de Saccharomyces cerevisiae.

La controverse liée a l'existence de I'a-D-mannosidase cytosolique est
ainsi contrecarrée, car ces résultats montrent que des études immunologi-

ques ne suffisent pas a conclure a l'identité de deux a-D-mannosidases.

iif) Spécificité de substrat
Afin d’étudier le role exact de 'a-1,2-mannosidase du reticulum endo-
plasmique, Bischoff et al. (1986) ont travaillé sur des cellules en culture dé-

rivées des cellules CHO, en présence de désoxymannojirimycine, un inhibi-

Isomére B

® Man B GlkNAc .\. o-1,6 / o-1,3 9 o112 o—3 B1.4

Figure 2 : Réaction catalysée par I'a-1,2-mannosidase du
reticulum endoplasmique

Bischoff et al. (1986)
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teur spécifique des mannosidases I golgiennes. Ils ont ainsi mis en évidence
que l'a-1,2-mannosidase du reticulum endoplasmique hydrolyse le substrat
MansGlcNAcz pour libérer loligosaccharide MansGlcNAc: (isomére B)
(Figure 2 page 30).

De plus, ils ont décrit une deuxiéme activité mannosidasique sensible a
la désoxymannojirimycine localisée dans le reticulum endoplasmique qui
hydrolyse le substrat MansGlcNAcz pour former loligosaccharide
MansGIcNAcz. Cette activité correspond trés certainement a l'a-D-
mannosidase que Schweden et al. ont purifié la méme année a partir du foie
de Beeuf : 1a Mans-mannosidase (voir page 32).

En 1988, Rizzolo et Kornfeld ont décrit dans les cellules COS une a-D-
mannosidase possédant la méme spécificité de substrat que l'a-1,2-
mannosidase du reticulum endoplasmique, mais inhibée par la désoxyman-
nojirimycine. Ces auteurs proposent que des a-D-mannosidases possédant
des caractéristiques enzymatiques différentes soient ainsi réparties dans

des « compartiments interconnectés » du reticulum endoplasmique.

iv) Clonage
Bischoff et al. (1990) ont isolé, caractérisé et exprimé des ADN com-
plémentaires codant pour I'a-1,2-mannosidase du reticulum endoplasmique
de foie de Rat. La séquence primaire préfigurée par les 3392 paires de base
de 'ADN complémentaire de I'a-1,2-mannosidase du reticulum endoplasmi-
que montre que le domaine catalytique de 'enzyme se situe dans la lumiére
du reticulum endoplasmique, ancré a celui-ci via un domaine hydrophobe.

Toutefois, la séquence primaire ne laisse pas présager d'un domaine hydro-
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phobe de longueur suffisante pour constituer un domaine d’ancrage classi-
que des protéines membranaires. De plus, I'extrémité N-terminale ne con-
tient pas la séquence signal généralement rencontrée (Verner et Schatz
(1988)). 11 se peut que 'enzyme soit adressée post-traductionnellement au
reticulum endoplasmique, en réponse a un éventuel signal métabolique,
comme cela a été décrit pour l'inhibiteur 2 des activateurs du plasminogéne
(Belin et al. (1989)). De ce fait, 'ADN complémentaire pourrait trés bien co-
der pour une o-D-mannosidase cytosolique que I'on pourrait retrouver par
la suite dans le reticulum endoplasmique sous une forme distincte mais trés

semblable.

b) La Mans-mannosidase

i) Caractérisation, purification, spécificité de substrat .
En 1986, Schweden et al. purifient et caractérisent une a-D-
mannosidase localisée dans les microsomes de foie de Veau possédant une

masse moléculaire de 56 kDa. Cette enzyme est non retenue sur colonne de

® Man GlcNAc \ a-16 / a13 0@ a12 @ f14

Figure 3 : Réaction catalysée par la Mans-mannosidase du
foie de Porc

Bause et al. (1992)
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concanavaline A. Elle est activée par le calcium et inhibée par la désoxy-
mannojirimycine (Tableau I page 36). Cette o-D-mannosidase a une spéci-
ficité de substrat trés étroite. Elle hydrolyse 3 des 4 résidus de mannose liés
en a-1,2 sur le substrat MansGlcNAc:. Elle est inactive vis-a-vis du produit
final ManeGlecNAc: formé, d’ou son nom de Mans-mannosidase. La structure
de ce produit final n’a été déterminée qu’en 1992 (Figure 3 page 32).

Ces caractéristiques la différenciaient des autres o-D-mannosidases
décrites jusqu’alors. Seuls, Bischoff et al., en 1986, avaient décrit la pré-
sence d'une telle activité mannosidasique, sensible 4 la désoxymannojiri-
mycine et localisée dans le reticulum endoplasmique. En 1989, Schweden et
Bause purifient de la méme facon la Mans-mannosidase du foie de Porc.
Cette a-D-mannosidase posséde exactement les mémes caractéristiques en-
zymatiques que la Manoe-mannosidase du foie de Veau. La Mano-
mannosidase native de foie de Porc posséde une masse moléculaire de 65
kDa (déterminée par des études immunologiques), contrairement au frag-
ment purifié d'une masse de 49 kDa (Tableau I page 36).

L’étroite spécificité de la Mans-mannosidase, active uniquement vis-a-
vis du substrat de type MansGlcNAce, indique qu’elle intervient immédia-
tement aprés les glucosidases I et II (Elting et al. (1980), Grinna et Robbins
(1979), Ugalde et al. (1979)) dans le processus de maturation des glycannes
liés N-glycosidiquement. De cette spécificité, les auteurs en ont déd it sa lo-

calisation dans le reticulum endoplasmique.

ii) Clonage et topographie

En 1993, Bause et al., ont cloné le géne codant pour la Mans-
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mannosidase de rein humain. Ils ont isolé un fragment de 1875 nucléotides
codant pour une protéine d’'une masse moléculaire d’environ 71 kDa. La
masse moléculaire de la Mans-mannosidase de rein humain avait été éva-
luée a 73 kDa. L’'analyse de la séquence codante indique que la Mans-
mannosidase est une protéine membranaire de type II possédant a
I'extrémité N-terminale une séquence de 22 a 24 résidus d’acides aminés
hydrophobes, 4 compter du 11¢me acide aminé, constituant a la fois le do-
maine transmembranaire et la séquence signal de localisation dans le reti-
culum endoplasmique.

La topographie globale du fragment N-terminal est semblable a celle
d’autres enzymes intervenant dans la biosynthése de glycannes liés V-
glycosidiquement, telles que la mannosidase II (Moremen et Robbins
(1991)), la B-1,4-galactosyltransférase (Russo et al. (1992), lo-1,3-
galactosyltransférase (Joziasse et al. (1989)), la p-galactoside «-2,6-
sialyltransférase (Weinstein et al. (1987)) et I'a-D-mannosidase du reticu-
lum endoplasmique chez Saccharomyces cerevisiae (Camirand et al. (1991).
Ces similitudes indiquent une structure commune possible, caractéristique
de la partie N-terminale des protéines membranaires de type I1.

Aucune similitude dans les séquences d’acides aminés correspondant
au doniaine C-terminal n’a été retrouvée avec 'a-1,2-mannosidase du reticu-
lum endoplasmique de foie de Rat (Bischoff et al. (1990)) ou avec la manno-
sidase II de foie de Rat (Moremen et Robbins (1991)). Par contre, 5 régions
variant de 8 & 29 résidus d’acides aminés sont similaires a celles retrouvées

pour 'a-D-mannosidase du reticulum endoplasmique chez Saccharomyces
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cerevisiae (Camirand et al. (199.1)). De plus, une séquence consensus a
compter de 'acide aminé 120 chez I'a-1,2-mannosidase du reticulum endo-
plasmique ('acide aminé 240 pour la Mans-mannosidase), correspondant a
I'interaction avec les ions Cat*t, a été décelée (Strynadka et James (1989)).

Ces deux enzymes sont activées par le calcium.

¢) L’a-D-mannosidase kifunensine résistante

En 1993, Weng et Spiro ont mis en évidence une nouvelle a-D-

mannosidase localisée dans le reticulum endoplasmique de foie de Rat

(Tableau I page 36).

Isomeére C

® Man B GicNAc .\. a-1,6 / ‘@13 @ a12 O—@ p1.4

Figure 4 : Réaction catalysée par I'a-D-mannosidase kifu-
nensine-résistante

Weng et Spiro (1993)

Cette enzyme a également une spécificité de substrat trés étroite. Elle
hydrolyse le mannose Ds du substrat MansGlcNAc en clivant la liaison a-1,2
libérant ainsi I'isomére C de 'oligosaccharide MansGlcNAc (Figure 4).

De plus, elle a la particularité d’étre résistante a la kifunensine,



Tableau I : a-D-mannosidases localisées dans le reticulum endoplasmique

Masse conA H
Noms Références moléculaire P Inhibiteurs | Activateurs Spécificité de substrat
retenu | optimal
(kDa)
i i tabilisé
Mannos‘ldase Bischoff et Kornfeld - non 6,5 ni Sw, ni dMM s isee par in vitro, hydrolyse des liaisons a-1,2
membranaire (Rat) (1983) Co*+
. . tabilisé
Mannosidase Bischoff et Kornfeld 35_0 non 6,5 ni Sw, ni dMM stabilisée par in vitro, hydrolyse des liaisons a-1,2
soluble (Rat) (1986) sous unités 107 Co**
Mannosidases . R . . R R MangGlcNAcz - MansGlcNAcz :isomére B
Bischoff et al. (1986)
(cellules UT1) . . . dMM . MangGleNAcg - MangGleNAey
Mannosidase Rizzolo et Kornfeld MangGleNAcy —» MangGleNAcy : isomére B
(cellules COS) ' (1988) GchanQGlcNAcz - GchanBGlcNAcz
Mang-mannosidase dMM MangGleNAcg —» MangGlcNAcy
Boouf) Schweden et al. (1986) 56 (x1) non 6,0-6,2 Ki =7uM Ca Glc3Man9GlcN Acy > Glc3Man8GlcN Acy
Schweden et Bause
" i dMM
Mans. n(t;nn())mdase (1989) 49 (fragment) non 6.0 K =5 pM Ca++ MangGlcNAcy - MangGleNAc,
orc i
Bause et al. (1992) '
a-D-mannosidase
Jifunensine. | Weng et Spiro (1993) . . 60275 | dMM,EDTA . MangGleNAe, - MangGleNAcy
. Isomére C
résistante

[dopua winnoizas np sesepisounew-(§-x s
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jusqu’alors décrite comme étant un inhibiteur de la mannosidase I gol-
gienne (Elbein et al. (1990)). Or, Weng et Spiro moﬁtrent que la kifunensine
inhibe également l'a-1,2-mannosidase membranaire du reticulum endo-
plasmique décrite par Bischoff et Kornfeld en 1983. L'a-D-mannosidase ki-
funensine résistante et 'a-1,2-mannosidase membranaire du reticulum en-
doplasmique ont en commun de ne pas étre inhibées par la désoxymannoji-
rimycine.

Ces auteurs ont ainsi mis en évidence une nouvelle voie de dégradation
des glycannes de type oligomannosidique dans le reticulum endoplasmique,
avant le passage des N-glycosylprotéines, en voie de maturation, dans I'ap-

pareil de Golgi.

2) Les a-D-mannosidases de I'appareil de Golgi

Les premiéres études mettant en évidence une activité o-D-
mannosidasique dans l'appareil de Golgi ont été menées par Dewald et
Touster en 1973. Tulsiani et al. en 1977 ont purifié et caractérisé cette a-D-
mannosidase golgienne du foie de Rat. Parallélement, Tabas et Kornfeld
(1979) ont purifié et caractérisé une deuxiéme activité a-D-mannosidasique
golgienne du foie de Rat. Finalement, c’est en 1982 que Tulsiani et al. ont
répertorié ces deux mannosidases sous leur nom actuel, suivant leur ordre
d’intervention dans la maturation des N-glycosylprotéines :

v" La mannosidase I constituée de deux isoformes : les mannosidases IA et
IB

v La mannosidase II
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Ces deux types de mannosidase se différencient par leur localisation

au sein de 'appareil de Golgi, mais surtout par leur spécificité de substrat.

Une troisiéme activité mannosidasique golgienne a été mise en évi-
dence par Lubas et Spiro en 1987 :

v’ Tendo-a-D-mannosidase du foie de Rat.

a) Les a-D-mannosidases IA et IB

i) Caractérisation, spécificité de substrat

L'a-D-mannosidase I a été partiellement purifiée et caractérisée par
Tabas et Kornfeld (1979). Puis, Tulsiani et al. (1982b) montrérent que
I'enzyme pouvait étre fractionnée en deux activités différentes :

1. 'enzyme non retenue sur colonne de phosphate de cellulose, inac-

tive vis-a-vis du p-nitrophényl-a-D-mannoside; la mannosidase IA.

2. I'enzyme retenue sur cette colonne de phosphate de cellulose, active

vis-a-vis du p-nitrophényl-a-D-mannoside; la mannosidase IB.

De plus, ces deux enzymes différent par leur thermolabilité : la man-
nosidase IA étant thermostable, alors que la mannosidase IB est thermo-
labile.

Toutefois, elles sont similaires du point de vue de leur spécificité de
substrat et de leur comportement vis-a-vis d’inhibiteurs. Les mannosidases
JA et IB sont spécifiquement inhibées par la désoxymannojirimycine
(inhibition non compétitive) (Bischoff et Kornfeld 1984) et elles dégradent

toutes deux in vitro des substrats de nature MansGlcNAc pour former un
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produit final de type MansGlcNAc comme l'ont montré Tulsiani et Touster
en 1988 (Figure 5 page 40).

Des études d'immunoprécipitation ont montré que l'anticorps dirigé
contre la mannosidase IA réagissait également avec la mannosidase IB. Ces
études immunologiques suggérent que ces enzymes contiennent des sous-
unités identiques ou dérivent d'un précurseur commun (Tulsiani et Touster
(1988)). D’apreés ces auteurs, il est concevable d’admettre que les mannosi-
dases IA et IB constituent deux isoformes de la méme molécule, comme cela
a été précédemment décrit pour les formes A et B de I'a-D-mannosidase ly-
sosomique de foie humain (Cheng et al. (1986)) (voir page 61). Ces deux en-
zymes pourraient avoir un roéle physiologique différent. Elles présentent
toutes deux des taux d’activité similaires dans 1'appareil de Golgi (Tulsiani
et al. (1982b)) mais, il est possible que les mannosidases IA et IB soient
impliquées différemment dans la biosynthése des glycannes des N-
glycosylprotéines. Chaque enzyme serait responsable de I’hydrolyse de rési-
dus de mannose particuliers parmi les quatre possibles provenant des gly-

cannes de type oligomannosidique de la N-glycosylprotéine.

ii) Purification, localisation
La mannosidase IA a été purifiée et caractérisée par Tulsiani et Tous-
ter en 1988 (Tableau IV page 47). Cette enzyme posséde une masse molécu-
laire de 230 kDa et serait constituée de 4 sous-unités (2 x57 et 2 x58 kDa).
Se référant a ses interactions avec la concanavaline A et & sa sensibilité a
l’endoglycos@dase H, la mannosidase IA semble étre une glycoprotéine cons-

tituée d’une a deux chaines oligosaccharidiques. L’acide sialique, le
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Figure 5 : Hydrolyse des résidus de mannose réalisée par
Ia-D-mannosidase IA de l'appareil de Golgi

Tulsiani et Touster (1988)

® Man GicNAc \ o-1,6 x o-1.3 oo o112 o—= B-1.4 (
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galactose et la N-acétylglucosamine, caractéristiques des glycoprotéines de
type N-acétyllactosaminique, sont absents des structures glycanniques, ce
qui serait en accord avec la localisation subcellulaire de I'’enzyme dans la
région cis de l'appareil de Golgi (Dunphy et al. (1981), Pohlmann et al.
(1982), Rothman (1981)). Néanmoins, des études récentes ont montré
que la localisation subcellulaire des a-D-manﬁosidases I ne se résumait pas
uniquement a la région cis de 'appareil de Golgi (Velasco et al. (1993)). Ces
auteurs démontrent, par microscopie électronique et immunofluorescence,
que ia localisation de I'a-D-mannosidase I varie selon le type cellulaire
(Tableau II). Ils décrivent non seulement des variations dans la distribution
de 'a-D-mannosidase I dans les différentes citernes de l'appareil de Golgi,
mais aussi une localisation de cette enzyme a la surface de la membrane
plasmique d’entérocytes et de cellules acineuses pancréatiques. Toutefois,
aucune fonction n’ayant été attribuée a I'a-D-mannosidase I liée a 1a mem-
brane plasmique, il reste a déterminer si cette enzyme est active ainsi loca-
lisée.

