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RESUME

Au cours des quinze derniéres années, quelques
équipes, dont la notre, ont montré que la N-glycosy-
lation des protéines était accompagnée de la produc-
tion d’oligomannosides solubles. Ce matériel etait
constitué d’oligosaccharide-phosphates et d’oligosac-
charides neutres possédant un ou deux résidus de N-
acétylglucosamine a leur extrémité réductrice
(nommé OS-Gnl et OS-Gn2, respectivement). Nous
avons démontré que les oligosaccharide-phosphates
provenaient de la coupure, par une pyrophosphatase
spécifique, des oligosaccharide-pyrophospho-dolichols
localisés sur la face cytoplasmique du réticulum endo-
plasmique rugueux (principalement le Man,GleNAc,-
PP-Dol). Les OS-Gn2 proviennent de I’hydrolyse des
intermédiaires lipidiques localisés i la face interne de
la membrane du réticulum endoplasmique rugueux
(du Man,GlcNAc,-PP-Dol au Gle;Man,GlcNAc,-PP-
Dol). Ces divers OS-Gn2 subissent ’action des o-glu-
cosidases et mannosidases du reticulum endoplas-
mique rugueux et c’est en tant que Man,GlcNAc,
qu’ils sont transportés dans le cytoplasme o ils subis-
sent ’action séquentielle d’une chitobiase et de man-
nosidase(s) cytoplasmique(s) pour étre réduits a la
structure de Man.GlcNAc,. Ce matériel peut étre
ensuite complétement dégradé dans les lysosomes.

Les OS-Gnl retrouvés dans le cytoplasme peuvent
avoir une double origine, soit a partir des OS-Gn2

INTRODUCTION

La N-glycosylation des protéines est une modification
post-traductionnelle majeure des protéines dans les cel-
lules eucaryotes. Elle implique deux voies métaboliques
distinctes qui sont toutes deux localisées dans le reticulum
endoplasmique rugueux : le cycle des dolichols qui ménent
a la synthése des intermédiaires lipidiques en ce qui
concerne les donneurs des réactions de glycosylation, et la
biosynthése des protéines en ce qui concerne ’accepteur.

comme indiqué ci-dessus, soit ils peuvent provenir de
I’hydrolyse des glycoprotéines naissantes. Au cours de
ces derniéres années, des exemples de plus en plus
nombreux soutiennent I’hypothése que des glycopro-
téines mal conformées sont dégradées par les protéa-
somes apres retro-translocation dans le cytoplasme et
qu’un préalable a cette dégradation soit la libération
de leur partie glycannique par ’action d’endoglyco-
sidases (PNGase ou endo-N-acetylglucosaminidase).

Considérés tout d’abord comme un événement
mineur, ces phénomeénes conduisent actuellement a
elaborer des concepts plus généraux sur la régula-
tion de la biosynthése des glycoprotéines via des pro-
cessus successifs de «glycosylation-déglycosylation ».

Cette revue est dédiée au Professeur Paul Boulan-
ger dont une grande part de la carriére fut consacrée
a ’étude de la structure des protéines pour en com-
prendre les fonctions. S’il est bien admis que beau-
coup de fonctions biologiques sont portées par les
protéines, il apparait de plus en plus évident que les
modifications co- et post-traductionnelles jouent un
role essentiel dans la modulation de ces fonctions.
Parmi ces modifications, la glycosylation est un évé-
nement majeur qui intervient i la fois dans la mise en
conformation et la durée de vie biologique des pro-
téines mais également dans de nombreux processus de
reconnaissance.

L’étape princeps de la N-glycosylation est le « transfert
en bloc» d’un tétradécasaccharide sur un résidu aspara-
ginyl de la protéine naissante. Ce tétradécasaccharide est
pré-assemblé sur un résidu polyisoprénique particulier, le
dolichol, via une liaison pyrophosphophate pour former
le Gle;Man,GleNAc,-P-P-dolichol. Cet assemblage
s’effectue étape par étape dans le reticulum endoplas-
mique rugueux. Le GlcNAc,-P-P-Dol est tout d’abord
formé par I’addition de GleNAc-1-P sur le P-Dol, puis de
GlcNAc sur le GleNAc-P-P-Dol ainsi formé, le donneur,
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FiG. 1. — Le processus de N-glycosylation (adapté de Kornfeld & Kornfeld, Ref. 16).

