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Résumé 
 
 
 
 Les glycannes font montre d'une extraordinaire diversité structurale, et ce à tous les 
niveaux d'organisation biologique. Les travaux présentés sont centrés sur la notion de 
spécificité d'espèce de la glycosylation, au travers de l'étude de plusieurs modèles procaryotes 
et eucaryotes.  
 Dans une première partie, nous exposons nos travaux portant sur les différentes formes 
de mannosylation chez les eucaryotes unicellulaires et les bactéries. L’utilisation de modèles 
aussi divers que les mycobactéries, les levures pathogènes et les eucaryotes unicellulaires 
parasites, nous a permis de mettre en lumière l’évolution des structures et éventuellement des 
fonctions associées aux manno-conjugués.  
 Dans une deuxième partie, nous exposons nos travaux portant sur la comparaison des 
glycosyltransférases animales. Leur étude est en effet devenue un enjeu majeur pour la 
compréhension des rôles des glycoconjugués dans l'embryogenèse, la fécondation ou les 
réactions immunitaires. Nos travaux consistent à mettre en évidence de nouvelles activités 
glycosyltransférasiques sur des modèles animaux dont le génome, la physiologie et le 
développement sont suffisamment connus pour qu’ils servent de plateforme à l’étude du rôle 
de la glycosylation dans les processus physiologiques précités. Les espèces animales 
principales répondant à ces critères et que nous avons étudiées au cours des dernières années 
sont Xenopus laevis, X.tropicalis, Caenorhabditis elegans et Danio rerio. Dans ce cadre, nous 
présenterons nos travaux destinés à promouvoir le poisson zèbre (D. rerio) comme modèle 
d’étude cohérent en glycobiologie. 
 Enfin, dans une dernière partie sont compilés les résultats des développements 
technologiques portant sur la purification et l’analyse des glycoconjugués nécessaires à nos 
études. 
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Présentation de l’équipe 

 

Depuis la création de l’Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle (UGSF), 

l’analyse structurale des glycoconjugués apparaît comme l’une de ses spécificités thématiques les 

plus fortes. A cause de l’hétérogénéité structurale énorme de cette classe de composés, ce type 

d’étude requiert la maîtrise d’un grand nombre de techniques spécifiques incluant les modifications 

chimiques et enzymatiques des glycoconjugués et leur analyse par un vaste panel de méthodes 

chromatographiques et spectroscopiques. Ainsi, l’analyse structurale des glycoconjugués s’est 

progressivement définie comme une spécialité distincte au sein de la glycobiologie. A ce titre, 

l’UGSF a grandement bénéficié de son implication dans la mise en place sur le site de l’Université 

des Sciences et Technologies de Lille de plateformes technologiques incluant les Centres Communs 

de Spectrométrie de Masse et de Résonance Magnétique Nucléaire. Celles-ci donnent accès à notre 

personnel scientifique aux équipements les plus modernes et nous permettent une constante 

évolution technologique. De plus, les renouvellements thématiques et technologiques de l’axe 

structural ont été récemment assurés grâce à l’intégration de jeunes chercheurs ayant effectué des 

stages post-doctoraux à l’étranger et au recrutement d’ingénieurs de recherche en RMN qui 

interagissent fortement avec les équipes impliquées dans l’analyse structurale.  

Ces dernières années coïncident également avec une évolution sensible des projets 

structuraux de l’unité vers une recherche de type intégrée via des interactions plus étroites avec des 

équipes orientées sur des thématiques biologiques, au sein ou en dehors de l’unité. De fait, il 

apparaît qu’à ce jour la grande majorité de nos travaux fassent l’objet de collaborations étroites avec 

une ou plusieurs autres équipes. Celles-ci, soit sont le résultat de la mise en place de projets 

concertés, soit proviennent d’une demande d’une équipe extérieure désirant mettre à profit notre 

expérience dans l’analyse structurale. L’intérêt croissant suscité par l’approche post-génomique et 

le perfectionnement rapide des technologies spectroscopiques nous ont récemment permis d’initier 

de nouveaux développements dans l’analyse des glycomes et glycoprotéomes. Ces nouvelles 

stratégies, fondées sur l’étude des profils de glycosylation totaux d’un organisme et l’identification 

des glycoprotéines porteuses, sont rendues possibles non seulement par la miniaturisation des 

techniques d’analyse mais également par un accès plus efficace à l’information structurale via les 

banques de données. Ainsi, l’approche glycomique apparaît dès à présent comme un complément 

indispensable aux approches classiques de biologie moléculaire destinées à étudier l’expression des 

enzymes impliquées dans la synthèse des glycannes. Cette interface promet des développements 

rapides dans la connaissance de la régulation de la synthèse des glycannes et de leur rôle 
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physiologique. Ces nouvelles stratégies sont actuellement mises en place au laboratoire, en 

particulier dans le cadre des études sur la biodiversité des glycoconjugués, et constituent un des 

axes de développement prioritaires de notre équipe dans les prochaines années.  

 

Suite au départ en retraite en septembre 2006 de son ancien responsable, le Dr Gérard 

Strecker, j’ai pris en charge la direction de l’équipe ‘Biodiversité Associée aux Glycoconjugués’. 

Au cours de la dernière année, nous avons redéfini les thématiques du groupe à la lueur des besoins 

et de l’orientation de l’UGSF. Deux axes thématiques complémentaires dans lesquels s’intègre la 

majorité de nos travaux de recherche se sont dégagés : L’étude des relations structure-fonction 

des glycoconjugués microbiens et l’étude de la spécificité des glycosyltransférases. Au sein de 

ces deux thématiques, les travaux de l’équipe s’organisent selon trois modes de fonctionnement: 

1- Projet initié dans le cadre d’une collaboration étroite avec un ou plusieurs partenaires. 

Celui-ci représente le mode principal de fonctionnement de notre recherche et correspond à une 

évolution des projets structuraux de l’unité vers une recherche de type intégrée via des interactions 

plus étroites avec des équipes orientées sur des thématiques biologiques. L’intégration récente au 

sein de notre équipe du Pr. Elisabeth Elass, avec laquelle nous collaborons depuis plusieurs années 

sur les relations structures-fonctions des glycoconjugués microbiens, est une opportunité pour 

développer nos recherches dans ce domaine et acquérir une indépendance thématique plus poussée.   

2- Projet indépendant pouvant donner lieu à des collaborations ultérieures. Ces travaux 

s’intègrent plus spécifiquement dans une perspective de prospection sur des sujets de glycobiologie 

fondamentale. 

3- Prestation de service. Ces travaux proviennent d’appels d’offres d’équipes extérieures. 

En effet, la reconnaissance de l’importance des glycoconjugués dans les processus biologiques 

incite un nombre croissant de biologistes à nous contacter pour mettre à profit notre expérience dans 

l’analyse structurale. Bien qu’ils représentent une partie congrue de notre activité, ces travaux 

permettent de mettre en valeur et de partager notre savoir faire avec la communauté scientifique, 

essentiellement française, au travers de projets ponctuels. 

L’équipe est actuellement constituée de huit personnels statutaires, d’un post-doctorant et de 

deux doctorants. Au cours de l’année passée, les effectifs de l’équipe se sont enrichis grâce au 

recrutement d’un Maitre de Conférence (Emeline Fabre) et à l’arrivée du Pr. Elisabeth Elass issu du 

groupe de J. Mazurier ainsi que du Dr Frédéric Krzewinski de l’ancien groupe de Stéphane 

Bouquelet. Chaque membre de l’équipe est responsable d’un projet, mais intervient également dans 
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plusieurs projets. C’est particulièrement le cas des Drs B. Coddeville et E. Maes qui ont la 

responsabilité des analyses de résonance plasmonique de surface, de spectrométrie de masse et de 

résonance magnétique nucléaire. 

 

Nom Fonction Spécialités scientifiques Responsabilité thématique 

Yann Guérardel CR CNRS Structure Modèles animaux 

Elisabeth Elass Pr USTL Biologie cellulaire Fonction des glycoconjugués 
microbiens 

Ossarath Kol Pr Polytech-Lille Structure Glycannes d’amphibiens 

Florence Delplace McF USTL Structure Glycolipides de levure 

Emeline Fabre McF USTL Enzymologie Mannosyltransférases de 
levure 

Frédéric Krzewinski McF Polytech-Lille Enzymologie Mannosyltransférases de 
levure 

Bernadette Coddeville IgR USTL MS, SPR Lipoglycannes microbiens 

Emmanuel Maes  IR CNRS RMN Polysaccharides de B. cereus 

Estelle Garénaux ATER USTL Structure Glycoprotéines de B. cereus 
et T. gondii 

Yoann Rombouts Doctorant USTL Structure Glycolipides mycobactériens 

Lan-Yi Chang Doctorante USTL-NTU Structure, microbiologie Glycoprotéines de poisson 
zèbre 

 

 

Présentation des travaux 

Dés la thèse, mes travaux ont en partie consisté en l'étude de la structure des glycannes 

isolés d'espèces animales génétiquement définies. Ils ont pour but de définir précisément leurs 

profils de glycosylation et de mettre en évidence de nouvelles activités glycosyltransférasiques sur 

des modèles animaux dont le génome, la physiologie et le développement sont suffisamment connus 

pour permettre l'étude subséquente de ces activités et ainsi servir de plateforme à l’étude du rôle 

éventuel de la glycosylation dans divers processus physiologiques. Ces travaux sont regroupés dans 

l’axe intitulé ‘spécificité des glycosyltransférases’. Les espèces animales répondant à ces critères 

et que nous avons étudiées au cours des dernières années sont Xenopus laevis, Xenopus tropicalis, 

Caenorhabditis elegans, Danio rerio, Halocynthia roretzi et Brachiostoma belcheri. Ces travaux 

ont été effectués entre 2000 et 2008 au sein de l’UGSF, dans l’équipe du Dr Khoo (Taiwan) et dans 
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l’équipe du Pr Kitajima (Japon). Nous nous concentrons actuellement plus particulièrement sur le 

modèle Danio rerio (poisson zèbre) qui présente le plus d’intérêts en terme d’étude du rôle de la 

glycosylation au cours de la fertilisation et de l’embryogenèse. Ainsi, nous essayons actuellement 

de promouvoir le poisson zèbre comme modèle d’étude cohérent en glycobiologie au travers de la 

mise en place d’un réseau de collaborateurs et d’une plateforme d’élevage de poissons zèbres 

disponible sur l’USTL. 

En marge de ces travaux, j’ai initié au cours de ma thèse de doctorat une série d’études sur la 

structure des glycoconjugués mycobactériens en collaboration avec le docteur Laurent Kremer, du 

Laboratoire de Mécanismes Moléculaires de la Pathogénie Microbienne INSERM U447 à l’Institut 

de Biologie de Lille. Ces travaux se sont d’abord focalisés sur l’étude structurale des lipoglycannes 

isolés d’espèces de mycobactéries encore jamais étudiées pour en évaluer la diversité structurale. 