Tableau II : Localisation de 'a-D-mannosidase I suivant le
type cellulaire

Cellules
ellules . ; ,
ca](i ciformes Entérocytes acineuses Hépatocytes
pancréatiques
, médian, trans | médian, trans
trans et et cis, médian et
membrane membrane trans
plasmique plasmique
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b) L’a-D-mannosidase I1

i) | Caracterisation

La mannosidase\ II constiﬁue une enzyme clef de la biosynthése des N-
glycosylprotéines. Son intervention dans 'hydrolyse des mannoses conduit &
la formation de glycannes de type N-acétyllactosaminique. Sa non inter-
vention conduit a la formation de glycannes de type oligomannosidique ou
hybride (Tulsiani et Touster (1983)). Décrite pour la premiére fois en 1973
par Dewald et Touster, cette enzyme a été purifiée dans un premier temps
par Tulsiani et al. (1977). 11 s’agit d’'une glycoprotéine membranaire
(retenue sur colonne de concanavaline A et solubilisée par le triton X100
(0,1%)) dont le pH optimal est de 5,5. Elle est activée par le zinc et le cobalt
et inhibée par la swainsonine (Tulsiani et al. (1982a)) (Tableau IV page 47).

Des études ultérieures ont permis de mieux caractériser la mannosi-
dase II. Moremen et Touster (1985) ont montré que la mannosidase II gol-
gienne de foie de Rat présente en gel de polyacrylamide, une masse molécu-
laire apparente de 124 kDa. L’activité catalytique de la mannosidase II est
localisée sur un domaine hydrophile de 110 kDa, résistant a la protéolyse
par la chymotrypsine, la pronase ou la protéinase K (Moremen et Touster
(1986)). Ce domaine catalytique hydrophile est maintenu dans la lumiére de
I'appareil de Golgi par l'intermédiaire d'un domaine hydrophobe N-terminal
de 14 kDa (Moremen et al. (1991)), sensible a ces mémes protéases. Baron et
Garoff (1990) et Moremen et al. (1991), ont démontré que la mannosidase II

était constituée d'un dimére relié par un pont disulfure.
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ii) Spécificité de substrat
Parallélement a ces travaux, Tabas et Kornfeld (1978) Opheim et
Touster (1978) et Harpaz et Schachter (1980) ont montré que la mannosi-
dase II avait une spécificité de substrat trés étroite. Elle n’hydrolyse les ré-
sidus de mannose A et B qu'aprés transfert par la N-acétyl-glucosa-

minyltransférase I d’'une glucosamine sur le mannose 4 (Figure 6 page 43).

® Man H GIcNAc .\. x-1,6 /‘ «-1,3 o—e x-1,2 o—3g f-1,4 H—O p1,2

Figure 6 : Hydrolyse des résidus de mannose A et B réali-
sée par la mannosidase II de I'appareil de
Golgi

Tabas et Kornfeld (1978)

Elle tient d’ailleurs son nom de son ordre d’intervention dans la bio-
synthése des glycoprotéines dans l'appareil de Golgi et de sa dépendance
vis-a-vis de lactivité N-acétyl-glucosaminyltransférasique de type I : on
I'appelle aussi 'a-D-mannosidase II GlcNAc-transférase I dépendante.

Tulsiani et al. (1982b) ont démontré que les mannosidases IA et IB
étaient les enzymes qui hydrolysaient les substrats de ‘ype MansGlcNAc
pour former les intermédiaires glycanniques de type MansGlcNAc (Figure 5
page 40), alors que la mannosidase II était celle qui clivait les glycannes de

type GlcNAcMansGlcNAc. Shao et al. (1989) ont démontré par la suite que
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la premiéere étape de cette réaction consistait en ’hydrolyse du résidu de

mannose lié en a-1,6.

iii) Localisation

La mannosidase II a longtemps été considérée comme un marqueur de
la partie médiane de 'appareil de Golgi, suite a4 la démonstration de la loca-
lisation de la N-acétylglucosaminyltransférase I dans les citernes cis de
I'appareil de Golgi des cellules CHO par Dunphy et al. (1985). Mais, de
méme que pour les mannosidases I, la localisation de la mannosidase II au
sein de l'appareil de Golgi est encore aujourd’hui discutée. Alors que
Goldberg et Kornfeld (1983) ont montré que la mannosidase II se situait
plutét dans la partie médiane de l'appareil de Golgi dans les cellules de
lymphome de Souris, Novikoff et al. (1983) démontraient que, dans les hé-
patocytes, par immunolocalisation, la mannosidase II recouvrait 'ensemble
des citernes de l'appareil de Golgi, mais aussi le reticulum endoplasmique.
Plus récemment, Schwaninger et al. (1991), en travaillant sur des cellules
CHO perméabilisées, ont montré que la mannosidase II et la N-

acétylglucosaminyltransférase I étaient situées dans le cis-Golgi.

Tableau III : Localisation de a-D-mannosidase II suivant
le type cellulaire

Cellules
Cellul . . . Cellul
c ].e. EI)I eses Entérocytes acineuses Hépatocytes ?}Hoes
pancréatiques

médian, trans | médian, trans | _
trans et et cis, médian et

membrane membrane trans
plasmique plasmique

médian
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Enfin, Velasco et al. (1993) ont étudié la localisation des mannosidases
I et IT par immunofluorescence et microscopie électronique pour différents
types de cellules. La mannosidase II est largement répartie dans les citernes
médianes et trans de 1'appareil de Golgi, mais des différences de localisation
apparaissent suivant qu’il s’agisse de cellules caliciformes, d’entérocytes, de
cellules acineuses pancréatiques, d’hépatocytes ou de cellules CHO (Tableau

III page 44).

iv) Clonage

Afin de déterminer par quel mécanisme la mannosidase II reste ancrée
dans la membrane de l'appareil de Golgi, Moremen (1989) a isolé un frag-
ment du géne codant pour 'a-D-mannosidase II golgienne de foie de Rat. En
1991, Moremen et Robbins ont isolé, caractérisé et exprimé les ADN com-
plémentaires codant pour I'a-D-mannosidase de Souris. La séquence co-
dante préfigure une protéine transmembranaire de type II, composée d'un
petit fragment cytoplasmique (5 acides aminés), d'un seul domaine trans-
membranaire (21 acides aminés) et d’'un large domaine catalytique C-
terminal (1124 acides aminés). Ceci se rapproche de la description de la
plupart des glycosyltransférases de 'appareil de Golgi (Paulson et Colley
(1989)).

Fukuda et al. (1990) ont d’autre part montré que la déficience du géne
codant pour I'a-D-mannosidase II était a I'origine d'une maladie génétique
de type autosomal récessif chez 'Homme : I'anémie dysérythropoiétique

congénitale de type II (HEMPAS).
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¢) L’endo-a-D-mannosidase

Lubas et Spiro ont mis en évidence en 1987 une activité mannosidasique
capable de cliver un substrat de type GlciMansGlcNAc pour libérer un pro-
duit de type MansGlcNAc (Tableau IV page 47). L’activité spécifique de
I'endo-a-D-mannosidase était 70 fois plus élevée dans l'appareil de Golgi
que dans le reticulum endoplasmique. Afin d’élucider le réle de I'endo-o-D-
mannosidase golgienne, Lubas et Spiro en 1988 ont montré que cette en-
zyme était également active in vitro vis-a-vis d’oligosaccharides de type
GlcsMansGlcNAc a GleiMansGleNAc (Figure 7). D’autre part, en 1990, Moo-
re et Spiro ont démontré que l'endo-a-D-mannosidase était a 'origine d’'une
voie de biosynthése des N-glycosylprotéines indépendante de l'intervention

des a-glucosidases du reticulum endoplasmique.

( ) Isomére A

® Man GlcNAc P Gic \ 1,6 /‘a-1,3 —e «-12 o—@A 1.4

endo-x-D-mannosidase

Figure 7 : Spécificité de substrat de l'endo-a-D-
mannosidase de l'appareil de Golgi

Lubas et Spiro (1988)



Tableau IV : a-D-mannosidases localisées dans l'appareil de Golgi

Masse conA pH '
Nom Références Localisation | moléculaire . Inhibiteurs | Activateurs | Spécificité de substrat
retenu | optimal
(kDa)
Mannosidase 1A Tulsiani et Touster 230 (57x2 et
. . 6,0 dMM . MangGlecNAc - MansGlcNAc
(foie de Rat) (1988) o 58x2) ot 9 5
Mannosidase 1B L . X ManaGleNA M
K Tulsiani et al. (1982b) cts - oui 6,0 dMM - angGlcNAc - MangGlcNAc
(foie de Rat)
Tulsiani et al. (1982b) GleNAcMans GleNA
. . cNAcMangGleNAc
Mannosidase 11 Novikoff et al. (1983) cis, médian, trans 124 oui 55 Sw Zn*, Cot+
(foie de Rat) Moremen et Touster ->
(1986) GleNAcMangGlcNAe
Endo-a-D- Lubas et Spiro (1987) . Gle(y.gyMangGleNAce
. ] retenue ni dMM,
mannosidase Lubas et Spiro (1988) - - WGA ~70 (S - -» MangGlcNAc
sur
(foie de Rat) Moore et Spiro (1990) e Isomére A

1B6jon) ap [1aaedde,| ap sasepisouuewi-(J-X Sa7]

Ly
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3) Intervention dans les phénomeénes de maturation des
glycannes des N-glycosylprotéines

La maturation des glycannes des N-glycosylprotéines fait suite a
I’élaboration de 'oligosaccharide précurseur GlcsMansGlcNAc: assemblé sur
un intermédiaire polyprénolique (Figure 8 page 48) au cours du cycle des
dolichols (Parodi et Leloir (1979), Robbins et al. (1977), Li et al. (1978))
(Figure 9 page 50).

Le dolichol est une famille de lipides polyisopréniqugs (Beytia et Porter
(1976), Hemming (1974)) possédant de 17 a 21 unités d’isopréne chez les eu-
caryotes. Ces substances peuvent étre phosphorylées, estérifiées par un
acide gras ou, sous la forme d’un alcool libre. Le dolichol se lie a la fraction

glycannique par I'intermédiaire de son dérivé pyrophosphorylé.

CH, CH, CH,

(|3 CH, 2;- CH '-;n
AYAVAVAVAVAVIR GO
CH, CH CH, CH Loe
NN
! CH, CH |

! (|3Hz'(|3H3

" . ¢

/ \

Figure 8 : Structure du dolichol
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La synthése du mégaloglycahne s'effectue en deux parties :

- ¢ élaboration du composé MansGlecNAcz-P-P-Dol (noté Ms sur la
Figure 9 page 50) sur la face cytosolique du reticulum endoplasmique.
¢ formation du composé GlecsMansGlcNAcz-P-P-Dol (noté GsMs sur
la Figure 9) par addition de résidus de mannose et de glucose

dans la lumiére du reticulum endoplasmique.
Les différentes étapes de la maturation des glycannes liés N-glycosidi-
quement et leur localisation subcellulaire schématisées sur la Figure 10
(page 52), font référence aux revues générales de Hubbard et Ivatt (1981),

de Kornfeld et Kornfeld (1985) et de Roth (1987).

La maturation débute par la glycosylation des protéines dans la lu-
miére du reticulum endoplasmique, par le transfert « en bloc » du mégalo-
glycanne sur un résidu d’asparagine de la chaine peptidique naissante
(réaction 1).

Deux voies de maturation sont alors possibles. Suivant la voie I, le gly-
canne subit un élagage par les glucosidases et les mannosidases au sein du
reticulum endoplasmique. Par la voie II, la glycoprotéine transite par un
systéme vésiculaire vers l'appareil de Golgi. Cette voie II affecte des N-
glycosylprotéines possédant des glycannes a 2 ou 3 glucoses terminaux.

Selon la voie I, au sein du reticulum endoplasmique, le résidu de glu-
cose terminal est hydrolysé Har I'a-1,2-glucosidase I (réaction 2). Les 2 rési-
dus de glucose suivants sont ensuite hydrolysés (réaction 3) par une seule
enzyme, l'a-1,3-glucosidase II. La glycoprotéine subit alors, suivant sa na-

ture, ’hydrolyse par une des trois a-D-mannosidases mises en évidence
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Figure 9 : Le cycle des dolichols
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dans le reticulum endoplasmique. L'a-1,2-mannosidase du reticulum endo-
plasmique (voir page 28) libére lisomére B du composé MansGlcNAc
(réaction 4). L'isomeére C de ce méme composé est obtenu (réaction 5) aprés
hydrolyse par I'a-D-mannosidase kifunensine résistante (voir page 35). La
Mans-mannosidase (voir page 32) hydrolyse 3 des 4 résidus de mannose liés
en a-1,2 sur le composé de type MansGlcNAc: (réaction 6). A 'exception des
protéines résidentes dans le reticulum endoplasmique, les protéines nouvel-
lement synthétisées transitent alors vers la région cis de 1'appareil de Golgi
de la méme fagon que les N-glycosylprotéines ayant suivi la voie II.

A ce stade, une partie des N-glycosylprotéines, les hydrolases adres-
sées au lysosome, subit une phosphorylation spécifique conduisant a la for-
mation d’'un composé de type mannose-6-phosphate par l'intermédiaire de
deux enzymes; la N-acétylglucosaminylphosphotransférase (Reitman et
Kornfeld (1981), Waheed et al. (1982)) et la N-acétylglucosamine-1-
phosphodiester a-N-acétylglucosaminidase (Varki et Kornfeld (1981), Wa-
heed et al. (1981)). Les oligosaccharides de type oligomannosidique des gly-
coprotéines non lysosomiques ayant suivi la voie II, sont hydrolysés
(réaction 8) par l'endo-a-D-mannosidase (voir page 46). Les o-D-
mannosidases I (voir page 38) hydrolysent alors I'ensemble des glycoprotéi-
nes ayant suivi les voies I et II (réactions 7 et 9). Ces réactions peuvent tout
aussi bien se dérouler dans la partie cis, médiane ou trans de l'appareil de
Golgi (voir page 41).

Dans la partie médiane, la N-acétylglucosaminyltransférase I greffe un

résidu de N-acétylglucosamine sur les chaines oligosaccharidiques destinées
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glycoprotéines
sécrétées

Figure 10 : Les différentes étapes de la maturation des
glycannes des N-glycosylprotéines

1 : oligosacchar) transférase 8 : endo-a-mannosidase

2 : a-glucosidase I 9 : a-mannosidase 1

3 : a-glucosidase II 10 : N-acétylglucosaminyltransférase I
4 : a-1,2-mannosidase du reticulum 11 : e-mannosidase II

5 : a-mannosidase kifunensine résistante 12 : fucosyltransférase et

6 : Mans-mannosidase N-acétylglucosaminyltransférase II
7 : a-mannosidase I 13 : galactosyltransférase

14 :

sialyltransférase

»:Fuc ®:Gal VY:Glc ®:GlcNAc ®:Man @ :NeuAc @ : phosphoryl Dol : dolichol.
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a former des structures de type N-acétyllactosaminique ou hybri(;.e (réaction
10). En ce qui concerne les futures glycoprotéines de type N-acétyllactosa-
minique, ce transfert est suivi de I’hydrolyse par I'a-D-mannosidase II (voir
page 42) des 2 résidus de mannose, liés en «-1,3 et a-1,6 sur le core
(réaction 11). Les derniéres étapes de la maturation consistent au transfert
de résidus de N-acétylglucosamine, de fucose et dacide N-
acétylneuraminique afin de parfaire I'élaboration des glycannes de type N-

acétyllactosaminique (réactions 12 a 14).

B. Les a-D-mannosidases particuliéres

1) L’a—l,2/a-l,3/a—1,6—mannosidasé

En se basant sur le fait que la swainsonine, un inhibiteur des o-D-
mannosidases lysosomiques (Dorling et al. (1980)) et de I'a-D-mannosidase
II (Tulsiani et al. (1982a)), engendrait des troubles neurologiques chez de
nombreuses espéces, Tulsiani et Touster, en 1985, ont étudié l'a-D-
mannosidase de cerveau de Rat. Ils ont alors été surpris de constater que la
swainsonine n’affectait pas le comportement des Rats. D’autre part, ils n’ont
pas observé l'accumulation d’oligosaccharides dans leur cerveau. Ils ont
ainsi mis en évidence une nouvelle a-D-mannosidase localisée dans les mi-
crosomes de cerveau de Rat. Contrairement a 1'x-D-mannosidase du reticu-
lum endoplasmique (voir page 28) et aux a-D-mannosidases IA et IB (voir
page 38), uniquement actives vis-a-vis des résidus de mannose liés en a-1,2,

I'a-D-mannosidase microsomale de cerveau de Rat hydrolyse in vitro toutes
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les liaisons des glycannes de type oligomannosidique. Cette enzyme se dis-
tingue aussi de l'a-D-mannosidase II golgienne (voir page 42) car elle est
capable de cliver des substrats de type MansGlcNAc ou MansGlcNAc, sans
dépendre au préalable du transfert d'un résidu de N-acétylglucosamine sur
le mannose 4.

L'a-D-mannosidase microsomale du cerveau de Rat, a elle seule, hydro-
lyse donc les glycannes liés N-glycosidiquement de type oligomannosidique
jusqu’a la formation du core MansGlcNAc: qui peut alors se différencier en
glycanne de type N-acétyllactosaminique suite a l'intervention de différen-
tes glycosyltransférases (Tableau V page 57).