La synthese de I'intermédiaire lipidique se déroule dans la membrane du reticulum endoplasmique rugueux (RER). Les enzymes sui-
vants sont impliqués :

¢tape 1 : GlcNAc-P-transférase; étape 2: GleNAc-transférase ; étape 3 : cing mannosyltransférases utilisant le GDP-Man comme don-
neur; étape 4 : quatre mannosyl-transférases utilisant le Man-P-Dol comme donneur; étape 5 : trois glucosyl-transférases utilisant le Glc-
P-Dol comme donneur; étape 6 : Dolichol-pyrophosphatase ; étape 7 : Oligosaccharidyl-transférase.

Les glycannes des glycoprotéines sont ensuite soumis aux réactions de déglycosylation :

étape 8 : Glucosidase I; étape 9 : Glucosidase II; étape 10 : Mannosidase du RER ; étape 11 : Mannosidase I; étape 13 : Mannosidase II;

et aux réactions de reglycosylation :

¢tape 12 : GleNAc-transférase 1; étape 14 : GlcNAc-transférase I1; étape 15 : Fucosyltransférase ; étape 16 : Galactosyltransférase et
¢tape 17 : Sialyltransférase (dans cet exemple).
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étant dans les deux cas, I'UDP-GlcNAc. Ces deux réac-
tions se déroulent sur la face cytoplasmique du réticulum
endoplasmique rugueux.

Les étapes suivantes vont consister en ’addition de
neuf résidus de mannose. Les cing premiers le seront a
partir de GDP-Man en une suite de réactions se déroulant
sur la face cytoplasmique, les quatre derniers s’ajoutant,
au contraire, sur la face luminale.

Ce dernier processus souléve deux questions : le
retournement de I'intermédiaire Man GlcNAc,-P-PDol
vers la face interne de la membrane et le transport des
quatre résidus de mannose au site de glycosylation. La
question du retournement d’un oligosaccharide-P-P-Dol
dans la membrane reste encore énigmatique. La seconde
question a trouvé sa réponse par I’implication d’un don-
neur secondaire, le Man-P-Dol, synthétisé face cytoplas-
mique a partir de GDP-Man et capable, étant donné son
caractére hydrophobe, d’étre donneur pour une réaction
localisée dans la couche lipidique interne du réticulum
endoplasmique rugueux.

C’est sur la méme hypotheése que s’appuie I’addition
des trois derniers résidus de glucose : synthese face cyto-
plasmique de Glec-P-Dol a partir de I’'UDP-Gle cytoplas-
mique, transport membranaire et réaction de glucosyla-
tion face luminale pour conduire au produit final, le
Gle;Man,GleNAc,-P-P-Dol.

L’étape finale de glycosylation de I'intermédiaire lipi-
dique lui confére une affinité plus grande pour I’oligosac-
charyltransférase qui en fait son substrat préférentiel pour
transférer la fraction glycannique sur la protéine. 1l est connu
depuis longtemps que le résidu asparaginyl doit étre dans un
triplet consensus : Asn-X-Thr (X étant un acide aminé quel-
conque, sauf la proline) pour pouvoir contracter une liaison
N-glycosidique, mais on est loin de connaitre tous les
contrdles qui doivent s’exercer sur cette réaction-clef. La
séquence Asn-X-Thr est nécessaire mais pas suffisante et il
y a donc d’autres contraintes. Celles-ci sont-elles exercées
par des acides aminés avoisinants comme la proline qui
joue un rdle privilégié en affectant la structure secondaire ?
Sont-elles exercées par ’environnement protéique plus
large ? Cette question s’insére dans le probleme général de
la mise en conformation des protéines naissantes et de leur
association aux chaperons protéiques. Sous quelle forme la
protéine naissante portant une séquence consensus glycosy-
lable se présente-t-elle a I'oligosaccharyltransférase ?