Dans un deuxième temps, en collaboration avec plusieurs équipes de microbiologistes et 

d’immunologistes au sein et en dehors de l’UGSF,  nous avons tenté d’évaluer l’influence de la 

structure des lipoglycannes sur leurs propriétés immunomodulatrices au cours de l’infection 

mycobactérienne. Au cours des années et au gré de nombreuses collaborations, ces travaux nous ont 

également initié à l’étude de diverses formes de glycosylation microbienne et constituent à présent 

un axe thématique majeur de notre laboratoire intitulé ‘relations structure-fonction des 

glycoconjugués microbiens’. D’une part, le renforcement de la collaboration avec le Dr L. Kremer, 

maintenant dans le Laboratoire de Dynamique des Interactions Membranaires Normales et 

Pathologiques à Montpellier, nous a permis d’étendre nos travaux à l’étude structurale d’autres 

types de glycoconjugués mycobactériens, en particulier aux glycolipides (Lipo-oligosaccharides, 

Tréhalose dimycolates, Glycolipides phénoliques) et aux glycoprotéines, ainsi qu’à la régulation de 

la biosynthèse des acides mycoliques. D’autre part, la pérennisation de collaborations anciennes 

mises en place par Gérard Strecker (Dr. D. Poulain, INSERM U799) et la mise en place de 

nouvelles collaborations (Dr C. Faille, INRA UR638 ; Dr M. Gohar INRA UMR1238 ; Dr Schwarz 

Philipps-University Marburg ; Dr J. Previato, Universidade Federal do Rio de Janeiro) nous a 

permis d’étendre nos champs de compétences à d’autres micro-organismes incluant 

Corynebacterium diphtheriae, Candida albicans, Bacillus cereus,  Toxoplasma gondii  et 

Encephalitozoon cuniculi.  

 

Dans le présent manuscrit, je présenterai le résultat de nos travaux dans deux chapitres 

principaux reprenant l’organisation des deux axes thématiques ‘relations structure-fonction des 

glycoconjugués microbiens’ et ‘spécificité des glycosyltransférases’. Dans le premier chapitre, 
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j’exposerai une partie des travaux sur les glycoconjugués microbiens qui ont en commun l’étude des 

différentes formes de mannosylation chez les eucaryotes unicellulaires et les bactéries en essayant 

de mettre en lumière l’évolution de leurs structures et éventuellement de leurs fonctions.  De fait, je 

n’exposerai pas en détail nos travaux actuels concernant l’étude des glycolipides de Mycobacterium 

marinum ou des glycoconjugués de Bacillus cereus pour ne pas surcharger le présent manuscrit. 

Une partie sera néanmoins brièvement abordée dans les perspectives d’études. Dans un deuxième 

chapitre, j’exposerai brièvement les résultats obtenus sur les premiers modèles d’études que nous 

avons utilisés, les xénopes et C. elegans, et m’attarderai sur nos travaux en cours qui concernent le 

poisson zèbre (Danio rerio) et deux modèles annexes de tunicier (Halocynthia roretzi) et 

d’amphioxus (Branchiostoma belcheri). Enfin, dans une dernière partie je compilerai les résultats 

de quelques développements technologiques portant sur la purification et l’analyse des 

glycoconjugués nécessaires à nos études. D’une manière générale, j’essaierai de mettre l’accent sur 

les études réalisées au cours des deux dernières années en incluant quelques résultats sous forme 

d’articles et d’autres encore non publiés. 
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B- Mannosylation microbienne 
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1- Contexte 

 

 

Le mannose est un monosaccharide très largement répandu dans l’ensemble du monde 

vivant. C’est un constituant majeur d’un grand nombre de glycoconjugués : polysaccharides, 

glycolipides, glycoprotéines. Le présent chapitre résume brièvement des connaissances de base sur 

la structure et la biosynthèse des manno-conjugués majoritaires présents chez les organismes 

unicellulaires : bactéries, archae et protistes. Nous en avons néanmoins exclu une classe pourtant 

fortement représentée chez les protistes, les glycosylphosphatidylinositol (GPI), du fait que nous 

n’ayons jamais abordé leur étude. 

 

1.1- La N-glycosylation 
 
 1.1.1- Structure des N-Glycannes 
 
 
La N-glycosylation est une modification post-traductionnelle commune chez les eucaryotes 

impliquant la liaison covalente d’un oligosaccharide sur un résidu d’asparagine au sein d’une 

séquence consensus Asn-X-Ser/Thr (X ≠ Proline). Tous les N-glycannes ont en commun un noyau 

pentasaccharidique, le trimannosyl-di-N-acétylchitobiose (Man3GlcNAc2). De fait, la N-

glycosylation représente chez la majorité des eucaryotes la principale source de manno-

glycoconjugués.  

Selon la substitution de ce noyau, on distingue classiquement trois types de N-glycannes: le 

type N-acétyl-lactosaminique ou complexe, le type oligomannosidique et le type hybride (Fig. 1). 

Pour les N-glycannes de type complexe, l’élongation peut se faire par des antennes N-

acétyllactosaminiques  de type 1 : Gal(β1-3)GlcNAcβ ou de type 2 : Gal(β1-4)GlcNAcβ. La 

diversité structurale des N-glycannes de type complexe ou hybride réside en particulier dans les 

possibilités de substitution à leur extrémité par des sucres dits périphériques ou terminaux. Le plus 

souvent, la périphérie comprend des monosaccharides d’anomérie α, en positions terminales non-

réductrices, sur les antennes ou directement sur le noyau. Chez les mammifères, ces 

monosaccharides consistent généralement en des unités de Fuc ou NeuAc. Le plus souvent ce sont 

des acides sialiques liés en α-2,3 ou α-2,6 sur un Gal terminal ou du Fuc en (α1,6) sur le noyau ou 

en (α1,3) sur un Gal ou une GlcNAc terminale. Chez l'homme, ces sucres périphériques peuvent 

constituer le support de motifs antigéniques. Enfin, les N-glycannes peuvent posséder des résidus de 

Gal 3-, 4- ou 6-sulfate ainsi que de la GlcNAc-6-phosphate. 
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Fig. 1 : Les trois types de structure N-glycanniques. A : type complexe ou N-
lactosaminique; B : type oligomannosidique ou « high-mannose » ; C : type hybride ; 
D : chaîne lactosaminique de type 1 et 2 (Structures classiques de mammifères).Noir : 
noyau ; bleu : antennes ; vert : sucres périphériques ou terminaux. 

 
 

1.1.2- Voie de biosynthèse conservée 
 

La biosynthèse d’un N-glycanne s’effectue en plusieurs étapes : assemblage du précurseur 

oligosaccharidique, transfert, action de diverses glycosidases puis de glycosyltransférases. Ce 

processus est localisé à la fois dans le Réticulum Endoplasmique (RE) et dans l’appareil de Golgi. 

Les étapes décrites ci-dessous correspondent à la biosynthèse des N-glycannes telle qu’elle se 

déroule dans une cellule de mammifère. Dans le cadre de nos études sur les processus de 

mannosylation, nous nous concentrerons sur les étapes précoces de la biosynthèse. 

Le précurseur tétradécasaccharidique Glc3Man9GlcNAc2 (Fig. 2) est pré assemblé sur un 

résidu polyisoprénique particulier, le dolichol, via une liaison pyrophosphate.  
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Fig. 2 : Structure de l’oligosaccharide précurseur des N-glycannes. Ce tétradécasaccharide 
contient 3 glucoses (triangles), 9 mannoses (cercles) et 2 N-Acétylglucosamines (carrés). Les 
lettres correspondent à l’ordre d’addition du monosaccharide lors de la biosynthèse du précurseur. 
Les résidus de mannose en vert ou en bleu diffèrent à la fois par la localisation de leur transfert et 
par le donneur impliqué (vert : face cytosolique, GDP-Man ; bleu : lumen, DolPMan). 
L’oligosaccharide entier correspond au précurseur synthétisé dans les cellules de mammifères, de 
plantes et de champignons. Les sites de clivage de quelques enzymes impliqués dans l’élagage  
sont indiqués. 

 

Cet assemblage s’effectue dans le RER au cours d’un processus cyclique, le cycle des 

dolichols, impliquant l’action séquentielle de différentes glycosyltransférases, produits des gènes 

ALG (Helenius et Aebi, 2004). Les différentes étapes de cet assemblage sont schématisées dans la 

Figure 3. 

 

Fig. 3 : Le cycle des dolichols (d’après Helenius et Aebi, 2004) 
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Dans un premier temps, le GlcNAc2-P-P-Dol est formé par addition successive de GlcNAc-

1-P sur le P-Dol, puis de GlcNAc sur le GlcNAc-PP-Dol ainsi formé. Les glycosyltransférases 

impliquées utilisent dans les deux cas le nucléotide sucre UDP-GlcNAc comme donneur. Ces 

premières réactions se déroulent sur la face cytoplasmique du RE. Les étapes suivantes consistent 

en l'addition successive de 9 résidus de mannose. Les cinq premiers (c,d,e,f,g)  le sont à partir de 

GDP-Man en une suite de réactions se déroulant sur la face cytoplasmique. Les 4 derniers (h,i,j,k) 

s'ajoutant, au contraire, sur la face luminale après retournement de l'intermédiaire Man5GlcNAc2-

P-P-Dol vers la face interne de la membrane. Les mannosyltransférases impliquées utilisent  le 

Man-P-Dol, donneur synthétisé face cytoplasmique à partir de GDP-Man qui, étant donné son 

caractère hydrophobe, permet une réaction de transfert localisée dans la bicouche lipidique interne 

du RE (Kornfeld and Kornfeld, 1985). De façon similaire, l'addition des trois derniers résidus de 

glucose se fait à partir de Glc-P-Dol, conduisant au produit final, le Glc3Man9GlcNAc2-P-P-Dol. 

Une fois complet, le précurseur est transféré en bloc sur un résidu asparaginyl d’une protéine 

nouvellement synthétisée au sein de la séquence-consensus Asn-X-Ser/Thr (X ≠ Pro) : il s'agit d'un 

événement co-traductionnel.  

Chez les mammifères, l’addition des trois résidus de glucose confère à l’oligosaccharide 

précurseur une affinité plus grande pour l'oligosaccharyltransférase (OST) qui en fait son substrat 

préférentiel pour le transfert sur la protéine. Le résidu asparaginyl sur lequel se fait l’addition doit 

être dans un triplet-consensus: Asn-X-Ser/Thr (X étant un aminoacide différent de la proline). Si en 

général l’OST affiche une affinité particulière pour le précurseur Glc3Man9GlcNAc2-P-P-Dol, 

celle-ci n’exclue cependant pas le transfert de précurseurs tronqués (Freeze et Aebi, 2005). C’est à 

ce moment, une fois l'étape de transfert "en bloc" effectuée, que le devenir de la glycoprotéine est 

défini : transfert vers l’appareil de Golgi, adressage vers le lysosome ou dégradation. C’est 

précisément dans l’appareil de Golgi que le précurseur oligosaccharidique subira les étapes 

indispensables de maturation à l’origine des structures oligomannosidiques, complexes ou hybrides. 