Cette activité enzymatique particuliére a par la suite été mise en évi-
dence en utilisant les cellules BHK (Monis et al. (1987)). Ces auteurs ont, en
effet, caractérisé une o-D-mannosidase qui hydrolyse les substrats de type
MansGlcNAc et MansGlcNAc pour former un produit final de type
MansGlcNAc, d'ou son premier nom d'a-1,3/a-1,6-mannosidase spécifique.
Cette activité se retrouvait pleinement en utilisant des souches mutantes

déficientes en N-acétylglucosaminyltransférase I.

En 1991, Bonay et Hughes ont purifié cette a-D-mannosidase du foie
de Rat (Tableau V page 57). Ils ont montré, tout comme Tulsiani et Touster
(1985), pour la mannosidase microsomale du cerveau de Rat, que 'enzyme
dégrade des substrats de type MansGlcNAc jusqu’a la formation du produit
final MansGlcNAc (Figure 11 page 55), dou son nom définitif d’'a-1,2/a-

1,3/a-1,6-mannosidase.
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Figure 11 : Spécificité de substrat de 'a-1,2/a-1,3/a-1,6-
mannosidase

Bonay et Hughes (1991)
Cette derniére est localisée dans le reticulum endoplasmique, 1'appareil

de Golgi et les endosomes (Bonay et al. (1992)).

2) Les a-D-mannosidases de la membrane plasmique et
soluble de spermatozoide de Rat

En 1989, Tulsiani et al. ont mis en évidence une nouvelle activité
mannosidasique ancrée dans la membrane plasmique du spermatozoide.
Cette enzyme est activée par le cobalt et le manganése, et inhibée par le
zinc et le cuivre. De plus, elle posséde des caractéristiques bien différentes
de I'a-D-mannosidase lysosomique du spermatozoide préalablement décrite
(Tulsiani et al. (1988)), vis-a-vis de son pH optimal et de sa spécificité de
substrat (Tableau V page 57).

Le role physiologique de cette o-D-mannosidase n’est pas encore éluci-
dé. Toutefois, I'a-D-mannosidase de la membrane plasmique de spermato-
zoide de Rat pourrait avoir une fonction dans la reconnaissance

d’oligosaccharides a mannose présents dans la zone pellucide.
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En 1993, Tulsiani et al. ont purifié une o-D-mannosidase soluble pré-

sente dans les spermatozoides localisés dans I’épididyme. Ces auteurs, en se

basant sur des études immunologiques, pensent que les mannosidases so-

luble et liée a 1a membrane plasmique sont deux isoformes enzymatiques.

Deux mécanismes de formation de ces isoformes peuvent étre avancés :

1.

3)

Les deux a-D-mannosidases pourraient étre produites suivant des
voies biosynthétiques différentes, suite a I'épissage d'un ARN messager
primaire, ou suite a la transcription de deux génes différents.

Des événements post-traductionnels pourraient étre a lorigine de
I'obtention de deux isoformes enzymatiques. La protéolyse de 'a-D-
mannosidase de la membrane plasmique serait a l'origine de la libéra-
tion de la forme soluble biologiquement active, tout comme Ehlers et
Riordan (1991) ont pu le décrire pour d’autres protéines membranai-

res.

L’a-1,2 mannosidase phospholipidique et calcium dé-
pendante

En 1981, Forsee et Schutzbach ont mis en évidence une a-D-

mannosidase microsomale dans le foie de Lapin. Cette enzyme hydrolyse les

résidus de mannose liés en a-1,2 du substrat MansGlcNAcz linéaire. Elle est

inhibée par 'EDTA, activée par .2 calcium (Tableau V page 57). L'enzyme

partiellement purifiée est plus active en présence de phospholipides spécifi-

ques tels que la phosphatidylcholine ou la phosphatidyléthanolamine. For-

see et al., en 1982, ont démontré que l'activité a-1,2-mannosidasique de foie



Tableau V : a-D-mannosidases particuliéres

Masse )
. .. . . conA H - . L e o
Nom Références Localisation | moléculaire P Inhibiteurs { Activateurs | Spécificité de substrat
retenu | optimal
(kDa)
a-1,2/a-1,3/a-1,6- L
mannosidase Tulsiani et Touster microsomes - non 6,0 ni dMM, ni Sw - MangGlcNAc g Man3GlcNAc
(1985)
(cerveau de Rat)
Monis et al. (198 EDTA, Zn** et
a-1,2/0-1,3/a-1,6- onis et al. (1957) . Golsi 0 . ii
mannosidase Bonay et Hughes reticulum, Golgi et 22 i 61265 Cu stabilisée par le MangGlcNAc MangGleNAc
(foie do Rat) (1991) endosomes (2x110) ’ ni dMM, ni Sw Co++
ole de Bonay et al. (1992)
Mannosidase de la MangGlcNAc ou MangGleNAc
membrane site catalytique &
plasmique du Tulsiani et al. (1989) la surface du - . 62465 | CuretZn* Co**, Mn** - Man GleNAc
sperma;:ztorde de spermatozoide MangGleNAc - Man GleNAc
Enzyme soluble MangGlcNAc ou MangGleNAc
Mannosidase du d mann .
amine
fluide épididymal | Tulsiani et ol. (1993) s 460 (115x4) ; 62465 o8 . - Man,GleNAc
do Rat spermatozoldes (1 mM)
© matures MangGlecNAc — Man GleNAc
a-1,2 i 'o.mdase Forsee et Schutzbach
phospholipidique et . . Ca* ,
. (1981) microsomes 52 (x1) oui 50-6,0 dMM, EDTA . in vitro, hydrolyse des liaisons a-1,2
calcium dépendante phospholipides
j Forsee et al. (1989)
(Lapin)
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de Lapin était dépendante de la structure des membranes microsomales. En
1989, Forsee et al. ont purifié et caractérisé cette activité enzymatique. L'a-
1,2-mannosidase microsomale de foie de Lapin est une glycoprotéine
(retenue sur colonne de concanavaline A) monomérique de 52 kDa. Elle est
inhibée par la désoxymannojirimycine, activée par le calcium (Tableau V
page 57). Ces auteurs ont montré que 'a-1,2-mannosidase était active vis-a-
vis des substrats de type MansGlcNAcz et MansGlcNAcz linéaire, mais au-
cun role spécifique dans la - maturation des glycannes liés N-

glycosidiquement ne lui a été attribuée.

C. Les a-D-mannosidases impliquées dans le catabo-

lisme des glycannes des N-glycosyiprotéines

Les'a-D-mannosidases du lysosome ont été, jusqu’a ce jour, particulie-
rement étudiées dans la mesure ou elles jouent un role important dans la
dégradation des N-glycosylprotéines possédant des glycannes de type oligb-
mannosidique, mais aussi par le fait que la déficience en a-D-mannosidase
est a l'origine, chez de nombreuses espéces, d'une maladie génétique de sur-
charge lysosomique, la mannosidose (Jolly et al. (1981)) décrite pour la
premiére fois par Ockerman en 1967.

Toutefois, le lysosome n’est pas le seul compartiment intervenant dans
le catabolisme. Le cytosol pourrait également jouer un role dans la dégra-
dation des glycannes des N-glycosylprotéines. Ainsi, ces deux comparti-
ments auraient une complémentarité d’action dans le catabolisme des gly-

cannes liés N-glycosidiquement.
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1) Les a-D-mannosidases du lysosome

Les enzymes lysosomiques sont synthétisées de deux fagons différentes :

1. Les hydrolases solubles sont synthétisées sous la forme de précurseurs
de haute masse moléculaire (Hasilik et Neufeld (1980a)), possédant
certains mannoses de glycannes de type oligomannosidique phosphory-
lés en 6 (Hasilik et Neufeld (1980b)). Ces glycannes a mannose-6-
phosphate constituent des signaux de reconnaissance pour les futures
hydrolases lysosomiques. Ces enzymes s’'associent a un récepteur a
mannose-6-phosphate de 46 kDa cation-dépendant (Hoflack et
Kornfeld (1985a et b)) ou de 215 kDa cation-indépendant (Sahagian et
al. (1981)) dans le trans Golgi. Elles sont ensuite adressées au lyso-
some via un des deux compartiments prélysosomiques appelés « early
ou late endosome », ou elles se dissocient de leur récepteur (Dahms et
al. (1989)).

2. Un certain nombre de glycoprotéines lysosomiques ne posséde pas le
signal de reconnaissance de type mannose-6-phosphate. Ces enzymes
membranaires ou solubles sont sécrétées puis endocytées (Dahms et al.
(1989)). La plupart de ces glycoprotéines membranaires lysosomiques
posséde un signal de reconnaissance constitué du motif peptidique sui-

vant : Gly-Tyr-X-X localisé sur leur domaine cytosolique (Nabi (1993)).
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Figure 12 : Catabolisme lysosomique d'oligosaccharides de
type oligomannosidique dans le foie de Rat

Michalski et al. (1990)
® Man GIcNAc ‘\. o-1,6 ./. o-13 oo o112 B-1.4
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a) Les a-D-mannosidases lysosomiques A et B

i) Caractérisation

Parmi les enzymes lysosomiques, I'a-D-mannosidase a été caractérisée sous
deux formes A et B, pouvant étre séparées par chromatographie sur colonne
de DEAE-cellulose, a partir de différents tissus humains, bovins et porcins,
notamment le foie et le rein (Carroll et al. (1972), Okumura et Yama-
shina (1973), Phillips et al. (1974a), Phillips et al. (1974b), Phillips et al.
(1976), Marinkovic et Marinkovi¢c (1976)). Ces deux iso-enzymes possédent
un pH optimal identique vaﬁant de 4,0 a 4,6. Elles sont inhibées par la
swainsonine (Dorling et al. (1980)), le cobalt et 'EDTA. Elles sont activées
par le zinc (Tableau VI page 67).

Chez 'Homme, les deux formes sont déficientes en cas de mannosidose
(Carroll et al. (1972)) et sont donc génétiquement liées. La mutation affecte-
rait le géne de l'enzyme porté par le chromosome 19 (Champion et Shows
(1977)).

Dans les fibroblastes normaux humains, I'a-D-mannosidase lysosomi-
que est synthétisée sous la forme d’'un précurseur d’'une masse moléculaire
de 110 kDa (Pohlmann et al. (1983)). La forme mature de I’enzyme est
constituée de deux iso-glycosidases qui différent par leur point iso-
électrique, leur affinité vis-a-vis du récepteur 4 mannose-6-phosphate, leur
masse moléculaire et leur nombre de sous-unités. La forme A du foie hu-
main serait constituée de deux sous-unités de masse moléculaire 26 et 62

kDa, reliées entre elles par des ponts disulfure, tandis que la forme B
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Figure 13 : Spécificité de substrat de I'a-1,6-mannosidase
lysosomique vis-a-vis de glycannes de type
oligomannosidique

De Gasperi efal. (1992b)
® Man [ GlcNAc «x-1,6 ‘/. «x-1,3 —0 «12 @—3 14 E—Asn (B1-N)
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comporterait trois sous-unités de 26, 58 et 62 kDa (Cheng et al. (1982),

Cheng et al. (1986)). Toutefois, les deux a-D-mannosidases sont identiques

sur le plan immunochimique (Grabowski et al. (1980), Cheng et al. (1986)).
Ace jour, seul le géne codant pour I'a-D-mannosidase lysosomique de

Dictyostelium discoideum a été cloné (Schatzle et al. (1992)).

i)y Spécificité de substrat

Les a-D-mannosidases lysosomiques ne semblent pas posséder de spécificité
enzymatique liée a la nature de la liaison. Les deux iso-enzymes sont en ef-
fet, capables de libérer les résidus de mannose liés en a-1,2, a-1,3 et a-1,6 a
partir de différents oligosaccharides isolés d’'urine de patients atteints de
mannosidose (Hultberg et al. (1975)). D’autre part, I'enzyme du foie de Rat
est plus active sur des oligosaccharides et glycopeptides que sur des glyco-
protéines natives (Opheim et Touster (1978)).

En 1987, Tulsiani et Touster ont montré que 'enzyme de rein humain
possédait une plus grande affinité envers les oligosaccharides linéaires.

De Gasperi et al. (1989) ont obtenu des résultats similaires avec des
enzymes isolées de tissus bovins et félins. Michalski et al. (1990) ont étudié,
étape par étape, la dégradation de l'oligosaccharide MansGlcNAc par les a-
D-mannosidases lysosomiques de foie de Rat en utilisant la spectroscopie
RMN (Figure 12 page 60). Le substrat de type MansGIcNAc est hydrolysé
par des activités o-D-mannosidasiques Zn2*-indépendantes jusqu’a
I'obtention de deux oligosaccharides a4 5 mannoses : MansGlcNAc I et

MansGlcNAc II. Les a-D-mannosidases qui hydrolysent MansGlcNAc I
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Figure 14 : Hydrolyse du core des glycannes des N-
glycosylprotéines par l'a-1,6-mannosidase ly-
sosomique

Haeuw et al. £1994)
® Man [ GlcNAc «-1,8 / «-13  @o—@ «-1,2 81,4 E—Asn (B1-N)
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jusqu’a l'obtention de l'oligosaccharide Manz:GlcNAc nécessitent la présence
d’ions Zn?*.

De Gaspen et al. (1991) établissent 1a méme spécificité de substrat
pour les a-D-mannosidases lysosomiques issus de tissus bovins et félins.
Cependant, les derniéres étapes de la dégradation des oligosaccharides a 5
mannoses ne nécessitent pas la présence de zinc.

En cas de mannosidose chez 'Homme, on pourrait s’attendre a ce que le
produit majoritaire accumulé au niveau du foie et du cerveau, ou excrété
par voie urinaire, soit le tétrasaccharide suivant, dénommé B: (issu de la
dégradation partielle des glycannes de type N-acétyllactosaminique des gly-

coprotéines endocytées) :

Man(a1-6)
4 \
Man(B1-4)GlcNAc
/I 3 2
Man(a1-3)
4

Or, parmi les 17 oﬁgosacchaﬁdes isolés de patients atteints de man-
nosidose (Norden et al. (1973), Norden et al. (1974), Strecker et al. (1976),
Yamashita et al. (1980), Matsuura et al. (1981)), l'oligosaccharide B: est
pratiquement inexistant, et plus des 2/3 en poids des oligosaccharides sont

représentés par le trisaccharide suivant, dénommé A :

Man(B1-4)GIlcNAc
/3 2
Man(a1-3)
4

Ceci est a corréler avec la présence d'une activité mannosidasique lysosomi-

que résiduelle, représentant jusqu’a 10% de I'activité normale, détectée dans
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les fibroblastes et certains tissus de patients atteints de mannosidose
(Hultberg et Masson(1975), Beaudet et Nichols (1976), Mersmann et Bud-

decke (1977)).

b) L’a-1,6-mannosidase lysosomique

En 1992, De Gasperi et al. (1992b) ont mis en évidence une nouvelle activité
o-D-mannosidasique lysosomique dont la particularité est de posséder une
unique spécificité de substrat. L'enzyme n’hydrolyse que le mannose lié en
a-1,6 sur le core des glycannes liés N-glycosidiquement (Figure 13 page 62).
Elle n’hydrolyse aucun autre résidu de mannose, méme lié en a-1,6. Cette
nouvelle a-D-mannosidase lysosomique se différencie de celles préalable-
ment décrites, par son incapacité a hydrolyser les éubstrats synthétiques
tels que le p-nitrophényl-a-D-mannoside, et par sa forte activation par le
cobalt et le zinc (Tableau VI page 67). Par contre, tout comme l'a-D-
mannosidase lysosomique majeure, elle est fortement inhibée par la swain-
sonine (Daniel et al. (1992)).

Chez les patients atteints de mannosidose, I'a-D-mannosidase lysoso-
mique majeure est complétement déficiente. Apparemment, l'a-1,6-
mannosidasé lysosomique n’est pas affectée et la nature des oligosacchari-
des accumulés refléte son étroite spécificité vis-a-vis du mannose 4’ du core.
Haeuw et al. (1994) ont démontré que l'activité a-1,6-mannosidasique lyso-
somique spécifique du core des glycannes liés N-glycosidiquement dépendait

de I’action préalable de ’aspartyl-N-acétyl-B-D-glucosaminidase (ou



Tableau VI : a-D-mannosidases localisées dans le lysosome

Masse conA H
Noms Références | moléculaire p' Inhibiteurs | Activateurs Spécificité de substrat
retenu | optimal
(kDa)
Cheng et al.
M idase A 1982 2 ité dégrade préférentiellement les substrats linéaires
a{mosn as.e ( ) Sous unties oui 40445 Sw, Co++ Zn+
(foie humain) | Cheng et al. 62 et 26 Tulsiani et Touster (1987)
(1986)
Cheng et al. MangGleNAc — MangGleNAc en absence de Zn*+
M:l.mohsidas.e B Ch(1982) . 365201;58 uni;;s oui 40245 Sw, Cor+ Zn+ MangGleNAc - MangGleNAc en présence de Zn*+
(foie humain) eng et al. » 0B et Michalski et al. (1990)
(1986)
«-1,6- De Gasperi Man(al-6)[Man(al-3)]Man(B1-4)GlcNAc - Man(al-3)Man(B1-4)GlcNAc
mannosidase - oui 5,0 Sw Co*+ et Zn*+
K et al. (1992b) Man(a1-6)Man(B1-4)GlcNAc - Man(B1-4)GlcNAc
(rate humaine)
o-1,6- L .
. Haeuw et al. ) Activité aspartyl-N-acétyl-B-D-glucosaminidase et endo-N-acétyl-p-D-
mannosidase (1994) - oui 5,0 Sw Zn** ] inidase dépendant
(foie de Rat) glucosaminidase dépendante
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aspartamidase) et de I'endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase (Figure 14 page

64), (Tableau VI page 67).