11 faut également remarquer que le processus de N-gly-
cosylation est & la rencontre de deux voies anaboliques
distinctes : la biosynthése des protéines d’une part, la
formation des intermédiaires lipidiques d’autre part.
Comment ces deux processus sont-ils qualitativement et
quantitativement ajustés ?

Une fois I’étape de transfert « en bloc » achevée, on est
encore loin de la variété de structures que I’on observera
sur la protéine mature. Les processus complexes de
déglycosylation et de reglycosylation vont prendre place
tout au long du trajet de la protéine dans les divers sac-
cules de I’appareil de Golgi (16),(Fig. 1) et conduire a
I’¢laboration des diverses familles de N-glycannes : le
type oligomannosidique, le type N-acétyllactosaminique
et le type hybride.

L’accés a ces compartiments golgiens sera conditionné
par divers signaux portés a la fois par la protéine et le gly-
canne. En ce qui concerne la protéine, il s’agit par exemple
de I'absence de séquence de rétention dans le réticulum
endoplasmique rugueux. En ce qui concerne le glycanne,
des glucosidases spécifiques et des mannosidases condui-
sent a la structure principale Man,GlcNAc,-protéine.

Il a été démontré récemment I'action d’une glucosyl-
transférase spécifique des glycoprotéines mal conformées
qui permet leur rétention transitoire dans le réticulum
jusqu’a ce qu’elles aient acquis leur conformation adéquate.

A coté de cette voie anabolique, I'idée de I'existence
de voies cataboliques commence a avoir des supports
expérimentaux. Il s’agit, par exemple, de la destruction de
glycoprotéines faisant partie de complexes multimériques
synthétisés en exces par rapport aux autres sous-unites.

LES PREMIERES OBSERVATIONS

En 1980, utilisant des lymphocytes spléniques de Rat,
nous observions que lors d’une expérience de chasse réa-
lis¢ avec du GDP-mannose, il n’y avait qu'une petite
proportion des oligosaccharides-PP-Dol qui étaient utili-
sés pour les réactions de transfert «en bloc» sur les
protéines naissantes. En fait, la majeure partie de la radio-
activité chassée se retrouvait sous forme d’oligosaccha-
rides libres (4). L’analyse de ce matériel oligosacchari-
dique révélait qu’il était formé d’oligosaccharides
phosphorylés sur | “extrémité réductrice ou d’oligosac-
charides neutres dont les tailles étaient de I"ordre d'un
décasaccharide. De cette observation initiale nous suggé-
rions que la destinée des oligosaccharide-PP-Dols n’était
pas seulement la glycosylation des protéines mais qu’ils
pouvaient étre hydrolysés et produire des oligosaccha-
rides phosphates (OSP) ou des oligosaccharides neutres
(OS-Gn2 et OS-Gnl). Des observations semblables
avaient été faites lors d’expériences réalisées avec des
microsomes de myé¢lome murin (14), de foie de Porc (21)
ou de foie de Rat (27).

CARACTERISATION DU MATERIEL
OLIGOSACCHARIDIQUE SOLUBLE
ET MODELES BIOLOGIQUES

Deux approches expérimentales furent utilisées pour
caractériser ce matériel oligosaccharidiques. La premiére
consiste en marquage métabolique de cultures cellulaires
avec des monosaccharides radiomarqués (principalement
le 2-3,, mannose). Cette méthode conduit a un marquage
trés efficace et permet la détermination de la structure de
ces composes sur la base de leur comportement chroma-
tographique, de leur sensibilité a divers enzymes et, dans
certains cas, par I’analyse directe sur la base de la méthy-
lation. La seconde approche fut 'utilisation de cellules
dont seule la membrane plasmique était rendue perméable
aux glycosyl-nucléotides. Ceci permettait ’accés de ces
précurseurs aux vésicules intracellulaires tout en ¢évitant
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les inconvénients ou artefacts du fractionnement cellu-
laire. Plusieurs techniques de perméabilisation ont été
utilisées : la perméabilisation mécanique par « arrachage »
des cellules adhérentes au support utilisé en culture cel-
lulaire, par I'utilisation ménagée de détergent ou par la
perméabilisation sélective par la streptolysin O (17, 20).
Toutes précautions étant prises, la perméabilisation des
membranes plasmiques permet de préserver ’intégrité
des vésicules intracellulaires et nous a permis d’étudier du
trafic intracellulaire de ce matériel oligosaccharidique.