L'accès à l’appareil de Golgi est conditionné par divers signaux portés à la fois par la protéine et le 

glycanne.  

La diversification ultérieure des N-glycannes de type oligomannosyl en un large répertoire de 

N-glycannes hybrides ou complexes résulte de l’action combinée de glycosyltransférases et 

glycosidases. L’élagage du précurseur N-glycannique commence dans le RE et se poursuit dans les 

différents saccules golgiens pour ne conserver de la structure initiale que l’heptasaccharide  

Man5GlcNAc2. 
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  1.1.3- Diversification des voies de biosynthèse 

1.1.3.1- Chez les eucaryotes unicellulaires 

 

La majorité des eucaryotes synthétisant des N-glycannes (champignons, plantes, animaux, 

moisissure rampante et euglènes) respectent le processus de N-glycosylation décrit ci-dessus. La 

conservation du core pentasaccharidique indique que chaque cellule eucaryote produisant des N-

glycannes a conservé l’étape princeps, réticulaire, de la biosynthèse des N-glycannes : le cycle des 

dolichols. Si cette étape est conservée,  le peu de données structurales disponibles concernant la N-

glycosylation chez les protistes montre néanmoins que certains de ces organismes présentent des 

voies de biosynthèse originales, tronquées. Ces travaux indiquent ainsi que le transfert d’un 

précurseur unique, l’oligosaccharide Glc3Man9GlcNAc2, n’a pas été strictement conservé au cours 

de l’évolution, et qu’il existe ainsi divers précurseurs oligosaccharidiques synthétisés et transférés 

(Castro et al., 2006). La nature du précurseur synthétisé dépend directement du panel d’enzymes de 

type ALG présent dans un organisme. L’existence de domaines conservés au sein des enzymes de 

type ALG facilite leur recherche dans des banques de données. De fait, il est possible de prédire la 

nature du précurseur oligosaccharidique synthétisé par un organisme en déterminant les enzymes 

ALG qu’il possède. Ainsi, il apparaît que chez certains eucaryotes, les processus de N-glycosylation 

aient été modifiés dans les étapes précoces malgré leur niveau important de conservation, c’est le 

cas chez les eucaryotes unicellulaires. 

 

Les levures 

Les levures sont les protistes dont les voies de N-glycosylation ont été de loin les mieux 

étudiées. La principale modification dans la voie de biosynthèse précoce des N-glycannes chez les 

levures en comparaison du processus précédemment exposé provient du fait que ces organismes ne 

raccourcissent pas le Man8GlcNAc2 comme le font les cellules de mammifères. De fait, les profils 

de N-glycosylation des levures sont caractérisés par la présence de structures oligomannosylées qui 

sont à leurs tours allongées par un grand nombre de résidus de mannoses. Ce noyau interne, une fois 

la glycoprotéine transférée vers l’appareil de Golgi, peut subir une extension par le transfert de 

mannoses additionnels liés en (α1–6), menant à un noyau externe comprenant de 8 à 15 résidus de 

mannose. Finalement, chacun des mannoses liés en (α1,6) peut porter une branche en (α1,2) ou 

(α1,3), résultat de l’action de mannosyltransférases golgiennes spécifiques aux levures qui 

permettent la synthèse de N-glycannes polymannosylés (Ballou, 1990). De plus, chez de 

nombreuses espèces de levures, sont observées des chaînes oligomannosidiques supplémentaires 

liées aux chaînes latérales via des liaisons de type phosphodiester. Sur la base des résultats obtenus 
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par l’étude de Saccharomyces cerevisiae, la structure des N-glycannes polymannosylés de levure 

peut être schématisée comme ci-dessous.  

ASN

P

O

O

OH

O

α-1,6-Manp

α-1,2-Manp

α-1,3-Manp

α-Manp

 

 

 

Ainsi, à l’exception des structures Man8GlcNAc2 et Man9GlcNAc2 les N-glycannes de 

levures sont donc largement différents de ceux observés chez les mammifères. De plus, aucun N-

glycanne de type complexe n’est observé chez les levures. La charge normalement apportée par la 

présence de résidus d’acides sialiques ou de groupements sulfates est éventuellement remplacée par 

des groupements phosphates, voire dans de rares cas, par des acides uroniques (Fukazawa et al., 95) 

ou des groupements pyruvates (Gemmil et al., 96). Néanmoins, la fonction éventuelle de telles 

charges est inconnue à ce jour.  

Si le modèle de glycosylation général semble être bien conservé chez toutes les levures 

étudiées, il faut néanmoins noter une diversité structurale relativement importante entre les 

différentes espèces voire entre différents sérotypes de la même espèce. Ainsi, les N-glycannes vont 

différer à la fois dans la composition des leurs extrémités (Man, Gal, GlcNAc), dans la taille et 

degré de branchement de leurs oligomannosides ainsi que dans l’anomérie de leurs résidus 

glycosidiques. Ci-dessous sont représentés quelques exemples de spéciation structurale des N-

glycannes polymannosylés. 
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Les autres protistes 

 En dehors des levures, les données concernant les processus de N-glycosylation des protistes 

restent très fragmentaires. Néanmoins, quelques études structurales assez anciennes ont mis en 

évidence la présence de N-glycannes oligomannosylés tronqués chez plusieurs espèces d’eucaryotes 

unicellulaires tels que Tretrahymana pyriformis, Trypanosoma cruzi ou Leishmania major, comme 

indiqués ci-dessous : 

T. pyriformis T. cruzi L. major
Taniguchi ., 1985et al Engel ., 1985et al Funk ., 1987et al

1 to 3

 

Ces résultats suggèrent fortement la modification des processus réticulaires de glycosylation 

chez ces organismes, due à l’absence d’un certain nombre de glycosyltransférases réticulaires. Des 

études récentes de Robbins et collaborateurs, sur la base de tests biochimiques et de l’exploration 

des bases de données génomiques, ont élégamment démontré l’absence de panels différents de 

glycosyltransférases de type Alg chez la plupart des eucaryotes unicellulaires (Samuelson et al., 

2005 ; Banerjee et al., 2007). Ces résultats sont résumés ci-dessous : 

 

Organismes Enzymes réticulaires manquantes Forme limite de transfert prédite 

S. cerevisiae ; Dictyostelium Aucune 

 

T. cruzi Alg 6, 8, 10  

GlcTfase utilisant Dol-P-Glc  

T. gondii ; T. pyriformis Alg 3, 9, 12  

ManTfase utilisant Dol-P-Man  

G. intestinalis ; P. falciparum Toutes les Algs, sauf Alg 7  

E. cuniculi Toutes les Algs et STT3  
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Cette diversité de la glycosylation ne résulterait pas de la complexification progressive du 

processus de glycosylation mais bien de pertes secondaires des différentes enzymes au cours de 

l’évolution, à partir d’un ancêtre commun possédant le panel complet d’enzymes qui permettent la 

biosynthèse du précurseur Glc3Man9GlcNAc2.  

 

1.1.3.2- Chez les bactéries et archaea 

 

Bien qu’aboutissant à la synthèse de structures très différentes, les rares exemples de 

processus de N-glycosylation décrits chez les bactéries relèvent de nombreuses homologies 

fonctionnelles. En particulier, un équivalent bactérien de N-glycanne consistant en 

l’heptasaccharide GalNAc(α1-4)GalNAc(α1-4)[Glc(α1-3)GalNAc(α1-4)GalNAc(α1-

4)GalNAc(α1-3)BacNH2 lié sur un résidu d’asparagine a été mis en évidence chez C. jejuni [Young 

et al., 2002]. Bien que non essentiel à sa survie, l’absence de N-glycosylation réduit fortement la 

capacité de la bactérie à coloniser son hôte (Szymanski et al., 2002). De la même manière que chez 

les eukaryotes, la biosynthèse des N-glycannes est initiée sur un substrat lipidique (un 

bactoprénylpyrophosphate inséré dans la membrane en place du dolichylphosphate de la membrane 

du RE) dans le compartiment cytoplasmique au sein duquel se poursuit l’addition séquentielle des 

divers monosaccharides à partir de nucléotides sucres. Puis, l’heptasaccharide précurseur traverse la 

membrane pour s’orienter vers le périplasme et être transféré en bloc sur le résidu d’Asn d’une 

séquence consensuelle Asp/Glu-X-Asn-Z-Ser/Thr (X et Z différents de Pro) par une protéine 

équivalente à STT3, la protéine PglB (Linton et al., 2005; Kelly et al., 2006 ; Kowarik, 2006). Au 

contraire des eucaryotes chez qui la diversification structurale s’effectue précisément dans la 

lumière du RE et du Golgi, les bactéries ne semblent pas modifier la structure oligosaccharidique 

après changement de compartiment. Néanmoins, le manque de données structurales ne permet 

d’apprécier ni la diversité structurale des N-glycannes bactériens ni la spécificité in vivo de PglB 

envers le précurseur oligosaccharidique. Un processus équivalent à celui des bactéries a été observé 

chez les archaea, chez lesquels la biosynthèse serait initiée sur des précurseurs lipidiques de type 

dolichylphosphate et dolichylpyrophosphate (Lechner et al., 1985). Au contraire des bactéries, les 

données structurales accessibles établissent le transfert de N-glycannes de structures différentes en 

fonction de l’espèce : Man(β1-4)Gal chez Haloferax volcanii  (Kuntz et al 1997), 

ManpNAcA6Thr(β1-4)GlcpNAc3NAcA(β1-3)GlcpNAc(β- chez Methanococcus voltae (Voisin et 

al., 20005). Ces données suggèrent que la spécificité de l’oligosaccharidyl-transferase d’archaea 

soit assez lâche pour transférer des glycannes de structures différentes, ce que confirme 
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l’observation d’un transfert d’oligosaccharides tronqués chez le mutant M. Voltae aglA (Chaban et 

al., 2006). Les homologies entre eucaryotes, bactéries et archaea sont résumées ci dessous : 

 

 Eucaryotes Bactéries Archae 

Donneur de sucre Nucléotides-sucres 

Dol-P-sucres 

Nucléotides-sucres Nucléotides-sucres 

Transporteur lipidique Dolichyl pyrophosphate Bactoprényl-

pyrophosphate 

Dolichyl mono- ou 

pyrophosphate 

Lieu du transfert 

d’oligosaccharide 

Lumière du ER Face externe de la 

membrane plasmique 

Face externe de la 

membrane plasmique 

Oligosaccharidyl 

transférase 

Multimérique ; STT3 

sous-unité catalytique 

Monomérique ; PglB  Monomérique ; PglB 

Séquence consensuelle N-X-S/T (X ≠ P) D/E-X-N-Z-S/T (Z, X ≠ 

P) 

N-X-S/T (X ≠ P); N-X-

N/L/V 

Modifications du 

glycopeptide 

Dans le RE et Golgi Aucune Inconnue 

 

 
D’un point de vue évolutif, la présence dans les trois domaines du vivant de N-glycannes 

dont la biosynthèse repose sur des principes communs suggère que cette modification post-

traductionnelle soit très ancienne et que le système commun à l’ensemble des eucaryotes dérive 

d’un ancêtre bactérien ou archéal unique. 