2) L’a-D-mannosidase cytosolique

i) Caractérisation

En 1971, Marsh et Gourlay mettent en évidence une activité mannosi-
dasique dans le compartiment cytosolique des hépatocytes de Rat. Cette en-
zyme peut étre séparée des o-D-mannosidases lysosomiques. par chromato-
graphie sur DEAE cellulose (Carroll et al. (1972)) ou sur concanavaline A-
sepharose (sur laquelle elle est non retenue, contrairement aux o-D-
mannosidases lysosomiques et golgiennes) (Phillips et al. (1976)). L’activité
mannosidasique cytosolique est normale en cas de mannosidose (Phillips et
al. (1974b, 1976)). D’autre part, elle est thermolabile (Phillips et al. (1974a),
Grabowski et al. (1980)) et activée par les ions Co**, Fe** et Mn** (Snaith
(1977). De plus, I'a-D-mannosidase du foie de Rat posséde un Km vis-a-vis
du p-nitrophényl-a-D-mannoside beaucoup plus faible que ceux observés
pour les a-D-mannosidases du lysosome et de 'appareil de Golgi (Shoup et
Touster (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 (Hultberg

et al. (1975), Opheim et Touster (1978)).

ii) Purification, localisation

En 1976, Shoup et Touster caractérisent et purifient a 90% l'a-D-

mannosidase cytosolique de foie de Rat. Cette enzyme, constituée de 4 sous-
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Figure 15 : Catabolisme cytosolique d'oligosaccharides de
type oligomannosidique dans le foie de Rat

Haeuw et al. (1991¢)

® Man [ GlcNAc ‘\. a-1,6 x 1,3 *—o a2 | B1.4
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unités de 110 kDa chacune, est stabilisée par le cobalt (Tableau VII page
72). D’ailleurs,' en 1984, Mathur et Balasubramanian séparent l'a-D-
mannosidase cytosolique de cerveau de Singe des a-D-mannosidases lyso-
somiques et golgiennes en utilisant une colonne de cobalt immobilisé.
Zanetta et al. (1982) ont purifié une a-D-mannosidase dans le cerveau de
Rat a pH optimal neutre (aux environs de 6,0). Cette enzyme posséde une
masse moléculaire apparente de 397 kDa et semble étre constituée de sous-
unités de 120 kDa composée de 2 fragments de 60 kDa chacun, reliés entre eux
par un pont disulfure. Zanetta et al. (1983) ont localisé cette a-D-
mannosidase, de facon immunohistochimique, au sein du cytosol de cerveau
de Rat.

Toutefois, la localisation de I'a-D-mannosidase neutre dans le compar-
timent cytosolique est sujet a controverse, suite aux travaux de Bischoff et
Kornfeld en 1986 (voir page 29). Ces auteurs, en se basant sur des études
immunochimiques, ont démontré que 'a-D-mannosidase purifiée par Shoup
et Touster en 1976 était, en fait, le produit de la dégradation de I'a-1,2-man-
nosidase du reticulum endoplasmique par les protéases, au cours du frac-

tionnement cellulaire.

iiil) Spécificité de substrat
Les études menées par différentes équipes, sur la spécificité de substrat de
I'a-D-mannosidase « neutre », tendent & prouver quune o-D-mannosidase
localisée dans le compartiment cytosolique joue un role crucial dans le cata-
bolisme des glycannes de type oligomannosidique. En effet, Tulsiani et

Touster (1987) et De Gasperi et al. (1989) ont montré que les a-D-
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mannosidases cytosoliques possédent une activité privilégiée vis-a-vis des
composés de type oligomannosidique ramifiés. Ces auteurs suggérent que le
catabolisme des glycannes des N-glycosylprotéines de type oligomannosidi-
que débute dans le cytosol et que les produits linéaires formés sont ensuite
transférés dans le lysosome avant d’y étre dégradés.

Haeuw et al. (1991c¢), puis Daher et al. (1992) et De Gasperi et al. (1992a)
démontrent la spécificité toute particuliére de I'a-D-mannosidase cytosoli-
que vis-a-vis de substrats exogénes tels que le MansGlcNAc et le
MansGlcNAc branché. L'hydrolyse du substrat MansGlcNAc conduit a la
formation d'un produit final de type MansGlcNAc linéaire (Figure 15 page
69). Ces résultats acquis pour le foie de Rat, de Boeuf et de 'Homme, ainsi
que ceux obtenus pour le rein de Rat par Tulsiani et Touster (1987), mon-
trent que l'activité cytosolique s’exerce préférentiellement sur les substrats
branchés tandis que I'activité lysosomique concerne plutét les substrats li-
néaires. Cela confirme I'existence possible d'une synergie d’action entre les
deux compartiments (Haeuw et al. (1991a et b)).

Une autre observation peut étre faite au regard de la structure pri-
maire de ’hexasaccharide limite 4 5 mannoses agencés de maniére linéaire,
formé aprés hydrolyse par l'o-D-mannosidase cytosolique du substrat
MansGlcNAc. En effet, celui-ci est analogue au glycanne porté par l'inter-
médiaire polyprénolique situé sur la face cytosolique de la membrane du re-
ticulum endoplasmique lors de la synthése des glycannes liés N-glycosidi-
quement (voir Figure 17 page 81). Un role potentiel de I'a-D-mannosidase

cytosolique consisterait alors en 1'élagage oula «réparation » des chaines



Tableau VII : a-D-mannosidases localisées dans le cytosol

Masse conA H
Noms Références | moléculaire p. Inhibiteurs | Activateurs Speécificité de substrat
retenu | optimal
(kDa)
mannosidase Shoup et .
~ 450 tabilisé
cytosolique (foie Touster 4x 110 - 55459 Man(NH)) s C e par
o+§
de Rat) (1976) )
mannosidase | Zanetta et al.
cytosolique (1982) 397 i 6.0 i ) )
(cerveau de Zanetta et al.
Rat) (1983)
mannosidase Tulsiani et
cytosolique Touster - - - Sw 100 pM - dégrade préférentiellement les substrats oligomannosidiques de type branché
(rein de Rat) (1987)
mannosidase H tal
eytosolique (foie ael‘:)‘; le . . non 65 Sw Co*+ MangGleNAc —+ Man(a1-2)Man(al-2)Man(al-3){ Man(a1-6)}Man(p1-4)GlcNAc
de Rat) (1991c)
mannosidase Daher ot ol
neutre :;9; at. _ non ~70 R . MangGleNAc —» Man(al-2)Man(al-2)Man(a1-3)[ Man(al-6)]Man(1-4)GlcNAc
(foie humain) ( )
mannosidase MangGleNAc - Man(al-2)Man(al-2)Man(al-3)[ Man(a1-6)]Man(B1-4)GlcNAc
o “9:";09 " ?;G”;;‘;‘;ri ; non ~70 | niSw, ni dMM . chez le Boouf
(foies de et al. (1992a) MangGleNAc -> Man(a1-2Man(al-2)Man(a1-3){ Man(a1-6)|Man(@1-4)GlcNAc
et de Chat)
chez le Chat
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oligomannosidiques des dolichols conduisant au dérivé MansGlcNAcz-P-P-

Dolichol seul capable d'intégrer le lumen du reticulum endoplasmique.

D. Les inhibiteurs des a-D-mannosidases

L’étude du catabolisme et de la biosynthése des glycannes liés N-
glycosidiquement a été fortement facilitée par 'utilisation d’inhibiteurs. Ces
dix derniéres années, de nombreux composés ont été identifiés en tant
qu’inhibiteurs d’enzymes intervenant dans la maturation des glycannes des
N-glycosylprotéines (Elbein (1987), Kaushal et Elbein (19935).

On peut classer les inhibiteurs des a-D-mannosidases cellulaires de
deux fagons :

1. ceux qui inhibent spécifiquement une des différentes o-D-

mannosidases cellulaires.

2. ceux qui inhibent toutes les o-D-mannosidases (leur spectre

d'inhibition est large et ne permet pas de discriminer les différentes
a-D-mannosidases entre elles), et qui sont inactifs vis-a-vis

d’autres glycosidases.

1) Les inhibiteurs spécifiques
a) La swainsonine
L’astragale, une plante sauvage que 'on rencontre surtout a 'ouest des
Etats-Unis ou en Australie, est notoirement connue des éleveurs dans la
mesure ou elle cause, chez le bétail qui la consomme, une maladie létale : le

«locoisme » (anglicisme d’origine espagnole signifiant fou ou malade). Le
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locoisme se caractérise par une accumulation de composés riches en man-
nose dans les lysosomes des cellules tubulaires rénales, des ceﬂulés de
Purkinje et des neurones du systéme nerveux central (Molyneux et James
(1982)). Ces perturbations neurologiques sont similaires a celles produites
par la mannosidose, maladie génétique se caractérisant par la déficience de
I'a-D-mannosidase lysosomique (voir page 61).

L’alcaloide responsable de la toxicité, de type indolizidine trihydroxylé, est
la swainsonine (Figure 16 page 74). La configuration des groupements hy-
droxyles secondaires de la swainsonine est identique a celle des groupe- -
ments hydroxyles du mannose sous sa forme furanique. Les «-D-
mannosidases inhibées par la swainsonine utiliseraient donc le mannofura-
nose comme substrat.

La swainsonine inhibe les a-D-mannosidases lysosomiques (Dorling et
al. (1980)), d'ou les similitudes du locoisme avec la mannosidose. D’autre
part, I'utilisation de la swainsonine a permis d’émettre des hypothéses sur
la complémentarité d’action des a-D-mannosidases cytosolique et lysosomi-
ques dans le catabolisme des glycannes de type oligomannosidique (Tulsiani
et Touster (1987)).

Cet alcaloide a été le premier mis en évidence en tant qu'inhibiteur des
o-D-mannosidases intervenant dans la maturation des N-glycosylprotéines
(Elbein et al. (1981)). La swainsonine est en effet un inhibiteur de la man-
nosidase II golgienne. Par contre, elle n’a pas deffet sur les a-D-
mannosidases I de I'appareil de Golgi (Tulsiani et al. (1982a)). La swainso-

nine empéche la formation des oligosaccharides de type N-
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acétyllactosaminique et provdque I'accumulation de structures de type hy-
bride (Tulsiani et Touster (1983)).

Cet alcaloide a d’ailleurs été utilisé dans I'étude du trafic intracellu-
laire des N-glycosylprotéines des cellules HT-29 dérivant d'un adénocarci-
nome de colon humain. En présence de swainsonine, les cellules HT-29 dif-
férenciées produisent des glycannes de type hybride, témoins du transit des
N-glycosylprotéines par 'appareil de Golgi, alors que les cellules HT-29 in-
différenciées accumulent des oligosaccharides de type oligomannosidique,
signes du transit des N-glycosylprotéines par les lysosomes (Houri et al.

(1992)).

b) La désoxymannojirimycine

Le succés de la désoxynojirimycine, un analogue structural du glucose,
employé comme inhibiteur de la glucosi(iase I (Saunier et al. (1982)), a été a
Porigine de la conception d’'un analogue structural du mannose, la désoxy-
mannojirimycine (Legler et Jiilich (1984)) (Figure 16 page 74). Ce composé
s’est révélé étre un inhibiteur des o-D-mannosidases intervenant dans le
processus de maturation des N-glycosylprotéines. La désoxymannojirimy-
cine inhibe en effet les mannosidases I golgiennes (Bischoff et Kornfeld
(1984)) et 1a Mans-mannosidase (Schweden et Bause (1989)). |

Un dériv4 de cet inhibiteur, la Glc-a-1,3-désoxymannojirimycine, a été
utilisé dans des études d’inhibition de 'endo-o-D-mannosidase (Hiraizumi

et al. (1993)).
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De plus, la désoxymannojirimycine a permis de mettre en évidence un
transporteur de mannose dans les cellules intestinales HT-29 dérivant d’un
adénocarcinome de colon humain (Ogier-Denis et al. (1990)). En travaillant
sur les cellules Caco-2, dérivant également d'un adénocarcinome de colon
humain, Ogier-Denis et al. (1994) ont montré que l'incorporation de man-
nose s’effectue par le biais de deux transporteurs. Le premier, sensible a la
désoxymannojirimycine, se situe sur la membrane basolatérale des cellules
Caco-2 différenciées, alors que le second, insensible a la désoxymannojiri-

mycine, est localisé sur la membrane de la bordure en brosse.

¢) Le didésoxyiminomannitol

Le didésoxyiminomannitol est un analogue structural du mannose de
type azafuranose (Fleet et al. (1984)), tandis que la désoxymannojirimycine
est un analogue de type azapyranose (Figure 16 page 74). Le didésoxyimi-
nomannitol est un bon inhibiteur de I'a-D-mannosidase II golgienne et des
a-D-mannosidases lysosomiques (Palamarczyk et al. (1985)). Toutefois, son
taux d’inhibition est plus faible que la swainsonine, qui posséde des grou-
pements hydroxyles secondaires identiques au didésoxyiminomannitol et au
mannofuranose.

L’utilisation de dérivés du didésoxyiminomannitol conduit aux mémes

résultats (Winchester et al. (1993)).

d) La kifunensine

La kifunensine, produite par I'actinomycéte Kitasatosporia kifunense

n° 9482, est un alcaloide cyclique dérivant de l’aminodésoxyman-
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nojirimycine (Figure 16 page 74). La kifunensine s’est avérée étre un inhibi-
teur des a-D-mannosidases I golgiennes plus important que la désoxyman-
nojirimycine (Elbein et al. (1990)).

D’autre part, elle inhibe I'a-1,2-mannosidase du reticulum endoplas-
mique décrite par Bischoff et Kornfeld (1983), ce qui a permis de mettre en
évidence une nouvelle activité a-1,2-mannosidasique kifunensine résistante

localisée dans le reticulum endoplasmique (Weng et Spiro (1993)).

2) Les inhibiteurs non spécifiques
a) La mannostatine A

La mannostatine A est un composé non alcaloide produit par le micro-
organisme Streptoverticillium verticillus (Aoyagi et al. (1989)) (Figure 16
page 74). Elle a tout d’abord été utilisée comme inhibiteur de l'a-D-
mannosidase du fluide épididymal de Rat. De plus, la mannostatine A blo-
que la maturation des N-glycosylprotéines et cause une augmentation du
taux de glycannes de type hybride. En fait, la mannostatine A est un inhibi-

teur compétitif de I'a-D-mannosidase II et des a-D-mannosidases lysosomi-

ques (Tropea et al. (1990)).

b) La D-mannonolactame amidrazone

L’amidrazone de la D-mannonolactame a été récemment synthétisé
chimiquement dans le but de mimer le comportement du cation mannopy-
ranosyle, un intermédiaire potentiel de I’hydrolyse des mannopyranosides
(Figure 16 page 74).

La D-mannonolactame amidrazone a un spectre d'inhibition trés large. Elle
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inhibe non seule;nent les a-D-mannosidases I et II de l'appareil de Golgi,
mais elle constitue aussi le premier véritable inhibiteur de l'a-1,2-
mannosidase du reticulum endoplasmique. En culture cellulaire, elle bloque
presque complétement la formation des glycannes de type N-
acétyllactosaminique, et cause l'accumulation de structures de type

MansGleNAc:z et MansGlcNAc: (Pan et al. (1992)).

II1. Les substrats potentiels de 'a-D-mannosidase

cytosolique

L’existence d’'une glycosylation au sein du compartiment cytosolique a
été établie depuis quelques années (Hart et al. (1988), Hart et al. (1989),
Haltiwanger et al. (1992)). Au cours de ce sous-chapitre, nous nous focalise-
rons plus particuliérement sur les glycoconjugués comportant une structure
mannosylée, susceptibles, de ce fait, de constituer d’éventuels substrats

pour 'a-D-mannosidase cytosolique.

A. Les mannosyl-diphospho-dolichol

Les études de la topographie de la biosynthése des précurseurs de la N-
glycosylation des protéines ont permis de localiser les différents intermé-
diaires polyprénoliques mis en jeu, de part et d’autre de la membrane du re-
ticulum endoplasmique (Hirschberg et Snider (1987)). Bien qu'’il soit claire-
ment établi que le mégaloglycanne (voir page 49) se situe sur la face lumi-
nale du reticulum endoplasmique (Katz et al. (1977), Lingappa et al. (1978),

Hanover et Lennarz (1980), Snider et Robbins (1982), Snider et Rogers
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(1984)), l'organisation topographique des premiéres étapes du cycle des doli-
chols est encore, actuellement, controversée. Ainsi, les sites actifs des enzy-
mes catalysant la synthése des intermédiaires GleNAc-P-P-Dol, GlcNAc:-P-
P-Dol et Dol-P-Man ont été, tour a tour, localisés sur la face cytosolique
(Snider et al. (1980), Haselbeck et Tanner (1982), Spiro et Spiro (1985),
Clarke et al. (1989), Abeijon et Hirschberg (1990), Kean (1991)) ou luminale
de la membrane du reticulum endoplasmique (Hanover et Lennarz (1978,
1982), Godelaine et al. (1983), Perez et Hirschberg (1986), Deglon et al.
(1991)). Cependant, des études récentes confirment la localisation de ces in-
termédiaires lipidiques sur la face cytosolique (Figure 17 page 81) de la
membrane du reticulum endoplasmique (Bossuyt et Blanckaert (1993)).