Le protocole expérimental utilisé pour leur caractéri-
sation structurale est résumé dans la figure 2. Briéve-
ment, apres avoir effectué ’extraction séquentielle des
lipides, le matériel oligosaccharidique récupéré dans la
phase aqueuse est purifié par chromatographie sur Biogel
P-2 puis sur QAE Sephadex qui permet la séparation des
oligosaccharides neutres (OS, non retenus) des oligosac-
charides phosphates (OSP). La nature de ces oligosac-
charides est déterminée par HPLC, par comparaison avec
les glycannes liés aux intermédiaires lipidiques et aux
glycannes liés aux glycoprotéines (15)

DEGLYCOSYLATION «EN BLOC »
DES OLIGOSACCHARIDE-PP-DOL

Formation d’oligosaccharide-phosphates

Le fait que la tunicamycine et la bacitracine inhibaient
la formation d’oligosaccharide-phosphates (4) nous a sug-
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géré qu’ils provenaient d’une coupure enzymatique de la
liaison pyrophosphate des oligosaccharide-PP-Dols. Par
la suite, nous avons caractérisé cette activité pyrophos-
phatasique dans la levure et montré qu’elle était spéci-
fique des intermédiaires lipidiques non glycosylés (2).

Grace a I'utilisation de mutants de cellules CHO (5),
nous avons démontré que, quelles que soient les popula-
tions d’intermédiaires lipidiques, les oligosaccharide-
phosphates formés étaient toujours de structure a cing
mannoses (Man;GlcNAc,-P) ou a deux mannoses
(Man,GlcNAc,-P). Etant donné la topographie trans-
membranaire des intermédiaires lipidiques (30), ce résul-
tat suggére que les oligosaccharide-phosphates sont issus
des intermédiaires lipidiques formés a la face cytoplas-
mique des membranes du réticulum endoplasmique. Des
expériences ultérieures ont démontré que ces oligosac-
charide-phosphates étaient effectivement libérés dans le
cytoplasme (6).

Cette hydrolyse des intermédiaires constitue une étape
de régulation de la glycosylation en contrélant leur dis-
ponibilité pour la glycosylation ultérieure des protéines.

Formation d’oligosaccharides neutres

Dans nos premiéres observations (4) en 1980, nous
décrivions également la présence d’oligosaccharides
neutres dans la phase aqueuse des extractions lipidiques.
Cette observation était également faite par Hannover et
Lennarz (9, 10) en 1981 et par Anumula et Spiro (1) en
1983. Ces derniers retrouvaient deux populations d’oli-
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F1G. 2. — Diagramme expliquant la méthodologie d’isolement des fractions oligosaccharidiques.
Les oligosaccharides solubles sont isolés a partir de la phase soluble de 1’extraction lipidique séquentielle. Les copules glycanniques des
intermédiaires lipidiques et des glycoprotéines sont coupées et analysées ensuite par Chromatographie Liquide Haute Pression.
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gomannosides, I’'une possédant une unité de chitobiose en
position reductrice (OS-Gn2), I’autre ne possédant qu’un
seul résidu de N-acétylglucosamine en position réductrice
(OsGnl). 11 était suggéré que les OS-Gn2 provenaient de
I’hydrolyse des oligosacharide-PP-Dols comme si I’oligo-
saccharidyltransférase utilisait I’eau comme accepteur.

En 1989, nous démontrions (6), a 'aide de cellules
perméabilisées, que cette hydrolyse des oligosacharide-
PP-Dols se déroulait dans la lumiére du reticulum endo-
plasmique rugueux.