 
 

1.2- La O-glycosylation 

  1.2.1- Structure des O-glycannes 

 

La O-glycosylation dans son sens large définit la liaison d’un oligosaccharide sur un 

polypeptide via une liaison O-glycosidique. Il existe différents types de O-glycosylation, certains 

types étant limités à des espèces, des tissus, ou des polypeptides particuliers. Elle représente une 

famille extrêmement diversifiée que l’on observe dans l’ensemble du monde vivant. En effet, la O-

glycosylation peut s’effectuer sur plusieurs types d’acides aminés (Ser, Thr, Hyp, Tyr) via de 

nombreux monosaccharides différents (Man, GalNAc, GlcNAc, Gal, Fuc, Glc, Ara), chaque 

combinaison étant à l’origine d’un type particulier de O-glycannes. La plus fréquemment répandue 

dans le monde animal, implique la liaison d’un résidu de α-D-N-acétylgalactosamine en α  sur un 

acide aminé hydroxylé, la sérine (Ser) ou la thréonine (Thr). Elle définie une famille 
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structurellement très hétérogène de composés connus sous le nom de ‘O-glycannes de type mucine’. 

Néanmoins cette famille de O-glycannes ne contient jamais de résidus de mannose. Une autre 

famille de O-glycannes, beaucoup plus restreinte, est composée quant à elle presque uniquement de 

résidus de mannose et est connue sous le nom de ‘O-mannosylation’. Elle est en particulier 

retrouvée chez les levures ou elle constitue la famille majeure de O-glycannes, mais a été également 

identifiée chez certaines bactéries et les eucaryotes supérieurs.  

 

Chez les bactéries 

Chez les bactéries la O-mannosylation a été identifiée dans plusieurs espèces de 

mycobactéries dont Mycobacterium tuberculosis et M. bovis. En particulier, la protéine du 

complexe 45/47-kDa (Apa) est substituée par des O-mannosides constitués d’α1,2Manp (Dobos et 

al., 1995 ; Dobos et al., 1996). La présence de ces O-mannanes serait indispensable aux capacités 

immuno-modulatrices d’Apa et servirait de ligand à la protéine surfactante pulmonaire A (PSP-A) 

(Romain et al., 1999 ; Horn te al., 1999 ; Ragas et al., 2007). La protéine MPB83 retrouvée elle 

aussi chez  M. tuberculosis et M. bovis est quant à elle substituée par un O-mannoside constitué 

d’unités d’α1,3Manp, ce qui laisse présager l’existence de processus de mannosylation spécifiques 

des protéines au sein d’une même espèce de mycobactérie (Michell et al., 2003). Plusieurs autres 

glycoprotéines mycobatériennes, telles que les lipoprotéines de 19 et 38 kDa de M. tuberculosis, 

sont supposées être O-mannosylées sur la base de reconnaissances spécifiques avec des lectines, 

mais la structure exacte de leurs domaines mannosylés respectifs est encore inconnue (Garbe et al., 

1993 ; Herrmann et al., 1996). En dehors des mycobactéries, quelques rares autres exemples de 

mannosylation directe sur les protéines bactériennes ont été mis en évidence, telles les N-

acétylendoglucosaminidases F2 et F3 de Flavobacterium meningosepticum substituées par  le 

glycanne 2-O-Me-Man(1-4)GlcNAcA(1-4)GlcA(1-4)Glc(1-4)2-O-Me-GlcA-1-4)[2-O-Me-Rham(1-

2)]Man et les cellulases de Streptomyces lividans et Cellulomonas fimi substituées par un O-

glycanne contenant du mannose et du galactose (Ong et al., 1994 ; Reinhold et al., 1995). 

 

Chez les levures 

La O-mannosylation reste la seule forme connue de O-glycosylation chez les levures. Toutes 

les levures étudiées jusqu'à présent sont capables de synthétiser des structures de type Man(α1-

2)Man(α1-2)Man(α1-)Ser/Thr. Néanmoins, comme pour les N-glycannes, les structures 

synthétisées varient selon l’espèce considérée. S. cerevisiae se distingue par l’addition de 

Man(α1,3) pour donner lieu  à de courtes structures mannosylées, éventuellement substituées par 
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des groupements phosphates. Candida albicans et Pichia pastoris ne transfèrent que des Man liés 

en α-1,2, formant des chaînes de tailles variables, tandis que Candida albicans semble également 

être capable de transférer des Man liés en β-1,2 (Fradin et al., résultats non publiés). Saccharoyces 

pombe se caractérise par l’attachement d’un ou deux résidus de Gal, conduisant à l’éventuelle 

obtention d’oligosaccharides ramifiés. Cette diversité structurale est résumée ci-dessous. Il est 

intéressant de remarquer un parallèle entre la structure des O-glycannes et celles des chaînes 

latérales des N-glycannes dans une espèce donnée, ce qui laisse présager des systèmes de 

biosynthèse au moins en partie commun.  

 

(    )0-2

(    )0-2

Ser/Thr

(    )n

Ser/Thr

(    )n

Ser/Thr

(    )n

Ser/Thr

S. cerevisiaeS. pombeC. albicans

β-1,2-Manp

α-1,3-Manp

α-1,2-Manp

α-1,2-Galp

α-1,3-Galp

α-Manp

 

 

Les O-glycannes liés via un résidu de mannose sont également retrouvés chez les eucaryotes 

supérieurs sous d’autres formes. On notera en particulier, l’α-dystroglycan, une glycoprotéine 

indispensable à la neurogenèse, qui est substituée par une chaîne glycannique de type : Sia(α2-

3)Gal(β1-4)GlcNAc(β1-2)Manα (Shiba et al, 1997). 

 

1.2.2- Biosynthèse des O-glycannes 

 

 La biosynthèse des O-mannosides a été décryptée dans un premier temps dans l’organisme 

chez qui ils ont été découverts, la levure S. cerevisiae. Au contraire de la majorité des autres types 

de O-glycosylation, l’initiation de la O-mannosylation a lieu dans la lumière du RE, par le transfert 

de la première unité de mannose sur le peptide en cours de translocation. Ce transfert s’effectue 

sous l’action d’une famille de mannosyltransférases, les Pmts, qui utilisent le Dol-P-Man comme 

substrat donneur de mannose et non un nucléotide sucre. S. cerevisiae comprend actuellement sept 

membres présentant de fortes homologies et classés dans trois sous familles : la sous famille Pmt1 

(Pmt1, pmt5, pmt7), la sous famille Pmt2 (Pmt2, Pmt3, Pmt6) et la sous famille Pmt4. Par 

comparaison, 5 isoformes de Pmts ont été identifiés chez C. albicans et seulement 3 chez S. pombe. 

La multiplicité des Pmts chez les levures, servant toutes au transfert d’un unique résidu de mannose, 
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est encore une question ouverte et est réminiscente de la multiplicité des polypeptides transférases 

chez les mammifères (17 à ce jour) ; ce sujet a été récemment abordé en détail par Ernst et 

collaborateurs (Lengeler et al., 2008). Il semble néanmoins que ces enzymes ne soient activent que 

sous forme d’hétérodimères présentant des spécificités de substrats accepteurs différentes et qu’au 

sein d’une même protéines, différents domaines puissent être mannosylées par des Pmt différentes 

(Girrbach et al, 2005 ; Ecker et al., 2003). 

 Dans un deuxième temps, les O-mannosides sont allongés dans le Golgi sous l’action 

séquentielle d’α-1,2-mannosyltransférases de la famille Ktr et d’α-1,3-mannosyltransférases de la 

famille Mnn1 utilisant de GDP-Man comme substrat donneur (Lussier et al., 1999). Il est à noter 

que ces mêmes enzymes participent conjointement au remodelage des chaînes latérales N-glycannes 

dans le Golgi. Les différentes étapes de la biosynthèse des O-mannosides chez S. cerevisiae peuvent 

être résumées comme ci-dessous :  

 

Ser/Thr

Dol-P-ManGDP-Man

PmtsKtr1Mnt1

Mnt1

Mnn1p

REGolgi

α-1,3-Manp

α-1,2-Manp

α-Manp

Ktr3

 

 

Chez les eucaryotes supérieurs, seuls deux homologues des gènes PMTs ont été identifiés : 

POMT1 et POMT2 chez les mammifères et leurs homologues rt (rotated abdomen) et tw (twisted) 

chez Drosophila melanogaster (Jurado et al., 1999 ; Willer et al., 2002). Tout comme les Pmts chez 

les levures, l’hétérodimère POMT1/POMT2 initie la biosynthèse de la O-mannosylation dans le RE 

chez les mammifères (Lommel et al., 2008). Aucun équivalent des protéines de mannosylation 

golgiennes Ktrs, Mnt1 et Mnn1 n’a été observé chez les eucaryotes supérieurs, ce qui expliquerait 

l’absence d’oligomannosides. 

 

1.3- Les Lipoglycannes 

 

Une dernière classe majeure de manno-glycoconjugués que nous avons étudiée sont les 

lipoglycannes et leurs dérivés isolés de mycobactéries. Les lipoglycannes sont des constituants 

majeurs de la paroi des mycobactéries. Ils sont tous basés sur une ancre de type phospo-inositol-

glycérol acylée. Ils comprennent trois familles de composés reliés par une filiation biosynthétique 
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directe: les phosphatidyl-inositolmannosides (PIMs), les lipomannanes (LMs) et les 

lipoarabinomannanes (LAMs). Les PIMs sont constitués d’une famille homogène de composés 

présentant de deux (PIM2) à six (PIM6) résidus de Manp. L'inositol de PIM2 est mannosylé en 

positions C-2 et C-6 tandis que l'élongation subséquente de la chaîne mannosylée dans les PIM3 à 

PIM6 s'effectue à partir de la position C-6 de l'inositol (Lee, Y.C. & Ballou, C.E., 1965). La position 

C-2 de l'inositol étant toujours substituée par un unique mannose, c'est la longueur de la chaîne en 

C-6 (1 à 5 mannoses) qui détermine la nature du PIM (PIM2 à PIM6). De fait, l'archétype de la 

structure de la partie oligosaccharidique des PIMs peut être résumée comme ci-dessous : 
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En plus des positions C-1 (position R1) et C-2 (position R2) du glycérol, les positions C-2 

(position R4) et C-6 (position R3) de l’inositol et du Manp lié en 1,2 sur l’inositol respectivement 

peuvent également être acylées, donnant naissance à des formes di-, tri- et tétra-acylées des PIMs 

(Ac2-, Ac3- et Ac4PIMs). Les trois acides gras les plus communément identifiés lors des études 

citées sont les acides palmitique (C16), stéarique (C18) et tuberculostéarique (C19, acide 10-méthyl-

octadécanoïque). 