La topographie de la biosynthése des intermédiaires lipidiques manno-
sylés, semble quant a elle, mieux éclaircie. Forsee et al. (1977), Chambers et
al. (1977) et Schutzbach et al. (1980) ont démontré que seuls 5 mannoses
étaient transférés par l'intermédiaire de GDP-Man pour former le composé
MansGlcNAce-P-P-Dol. Or, contrairement aux nucléotides-sucres UDP-
GlcNAc (Perez et Hirschberg (1985)) et UDP-Glc (Perez et Hirschberg
(1986), Vanstapel et Blanckaert (1988)), le composé GDP-Man ne peut
franchir 1a membrane du reticulum endoplasmique (Fleischer (1981), Hano-
ver et Lennarz (1982), Perez et Hirschberg (1986)). Ces résultats ont été
confirmés par les travaux de Snider et Rogers qui ont montré, en 1984, en
utilisant la concanavaline A, que I'intermédiaire MansGlcNAcz-P-P-Dol était
le dernier a étre synthétisé sur la face cytosolique de la membrane du reti-

culum endoplasmique, avant de subir une « translocation » au travers de
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Figure 17 : Topographie de la biosynthése des précurseurs
de la N-glycosylation des protéines
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cette membrane, par un mécanisme de « flip-flop » (Figure 17 page 81). Tou-
tefois, le transfert d'une telle structure, de part et d’autre de la membrane
du reticulum endoplasmique, pose le probléme, actuellement non encore ré-
solu, de 'existence d’'une « translocase » au sein de cette membrane.

Il est 4 noter que le transfert de GDP-Mén sur les oligosaccharide-
diphospho-dolichols situés sur la face cytosolique de 1a membrane du reticu-
lum endoplasmique peut conduire a la formation d'intermédiaires possédant
de 7 a 10 monosaccharides (MansGlcNAcz-P-P-Dol a MansGlcNAcz-P-P-Dol),
en absence ' EDTA (qui inhibe la formation de Dol-P-man (Chambers et al.
(1977)) ou d'amphomycine (inhibiteur du transfert du résidu de mannose du
composé GDP-Man au composé Dol-P-Man) (Kang et al. (1978), Banerjee et
al. (1981), Banerjee (1989)).

Notre hypothése consiste a considérer qu’il se produit le transfert de
plus de 5 mannoses sur les intermédiaires lipidiques situés sur la face cyto-
solique de la membrane du reticulum endoplasmique. L'a-D-mannosidase
cytosolique interviendrait alors pour élaguer les mannoses des intermédiai-
res lipidiques comportant de 6 a 9 résidus de mannose. L'a-D-mannosidase
du cytosol jouerait ainsi un réle clef dans la régulation de la biosynthése des

N-glycosylprotéines.

B. Les glycoprotéines mannosylées

Pendant longtemps, il a été établi que les glycannes des glycoprotéines
étaient exclusivement localisés a la surface cellulaire ou dans la lumiére de

différents compartiments de la cellule. Cependant, une voie paralléle de gly-



Les substrats potentiels de I’a-D-mannosidase cytosolique 83

cosylation a été mise en évidence depuis quelques années. En effet, différents

travaux témoignent d’'une glycosylation spécifiquement cytosolique ou nu-

cléaire. Ainsi, 6 types de glycoprotéines ont été caractérisés dans le cytosol :

v
v

les protéines a Ser(Thr)-O-GlcNAc (voir Tableau VIII page 84).

les protéines a tyrosine-O-glc intervenant dans la syntheése du
glycogéne (Aon et Curtino (1985), Rodriguez et Whelan (1985),
Blumenfeld et Krisman (1986), Pitcher et al. (1987), Rodriguez et
Fliesler (1988)).

les protéines membranaires dont glycannes sont liés N-
glycosidiquement et orientés vers le cytosol de rein de Chien
(Pedemonte et al. (1990)).

les protéines fucosylées dans le cytosol de Dictyostelium dicoi-
deum (Gonzalez-Yanes et al. (1992)).

les protéoglycannes localisés dans le cytosol de cerveau de Rat,
dont un résidu \de mannose est lié O-glycosidiquement sur la pro-
téine.

les protéines dont le glycanne est constitué de Glc-1P-mannosides

liés O-glycosidiquement.

Parallélement a ces travaux de mise en évidence d'une glycosylation

cytosolique, de nombreuses études ont permis de caractériser, au sein du cy-

tosol, I'existence de glycosyltransférases et de glycosidases.

Cest ainsi que Haltiwanger et al. (1990), puis Dong et Hart (1991) ont

successivement purifié la N-acétylglucosaminyltransférase et la N-acétyl-p-D-
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Tableau VIII : Glycoprotéines a Ser(Thr)-O-GlcNAc orienté
vers le cytosol

Glycoprotéines spécifiquement cytosoliques

glycoprotéines d’érythrocyte humain Holt et al. (1987a), Turner et al. (1990)

glycoprotéines de foie de Rat Haltiwanger et al. (1990)

glycqprotéines de lymphocytes T de Kearse et Hart (1991)
Souris

Glycoprotéines du cytosquelette

cytokératine 13 King et Hounsell (1989)

Chou et al. (1992), Chou et Omary

kérati 1
cytokératine 8 et 18 (1993)

polypeptides de neurofilaments de Rat Dong et al. (1993)

Glycoprotéines ancrées au noyau

. . Hanover et al. (1987), Holt et al.
glycoprotéines du pore nucléaire (1987b), Park et al. (1987), Snow et al.
(1987), Turner et al. (1990)

Davis et Blobel (1987), D’onofrio et al.
(1988), Starr et Hanover (1990), Cordes
et Krohne (1993)

glycoprotéine de 62 kDa (gp62)

Glycoprotéine ancrée a l'appareil de Golgi

glycoprotéine membranaire Capasso et al. (1988)

Glycoprotéine ancrée au reticulum endop‘asmique

glycoprotéine membranaire Abeijon et Hirschberg (1988)
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glucosaminidase intervenant dans le métabolisme des glycoprotéines a
Ser(Thr)-O-GlcNAc.

Koro et Marchase (1982) ont caractérisé une glucose-
phosphotransférase (voir page 87). Srisomsap et al. (1989) ont, quant a eux,
caractérisé une glucose-1-phosphate phosphodiestérase (voir page 88). Ces
deux enzymes interviennent dans le métabolisme des protéines a Glc-1P-
mannosides liés O-glycosidiquement.

D’autres glycosidases ont été ca;‘actérisé :

v Pierce et al. (1979, 1980) ont démontré I'existence d'une endo-N-

acétyl-B-D-glucosaminidase au sein du cytosol de rein et de foie de Rat.

v’ Miyagi et Tsuiki (1985) ont caractérisé et purifié la sialidase cyto-
solique de foie de Rat avant de cloner le géne codant pour la siali-
dase cytosolique de muscle squelettique de Rat (Miyagi et al.
(1993)).

v Daniels et al. (1981), puis Legler et Bieberich (1988) ont caracté-
risé une B-glucosidase cytosolique, respectivement dans le foie
humain et le foie de Veau.

La présence de ces enzymes au sein du compartiment cytosolique est le
reflet d'un métabolisme glycannique important. Aussi, la localisation de
protéoglycannes et de glycoprotéines a mannose liés O-glycosidiquement
dans le cytosol pourrait nous éclairer sur la spécificité de I'a-D-mannosidase
cytosolique. En effet, ces glycoconjugués constituent des substrats endoge-

nes potentiels pour I'enzyme.



Les substrats potentiels de I’a-D-mannosidase cytosolique 86

1) Les protéoglycannes a mannose liés O-glycosidiquement

Le protéoglycanne a chondroitine sulfate de cerveau de Rat a une
masse moléculaire approximative de 300 kDa. Il se situe dans le milieu ex-
tra-cellulaire juste aprés la naissance, puis, progressivement se localise
dans le cytosol des neurones (Aquino et al. (1984a et b). Le protéoglycanne
est constitué de 56% de protéines, 24% de glucosaminoglycannes
(essentiellement le chondroitine 4-sulfate) et de 20% de glycannes liés N- et
O-glycosidiquement (Kiang et al. (1981), Klinger et al. (1985), Krusius et al.

(1986)).

Aux cotés des glycannes de type Gal(B1-3)GalNAc et de leurs dérivés
mono- et disialylés, Finne et al. (1979), puis Krusius et al. (1986, 1987) ont
mis en évidence un nouveau type de liaison O-glycosidique. Ils ont en effet
caractérisé la liaison Man-O-Ser(Thr) dans le cytosol de cerveau de Rat. Les

oligosaccharides liés a la protéine par ce type de liaison sont les suivants :

. GlecNAc(B1-3)Man-O-Ser(Thr).

. Gal(B1-4)[Fuc(a1-3)]GleNAc(B1-3)Man-O-Ser(Thr).

. NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)GlcNAc(B1-3)Man-0O-Ser(Thr).

. [Gal(B1-4)GlcNAc(B1-3)]12 Man-O-Ser(Thr) et dérivés. Ces der-
niers tri- et pentasaccharides ont en commun le core GlcNAc(81-
3)Man-O-Ser(Thr) et ils contiennent un ou deux résidus d’acide

sialique ou de sulfate.

Il est a noter que la liaison Man-O-Ser(Thr) s’effectue par le transfert
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de mannose directement a partir du donneur GDP-Man, et non a partir du

Dol-P-Man.

2) Les protéines a Glc-1P-mannosides liés O-glycosidiquement
Marchase et al. (1982) ont caractérisé une liaison osidique particuliére
en travaillant sur les glycoprotéines reconnues spécifiquement par la liga-
tine (une protéine membranaire jouant un réle dans la jonction et la locali-
sation des glycoprotéines orientées vers le milieu extra-cellulaire) (Jakoi et
al. (1976), Jakoi et Marchase (1979)). Ils décrivent, en effet, I'existence
d’une liaison Glc-1P-Man dans les glycoprotéines reconnues par la ligatine.
Ils font d’abord le rapprochement avec la liaison GlcNAc-1P-Man décrite au
sein des enzymes lysosomiques (Reitman et Kornfeld (1981), Waheed et al.
(1982)) (voir page 59). Le glycanne étant de plus sensible a 'action de I'endo
H, ils en déduisent que l'oligosaccharide est de type oligomannosidique. Ce
n’est que plus tard que Srisomsap et al. (1988a) et Marchase et al. (1990)
décrivent le glycanne comme étant constitué de résidus de mannose liés O-
_ glycosidiquement a la protéine.

Ces auteurs ont t(;ut d’abord mis en évidence une glucose-
phosphotransférase soluble dans le cytosol qui catalyse le transfert du com-
posé Glc-1P du donneur UDP-Glc sur I'un des résidus de mannose du gly-
canne décrit ci-dessus (Koro et Marchase (1982)). Ils ont démontré par la
suite que la seule protéine acceptrice est une phosphoglycoprotéine cytosoli-
que de 62 a 63 kDa (pgp62) (Hiller et al. (1987), Marchase et al. (1987), Sa-
tir e; al. (1990)). Chez la paramécie, cette phosphoglycoprotéine de 62 kDa

est la parafusine (impliquée dans la fusion des membranes durant
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I'exocytose) (Gilligan et Satir (1982)). Cette méme phosphoglycoprotéine de
62 kDa existe chez Saccharomyces cerevisiae. Il s’agit de la phosphogluco-
mutase, qui présente aussi un grand pourcentage d’homologie avec la phos-
phoglucomutase du muscle de Lapin (Marchase et al. (1993)).

La glucose-phosphotransférase est quant a elle, dans le foie de Rat, as-
sociée a la membrane plasmique (Srisomsap et al. (1988b)), son site actif
étant orienté vers le cytosol.

De la méme fagon, Srisomsap et al. (1989) ont mis en évidence une a-
glucose-1-phosphate phosphodiestérase dans le cytosol de foie de Rat. Cette
enzyme joue un role important dans le mécanisme de ’exocytose. Ainsi, chez
la paramécie, la parafusine est déphosphorylée et rephosphorylée rapide-
ment, en présence de Ca**, au cours de I'exocytose in vivo (Subramanian et
Satir (1992)).

Aussi, il est possible de concevoir qu’aprés déphosphorylation,
Poligosaccharide mannosylé lié O-glycosidiquement constitue un substrat

endogéne pour I'a-D-mannosidase cytosolique.
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I. Matériels et méthodes

Au cours de ce paragraphe, nous détaillerons les matériels et méthodes
qui ne font pas l'objet dun commentaire au sein des paragraphes
« materials and methods » contenus dans les comptes-rendus des articles
« Soluble forms of a-D-mannosidases from rat liver. Separation and charac-
terization of two enzymatic forms with different substrate specificities » (page
93) et « Evidence for the hydrolysis of oligosaccharide-diphospho-dolichol by
the cytosolic a-D-mannosidase from rat liver. A possible alternative route for

the biosynthesis of N-glycosylproteins » (page 116).

A. Fractionnement cellulaire

Des Rats femelles (Wistar, 6 & 8 semaines) sont mis a jeun une nuit
avant d’étre sacrifiés par décapitation. Les foies sont rapidement prélevés et

placés en tampon Tris/HC1 20 mM pH 7,4 NaNg 0,02 % (tampon I) conte-

nant une solution de saccharose 0,25 M et un cocktail d'antiprotéases com-
posé de PMSF (20 pg/ml), leupeptine (0,5 pg/ml), pepstatine A (0,7 pg/ml) et

aprotinine (1 pg/ml). Les étapes de purification sont dés lors réalisées a 4°C.

Le fractionnement est conduit selon la méthode de De Duve et al.
(1955). Les foies sont homogénéisés a 1'aide des appareils de Fisher et de
Potter (600 t/min., 3 allers-retours) puis complétés a 20% (p/v) dans le tam-
pon I, pour former 'homogénat de départ. Cet homogénat est centrifugé a
600 g pendant 10 min. (rotor BECKMAN SW 27, 2000 t/min.). On obtient

alors le surnageant post-nucléaire. Ce surnageant est centrifugé a 1500 g
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II.

pendant 5 min. (rotor BECKMAN SW 27, 10000 t/min.). On récupére le
surnageant post-mitochondrial que I'on centrifuge a 105000 g pendant 60 -
min. (rotor BECKMAN SW 27, 24000 t/min.). On obtient ainsi le surna-
geant cytoplasmique soluble, qui constitue le point de départ de la purifica-

tion enzymatique (voir page 100).

Purification de I'’a-D-mannosidase cytosolique

Les travaux entrepris au laboratoire depuis de nombreuses années ont
permis d’'une part, d’élucider le catabolismé lysosomique des glycannes de
type N-acétyllactosaminique, en déterminant notamment les étapes initia-
trices et limitantes de cette dégradation (Baussant et al. (1986), Brassart et
al. (1987)), et d’autre part, d’étudier le catabolisme lysosomique et cytosoli-
que des glycannes de type oligomannosidique (Michalski et al. (1990),
Haeuw et al. (1991c)). Cette étude a permis de mettre en évidence une
complémentarité d’action, entre les compartiments cytosolique et lysosomi-
que, dans la dégradation de ces glycannes. Le catabolisme des glycannes de
type oligomannosidique débuterait dans le cytosol et s’achéverait dans le ly-
sosome (Haeuw et al. (1991b)).

Si la spécificité de I'a-D-mannosidase neutre a ainsi été parfaitement
élucidée, la controverse liée a sa localisation purement cytosolique reste en-
tiére (Bischoff et Kornfeld (1986)).

L'étude de la spécificité de 1’activité a-D-mannosidasique soluble de
foie de Rat avait permis de montrer que I’hydrolyse d’'un substrat oligosac-
charidique de type MansilcNAc conduisait 4 la formation d'un composé
unique de type MansGlcNAc « linéaire », similaire a l'intermédiaire polypré-
nolique, situé sur la face cytosolique de la membrane du reticulum endo-
plasmique au cours de la biosynthése des précurseurs des glycannes liés N-

glycosidiquement.
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Afin d’apporter des arguments supplémentaires quant a la nature du
compartiment subcellulaire siége de cette hydrolyse, nous avons entrepris
de purifier I'a-D-mannosidase catalysant cette réaction. )

Les résultats de cette étude sont rapportés dans le compte-rendu de

I’article qui suit cette bréve introduction.
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Soluble forms of a-D-mannosidases from rat liver. Separation
and characterization of two enzymatic forms with different sub-
strate specificities

Thierry GRARD, Agnés SAINT-POL, Jean-Francois HAEUW, Catherine
ALONSO, Jean-Michel WIERUSZESKI, Gérard STRECKER and Jean-
Claude MICHALSKI

Laboratoire de Chimie Biologique (Unité mixte de Recherche du Centre
National de la Recherche Scientifique n°111)

Université des Sciences et Technologies de Lille, France

Subdivision : Carbohydrates

Corresponding author : J.C. Michalski, laboratoire de Chimie Biologique,
UMR du CNRS n°111, Université des Sciences et Technologies de Lille, F-
59655 Villeneuve d'Ascq Cedex, France.