En 1994, Moore et Spiro (18) montraient que les OS-
Gn2 se distribuaient également dans le cytoplasme et la
lumiére du réticulum endoplasmique rugueux alors que
les OS-Gnl étaient strictement retrouvés dans le cyto-
plasme. En 1995, nous avons suivi la cinétique de for-
mation de ces oligosaccharides neutres, et démontré que
les OS-Gn2 étaient effectivement formés dans la lumiére
du réticulum endoplasmique, qu’ils étaient ensuite trans-
portés dans le cytoplasme (15, 19) ou ils subissaient
I’action séquentielle d’une chitobiase spécifique, puis de

mannosidases pour atteindre la structure limite Man,Gle-

NAc,. La dégradation de cet oligomannoside se poursuit
y 5 £ e

aprés son transport dans le lysosome (29) (Fig. 3).

ROLES POSSIBLES DE LA DEGLYCOSYLATION
DES INTERMEDIAIRES LIPIDIQUES

Les processus de déglycosylation des intermédiaires
lipidiques peuvent étre envisagés comme jouant un role
dans le controle de la glycosylation. Nous avons montré
que les premiers intermédiaires lipidiques synthétisés sur
la face cytoplasmique du réticulum endoplasmique pou-
vaient étre hydrolysés par une pyrophosphatase spéci-
fique. Celle-ci contrdlerait le taux d’intermédiaires lipi-
diques dés les premiéres étapes de leur formation. De
plus, cette étape régéncre le phosphodolichol et constitue
un by-pass du cycle des dolichols (5).

Des expériences de chasse ont montré¢ clairement que
les intermédiaires lipidiques sont a I’origine de la forma-
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FiG. 3. - Le trafic intracellulaire des oligosaccharides.
Les oligosaccharide-phosphates (OSP) sont libérés a partir du Man,GleNAc,-P a la face cytoplasmique des vésicules du réticulum endo-
plasmique par une oligosaccharide-P-P-dolichyl-pyrophosphatase (A) et le ManSGIcNAc2-P libéré est soumis a I'action d’une phospha-

tase (B), puis d’une chitobiase (C).

Aprés avoir ¢té transportée sur la face luminale de la membrane du RER, la copule glucidique du Man.GleNAc,-P-P-Dol est allongée
par des mannosyltransférases situées sur la face luminale du RER (4), puis des glucosyl-transférases (5). L'intermédiaire lipidique complet
Gle,ManyGleNAc,-P-P-Dol, qui est le substrat de Ioligosaccharyltransférase (7). est transféré soit sur une protéine en cours de synthése., soit
sur I’ eau. L’oligosaccharide Glc,Man,GlcNAc, libéré suite a un transfert sur I’eau est successivement soumis a I'action des glucosidases |
et 11 (8) et (9), et de la mannosidase Qpcmﬁque du RER (10). Le Man,GlcNAc, est ensuite transporté vers le cytosol et s(.qm.nlu.llunuu
dégradé par une chitobiase (C), puis une mannosidase cytosolique (D). Le Man.GlcNAc, est transporté dans le lysosome ou sa dégradation

se poursuit en libérant du mannose et de la N-Acétylglucosamine (E).
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tion d’oligosaccharides neutres selon le schéma simple,
voire simpliste, suivant :

Oligosaccharide-PP-Dol — 0S-Gn2 — 0S-Gnl

En fait, Anumula et Spiro (1) ont démontré les pre-
miers, en 1983, que la formation des OS-Gn2 entrait en
compétition avec la glycosylation des protéines et que
I’oligosaccharyltransférase utilisait le méme substrat pour
glycosyler les protéines et pour générer les OS-Gn2 (32).
Ainsi, un autre contréle du taux d’intermédiaires lipi-
diques disponibles pour la glycosylation des protéines
pouvait étre exercer par I’activité hydrolytique de 1’oli-
gosaccharyltransférase qui ajusterait le taux d’intermé-
diaires lipidiques au taux de protéines a glycosyler (36).