 

Les LM et LAM sont des lipoglycannes complexes constitués de plusieurs domaines: une 

ancre phosphatidyl-myo-inositol et un domaine polysaccharidique plus ou moins complexe. Il sont 

issus de l’allongement de PIM2 et peuvent être considérées comme des formes multi-glycosylées 

des PIMs. De fait, l’ancre phospho-myo-inositol des LM et LAM est strictement identique à celle 

des PIMs. LM et LAM semblent systématiquement co-exister chez toutes les mycobactéries et ne 

diffèrent que par la constitution de leur domaine polysaccharidique. Alors que celui du LM n'est 

constitué que d'un homopolymère de D-mannose (domaine mannane), celui du LAM est constitué 

d'un domaine mannane et d'un domaine arabinane, ce dernier étant lui même substitué par un 
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troisième domaine de composition variable appelé "coiffe". Les LM et LAM partagent un même 

domaine mannane directement lié sur la position C-6 de l'inositol de l'ancre phospho-myo-inositol-

glycérol. Il est constitué d'un enchaînement linéaire d'unités α-D-Manp liées en 6 partiellement 

substituées en α-1,2 par un résidu de D-Manp. Cet arrangement à été décrit à l'identique chez M. 

tuberculosis (Chatterjee et al., 1991), M. bovis BCG (Venisse et al., 1995) et M. smegmatis (Khoo, 

et al., 1996). Par contre, la taille et le degré de substitution de ce domaine sont sujets à variations. 

Au sein d'une même espèce, le polymère de mannose exhibe un polydispersité importante. Ceci a 

été confirmé grâce à la mesure de la masse du domaine mannane du LM de M. smegmatis par 

spectrométrie de masse qui a montré que sa taille varie de 17 à 35 résidus de mannoses, avec un 

maximum de 26 unités (Khoo et al., 1996). Dans cette même espèce il a été montré que les 

domaines mannanes du LAM et du LM étaient de même taille et présentaient une polydispersité 

équivalente, alors que ceux de M. tuberculosis Erdman sont de tailles différentes (Chatterjee & 

Khoo 1998). La taille du domaine mannane varie également en fonction de l'espèce: en moyenne 26 

chez M. smegmatis, 20 chez M. tuberculosis Erdman et 18 chez M. bovis BCG. De même, le degré 

de substitution des chaînes de mannose semble varier en fonction de l'espèce de 50 à 70 % environ. 

Le détail des relations entre structure et fonctions des lipoglycannes a fait l’objet de plusieurs 

revues très complètes (Chatterjee & Khoo, 1998, Gilleron et al., 2008). 
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2- Travaux 
 

2.1- Simplification des voies de glycosylation chez les eucaryotes unicellulaires 
 

Ces travaux ont été entrepris dans le cadre d’une étude générale concernant la simplification 

des voies de biosynthèse des protistes. Sur la base des travaux précédemment exposés, il apparaît 

que de nombreux protistes ont perdu au cours de leur évolution un nombre variable d’enzymes de 

N-glycosylation, ce qui a modifié leurs  potentiels de glycosylation (Samuelson et al., 2005 ; 

Banerjee et al., 2007). Ces données génétiques ont été confirmées dans quelques cas (T. pyriformis, 

T. cruzi) par des études structurales indépendantes, mais ces dernières restent trop fragmentaires. En 

particulier, aucune donnée structurale solide concernant les eucaryotes unicellulaires parasites 

obligatoires tels que T. gondii et P. falciparum n’est réellement disponible ce qui limite 

l’interprétation des données génétiques.  

Nous avons eu l’opportunité d’aborder cette thématique par l’étude de T. gondii et de deux 

espèces de microsporidies au travers de collaborations étroites avec deux équipes spécialisées dans 

l’étude de ces organismes. Nous nous sommes attaché à déterminer la structure des N- et des O-

glycannes synthétisées par ces modèles d’étude. L’une des difficultés majeures de ces études et de 

différencier le matériel parasitaire de celui de la cellule hôte dans laquelle il se développe. En effet, 

malgré des protocoles de purification sophistiqués, il est virtuellement impossible de se prémunir de 

contaminations éventuelles de la cellule hôte (Robbins et al., 2005 ; Monk et al., 2006). Ce 

problème est encore aggravé quand le parasite synthétise potentiellement des composés 

structurellement proches de ceux de l’hôte et/ou qu’il les synthétise dans des quantités restreintes. 

De fait, ces études ne peuvent s’effectuer que par une comparaison minutieuse des profils de 

glycosylation des cellules hôtes et de leurs parasites. 

 

Etude des profils de mannosylation des microsporidies 

Ces travaux ont été initiés en 2005 dans le cadre d’une collaboration avec le Dr Christian 

Vivares (UMR CNRS 6023). Ils ont pour objectif d’étudier le rôle éventuel de la glycosylation des 

protéines membranaires des microsporidies. Une première étape a consisté à définir les profils de 

glycosylation de deux espèces de microsporidies, Encephalitozoon cuniculi et Antonospora locustae. 

Très peu d’informations sont actuellement disponibles sur la diversité glycannique et les 

processus de glycosylation chez les microsporidies, un ensemble de plus de 1200 espèces 

d’eucaryotes unicellulaires, toutes parasites intracellulaires. Plusieurs espèces sont des pathogènes 

de l’homme et provoquent des infections chez les patients immunodéprimés. La spore des 

microsporidies est entourée par une paroi épaisse. Elle contient un organe appelé tube polaire qui 
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joue un rôle essentiel lors de l’invasion de la cellule hôte. La paroi épaisse de la spore est 

majoritairement composée de chitine. Par contre, ces parasites ne seraient capables de synthétiser ni 

glycogène, souvent utilisé comme polysaccharide de réserve, ni β1,3 glucane pourtant 

communément retrouvé dans la paroi des champignons. La présence de glycoconjugués a été 

cytochimiquement suggérée pour au moins trois types de structures sporales : l’exospore, le 

capuchon polaire et le tube polaire. En particulier, l’utilisation de lectines a démontré la présence de 

glycannes O-mannosylés sur des protéines pariétales (PTP1). Ces résultats préliminaires étaient en 

accord avec l’annotation du génome d’E. cuniculi qui suggérait la O-mannosylation comme seul 

mode de O-glycosylation dans cette espèce. 

Dans le but de définir leur rôle éventuel et les enzymes impliquées dans leur biosynthèse, 

nous avons entrepris d’étudier la structure fine des glycannes majeurs de E. cuniculi et A. locustae. 

Nous avons démontré l’absence de N-glycosylation chez ces deux organismes, en accord avec 

l’absence des homologues microsporidiens pour les enzymes-clefs de la N-glycosylation. Par contre, 

nous avons mis en évidence et séquencé par l’utilisation combinée de la spectrométrie de masse, de 

la chromatographie en phase gaz et de la RMN à très haut champ une famille homogène de O-

glycannes linéaires constitués de résidus de mannoses liés en α1-2 (Taupin et al., 2007). Ces 

composés sont très similaires à ceux identifiés dans la levure pathogène C. albicans. La définition 

précise de la structure des O-glycannes endogènes ouvre la voie à l’étude des enzymes de 

biosynthèse des glycannes et du rôle de la glycosylation chez ces organismes sur le modèle des 

études actuellement réalisées chez les levures. 

 



 39 

 



 40 

 



 41 

 



 42 

 



 43 

 



 44 

 



 45 

 



 46 

 



 47 

 



 48 

 



 49 

 



 50 

 



 51 

Etude de la biosynthèse des oligomannosides de Toxoplasma gondii 

 

Dans un contexte scientifique très similaire à celui de l’étude de la glycosylation des 

microsporidies, nous avons engagé une collaboration début 2006 avec le Dr. Ralph Schwarz 

(Philipps University Marburg, Allemagne) concernant l’étude du profil de glycosylation du parasite 

Toxoplasma gondii. En effet, malgré les nombreuses études dont il fait l’objet et le problème 

sanitaire majeur dont il est la source, les modes de glycosylation de ce parasite sont méconnus. La 

difficulté majeure de son étude provient du statut de parasite intracellulaire strict de T. gondii qui 

engendre des contaminations importantes de la part de la cellule hôte lors des analyses 

biochimiques. Notre stratégie est basée sur une étude multifactorielle de la glycosylation dans le but 

de suivre la biosynthèse des glycoconjugués et ce à chaque étape du processus de glycosylation. 

Pour ce faire, nous suivons l’incorporation de différents précurseurs radioactifs (mannose, 

mannosamine) au sein des glycoprotéines et glycolipides, l’apparition des précurseurs 

biosynthétiques (dol-P-P-glycannes) des N-glycannes par extraction organique et couplages 

fluorescents et des produits finaux (N-glycannes) par spectrométrie de masse. L’ensemble de ces 

expériences sont réalisées en parallèle sur des parasites cultivés dans deux types de lignées 

cellulaires (vero et HFF) et sur les cellules non infectées (vero et HFF).  

Les résultats d’incorporation de précurseurs indiquent l’existence d’une biosynthèse 

indépendante de N-glycannes par T. gondii. De plus, les parasites libres, expulsés après lyses 

cellulaires sont également capables d’incorporer des précurseurs biosynthétiques. L’analyse par 

spectrométrie de masse indique que les glycoprotéines de T. gondii sont uniquement substituées par 

des N-glycannes de type oligomannosyl alors que les cellules hôtes contiennent également des types 

complexes. Ces résultats sont néanmoins en contradiction partielle avec des recherches bio-

informatiques qui indiquent qu’une partie des homologues des gènes responsables de la biosynthèse 

des N-glycannes (ALG3, ALG9 et ALG12) est absente du génome de T. gondii. Pour résoudre ce 

problème nous avons infecté des cellules hôtes déficientes dans la synthèse de Dolichol Phospho-

mannose Synthase (lignée B3F7) par T. gondii dont les N-glycannes ont été analysés par 

spectrométrie de masse avant et après dégradation enzymatique. Ces expériences nous ont permis 

de démontrer que le parasite possède un système de N-glycosylation hybride unique en son genre. 

En effet, d’une part il synthétise et transfert de manière indépendante sur ses protéines des N-

glycannes tronqués de structures anormales. D’autre part, il utilise également les intermédiaires de 

biosynthèse glycolipidiques de la cellule hôte pour transférer des N-glycannes de type eucaryote 

identiques à ceux de la cellule hôte sur ses propres protéines. 
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Abstract 

 

N-linked glycosylation is the most frequent modification of secreted proteins in eukaryotic cells that 

plays a crucial role in protein folding and trafficking. Mature N-glycans are sequentially processed 

in endoplasmic reticulum and Golgi apparatus through a pathway highly conserved in most 

eukaryotes organisms. Here, we demonstrate that the obligate intracellular protozoan parasite 

Toxoplasma gondii independently transfers endogenous truncated as well as other host derived N-

glycans onto its own proteins. Therefore, we propose that the apicomplexan parasite scavenges N-

glycosylation intermediates from the host cells to compensate the rapid evolution of its biosynthetic 

pathway, which is primarily devoted to modification of proteins with glycosylphosphatidylinositols 

(GPIs) rather than N-glycans.  