Telephone : 20 43 41 46. Fax : 20 43 65 55.

Abbreuviations : deoxymannojirimycin, 1,5-dideoxy-1,5-imino-D-mannitol;
swainsonine, 8ap-indolizidine-la,20,8f3-triol; DEAE, diethylaminoethyl;
MansGleNAc, Man(al-2)Man(al-3)[Man(al-2)Man(a1-6)]Man(a1-6)[Man-
(x1-2)Man(a1-2)Man(a1-3)]-Man(B1-4)GIlcNAc; MansGicNAc, Man(al-2)-
Man(a1-2)Man(o1-3)[Man(a1-6)]Man(B1-4)GlcNAc; MansGleNAcz-P-P-Dol,
MansGlcNAcz-diphospho-dolichol.

Enzymes : o-D-mannosidase (EC 3.2.1.24), B-D-galactosidase (EC 3.2.1.23)
glucose-6-phosphatase (EC 3.1.3.9), lactate deshydrogenase (EC 1.1.1.28),
sialyltransferase (EC 2.4.99.1).

SUMMARY
We have previously reported the substrate specificity of the rat liver
cytosolic a-D-mannosidase [Haeuw J.F., Strecker G., Wieruszeski J.M.,
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Montreuil J. and Michalski J.C. (1991) Eur. J. Biochem. 202, 1257-1268].
Here, we report the characterization and the purification of this «-D-
mannosidase and the presence of two soluble forms of a-D-mannosidases
from rat liver. The cytosolic a-D-mannosidase was purified nearly 660-fold
with 2.66% recovery to a state approaching homogeneity using : (1)
(NH4)2SO4 precipitation; (2) concanavalin A sepharose chromatography; (3)
affinity chromatography on a cobalt chelating sepharose column; (4) ion-
exchange (DEAE trisacryl M) column chromatography; (5) molecular-size
chromatography (Sephacryl S 200). The enzyme was eluted from the final
column at an apparent molecular mass of 113 kDa. SDS/PAGE analysis
yielded a major protein band at 108 kDa. Moreover, the purification allowed
to distinguish two mannosidase activities with different kinetic properties.
The first cytosolic activity retained on the cobalt chelating column was op-
timally active at neutral pH, was activated by Co**, was strongly inhibited
by swainsonine (Ki = 3.7 uM) but not by deoxymannojirimycin and was ac-
tive with p-nitrophenyl a-D-mannoside (K = 0.072 mM). MansGlcNAc was

hydrolysed by the purified enzyme down to a MansGlcNAc structure, i.e. .
Man(a1-2)Man(a.1-2)Man(a1-3)[Man(c1-6)]Man(B1-4)GlcNAc which repre-
sents the Mans oligosaccharide chain of the dolichol pathway formed in the
cytosolic compartment during the biosynthesis of N-glycosylprotein glycans.
The second activity not retained on the cobalt chelating column was opti-
mally active at neutral pH, was inhibited by swainsonine (Ki = 28.4 uM) but
not by deoxymannojirimycin and was active with p-nitrophenyl a-D-man-
noside (Km = 0.633 mM). MansGlcNAc was broken by this enzymatic activity
down to MansGlcNAc and ManGIlcNAc structures. Similitaries with endo-
plasmic reticulum o-D-mannosidase exist and this enzyme could be the cy-

tosolic form of the endoplasmic reticulum o-D-mannosidase.
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INTRODUCTION

Multiple forms of a-D-mannosidase able to hydrolyse all types of man- ‘
nosidic linkages found in oligomannosidic type glycans are widely distrib-
uted in mammalian tissues (Winchester (1984), Moremen & Touster (1988)).
These enzymes are classically divided in two groups. The first one includes
mannosidases involved in the maturation of cell surface and intracellular
N-glycans. They are found in the endoplasmic reticulum (Bischoff & Korn-
feld (1983), Bischoff & Kornfeld (1986), Schweden et al. (1986)) and in the
Golgi apparatus (Tulsiani & Touster (1988), Tulsiani et al. (1982b), Novikoff
et al. (1983), Velasco et al. (1993), Lubas & Spiro (1987), Lubas & Spiro
(1988)). The second class includes the cytosolic and lysosomal a-D-
mannosidases which have been characterized from various tissues
(Moremen & Touster (1988), Shoup & Touster (1976), Tulsiani & Touster
(1987), Daher et al. (1992), De Gasperi et al. (1992a), Cheng et al. (1986),
Michalski et al. (1990), De Gasperi et al. (1992b)). Among these diﬂ'(_arent
mannosidases, cDNAs have been cloned from mammalian tissues (Bischoff
et al. (1990), Moremen & Robbins (1991), Bause et al. (1993)) or other eu-
karyotes (Kuranda & Robbins (1987), Yoshihisa & Anraku (1989), Cami-
rand et al. (1991), Schatzle et al. (1992)). Nevertheless, the role or lo-
calization of some of these a-D-mannosidases are different and remain un-
known (Tulsiani & Touster (1985), Monis et al. (1987), Bonay & Hughes
(1991), Bonay et al. (1992), Tulsiani et al. (1989), Tulsiani et al. (1993)). In a
previous report, we have demonstrated in vitro that the degradation of the
oligomannosidic type glycans follows a very specific pathway inside the cy-
tosol (Haeuw et al. (1991c)). Studies on the specificity of the cytosolic a-D-
mannosidase (Moremen & Touster (1988), Tulsiani & Touster (1987)) also
suggest that this enzyme plays a role in glycoprotein catabolism. For these
reasons, we have undertaken the purification of the cytosolic a-D-mannosi-

dase.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents

Reagents were obtained from the following sources : Swainsonine and
deoxymannojirimycin, Boehringer (Mannheim); phenylmethylsulfonyl fluo-
ride, Sigma; leupeptin, pepstatin A and aprotinin, Boehringer (Mannheim);
Brij-35, Pierce; Concanavalin A-sepharose 4B, chelating Sepharose fast flow
and Sephacryl S-200, Pharmacia; DEAE trisacryl M, Sepracor France;
Electrophoresis chemicals including molecular-mass marker proteins, Bio-
Rad.

Substrates

The oligosaccharide MansGlcNAc, i.e. Man(al-2)Man(al-3)[Man(c1-
2)Man(a1-6)]Man(al-6)[Man(a1-2)Man(ct1-2)Man(a1-3)]Man(B1-4)GlcNAc,
was isolated from urine of patients suffering from mannosidosis as previ-

ously described (Egge et al. (1982)).

Preparation of cytosolic fractions

The cytosolic extract was prepared as previously described (Haeuw et
al. (1991c)). Aprotinin (1 pg/ml), leupeptin (0.5 pg/ml), pepstatin A (0.7
pg/ml) and phenylmethylsulfonyl fluoride (20 pg/ml) were added as prote-
ases inhibitors. a-D-mannosidases were purified from the supernatant ob-

tained after centrifugation at 105 000 g during one hour.

Enzyme assays

To ensure the absence of contamination activities by processing o-D-
mannosidases during cell fractionation, purity of the fractions was followed
by the estimation of marker enzymes activities. Lactate deshydrogenase
was selected as marker enzyme for the cytosol. Glucose-6-phosphatase and
sialyltransferase were taken as marker enzymes respectively for the endo-
plasmic reticulum and Golgi apparatus. Lactate deshydrogenase was as-

sayed according to Kornberg (1955) using sodium pyruvate and NADH as
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substrates. Glucose-6-phosphatase was assayed according to Beaufay et al.
(1974) but modified by the addition of 12 mM sodium tartrate to inhibit
non-specific acid phosphatase activity (Brightwell & Tappel (1968)). B-D-
galactosidase was assayed according to Rodriguez-Berrocal et al. (1988) and
sialyltransferase according to Bauvois et al. (1981). a-D-mannosidase activ-
ity towards p-nitrophenyl-a-D-mannoside (p-nitrophenyl mannosidase ac-
tivity) was quantified by measuring the release of p-nitrophenol (Shoup &
Touster (1976)). The reaction mixture (0.2 ml) contained 4 mM p-
nitrophenyl- a-D-mannoside in 0.1 ml of 50 mM sodium cacodylate pH 6.2
buffer containing 2 mM CoCl: and 0.1 ml of enzymatic fraction. The incuba-
tions were carried out for 20 min at 37°C. The reaction was stopped by
adding 0.2 ml of ethanol at -20°C. After centrifugation (600 g; 10 min), 0.2
ml of the supernatant were added to 0.25 ml of 0.5 M of Na:COs and 0.7 ml
of Hz0. The absorbance at 420 nm was measured to determine the amount
of p-nitrophenol released. One unit was defined as the amount of enzyme
that catalysed the release of 1 nmol of p-nitrophenol/min.

Amount of protein was measured by the colorimetric method of Bio-

Rad® according to the manufacterer's instructions with BSA as standard.

HPLC analysis

For comparative studies, MansGlcNAc was incubated with the two a-
D-mannosidase activities as following. The reaction mixture (3.75 ml) con-
tained 1 mg of MansGlcNAc in 1.25 ml of 150 mM sodium cacodylate pH 6.2
buffer containing 3 mM CoCl: and 2.5 ml of enzymatic fraction (Mano-
mannosidase activity). The incubations were carried out for 4 h at 37°C, the
reaction was stopped by adding 3.75 ml of ethanol at -20°C. After centrifu-
gation (600 g; 10 min), the supernatant was desalted on coupled columns
(15 ml) of Dowex 50 x 2 (200-400 mesh, H* form) and A.G. 1 x 2 (200-400
mesh, CHsCOO- form). Carbohydrate-containing material was further puri-
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fied by gel chromatography on a Bio-Gel P2 (200-400 mesh) column (1 x 50
cm), eluted with water.

HPLC separation of oligomannosidic oligosaccharides was performed
on primary amine bonded silica, 5 pm spheri-5 NHz column (0.7 x 25 cm,
Brownlee). Approximately 500 pg oligosaccharide dissolved in 100 pl water
was injected on the column. The column was equilibrated with the initial
solvent (acetonitrile/water, 70:30). After the injection, a linear gradient to
acetonitrile/water (60:40) was applied for 15 min, followed by a linear gradi-
ent to acetonitrile/water (50:50) for 75 min. The flow-rate was 1 ml/min. The
oligosaccharides were detected at 206 nm. Integration of each peak area al-
lowed the measurement of the rate of formation and disappearance of each

isomer.

Kinetic properties of a-D-mannosidase activities

"Unbound” fraction a-D-mannosidase activity towards increasing con-
centrations of p-nitrophenyl-a-D-mannoside (0.05-3 mM) and Tris-eluted
fraction a-D-mannosidase activity towards increasing concentrations of p-
nitrophenyl-a-D-mannoside (0.02-0.5 mM) in the presence and absence of
5.0 pM swainsonine were measured. a-D-mannosidase activities towards in-
creasing concentrations of deoxymannojirimycin (5-10-20 uM) were meas-

ured.

IH-NMR analysis

IH-NMR anaiysis of the oligosaccharides in ZH:O0 (99.95%),
(Commissariat de 1'énergie atomique, Saclay, France) was carried out on a
Brucker AM-400 WB spectrom oter operating in the Fourier-transform mode
at a probe temperature of 300 K. Chemical shifts (5) were given relative to
acetone in 2H20 (6 = 2.225 ppm). NMR spectrum was interpreted by com-
parison with NMR data from the literature (Vliegenthart et al. (1983)) with

an accuracy of 0.002 ppm.



Tableau IX : Enzymatic characterization of the cytosolic fraction

Activity in the crude homogenate was taken as 100%. Yield is expressed as a percentage of the total activity of the crude
homogenate recovered in the cytosolic enriched fraction (105000 g supernatant). Purification is given by the relative

specific activity; specific activity in the cytosolic fraction/specific activity in the starting homogenate.

xg,krﬁ; deshl;zcr::)agt:nase pﬁl)i%ohsaet_:s:e p-D-galactosidase Sialyltransferase
Specificity Cytosol endoplasmic reticulum Lysosome Golgi apparatus
yield Purification yield Purification yield Purification yield Purification
% -fold % -fold % -fold % -fold
horr?(;;gﬁate 100 1 100 1 100 1 100 1
Supernatant 78.9 1.85 16.4 0.39 16.24 0.38 3.84 0.09
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SDS/PAGE

The system of Laemmli (1970) was used to resolve the proteins under
reducing conditions. Samples were solubilized by mixing in SDS buffer con-
taining 2.5 % 2-B-mercaptoethanol, boiled for 3 min. The solubilized mate-
rial was resolved on a 4-15% linear 1.5 mm-thick polyacrylamide gel. Gels
were stained for protein with 0.5% Coomassie Blue in 20% methanol/10%

acetic acid and destained in 10% methanol/7% acetic acid.

Purification of the cytosolic a-D-mannosidase

All purification steps were carried out at 0-4°C. The following buffers
were used : buffer A, pH 7.4 [20 mM Tris/HCl buffer containing NaNs
(0.02%)]; buffer B, pH 6.5 [5 mM acetate buffer containing NaCl 0.1 mM,
MnClz, MgClz, CaCl: 1 mM and NaNs (0.02 %)]; buffer C, pH 7.5 [10 mM
Hepes buffer containing NaCl 50 mM and Brij-35 (0.01%)]; buffer D, pH 7.5
[same as buffer C containing NaCl 1 M]; buffer E, pH 8.6 [20 mM Tris/HCl
buffer containing NaNs (0.02%)]; buffer F, pH 8.6 [same as buffer E contain-
ing NaCl 0.3 M].

Step 1 : (NH,).SO, precipitation

The soluble cytoplasmic supernatant (approx. 150 ml) was prepared
from cytosolic extract prepared from 5 rat livers as described above. The su-
pernatant was mixed with solid (NH4):SO4 with constant stirring to achieve
40% saturation. The mixture was kept at 0-4°C for 60 min, and the precipi-
tate was collected by high-speed centrifugation (40 000 g for 10 min). The
pelleted enzyme was suspended in 25-30 ml of buffer A, and dialysed
against 65 vol. of buffer A for 24 h with three changes of the buffer. After
dialysis, the sample was concentrated by ultrafiltration (Millipore YM-30
filter).
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Figure 18 : Purification of a-D-mannosidase by affinity chromatography on a column of co-
balt chelating sepharose

Approximately 5750 units of a-D-mannosidase was applied to the column (1 cm x 15 cm). Two fractions are active with

PNP-Man as substrate. They are "unbound" fraction and Tris-eluted fraction. Other details are described in the text.
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Step 2 : concanavalin A sepharose column chromatography

The concentrated sample was applied to the concanavalin A sepharose
column (1 cm x 25 cm) equilibrated with buffer B. The enzyme, eluted in the
buffer B, was concentrated by ultrafiltration (Millipore YM-30 filter).

Step 3 : cobalt chelating sepharose column chromatography

The sample was applied to the affinity column (1 cm x 15 cm) equili-
brated with buffer C. The column had been first washed with 75-80 ml of
buffer C. It was then applied 335-340 ml of a linear NaCl gradient (0.05-1
M) and 125-130 ml of a linear NaCl gradient (1-0.05 M) before the column
had been washed with buffer A. The Tris-eluted fraction was concentrated
by ultrafiltration (Millipore YM-30 filter).

Step 4 : DEAE trisacryl M column chromatography

The concentrated sample of the Tris-eluted fraction was applied to a
DEAE trisacryl M column (2 cm x 25 cm) equilibrated with buffer E. After
the column had been washed with 50 ml of buffer E, it was eluted with 1000
- ml of a NaCl gradient (0-0.3 M) in buffer E. Fractions (4 ml) were collected
at a flow rate of 48 ml/h. Each fraction was checked for protein and p-

nitrophenyl mannosidase activity.

Step 5 : molecular size column chromatography‘

Pooled fractions were concentrated using a microconcentrator
(Centricon 30). The enzyme was resolved by gel filtration on a column (2 cm
x 55 cm) of Sephacryl S 200 equilibrated with buffer A. Fractions (4 ml)

were collected at a flow rate of 10.8 ml/h .

RESULTS
All purification steps were carried out in the presence of proteinase
inhibitors to avoid possible contaminations by other subcellular compart-

ments. This objective was very important since lysosome, endoplasmic re-
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Figure 19 : Chromatography of cytosolic a-D-mannosidase on a column of DEAE trisacryl M
Approximately 855 units of the enzyme was applied to the column (2 cm x 25 cm) and eluted with a gradient of NaCl.

Other details are described in the text.
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ticulum and Golgi apparatus are known to contain o-D-mannosidase activi-
ties. The supernatant obtained after 105 000 g centrifugation contained
78.9% lactate deshydrogenase activity with twofold enrichment over the
crude homogenate (Tableau IX page 99). Lactate deshydrogenase is a
marker enzyme for the cytosol. In contrast, the endoplasmic reticulum
marker, glucose-6-phosphatase and the lysosomal marker, pB-D-
galactosidase, were lowly enriched from the initial activity. The Golgi
marker, sialyltransferase, was almost undetectable in the cytosolic fraction.