DEGLYCOSYLATION ET REGLYCOSYLATION
DES N-GLYCOPROTEINES

Il est bien connu que la formation des glycannes de
type N-acétyllactosaminique ou de type hybride passe

SOCIETE DE BIOLOGIE DE LILLE

par toute une série d’étapes de déglycosylation et regly-
cosylation qui se déroulent dans I’appareil de Golgi
comme il a été rapidement décrit dans I’introduction.

Deux autres processus de « glyco-déglyco» n’ont été
découverts que plus récemment, ils prennent place dans
le reticulum endoplasmique rugueux.

Déglycosylation et mécanismes
de contrdle-qualité des glycoprotéines

Les réactions d’épissage des glycannes qui se déroulent
dans le reticulum endoplasmique dés la réaction de trans-
fert sur la protéine commencent par I’élimination des
trois résidus de glucose par I’action successive des glu-
cosidases I et II . Cependant, une reglycosylation tempo-
raire (22, 31, 35) peut avoir lieu sous I’action d’une gly-
cosyltransférase interagissant spécifiquement avec des
sites hydrophobes des glycoprotéines n’étant pas encore
sous leur conformation compatible avec leur migration
vers |’appareil de Golgi. Ainsi, la glycosyltransférase agit
comme un «capteur» de structures protéiques dénatu-

Glucosidases
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Glucosidase Il
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y ' Sl 17
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non conformée partiellement conformée comectement conformée

FiG. 4. — Modele expliquant la liaison de la calnexine & son substrat : une glycoprotéine en voie de conformation.

Aprés avoir subi une déglycosylation sous 'action des glucosidases | et Il, le glycanne monoglycosylé sert de médiateur a |’interaction
entre la glycoprotéine et la calnexine (étape 1). Suite & cette association initialement assurée par les sucres, de fortes interactions protéine-
protéine ont lieu entre le chaperon protéique (calnexine) et des séquences peptidiques de son substrat (la protéine) (étape 2). La libération
de glycoprotéine partiellement ou mal conformée se déroule en impliquant une déglycosylation par la glucosidase II. Des cycles d’associa-
tion-dissociation des glycoprotéines peuvent se produire suite 4 la reglycosylation des copules glycanniques par I"'UDP-Gle:glycoprotéine
glycosyltransférase jusqu’a ce que la glycoprotéine acquiert sa conformation spatiale correcte.
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rées, partiellement conformées ou non encore capables de
s’associer dans des structures oligomériques (23). Des
chaperons protéiques, telles la calnexine ou la calreticu-
line s’associent a ces glycoprotéines monoglycosylées et
les retiennent dans le réticulum jusqu’a ce qu’elles aient
atteint leur repliement correct. Cette « navette » de dégly-
cosylation et reglycosylation permet un contréle-qualité
des glycoprotéines naissantes (11, 12, 23, 28) (Fig. 4).

Un autre systeme de déglycosylation implique la coupure
du chafnon Glc ¢:1-3 Man par I’action d’une endomanno-
sidase. La copurification de la calréticuline et de cette endo-
mannosidase suggere que la dissociation de la glycoprotéine
liée a la calréticuline subviendrait plutét par I’action de cet
enzyme que via I’action de la glucosidase II (33).

Déglycosylation «en bloc»
des glycoprotéines naissantes

Ci-dessus, nous avons montré que des OS-Gnl pouvaient
provenir de la dégradation d’OS-Gn2 sous I’action d’une
chitobiase cytosolique (7). Cependant , une analyse plus fine
des résultats ne permet pas de leur attribuer cette origine de
fagon exclusive. D’une part, I’utilisation d’EDTA qui inhibe
la formation des OS-Gn2 dans des cellules thyroidiennes
n’empéche pas la formation d’OS-Gnl (32), d’autre part ,
la quantification des expériences de «chasse» montre que
la quantité d’OS-Gnl est plus élevée que la quantité d’OS-
Gn2 au début de I’expérience (36).