 

 

 

 

Introduction 

 

In eukaryotes, asparagine-linked glycosylation (ALG) is initiated in the endoplasmic 

reticulum- (ER)-membrane by the synthesis of lipid-linked oligosaccharides, the Dol-PP-

oligosaccharide (DolPPOS) (Fig.1A) (1, 2, 3, 4, 5). The precursor oligosaccharide 

Glc3Man9GlcNAc2-PP-Dol is assembled in a stepwise manner by the sequential actions of specific 

glycosyltransferases (Alg1–Alg12) and glycosidases. The five first mannose residues are transferred 

from GDP-Man to the chitobiose core, leading to the original structure Man5GlcNAc2. After 

flipping the oligosaccharide to the luminal side of the ER (6, 7) four other mannose residues are 

attached, provided by Dol-P-Man and three glucose residues from Dol-P-Glc. The complete 

oligosaccharide moiety (Glc3Man9GlcNAc2) is then transferred to selected asparagines of the 

nascent proteins on the consensus motif Asn-X-Ser/Thr (Fig. 1A). This central reaction is catalyzed 

by the hetero-oligomeric protein oligosaccharyltransferase (OST) complex (8), which contains a 

catalytic subunit, STT3 (9, 10). 

Whereas many reports are available concerning N-glycosylation in free-living organisms, 

information regarding obligate intracellular parasites is still fragmentary. The data concerning ALG 

genes in several eukaryotic organisms suggest that database mining may allow the prediction of 

DolPPOS structures synthesized by any organism (11). This bioinformatic approach has been 

verified in several unicellular organisms such as Trypanosoma cruzii, Tetrahymena thermophilia or 
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Leishmania major. Interestingly the capacity of classical O-linked and N-linked glycosylations 

appears to be greatly reduced in some species exhibiting an obligate intracellular lifestyle, for 

example, the apicomplexan parasite Plasmodium falciparum contains low levels of N-glycosylation 

capability (12, 13, 14) and two microsporidian species, Encephalitozoon cuniculi and Antonospora 

locustae, seem to have lost the ability to synthesize N-linked glycans through the secondary losses 

of several key enzymes of N-glycosylation pathway (15, 16). Similar to P. falciparum, 

glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchors represent the major carbohydrate modification of 

proteins in Toxoplasma gondii (17, 18, 14). T. gondii is a coccidian parasite found worldwide, that 

infects a wide range of warm-blooded vertebrates and has emerged as an important opportunistic 

pathogen for immunocompromised persons, for example coinfection with HIV often leads to fatal 

encephalitis (19, 20, 21). T. gondii shares common features with other apicomplexan parasites and 

represents a promising model for the study of the biosynthesis and role of glycans in the 

apicomplexa. The first direct biochemical evidence for N-glycosylation of the proliferative-stage, 

tachyzoite, glycoprotein gp23 provided impetus for the study of N-glycosylation in T. gondii (22). 

Furthermore, it was recently reported that N-glycosylation is essential for successful infection (23). 

It's worthy mentioning that lacking of solid structural data represents a major obstacle to 

deciphering glycoconjugate metabolism using bioinformatic tools. T. gondii clearly expresses a 

functional STT3p (24), however genome analysis indicates that orthologs of ALG3, ALG9 and 

ALG12 are absent. These correspond to the set of luminal mannosyltransferases that use Dol-P-Man 

as the sugar donor (Table S1, 13, 25), http://www.toxodb.org/toxo/home.jsp), indicating a profound 

modification in the N-glycan biosynthetic pathway of the parasite. Thus, based on the presence of a 

specific subset of orthologous ALG genes, T. gondii possesses the enzymatic equipment for the 

biosynthesis of truncated Glc3Man5GlcNAc2-PP-Dol, but not complete Glc3Man9GlcNAc2-PP-Dol 

oligosaccharide precursors (Fig. 1B). However, the exact nature of oligosaccharides transferred 

onto nascent parasite proteins is unknown. 
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Experimental Procedures 

 

Cell and parasite cultures 

T. gondii grown in Human Foreskin Fibroblasts or African green monkey kidney cells (VERO cells 

ATCC CCL-81), Human foreskin fibroblasts (HFF; ATCC CRL-1635), CHO Pro-5 and  CHO 

B3F7 were cultured in DMEM (Gibco BRL), supplemented with 10% FCS (Gibco), 2 mM 

glutamine, 100 units/ml penicillin and 0.1 mg/ml streptomycin. Parasites (5 × 107) were added to 

confluent monolayers cells (T175 cm2), harvested after 72 h of cultivation and liberated from their 

host cells using Mixer Mill homogenizer (Retsch). The suspension was run through a 20 ml glass 

wool column to remove cellular debris. The purity of the tachyzoite suspension was monitored 

microscopically. Cell lines and parasites were routinely tested for Mycoplasma contamination.  

To control efficiency of parasites purification, T. gondii grown in CHO B3F7 liberated from their 

host cells were mixed with homogenized Vero-cells and the mixture was purified using glass-wool 

coluns as described before. 

 

Strains and media 

The S. cerevisiae and E. coli strains used in this work were: YPH 499 [Mat a; ura 3- 52; lys 2- 

801amber; ade 2- 101ochre; trp 1- 63; his 3- 200; leu 2- 1] (Stratagene) and E. coli strain XL1-blue 

(Stratagene), which was used for subcloning and other standard recombinant DNA 

procedures. S. cerevisiae strains were grown in YPAD medium [1% (w/v) Bacto yeast extract, 2% 

(w/v) Bactopeptone, 2% (w/v) dextrose, 4 mg l−1 adenine] or SD medium (0.17% Bacto yeast 

nitrogen base, 0.5% ammonium sulphate and 2% dextrose) containing the nutritional supplements 

necessary to complement strain auxotrophs or allow selection of transformants. YPH499–HIS–

GAL–ALG7 was maintained on SGR medium (4% galactose, 2% raffinose, 0.17% Bacto yeast 

nitrogen base, 0.5% ammonium sulphate) in which dextrose is replaced by galactose/raffinose as a 

source of carbohydrates. E. coli strains were grown in LB medium. 

 

Extraction of glycoproteins and preparation of N-glycans 

Collected T. gondii were homogenized by ultrasonic treatment at 4°C. Lipids were extracted by 

sequential extraction with 20 volumes of chloroform/methanol (2:1, v/v), then with a 

chloroform/methanol/water (40:20:3) solution.  

Delipidated homogenates were suspended in a solution of 6 M guanidinium chloride and 5 mM 

Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) in 0.1 M Tris/HCl, pH 8, and agitated for 4 h at 4°C. 

Dithiothreitol was then added to a final concentration of 20 mM and incubated for 5 h at 37°C, 
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followed by the addition of iodoacetamide to a final concentration of 50 mM and further incubated 

overnight in the dark at room temperature. Reduced/alkylated sample was dialyzed against water at 

4°C for 3 days and lyophilized. The recovered protein samples were then sequentially digested by 

(TPSK)-treated trypsin overnight at 37°C, in 50 mM ammonium bicarbonate buffer, pH 8.4 and by 

chimotrypsine. 

Crude peptides/glycopeptides were loaded onto a Sep-Pak C18 cartridge. Glucan polymers and 

other hydrophilic contaminants were washed off with 5% aqueous acetic acid and the bound 

peptides/glycopeptides were eluted with a step gradient of 20, 40 and 60% 1-propanol in water. 

Eluted fractions were pooled, dried down and then incubated with N-glycosidase F (Roche, Basel, 

Switzerland)) overnight at 37°C in 50 mM ammonium bicarbonate buffer, pH 8.4. Released N-

glycans were separated from peptides/glycopeptides using the same C18 Sep-Pak procedure. Pooled 

propan-1-ol fractions were then digested with N-glycosidase A from almond (0.5 mU, Calbiochem) 

in 50 mM ammonium acetate buffer, pH 5, at 37°C overnight. N-glycans released were likewise 

separated from the peptides by the same Sep-pak C18 procedures. 

 

Chemical derivatization 

For MALDI-MS analyses, the glycan samples were permethylated using the NaOH/dimethyl 

sulfoxide slurry method (26). The permethyl derivatives were then extracted in chloroform and 

repeatedly washed with water. 

 

Coupling oligosaccharides with 2-aminopyridine  

After hydrolysis, oligosaccharides were reductively aminated with 2-aminopyridine at the reducing 

end (27). Then, to remove excess reagent and purify 2-PA oligosaccharides, two methanol solutions 

(75% and 85%) are successively added to the reactional mixture and dry under a nitrogen stream. 

After adding 1ml water, pH is adjusted at 10 by adding NH4OH (25%). Aqueous phase is washed 

10 times with chloroform to eliminate excess 2-AP. Aqueous phase is then transfered into a clean 

tube and pH neutralized with glacial acetic acid before lyophilization. Finally, derivatized 

oligosaccharides are purified by SPE onto a Sep-Pack C18 column. 

 

Mannosidase treatment of 2-aminopyridinylated N-glycans 

2-PA coupled PNGase F released-oligosaccharides were digested with alpha-Mannosidase from 

Aspergillus saitoï (GKX5009 Glyko®). Each sample was treated with α(1,2) mannosidase in 100 

mM sodium acetate, 2mM Zn2+  pH 5.0, and incubated overnight at 37°C. The mixture was finally 

applied on a Sep-Pak C18 to purify 2-aminopyridinylated oligosaccharides.  
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MS analyses of glycans 

For MALDI-time-of-flight (MALDI-TOF) MS glycan profiling, native compounds in water were 

mixed 1:1 with 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) matrix (10 mg/mL in MeOH/Water 50:50) 

spotted on the target plate and dried under vacuum. Data acquisition was performed manually on a 

Voyager (Applied biosystem) operated in the reflectron mode. Laser shots were accumulated until a 

satisfactory signal to noise ratio was achieved when combined and smoothed.  