Using (NH4)2SOs precipitation as a first step for cytosolic «-D-
mannosidase purification, we recovered 85.74% of the activity using 40%
(NH4)2SO4 saturation (Tableau X page 105).

Concanavalin A sepharose column chromatography was used to free the
cytosolic a-D-mannosidase from the potential presence of Golgi and lysoso-
mal a-D-mannosidase contaminants which are selectively bound to the col-
umn (Opheim & Touster (1978), Tulsiani et al. (1977)). The total yield en-
zyme was not very different after a-D-mannosidase elution on concanavalin
A sepharose column suggesting a low contamination with mannosidases
from other subcellular compartments (Tableau X page 105).

The cobalt chelating sepharose column chromatography was used be-
cause of the strong activation of the cytosolic a-D-mannosidase observed in
presence of cobalt ions as previously described (Haeuw et al. (1991c)) and
was also based on a report showing the purification of a soluble mannosi-
dase from monkey brain (Mathur & Balasubramanian (1984)). This chroma-
tographic step allowed to discriminate between two mannosidases forms, re-
spectively, an "unbound" and a "Tris-eluted" fraction (Figure 18 page 101).
Both fractions are active using p-nitrophenol as substrate. Nevertheless,
their reactivity towards the MansGlcNAc oligosaccharide is completely dif-

ferent as indicated below.
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Tableau X : Purification of cytosolic a-D-mannosidase from
rat liver

The soluble cytosolic supernatant was prepared from the livers of five rats.
The enzyme from various purification steps was assayed using 4 mM p-ni-
trophenyl a-D-mannoside in 0.1 ml of 50 mM sodium cacodylate pH 6.2

buffer containing 2 mM CoCl: as described in the materials and methods

section.
Fraction Totgl thgl Spep@fic Recovery Purification
protein activity activity
mg units’ units/mg % fold
Supernatant 1887.8 6920 3.66 100 1
(NH4)2S0,4
(0-40%) 236.5 5933.4 25.01 85.74 6.83
Concanavalin A 547 g 5741.1 27.6 82.96 7.54
sepharose
Cobalt chelating g 35 85377  134.45 12.34 36.73
sepharose
DEAE trisacryl M 0.351 468.4 1334.47 6.77 364.61
Sephacryl S 200 0.0764 184.6 2416.23 2.66 660.17
1. One unit of enzyme is defind as the amount of enzyme catalyzing

the release of 1 nmol of p-nitrophenol/min under the conditions of the stan-

dard assay defined in the materials and methods section.
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12 34506 78

Figure 20 : Electrophoretic behaviour of the purified
o-D-mannosidase

SDS/PAGE was carried out on the different protein pools :

lane 1 : standard marker protéins.

lane 2 : concanavalin A; 40 ug of enzyme protein containing 1.1 unit of ac-
tivity.

lane 3 : crude homogenate.

lane 4 : supernatant; 40 pug of enzyme protein containing 0.15 units of acti-
vity.

lane 5 : (NH4),S0,; 40 pg of enzyme protein containing 1.0 unit of activity.
lane 6 : cobalt; 40 pg of enzyme protein containing 5.38 units of activity.
lane 7: DEAE; 30.5 pg of enzyme pretein containing 40.7 units of activity.

lane 8 : Sephacryl S 200; 20 pg of enzyme protein containing 48.6 units of
activity.
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The a-D-mannosidase started to be eluted on DEAE trisacryl M column
in fraction 30 and the peak activity was present over 15 fractions (Figure 19
page 103).

Pooled fractions showed a specific activity of approx. 1335 units/mg of
protein, which corresponds to 365-fold purification over the cytoplasmic su-
pernatant (Tableau X page 105).

Rat liver cytosolic o-D-mannosidase was purified nearly 660-fold
(Tableau X page 105). Between 2.5 and 3 % of the original enzyme activity
was eluted from the molecular size column at an apparent molecular mass
of 113 kDa. The purified enzyme, when subjected to SDS/PAGE under re-
ducing conditions, resolved into a major protein band of apparent molecular
mass of 108 kDa and 3 to 4 minor bands (Figure 20 page 106). The fact that
the native enzyme was eluted from a gel filtration column at an apparent
molecular mass of 113 kDa suggests that the enzyme is a monomer .

The "unbound" and Tris-eluted fractions showed a maximum activity at
pH 6.4 to 6.8 (Figure 21 page 108). But, the affinity for p-nitrophenyl a-D-
mannoside is different for the two mannosidase acﬁviﬁes. The "unbound”
fraction showed a Km of 0.633 mM while Tris-eluted fraction had a Ku of
0.072 mM. Neither activities were inhibited by 1-deoxymannojirimycin, a
potent inhibitor of Golgi mannosidase I (Bischoff & Kornfeld (1984)). Both
however display different inhibition kinetics with respect to swainsonine. A
28.4 uM Ki was found for the "unbound" fraction while that of the Tris-
eluted fraction was at 3.7 puM (Tableau XI page 111). Only the Tris-eluted
fraction is activated by cobalt ions (data not shown).

MansGlcNAc was incubated with the two enzymatic fractions during 4
hours. The hydrolysis of MansGlcNAc by the"unbound" fraction (229.25
units/2.5 ml) was limited to Man:GlcNAc (Figure 22A page 110). In the
same conditions, the Tris-eluted fraction (90.75 units/2.5 ml) converted the
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Figure 21 : Effect of pH on "unbound" and Tris-eluted a-
D-mannosidase activities

Samples were incubated with 4 mM p-nitro-phenyl a-D-mannoside. The re-
action buffers were 0.05 M citrate phosphate (pH 3.2-5.2) [€®] and 0.05 M
sodium éacodylate buffer (pH 6.2-8.2) [®@].

A : "unbound" fraction on cobalt sepharose column; B : Tris-eluted fraction

on cobalt sepharose column.
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substrate to MansGIlcNAc as a sole final hydrolysis product. Indeed, after 4
hours incubation, no intermediate isomers can be detected (Figure 22B page
110). In the two cases, the rate of formation of each isomer is given (Tableau
XII page 111).

The structure of the MansGlcNAc oligosaccharide was further con-
trolled by H-NMR. The accumulated MansGlcNAc is an oligosaccharide
ylackjng the a-1,3-linked Man-A residue as can be deduced from the analysis
of the MansGlcNAc NMR spectrum (Figure 23 page 113) in which the Man-
A C1H resonance is absent and the Man-4' C1H signal is upfield shifted to §

=4.916 ppm.

DISCUSSION

A previous report demonstrated an immunological relationship between
the endoplasmic reticulum o-D-mannosidase, and the cytosolic o-D-
mannosidase suggesting that the endoplasmic reticulum o-D-mannosidase
escaped its compartment during cell fractionation (Bischoff & Kornfeld
(1986)). These results contradicted our own about the exact subcellular lo-
calization of the soluble form of the a-D-mannosidase. Nevertheless, differ-
ent experiments about the substrate specificity of the "so-called" soluble a-
D-mannosidase argue in favour of an enzymatic form specifically localized
in the cytosol (Tulsiani & Touster (1987), Daher et al. (1992), De Gasperi et
al. (1992a)). In the present report, in our effort to purify the soluble enzyme,
we succeed in discriminating between two soluble a-D-mannosidase activi-
ties.

Curiously, the cobalt "unbound”" activity shows an o timum pH (Figure
21 page 108), a substrate specificity (Figure 22A page 110) and a low inhi-
bition by swainsonine (Tableau XI page 111) similar to those reported for
the endoplasmic reticulum a-D-mannosidase (Bischoff & Kornfeld (1983)).

These results are consistent with a previous report about the isolation,
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Figure 22 : HPLC elution profile on spheri-5 NH: column of
the degradation of the oligosaccharides formed
after a 4 h incubation time of MansGlcNAc with
the "unbound" (A) and Tris-eluted (B) mannosi-
dase activities
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Tableau XI : Kinetic properties of the a-D-mannosidase ac-
tivities

"Unbound" fraction Km and Ki : Samples were incubated with increasing

concentrations of p-nitrophenyl-o-D-mannoside (0.05-3 mM) in the absence

(Km) or presence (Ki) of 5.0 uM swainsonine.

Tris-eluted fraction Km and Ki : Samples were incubated with increasing

concentrations of p-nitrophenyl-a-D-mannoside (0.02-0.5 mM) in the ab-

sence (Km) or presence (Ki) of 5.0 uM swainsonine.

pH Km (MM) (swainlgionine)
optimum
P (uM)
“unbound” &4 g8 (0633 28.4 )
fraction
Tris-eluted 5 4 g8 0072 37

fraction

Tableau XII : Substrate specificity of "unbound" fraction
and Tris-eluted fraction a-D-mannosidase ac-
tivity

Samples were incubated as described in the materials and methods section

during 4 hours. The percent of each product obtained is calculated from the

integration of each oligosaccharide peak area obtained by HPLC.

o-D-mannosidase activity

products after 4 hours "unbound" Tris-el_uted
(%) fraction fraction
MangGIcNAc 82.4 -
MansGIcNAc 11.25 -
Man;GIcNAc 6.35 -
ManesGIcNAC - -

MansGIcNAc - 100




Purification 112

characterization and expression of cDNAs encoding a rat liver endoplasmic
reticulum o-mannosidase (Bischoff et al. (1990)). Because of the lack of sig-
nal sequences to direct translocation across the endoplasmic reticulum
membrane, the authors suggested that the cDNA might encode a cytoplas-
mic a-D-mannosidase, and endoplasmic reticulum might also contain a dis-
tinct but very similar a-D-mannosidase activity. They also suggest that en-
doplasmic reticulum a-D-mannosidase could be translocated in the cytosol
as a response to some metabolic signal, as previously described for the
plasminogen activators inhibitor 2 (Belin et al. (1989)). This «-D-
mannosidase activity corresponds to the a-D-mannosidase activity described

here in the cobalt "unbound" fraction.

Moreover, the second enzymatic activity (Tris-eluted form) presents
completely different cobalt dependence, substrate specificity (Figure 22B
page 110), Kn and is more strongly inhibited by swainsonine (Tableau XI
page 111). We might speculate that this enzymatic form constitutes a spe-
cific cytosolic a-D-mannosidase. These data confirm previous studies con-
cerning the substrate specificity of a soluble o-D-mannosidase activity
(Daher et al. (1992), De Gasperi et al. (1992a), Haeuw et al. (1991c)) show-
ing that this enzyme is able to hydrolyse MansGlcNAc oligosaccharides to
give a single product which is MansGlcNAc. The latter possesses the same
structure as one of the polyprenolic-bound intermediates synthesised on the
cytosolic face of the endoplasmic reticulum during the assembly of the com-
mon precursor of N-glycosylprotein glycans (Snider & Rogers (1984)).
Moreover, we have demonstrated that th~ purified a-D-mannosidase is able
to cleave the substrate MansGlcNAcz-P-P-Dol to give the final product
MansGleNAcz-P-P-Dol (unpublished work). The biological role of the specific
cytosolic a-D-mannosidase could be in the regulation of the biosynthetic as-
sembly of N-glycosylproteins by hydrolysis of dolichol intermediates or in N-glycans
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degradation, in synergy with the lysosomal o-D-mannosidases (Tulsiani &
Touster (1987), Haeuw et al. (1991a), Haeuw et al. (1991b)).
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I11.Spécificité de substrat de Pa-D-mannosidase cytosolique

vis-a-vis d’oligosaccharides-diphospho-dolichols

L'a-D-mannosidase cytosolique purifiée dégrade le composé Mans-
GlcNAc en un unique produit MansGlcNAc pseudo-linéaire similaire a
I'intermédiaire polyprénolique, situé sur la face cytosolique de 1a membrane
du reticulum endoplasmique au cours de la biosynthése des précurseurs des
glycannes liés N-glycosidiquement. Ces résultats confirment ceux précé-
demment obtenus lors de I'étude de la spécificité de I'a-D-mannosidase so-
luble contenue dans le surnageant cytosolique apreés fractionnement cellu-
laire (Haeuw et al. (1991c)). L'hypothése d'un réle de 'a-D-mannosidase cy-
tosolique dans le métabolisme des intermédiaires polyprénoliques avait
alors été soulevée. Malheureusement, l'extrait protéique constitué par le
surnageant cytosolique était trop hétérogéne et empéchait ainsi de tirer
toute conclusion quant aux incubations menées avec l’mtermédiaire poly-

prénolique MansGlcNAcz-P-P-Dol.

Nous avons entrepris de réitérer ces manipulations, en incubant les in-
termédiaires polyprénoliques MansGlcNAcz-P-P-Dol et MansGlcNAcz-P-P-
Dol avec I'a-D-mannosidase cytosolique purifiée. Les résultats obtenus, rap-
portés dans le compte-rer du de I'article qui suit cette.bréve introduction,
permettent de démontrer que I'a-D-mannosidase cytosolique pourrait jouer
un rdle dans le métabolisme des précurseurs de la biosynthése des N-

glycosylprotéines.
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SUMMARY

We have previously reperted the substrate specificity of the rat liver
cytosolic a-D-mannosidase using MansGlcNAc, i.e. Man(ol-2)Man(al-
3)[Man(a1-2)Man(a1-6)]Man(al-6)[Man(a1-2)Man(a1-2)Man(c1-3)]Man-
(B1-4)GlcNAc as substrate [Haeuw J.F., Strecker G., Wieruszeski J.M.,
Montreuil J. and Michalski J.C. (1991) Eur. J. Biochem. 202, 1257-1268].
MansGlcNAc is hydrolysed and gives MansGlcNAc, i.e. Man(a1-2)Man(a1-
2)Man(a1-3)[Man(a1-6)]Man(B1-4)GlcNAc which represents the Mans oligo-
saccharide chain of the dolichol pathway formed in the cytosolic compart-
ment during the biosynthesis of N-glycosylprotein glycans. Here, we study
the purified cytosolic a-D-mannosidase substrate specificity using ra-
diolabelled oligosaccharide-diphospho-dolichol as substrates. The cytosolic
o-D-mannosidase is able to cleave the substrate MansGlcNAcz-P-P-Dol to
give the final product MansGlcNAcz-P-P-Dol suggesting a role of this en-
zyme in the regulation in the biosynthesis of asparagine-linked oligosaccha-

rides.

INTRODUCTION

The biosynthesis of precursors of protein N-glycosylation is initiated by
the formation of GlcNAcz-P-P-Dol. Then, five mannoses are added yielding
MansGlcNAcz-P-P-Dol. The sugar donors, in these reactions, are UDP-
GlcNAc and GDP-Man. Therafter, four mannoses and three glucoses are
added to form GlesMansGlcNAcz-P-P-Dol which is the glycosylation donor to
nascent proteins in the lumen of the rough endoplasmic reticulum (Kornfeld

& Kornfeld (1985)). The sugar donors, in this case, are Dol-P-Man and Dol-
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P-Glc. Studies on the topography of the previous reactions have shown that
- the biosynthesis of these dolichol derivatives occurs in both sides of the en-
doplasmic reticulum membrane (Hirschberg & Snider (1987)).
MansGlcNAcz-P-P-Dol has been detected on the cytosolic side of the endo-
plasmic reticulum membrane (Snider & Rogers (1984)) while the subse-
quent dolichol intermediates, with additional mannoses and glucoses, face
the luminal side (Snider & Rogers (1984), Snider & Robbins (1982)).

We have previously reported the substrate specificity of the rat liver
cytosolic a-D-mannosidase (Haeuw et al. (i99 1c)). This enzyme hydrolyses
MansGlecNAc to give a unique hexasaccharide (MansGlcNAc) which has the
same structure as the polyprenolic-bound oligosaccharide intermediate syn-
thesized on the cytosolic face of the endoplasmic reticulum during the as-
sembly of the common precursor of N-glycosylprotein glycans (Snider &
Rogers (1984)). We have purified the cytosolic a-D-mannosidase activity
(submitted for publication). In this report, we further investigate the puri-
fied cytosolic a-D-mannosidase specificity in regard of the two substrates
MansGleNAce-P-P-Dol, i.e. Man(a1-2)Man(a.1-3)[Man(c1-2)Man(ct1-
6)]Man(a1-6)[Man(a1-2)Man(c1-2)-Man(a1-3)]Man(B1-4)GlcNAc(B1-
4)GlcNAc(B1-0)-P-P-Dol and MansGlcNAcz-P-P-Dol, i.e. Man(al-2)Man(at1-
2)Man(a1-3)[Man(a1-6)]Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(31-O)-P-P-Dol  to
characteriz. a possible alternative route for the biosynthesis of N-

~ glycosylproteins.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents

D-[2-3H]Mannose (429 GBq/mmol) was purchased from Amersham In-
ternational (Bucks, UK).