Une autre origine doit étre recherchée pour les OS-Gnl
et il a été envisagé qu’ils pouvaient provenir d’un clivage
des glycannes liés aux protéines naissantes. En utilisant
a la fois un inhibiteur de la synthése des protéines (ani-
somycine) et la castanospermine pour empécher la dégly-
cosylation des oligosaccharides solubles, nous démon-
trons que la formation d’OS-Gnl provient bien d’une
déglycosylation “ en bloc ” des glycoprotéines naissantes
(8). Cette libération a lieu dans le cytoplasme comme le
prouve la présence, dans le cytosol, d’OS-Gnl glycosy-
Iés alors qu'il a été démontré que la présence de résidus
glycosylés interdit le transport des oligomannosides de la
lumiére du reticulum vers le cytoplasme.

Il reste & comprendre comment peut se faire cette dégly-
cosylation des glycoprotéines dans le cytoplasme. Dés
1979, Pierce et al. (24, 25) découvraient, dans le cytosol,
la présence d’une endoglycosidase capable de couper des
glycannes de type oligomannosidique portés par des N-
glycoprotéines. Anumula et Spiro (1) démontraient en
1983 la présence d’une endoglycannase dans des frac-
tions microsomiques. Enfin, ces derniéres années, Suzuki
et al. (34) démontraient la présence d’une PNGase cyto-
solique qui pourrait générer des OS-Gn2 dans le cyto-
plasme mais, a I’inverse, Weng et Spiro (38) décrivaient
une PNGase dans la lumiére du réticulum endoplasmique.

Il se pose également la question du transport d’une
glycoprotéine naissante hors de la lumiére du réticulum
endoplasmique. Récemment, il a été démontré que cette
dégradation pouvait se dérouler dans le complexe cyto-
solique du protéasome (39, 40). La glycoprotéine a dégra-
der doit alors repasser la membrane du réticulum endo-
plasmique pour y étre préalablement déglycosée puis

ubiquitinylée (3, 13, 26, 37, 39). 1l a été démontré que
c’est par le complexe enzymatique du «translocon », ce
complexe méme qui avait permis la synthése de la pro-
téine et sa pénétration dans la lumiére du réticulum, que
la protéine retraverse la membrane.

La dégradation de glycoprotéines qui viennent d’étre
synthétisées serait due a la nécessité de détruire des pro-
téines mal conformées, qui ne pourront plus jouer leur
role biologique et pour lesquelles il est inutile de laisser
poursuivre le trafic vers la membrane plasmique.

CONCLUSIONS

Il apparait donc que le processus de N-glycosylation
des protéines est une suite d’étapes de glycosylation et de
déglycosylation qui permettent de contréler a tout instant
son bon déroulement. A coté des étapes bien établies
d’une alternance d’¢lagages et d’additions de monosac-
charides qui constitue les ¢tapes permettant |’¢laboration
des divers types de glycannes N-liés aux protéines, nous
avons décrit des étapes de « déglycosylation en bloc » qui
affecte tant les intermédiaires lipidiques que les protéines
naissantes. Quoique la signification biologique de ces
processus de « glyco-déglycosylation » ne soit pas encore
clairement établie, il est possible d’émettre quelques
hypothéses sur leur raison d’étre :

— la constitution d’un by-pass du cycle des dolichols
via la formation des oligosaccharide-phosphates et la
régénération du phospho-dolichol ;

— I'ajustement du taux de donneurs oligosaccharide-
PP-Dol au taux de sites protéiques a glycosyler via leur
hydrolyse et la formation d’OS-Gn2. Le cycle des doli-
chols semble en effet fonctionner en permanence alors
que la quantité de protéines a glycosyler varic selon la
physiologie cellulaire ;

— la déglycosylation des glycoprotéines naissantes en
vue du remodelage de leur glycosylation ou comme étape
préalable a leur dégradation précoce. Ceci conduit alors
a la formation d’OS-Gnl.