 

Extraction of Lipid Linked Oligosaccharides 

Extractions were performed according to (28). Briefly, cell pellets were extracted with 2ml of 

chloroform/methanol/H2O (3:2:1). After centrifugation, upper phase and proteins were extracted 

twice with 1.5 mL of theoretical lower phase (MeOH 70mL, MgCl2 4mM 5mL, chloroform 

430mL). Then proteins were washed 4 times with 3 mL of theoretical upper phase (MeOH 240mL, 

H2O 225mL, MgCl2 100mM 9.4mL, CH3Cl3 15mL). After partial drying of pellets Dol-PP-OS were 

extracted by 1.5 mL of CH3Cl3/MeOH/H2O (10:10:3; v/v) mixture. Dried Dol-PP-OS were 

hydrolysed by THF/H2O/HCl (9:1:0.083; v/v) at 50°C for 2h. Released oligosaccharides are dried 

under a stream of nitrogen and purified on a carbograph column (Alltech carbograph SPE Column). 
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Results and discussion 

The alg7 gene encodes GlcNAc-1-P transferase that initiates biosynthesis of N-Glycan 

precursors. Therefore, as an initial step toward an evaluation of genetic regulation of the T. gondii 

N-glycosylation, the alg7 gene homolog from T. gondii was identified. Initially, a 338bp fragment 

of putative T. gondii alg7 was identified by BLAST search of the EST database 

(http://www.toxodb.org/toxo/home.jsp) using the sequences of known orthologs from other 

organisms. This was subsequently used to screen a T. gondii Lambda ZAP cDNA library and a 

clone containing a 1503 bp open reading frame predicted to encode 54 KDa type III transmembrane 

protein was isolated (EMBL Data Bank Accession No. AJ436993). The deduced protein sequence 

shows 36.3% and 43% identity to amino acid sequences of the S. cerevisiae- and Homo sapiens- 

homologue proteins, respectively. Furthermore, the putative T. gondii alg7 was able to complement 

a conditional lethal yeast mutant (Fig S1 A and B) strongly indicating that it encodes a functional 

GlcNAc-1 transferase. The fact that T. gondii possesses genes coding for at least two key enzymes 

responsible for the initiation of DolPPOS precursor biosynthesis (alg7) and the transfer of the final 

products to nascent proteins (STT3) (24), strongly suggests that the parasite exhibits a functional, 

although possibly truncated, N-glycosylation pathway. The presence of de novo glycosylation 

pathway in the parasite was confirmed by observing differences between the DolPPOS profiles of 

the parasite and those of its host cells. Whereas the profile of DolPPOS oligosaccharide moieties 

from control African green monkey kidney epithelial (Vero) cells is characterized by prominent 

Man8GlcNAc2, Man9GlcNAc2 and Glc1-3Man9GlcNAc2 (Fig. S2), T. gondii tachyzoites exhibit a 

simpler pattern containing only Hex8GlcNAc2 and Hex9GlcNAc2. The presence of precursors with 

more than eight hexoses does not correlate with the gene repertoire of the parasite, whose genome is 

likely to lack a number of genes required for the biosynthesis of N-glycan (Fig.1B). To reconcile 

these apparently contradictory observations, we defined the nature of the final N-glycans 

biosynthetic products using a glycomic approach, releasing glycans from the total pool of proteins 

from T. gondii grown in different host cells then analyzing their distribution using mass 

spectrometry (MS). Surprisingly, and in contrast to host cells, tachyzoites grown in Vero cells were 

found to lack complex-type N-glycans (Fig. 2). Similar results were obtained with T. gondii 

cultivated in HFF cells (Fig. S3). T. gondii exhibited m/z values consistent with the presence of 

oligomannosylated type N-glycans ranging from Man3HexNAc2 to Man9HexNAc2 that are typically 

observed in mammalian cells. Presence of higher mannosylated glycans on parasitic proteins is 

again in contradiction with bioinformatic predictions, leaving in question origin of these compounds. 

To begin to address this discrepancy, we cultivated tachyzoites in a CHO mutant cell line 

deficient in Dol-P-Man synthase, B3F7 (29). These cells synthesize Glc1-3Man5GlcNAc2-PP-Dol, 



 60 

instead of the classical Glc1-3Man9GlcNAc2-PP-Dol lipidic precursors, and transfers truncated 

Glc3Man5GlcNAc2 onto their newly synthesized proteins (Fig. 1C; 30). Accordingly, N-

glycosylation profile of host B3F7 cell line is dominated by truncated Man3GlcNAc2 to 

Man5GlcNAc2 as well as complex-type N-glycans that are likely to result from the trimming and 

processing of Glc3Man5GlcNAc2 (Fig. S4A and Fig. 3C) (30). Hex6-8GlcNAc2 signals were 

tentatively attributed to glucosylated Glc1-3Man5GlcNAc2 and which are found on proteins due to 

their large accumulation in mutant cells. Both T. gondii and B3F7 cells are expected to synthesize 

similar truncated glycans as the result of the deficiency in different activities: Dol-P-Man synthase 

in B3F7 and luminal mannosyltransferases using Dol-P-Man in T. gondii. If the synthesis of 

Man9GlcNAc2 observed in T. gondii grown in Vero and HFF cells was the result of the 

complementation of parasite-deficient ALG3, ALG9 and ALG12 enzymatic activities by the host 

cell, we would then also find this glycan in T. gondii grown in B3F7, which also harbors these 

enzymes. However, T. gondii grown in B3F7 mutant cells synthesize oligosaccharides varying from 

Hex3GlcNAc2 to Hex8GlcNAc2 (Fig. S4B and Fig. 3E) but no Hex9GlcNAc2 (Fig 2B, Fig. S3B). In 

all infected host cell types analyzed no complex-type was observed to modify parasite proteins. The 

specific absence of Hex9GlcNAc2 signals in T. gondii grown in B3F7 cells compared with other 

host cells established that parasite glycosylation capacities are somehow dependant of the host. 

However, the parasite does not use its host enzymatic repertoire to complement its own incomplete 

repertoire. Based on the known mammalian glycosyltransferase repertoire, the Hex5-8HexNAc2 

signals observed in Vero and HFF cells are classical branched mature N-glycans derived from the 

trimming of Glc3Man9GlcNAc2, while in B3F7 cells, they largely correspond to truncated Glc0-

3Man5GlcNAc2. It is noteworthy that the mutant (B3F7) does not have a complete deficiency in the 

DolPMan synthase activity as minute, but measurable, amounts of Man9GlcNAc2 were also 

detected.  

Finally, to assess the relative contributions of the parasite and host cells to T. gondii N-

glycosylation, we looked for the precise origin of the protozoan N-glycans in various host cells. The 

exquisite specificity of Aspergillus saitoi exo-mannosidase toward (α1-2) linkage allows the 

differentiation of the Golgi-degradation products (Fig. 3G) from the linear ER related compounds 

(Fig 3H) and the glucose containing truncated glycans (Fig. 3I). The efficiency of this enzymatic 

treatment was evaluated by MS using a standard mixture of high mannose-type chains ranging in 

size from Man6GlcNAc2 to Man9GlcNAc2. This demonstrated that glycans ranging from 

Man7GlcNAc2 to Man9HexNAc2 were completely degraded to branched Man5HexNAc2, with a 

small amount degraded to Man6GlcNAc2 (Fig S5). On the other hand, treatment of N-glycans 

isolated from tachyzoites grown in B3F7 cells demonstrated complete degradation of Man4GlcNAc2 
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and Man5GlcNAc2 to generate Man3GlcNAc2. This indicated that these two oligosaccharides are 

ER-derived compounds (Fig. 3E and 3F). Furthermore, resistance of Hex6GlcNAc2, Hex7GlcNAc2 

and Hex8GlcNAc2 to mannosidase activity, as well as absence of a branched Man5GlcNAc2 

degradation product establishes that these compounds are Glc1-3Man5GlcNAc2 truncated glycans. A 

similar strategy was employed to confirm that truncated N-glycans are the major type of 

glycosylation in B3F7 cells (Fig. 3C and 3D). It also confirmed the presence of small amounts of 

branched glycans, not observed in T. gondii, due to residual DolPMan synthase activity in B3F7 

cells, as already suggested by the presence of Man9GlcNAc2 signals. Taken together, these data 

show that T. gondii transfers truncated N-glycans onto newly synthesized proteins. However, since 

both parasite and B3F7 mutant cells may synthesize identical N-glycans, therefore the final 

observed products may originate either from DolPPOS de novo synthesized by the parasite or 

scavenged from the host cells.  

 As expected, mannosidase treatment of Vero cell-derived N-glycans eliminated Man7-

9GlcNAc2 confirming that the all mature N-glycans are indeed Golgi-modified products (Fig. S6), 

as observed with the standard N-glycans, their complete degradation generated a prominent 

branched Man5GlcNAc2 and minor Man6GlcNAc2. In contrast, Hex7-9GlcNAc2 isolated from T. 

gondii grown in Vero cells was partially resistant to digestion by mannosidase, indicating the 

presence of truncated Glc1-3Man5GlcNAc2 glycans (Fig. 3A and 3B). However, concomitant 

marked increase of branched Man5GlcNAc2 and disappearance of Hex9GlcNAc2 clearly indicate the 

presence of branched Man6-9GlcNAc2, as well. To confirm that the Hex9GlcNAc2 signal originated 

from T. gondii rather then host-cell contaminant, parasites released from B3F7 cells were mixed 

with homogenized Vero cells and, after purification as described before, the N-glycan profile was 

analyzed. This analysis revealed an absence of Hex9GlcNAc2, thereby indicating that any 

contamination from host cells is below the level of detection (Fig. S7).  

Analyses of N-glycans extracted from tachyzoites grown in different host cells clearly 

demonstrated that the parasite is able to synthesize, as well as transfer, truncated, immature 

oligomannosylated N-glycans to parasite proteins (23), in a host independent manner. These results 

are in agreement with in silico prediction of T. gondii glycosyltransferase pathway as well as, the 

presence of key enzymes of the dolichol pathway in the parasite (11, 25). However, T. gondii also 

transfers classical N-glycans identical to those of its host cells, as indicated by the presence of 

Golgi-derived oligomannosylated-types, when tachyzoites were grown in Vero and HFF, but not in 

DolPMan synthase mutant B3F7 cells. These glycans are not synthesized by the parasite through 

functional complementation of the incomplete T. gondii glycosyltransferase pathway by host cell 

enzymes, since parasites grown in B3F7 cells (which still maintain this activity) do not synthesize 
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mature N-glycans. Therefore, we hypothesize that T. gondii scavenges DolPPOS from its host cell 

in a non-specific manner and subsequently transfers its oligosaccharidic moieties onto its own 

newly-synthesized proteins, as evidenced by the presence of functional STT3p (24). Once 

transferred, the destiny of these glycans remains unclear; however they seem to undergo very 

limited processing in contrast to mammalian cells. Indeed, in contrast to B3F7 mutant cells that 

extensively process the Glc1-3Man5GlcNAc2 precursor glycans toward Man4GlcNAc2 and complex 

types, T. gondii grown in these cells transfer mainly unprocessed Glc1-3Man5GlcNAc2 onto nascent 

proteins. This is in good agreement with the apparent lack of most proteins involved in the quality 

control of newly synthesized proteins in T. gondii (31).  

To our knowledge, this represents the first documented example of the scavenging of glycan 

intermediates from the host cell by an intracellular parasite. In a similar way, T. gondii has been 

shown to mobilize selected host lipids to fullfil its high metabolic requirements during proliferation 

(32, 33, 34). These exchanges could be facilitated by the close association of the parasitophorous 

vacuole membrane with the host endoplasmic reticulum, where the early steps of N-glycan 

biosynthesis take place. From an evolutionary perspective, it is noteworthy that the absence of Dol-

P-Man dependent mannosyltransferase activities in the N-glycosylation pathway is counterbalanced 

by the synthesis of very large quantities of GPI-type glycosylation (35). Considering the postulated 

common evolutionary origin of ALG enzymes and PIG enzymes involved in the biosynthesis of 

phosphatidyl-inositol glycans (36), one may postulate that Dol-P-Man dependent 

mannosyltransferases could have rapidly evolved toward the exclusive synthesis of GPI in T. gondii. 

The presence of such enzymes in apicomplexan protozoa is in agreement with this hypothesis (37). 