Substrates

MansGlcNAcz-P-P-dolichol was prepared from splenocytes in 0.5 mM
glucose medium conditions which gave labelled GlcsMansGleNAcz-P-P-
dolichol and MansGlcNAcz-P-P-dolichol which were prepared from 4-week-
old Swiss mice as previously described (Cacan et al. (1987)).
MansGlcN Ace-P-P-dolichol was prepared from mutant cell line B3F7 as de-
scribed previously (Cacan et al. (1993)). Briefly, cells were routinely cul-
tured in monolayer in o minimal essential medium with 10% fetal calf se-
rum (Gibco laboratories, Grand Island, NY, USA) at 34°C in 10-cm petri
dishes, under 5% CO: atmosphere. Cells were suspended by the action of 1
ml trypsin/EDTA (0.5 g/l and 0.2 g/, respectively, from Gibco laboratories)
during 5 min at 34°C. The cells were then washed with 10 ml culture me-
dium and resuspended in the incubation medium. The concentration of cells
in this suspension was determined using a Coulter counter. Cells were then
transferred to 39°C 8 h before labelling and kept at this temperature during
labelling for 1 h with [2-3H]Mannose, 50 pCi/ml in o minimal essential
medium without glucose and with 10% dialy.sed calf serum. Incubations
were kept at 39°C (Stoll (1986)). At the end of the labelling period, the me-
dium was removed by aspiration and the cell layer was rapidly washed

three times with ice-cold phosphate-buffered saline. The reaction was ter-
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minated by adding to the dish 1.1 ml of a mixture made of 8 vol. methanol
and 3 vol. 0.1 ml Tris/HCI pH 7.4, 4 mM MgCls; 1.2 ml chloroform was
added to obtain a final mixture of chloroform/methanol/water (3:2:1, by vol.,
the volume of the cells being estimated as 0.1 ml).

The sequential lipid extraction procedure was as described earlier
(Cacan et al. (1980)). Briefly, the remaining interphase was washed five
times with the theoretical upper phase (chloroform/methanol/water, 10:10:3,

by vol.). This extract contained the oligosaccharide-lipids.

Purification of the cytosolic a-D-mannosidase

Cytosolic a-D-mannosidase (E.C.3.2.1.24) was purified as described
elsewhere (submitted for publication). Briefly, the enzyme was purified af-
ter 40% saturation (NH4)2SO4 precipitation of the cytosol using a combina-
tion of conA sepharose, cobalt chelating sepharose, anion exchange chroma-

tography and gel filtration.

Incubations and separation of the products

Incubations were realized at 37°C in 50 mM sodium cacodylate buffer
pH 6.2 in the presence of 0.1% Triton X-100 (to solubilize oligosaccharide-
diphospho-dolichol substrates) and 1 mM cobalt chloride. For comparative
kinetic studies, approximately 500.000 cpm of substrate were incubated
with the purified cytosolic a.-D-mannosidase during 16 hours. The oligosac-
charide moiety of the oligosaccharide-lipids was then released by mild acid
treatment (0.1 N HCI in tetrahydrofuran, 50°C for 2 h) (Stoll & Kragg

(1983)). The soluble oligosaccharide material released in the aqueous phase
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Figure 24 : HPLC analysis of the MansGlcNAc:-P-P-Dol de-

gradation by the cytosolic a-D-mannosidase ac-
tivity

Incubation and H.P.L.C. analysis conditions were as described in the mate-

rials and methods section.
(a) MansGlcNAcz-P-P-Dol as standard after THF hydrolysis. (b) degradation

of MansGleNAcz-P-P-Dol
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was purified on a Biogel P-2 column (1 cm x 50 cm, 200-400 mesh) in 0.1 M

acetic acid, before HPLC analysis.

HPLC analysis

Oligosaccharide material was analyzed by HPLC on an amino-
derivatized column (NH2 P-50 Asahipak column, Asahi Chemical Industry
Co.) with a solvent system of acetonitrile/water from 70/30 to 50/50 by vol-
ume, at a flow rate of 1 ml/min for 75 min. The separation of the labelled
oligosaccharides was followed by continuous-flow detection of the radioactiv-
ity with a Flo-one B-detector (Flotec, France) usiné Luma flow II (Lumac,

The Netherlands) as scintillation fluid.

RESULTS

The cytosolic a-D-mannosidase purification (submitted for publication)
was necessary to avoid aggregation between proteins fraction and oligosac-
charides-diphospho-dolichol during the hydrolysis experiments.

Study of the hydrolysis of the MansGlcNAcs-diphospho-dolichol by the
cytosolic a-D-mannosidase

After 16 hours of incubation, MansGlcNAcz-diphospho-dolichol (Figure
24a page 121) was hydrolysed by the purified cytosolic a-D-mannosidase
activity (Figure 24b page 121) to give respectively the following products
Mans, Man7, Manes and MansGleNAce-diphospho-dolichol (Tableau XIII page
125) comparatively with standards oligosaccharides (data not shown). This

result can be related to previous studies which indicate that MansGlcNAc
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Figure 25 : HPLC analysis of the MansGlcNAcz-P-P-Dol de-
gradation by the cytosolic a-D-mannosidase ac-
tivity

Incubation and H.P.L.C. analysis conditions were as described in the mate-

rials and methods section.

(a) MansGlcNAcz-P-P-Dol as standard after THF hydrolysis. (b) degradation

of MansGlecNAce-P-P-Dol



Dolichols 124

oligosaccharide constitute the final product of the digestion of MansGlcNAc
oligosaccharide by the cytosolic o-D-mannosidase (Haeuw et al. (1991c),
Daher et al. (1992), De Gasperi et al. (1992a)). This observation was con-
firmed by the same experiments using MansGlcNAce-diphospho-dolichol as

substrate.

Study of the hydrolysis of the MansGlcNAce-diphospho-dolichol by the
cytosolic a-D-mannosidase

After 16 hours of incubation with the purified cytosolic o-D-
mannosidase, a limited hydrolysis (35.3%) of MansGlcNAcz-diphospho-
dolichol (Figure 25a page 123) is observed (Tableau XIV page 125) giving a
single MansGlcNAcz-diphospho-dolichol (Figure 25b page 123). As previ-
ously described, MansGlcNAc is considered as a limit final product of hy-
drolysis by the soluble a-D-mannosidase (Haeuw et al. (1991c)). The limited
hydrolysis of MansGlecNAcz-diphospho-dolichol observed in this experiment,
may certainly be explained by the incubation conditions : presence of deter-
gent and low substrate concentration. Nevertheless, when compared to the
hydrolysis of MansGlcNAcz-diphospho-dolichol, MansGlcNAchiphospho-
dolichol presents a strong resistance to the a-D-mannosidase hydrolysis,
suggesting that in vivo, it should represent the final product of mannosidase
degradation.

DISCUSSION

In this report, we have demonstrated that oligosaccharide-diphospho-

dolichol are potential substrates for the cytosolic a-D-mannosidase.
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Tableau XIII : Substrate specificity of the a-D-mannosidase
activity on MansGlcNAcz:-P-P-Dol

Samples were incubated as described in the materials and methods section
for 16 hours. The percent of each product obtained is calculated from the
area of each oligosaccharide on the H.P.L.C. diagram.

a-D-mannosidase
activity

oligosaccharide-diphospho-
dolichol obtained after 16 % of products
hours of hydrolysis

[3H]MansGlcNAc,-P-P-Dol 44.2
[3H]MansGIcNAC,-P-P-Dol 246
[3H]Man;GIcNACc,-P-P-Dol 10.7
[3H]ManeGIcNAG,-P-P-Dol 10.0
[3H]MansGIcNAC,-P-P-Dol 10.5

Tableau XIV : Substrate specificity of the a-D-mannosidase
activity on MansGlcNAcz-P-P-Dol

Samples were incubated as described in the materials and methods section
for 16 hours. The percent of each product obtained is calculated from the
area of each oligosaccharide on the H.P.L.C. diagram.

a-D-mannosidase
activity

oligosaccharide-diphospho-
dolichol obtained after 16 % of products
hours of hydrolysis

[3H]MansGIcNAC,-P-P-Dol 64.7

[3H]Man,GlcNAc,-P-P-Dol 35.3
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MansGlcNAcz-P-P-Dol is hydrolyzed and leads to the release of
MansGlcNA02-P-P;Dol, which has the same structure as one of the oligosac-
charides-diphospho-dolichol intermediates synthetized on the cytosolic face
of the endoplasmic reticulum during the N-glycosylprotein glycans synthe-
sis (Snider & Rogers (1984), Hirschberg & Snider (1987)). This is the first
report showing the potential hydrolysis of oligosaccharide-diphospho-
dolichol by a cytosolic located glycosidase. This enzyme may play a key-role
in the biosynthetic assembly of N-linked glycans taking into account of dif-
ferent reports indicating that the resulting product of the enzymatic trans-
fer of mannose from GDP-Man to lipid-linked oligosaccharides on the cy-
tosolic face of the endoplasmic reticulum is the heptasacc;haride Man(al-
2)Man(a1-2)Man(a1-3)[Man(a1-6)]Man(B1-4)GlcNAc-(B1-4)GlcNAc (Forsee
et al. (1977), Chambers et al. (1977), Schutzbach et al. (1980)). Nevertheless,
GDP-Man transfer to lipid-linked oligosaccharides gives lipid-linked oligo-
saccharides from 7 to 10 monosaccharides, in absence of EDTA which inhib-
its the formation of Dol-P-Man (Chambers et al. (1977)) or in absence of
amphomycin, which inhibits mannose transfer from GDP-Man to Dol-P-
Man (Kang et al. (1978)). Another possibility should be that the man-
nosyltransferases responsible of the synthesis of Mans to MansGlcNAcz-P-P-
Dol (Chambers et al. (1977)), are inhibited by EDTA or amphomycin. For
this reason, lipid-linked oligosaccharides from 7 | ‘0 10 monosaccharides
could occur on the cytosolic face of the endoplasmic reticulum. In this case, a
possible role for the cytosolic a-D-mannVosidase could be in the trimming of

oligosaccharides-diphospho-dolichol (Figure 26 page 127) which may
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Figure 26 : Potential role of the cytosolic a-D-mannosidase
in the trimming of oligosaccharide-diphospho-
dolichol
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constitute a new regulation pathway of the processing of asparagine-linked
oligosaccharides.

Another potential role of the cytosolic a-D-mannosidase éould be, as
suggesting by a previous report (Cacan et al. (1989)), in the catabolic path-
way of oligosaccharides-diphospho-dolichol. These authors demonstrate that
the &egradation of oligosaccharide-diphospho-dolichol leads to the release of
oligomannosides with ManeGlcNAc; structure which could be translocated
to the cytosol to be further degraded. In this case, the cytosolic o-D-
mannosidase activity may participate to the catabolism of oligomannoside
moieties. This suggestion is reinforced by a recent observation demonstrat-
ing that in presence of high concentration of swainsonine (a potent inhibitor
of Golgi mannosidase II (Tulsiani et al. (1982a)) and lysosomal a-D--
mannosidase (Dorling et al. (1980)), a linear MansGlcNAc oligosaccharide is

accumulated in the soluble fraction of cells (Kang et al. (1993)).
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IV.Discussion

Les intermédiaires polyprénoliques constituent des substrats poten-
tiels pour 'a-D-mannosidase cytosolique. Snider et Rogers ont démontré, en
1984, que seuls les intermédiaires MansGlcNAcz-P-P-Dol franchissent la
membrane du reticulum endoplasmique (voir page 80). En supposant que
des intermédiaires polyprénoliques possédant plus de 5 mannoses sont for-
més sur la face cytosolique de la membrane du reticulum endoplasmique,
servant ainsi de « réserve » a la biosynthése des N-glycosylprotéines, 'a-D-
mannosidase cytosolique, en élaguant les mannoses de ces composés, consti-
tuerait une enzyme-clef dans le déclenchement ou larrét de la
« translocation » des dérivés MansGlcNAce-P-P-Dol (Figure 27 page 130).
Dans ce cas, I'a-D-mannosidase cytosolique jouerait un role dans la régula-
tion de la biosynthése des N-glycosylprotéines.

D’autre part, les études menées par différentes équipes, sur la spécifi-
cité de substrat de I'a-D-mannosidase cytosolique montraient que cette en-
zyme jouerait un role crucial dans le catabolisme des glycannes de type oli-
gomannosidique. En effet, Tulsiani et Touster (1987), De Gasperi et al.
(1989) et Haeuw et al. (199 l.a et b) ont montré que les a-D-mannosidases cy-
tosoliques possédent une activité privilégiée vis-a-vis des composés de type
oligomannosidique ramifiés, définissant ainsi l'existence possible d’'une sy-
nergie d’action entre les compartiments cytosolique et lysosomique : la dé-
gradation de certains oligosaccharides de type branché, libérés par 'action

de l'endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase cytosolique (Pierce et al. (1979,
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1980)), débuterait dans le cytosol, et les produits h'nééires formés seraient
ensuite conduits vers les lysosomes pour la poursuite de I'hydrolyse j)ar
I'intermédiaire d’'un transporteur dont la présence reste a démontrer (Figure
27 page 130).

Toutefois, il existe d’autres structures glycanniques mannosylées dans
le cytosol (Krusius et al. (1986, 1987), Marchase et al. (1982)).

La phosphoglycoprotéine cytosolique de 62 kDa, substrat du transfert
de Glc-1-P sur le carbone 6 d’un résidu de mannose a été décrite comme
étant la parafusine chez la paramécie (Satir et al. (1990)), et la phosphoglu-
comutase chez la levure et le muscle squelettique de Lapin (Marchase et al.
(1993)). La structure du glycanne de cette glycoprotéine a été étudiée par-
tiellement. Srisomsap et al. (1988a) ont démontré que ce glycanne était
constitué de résidus mannosidiques liés en a, couplés a la protéine sur les
acides aminés sérine ou thréonine, par l'intermédiaire d'une liaison O-
glycosidique. Ce type de structure oligosaccharidique est rencontrée dans
les mannoprotéines des eucaryotes inférieurs. La structure mannosylée, liée
O-glycosidiquement la plus fréquemment rencontrée est la suivante,
Man(a1-3)Man(a1-2)Man(o1-2)Man-O-Ser (Stewart et al. (1968), Raschke et
al. (1973)). Or, cette O-glycosylation s’effectue au sein du reticulum endo-
plasmique et de l'appareil de Golgi chez la levure, alors que le glycanne de
la parafusine ou de la phosphoglucomutase est synthétisé par
I'intermédiaire d’'une mannosyltransférase cytosolique (non encore caracté-
risée 4 ce jour), uniquement a partir de GDP-Man (Srisomsap et al.

(1988b)).
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I1 faudrait entreprendre la purification de la phosphoglucomutase afin
de caractériser la structure compléte de ses glycannes et vérifier ainsi que
les oligosaccharides mannosylés constituent d’éventuels substrats pour I'a-

D-mannosidase cytosolique.
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Les travaux préalablement entrepris au laboratoire sur le catabolisme
des glycannes de type oligomaﬁnosidique avaient conduit a la mise en évi-
dence d'un catabolisme cytosolique des N-glycosylprotéines. L’étroite spéci-
ficité de cette enzyme avait permis d’émettre deux hypothéses :

v’ complémentarité d’action entre les compartiments cytosolique et

lysosomique.

v’ intervention dans la biosynthése des précurseurs de la N-

glycosylation.

Toutefois, la controverse liée a sa localisation cytosolique restait en-
tiére.

Les résultats obtenus lors de la purification de I'a-D-mannosidase cyto-
solique apportent plusieurs éléments de réponse. Au cours de la purifica-
tion, nous avons réussi a discriminer deux activités a-D-mannosidasiques :

o. La premiére, retenue sur colonne de cobalt immobilisé, a été enri-
chie 660 fois. L'a-D-mannosidase cytosolique ainsi purifiée dégrade
I'intermédiaire polyprénolique MansGlcNAcz-P-P-Dol en un unique produit
MansGlcNAcz-P-P-Dol, dont la structure correspond a l'intermédiaire poly-
prénolique limite situé sur la face cytosolique de la membrane du reticulum
endoplasmique. Ce résultat confirme lintervention possible de l'a-D-
mannosidase cytosolique dans la régulation de la biosynthése des N-
glycosylprotéines.

Il est aussi probable que l'a-D-mannosidase cytosolique joue un role

dans la dégradation des glycannes mannosylés, spécifiquement cytosoliques,
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décrits dans différents tissus animaux. Pour cela, il sera nécessaire
d’étudier plus précisément la structure de ces glycannes.

e La seconde ao-D-mannosidase, non retenue sur colonne de cobalt
immobilisé, dégrade le composé MansGlcNAc en MansGlcNAc. cette enzyme
présente une grande similitude avec I'a-D-mannosidase soluble du reticu-
lum endoplasmique. En 1990, le clonage du géne codant pour cette derniére
enzyme a permis de considérer différemment sa localisation subcellulaire.
L’'a-D-mannosidase soluble du reticulum endoplasmique pourrait étre loca-
lisée au sein du cytosol ou du reticulum endoplasmique, suivant 'épissage
ou non de ses pré-mRNA.

Le fait d’avoir purifier 'a-D-mannosidase permet de lever en partie la
controverse liée a sa localisation cytosolique. Cette distribution subcellu-
laire pourra dailleurs étre confortée par des expériences
dimmunolocalisation, a I'aide d’anticorps dirigés contre cette forme isoen-
zymatique. Il conviendra également de rechercher une éventuelle homologie
avec les différentes o-D-mannosidases cellulaires, voire d’autres o-D-
mannosidases solubles telle que, par exemple, I'a-D-mannosidase de cer-

veau de Rat.
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