Le matériel oligosaccharidique neutre (Os-Gnl et OS-
Gn2) produit au cours de ces déglycosylations est trans-
porté hors du reticulum endoplasmique vers le cyto-
plasme ou il subit une premicre série de dégradations
jusqu’a la formation d’un composé cytosolique ultime, le
Man5Gnl. Ce dernier composé sera dégradé en mono-
saccharides aprés étre entré dans les lysosomes. Il est
possible d’envisager que I’élimination des oligosaccha-
rides de la lumiére du réticulum endoplasmique permet
d’éviter le dysfonctionnement, par compétition, de pro-
téines dont ’activité biologique requiert la reconnais-
sance d’oligosaccharides : c’est le cas des chaperons pro-
téiques de type calnexine, c’est le cas des glycosidases,
c’est le cas des glycosyltransférases. Dans ces cas, I’accu-
mulation d’oligosaccharides dans la lumiére viendrait per-
tuber leur bon fonctionnement par inhibition compéti-
tive. La figure 5 résume notre vue actuelle des différentes
étapes des processus « glyco-déglyco» qui s’établissent
au cours de la N-glycosylation des protéines.
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FiG. 5. — Représentation schématique des processus « glyco-déglyco» lors de la N-glycosylation.
LL\ processus « glyco-déglyco» sont résumés de la maniére suivante :
: Synthése du Man;GleNAc,-P-P-Dol et libération des oligosaccharide-phosphates (OSP).
" : Synthése du Gle, M.in..ClcNA& P-P-Dol et libération d’oligosaccharides neutres possédant deux GleNAc a leur extrémité réductrice
(()S(m'?}
3 : Glycosylation de la protéine et libération d’oligosaccharides neutres possédant un GleNAc a leur extrémité réductrice (OSGnl).

SUMMARY “Glyco-deglyco” processes during the biosynthesis of N-glycoproteins

For the past fifteen years, it has appeared increa-
singly evident that the N-glycosylation process was
accompanied by the release of oligomannoside type
oligosaccharides. This material is constituted of oli-
gosaccharide-phosphates and of neutral oligosaccha-
rides possessing one GlcNAc¢ (OS-Gnl) or two Gle-
NAc (OS-Gn2) at the reducing end.

It has been demonstrated that oligosaccharide-
phosphates originated from the cleavage, by a speci-
fic pyrophosphatase, of non-glucosylated cytosolic
faced oligosaccharide-PP-Dol and chiefly the
Man,GlcNAc,-PP-Dol. The Man.GlcNAc,-P, as the
main product, is recovered in the cytosolic compart-
ment and is further degraded to Man,GlcNAc, by
not-yet depicted enzymes.

In contrast, OS-Gn2 produced from hydrolysis of
oligosaccharide-PP-Dol (presumably as a transfer
reaction onto water) when the amount of protein
acceptor is limiting, are generated into the lumen of
rough endoplasmic reticulum (rough ER). They are
further submitted to processing a-glucosidases and
rough ER mannosidase and are (mainly as Man,Glc-
NAc,) exported into the cytosolic compartment. This
material is further degraded into a single component,
the Man.GlcNAc,, by the sequential action of a cyto-
solic neutral chitobiase followed by cytosolic manno-
sidase(s).

Furthermore, OS-Gn1 could have a dual origin : in

one hand, they originate from OS-Gn2 by the cyto-
solic degradation pathway indicated above, on the
other hand, we will discuss a possible origin from the
degradation or remodelling of newly synthesized gly-
coproteins.

Considered first as a minor phenomenon, these
observations have lead to the concept of intracellular
oligomannoside trafficking, a process which results
from more fundamental phenomena such as the
control of the dolichol cycle, and the so-called quality-
control of glycoprotein. In this review, we would like
to describe the evolution of ideas on the origin, intra-
cellular trafficking and putative roles of these oligo-
mannosides released during during the N-glycosyla-
tion process. We propose that these early stage
“glyco-deglyco” processes represent a way of control
of N-glycosylation and of the fate of N-glycoproteins.

This review is dedicated to Pr Paul Boulanger who
has spent a large part of his career to determine the
structure of proteins in order to understand their
functions. If it is well established that many biologi-
cal functions are born by proteins, it appears more
and more evident that co- or post translational modi-
fications are of importance in the modulation of these
functions. Among them, the glycosylation appears as
a major event which intervene in the 3D structure of
the protein, which control his biological time-life and
which may act in many recognition processes.
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