The opportunity for the parasite to use N-glycan precursors synthesized by the host could then have 

lifted the selective pressure to keep an intact reticular N-glycosylation pathway, acting as a 

powerful drive for the evolution of glycosylation machinery in intracellular obligatory parasites. 
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Figure 1 Inventory of ALG glycosyltransferases genes and predicted dolichol-linked N-glycans in 

(A) classical mammalian cell, (B) T. gondii and (C) B3F7 mutant cell line 
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Figure 2 MALDI-TOF/MS comparison of native PNGase F released oligosaccharides from (A) 

Vero cells and (B) T. gondii grown in Vero cells. (C) Summary of native and 2-AP derivatives 

compounds observed by MS in vero cells and T. gondii grown in Vero cells. 
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Figure 3 MS profiles of oligosaccharides released from proteins of (A,B) T. gondii grown in vero 

cells, (C,D) B3F7 cells, (E,F) T. gondii grown in B3F7 cells, (A,C,E) before and (B,D,F) after 

Aspergillus saitoï exo-mannosidase digestion. Susceptibility to A. saitoï exo-mannosidase digestion 

of (G) branched Golgi derived oligomannosyl-types, (H) ER derived N-glycans and (I) ER derived 

linear truncated N-glycans. 
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Supporting Figures  

 

Figure S1 Functional complementation of the conditional lethal S. cerevisiae strain YPH499-HIS-

GAL-ALG7 by the T. gondii ALG7. The conditional lethal mutant was transformed with plasmids 

carrying either the Human ALG7 (HsALG7) or the T. gondii ALG7 (TgALG7). The transformed 

cells were then streaked onto plates containing minimal medium lacking histidine and containing 

either galactose (SGR) (2) or glucose (SD) (3) and incubated at 30°C. 
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Figure S2 MALDI-TOF/MS comparison of DolPPOS acid hydrolysed released oligosaccharides 

from (A) Vero cells and (B) T. gondii grown in Vero cells. (C) Summary of permethylated 

compounds observed by MS in Vero cells and T. gondii grown in Vero cells. 

 

 

 

 

 

 

Figure S3 MALDI-TOF/MS comparison of native PNGase F released oligosaccharides from (A) 

HFF cells and (B) T. gondii grown in HFF cells. (C) Summary of native and 2-AP derivatives 

compounds observed by MS in HFF cells and T. gondii grown in HFF cells. 

 

 

 



 71 

Figure S4 MALDI-TOF/MS comparison of native PNGase F released oligosaccharides from (A) 

B3F7 cells and (B) T. gondii grown in B3F7 cells. (C) Summary of native and 2-AP derivatives 

compounds observed by MS in B3F7 cells and T. gondii grown in B3F7 cells. 

 

 

 

 

 

Figure S5 Susceptibility of standard branched olimannosyl-types N-Glycans to A. saitoi exo-

mannosidase digestion. MS profiles of 2-AP derivatized olimannosyl-types N-Glycans (A) before 

and (B) after mannosidase digestion. 
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Figure S6 Susceptibility of Vero cells derived N-Glycans to A. saitoi exo-mannosidase digestion. 

MS profiles of 2-AP derivatized olimannosyl-types N-Glycans (A) before and (B) after 

mannosidase digestion. * correspond to complex types N-glycans. 

 

 

 

 

Figure S7 MALDI-TOF/MS of native PNGase F released oligosaccharides from T. gondii grown in 

B3F7 mixed with VERO cells debris after purification on a glass wool column. * correspond to 

glucose polymers. 
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Table S1 Genes predicted to be involved in protein N-glycosylation in T. gondii. 

 

 

Statistical summary on the proteins 

 
Gene Function 

 

Item 

 

 

Yeast 

 

 

Human 

 

 

T. gondii 

 

References 

Molecular 

weight 
50.37 46.09 53.95 

Residue 

numbers 
448 408 500 

Charge 6 3 -6 

ALG7 

UDP-N-acetyl-

glucosamine-1-

P transferase, 

transfers Glc-

Nac-P from 

UDP-GlcNac to 

Dol-P in the 

ER  

Isoelectric 

point 
8.40 7.92 5.90 

 

Eckert et al. (1998) 

Hartog and Bishop,1987 

 

Molecular 

weight 
30.36 29.63 26.93 

Residue 

numbers 
267 260 237 

Charge 1 10 4 

DPM1 

catalyzes the 

formation of 

Dol-P-Man from 

Dol-P and GDP-

Man/ER 

membrane 

 
Isoelectric 

point 
7.97 10.40 9.76 

Orlean  et al. (1988); 

Mazhari-Tabrizi  et 

al. (1996) ; 

Maeda  et al. (2000) ; 

Colussi PA, et al. 

(1997) 

 

Molecular 

weight 
51.93 52.52 63.40 

Residue 

numbers 
449 464 574 

Charge 9 -2 10 

ALG1 

β-1 ,4-

mannosyl-

transferase; 

essential for 

viability 
Isoelectric 

point 
9.31 7.19 8.18 

Huffaker & Robbins, 

1983; Couto et 

al.,1984; 

Albright & Robbins, 

1990 

 

Molecular 

weight 
58.05 47.09 56.37 

Residue 

numbers 
503 416 506 

Charge -7 -2 1 
ALG2 

α-1,3-

mannosyl- and 

α-1,6-

mannosyl- 

Transferases 

that 

catalyze two 

consecutive 

steps 

Isoelectric 

point 
6.22 7.02 7.65 

Jackson et al., 1993 

 

Molecular 

weight 
63.15 55678.66 58.92 

Residue 

numbers 
548 492 540 

ALGII 
α-1,2-mannosyl 

transferase, 

catalyzes 

sequential 

addition of 

the two 
Charge 13 9 13.00 

Nasr et al., 1996 
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Isoelectric 

point 
9.70 8.48 8.72 

Molecular 

weight 
52.86 50.12 missing 

Residue 

numbers 
458 438  

Charge 11 19  

ALG3 

Dolichol-P-Man 

dependent α-

(1-3) 

mannosyl-

transferase 
Isoelectric 

point 
9.29 10.21  

Huffaker & Robbins, 

1983; Sharma et al., 

1990;  

Verostek et al, 1993;  

Aebi et al.,1996;  

Kimura et al., 1997 

 

Molecular 

weight 
63.78 70.78 missing 

Residue 

numbers 
555 618  

Charge 9 12  
ALG9 

α-1,2-

mannosyl-

transferase 

that catalyzes 

the transfer 

of mannose 

from Dol-P-Man 

to lipid-

linked 

oligosaccharid

es 

Isoelectric 

point 
8.74 8.84  

Burda et al., 1996 

 

Molecular 

weight 
62.67 54.65 missing 

Residue 

numbers 
551 488  

Charge -2 17  ALG12 

α-1,6-

mannosyl-

transferase 

that catalyzes  

the addition 

of the alpha-

1,6 mannose to 

dolichol-

linked 

Man7GlcNAc2, 

Isoelectric 

point 
7.09 10.43  

Grubenmann et al., 

2002 

Molecular 

weight 
62.78 58.34 61.14 

Residue 

numbers 
544 509 564 

Charge 15 12 10 

ALG6 

α-1,3-

glucosyl-

transferase, 

mutations in 

human ortholog 

are associated 

with disease 
Isoelectric 

point 
9.87 8.39 8.61 

Reiss et al., 1996 

 

Molecular 

weight 
38.35 36.94 missing 

Residue 

numbers 
334 324  

Charge 6 10  

ALG5 

UDP-glucose: 

dolichol-

phosphate 

glucosyltransf

eras 
Isoelectric 

point 
9.17 10.05  

Huffaker & Robbins, 

1983;  

te Heesen et al., 

1994;  

Lennon et al., 1995 

 

ALG8 
α-1,3-

glucosyl-

Molecular 

weight 
67.38 60.08 81.47 

Stagljar et al., 1994 
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Residue 

numbers 
577 526 737 

Charge 24 18 15 

Isoelectric 

point 
10.31 9.81 8.85 

Molecular 

weight 
61.74 55.60 66.66 

Residue 

numbers 
525 473 603 

Charge 18 20 14 

ALG10 

Dolichyl-

phosphoglucose

-dependent α-

1,2 glucosyl-

transferase 
Isoelectric 

point 
10.19 10.04 8.82 

Burda and Aebi , 1998 

Molecular 

weight 
81.52 80.52 83 

Residue 

numbers 
718 705 753 

Charge 2 4 17 Stt3 

subunit of the 

oligosaccharyl

-transferase 

that forms a 

subcomplex 

with Ost3p and 

Ost4p and is 

directly 

involved in 

catalysis. 

Isoelectric 

point 
8.10 8.07 10.00 

Yoshida et al., 1995;  

Zufferey et al.,1995; 

Hong  et al., 1996 

Shams-Eldin et al., 

2005 
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2.2- Biosynthèse des ββββ-Mannanes chez C. albicans 

2.2.1- Contexte 

 

Ces travaux ont été initiés par le Dr. G. Strecker en 1990 en collaboration étroite avec le Dr. 

Daniel Poulain (INSERM Unité 799). Ils concernent l’étude structurale des glycoconjugués de la 

paroi de la levure pathogène Candida albicans.  

 

Candida albicans est une levure ascomycète saprophyte de la flore digestive normale de 

l’humain. Cependant, du fait de l'augmentation des traitements immuno-suppresseurs, des 

procédures chirurgicales invasives et du vieillissement de la population des pays occidentaux, cette 

levure est responsable d'infections sévères, souvent disséminées, entraînant une mortalité élevée. Le 

contact entre C. albicans et les cellules hôtes se fait au niveau de la paroi du champignon. Comme 

pour toutes les levures, les parois de ces cellules sont des structures complexes formées d’un réseau 

d’exo-polysaccharides mêlés de nombreuses protéines incluses ou ancrées dans ces structures. Plus 

spécifiquement, la paroi de C. albicans est principalement composée de glucanes (polymères de 

résidus glucoses liés en β-1,3 et β-1,6), de mannanes (polymères de résidus de mannoses liés α-1,2 

et α-1,3) et de mannoprotéines. En plus de ces polymères d'α-Man, des β-1,2 oligomannosides sont 

associés soit aux mannoprotéines pariétales soit au phospholipomannane (PLM) (Shibata et al., 

1985 ; Kobayashi et al., 1992 ; Trinel et al., 2002). Absents chez Saccharomyces cerevisiae, les β-

1,2 oligomannosides ont aussi été identifiés chez d’autres microorganismes, dont certains 

potentiellement pathogènes, tels que des salmonelles (Lindber et al., 1988), le parasite Leishmania 

(Ralton et al., 2003), ou la levure Pichia pastoris (Vinogradov et al., 2000). De nombreuses études 

ont montré que la présence de ces résidus était associée aux mécanismes de reconnaissance hôte-

pathogène, ainsi qu’à la pathogénicité de C. albicans. 

 

Dès les premiers jours de l’existence, les levures font partie intégrante de la flore humaine 

puis deviennent ensuite une composante régulière de l’alimentation. Les relations entre le système 

immunitaire et ces micro-organismes s’équilibrent par le biais de l’immunité innée puis d’un relais 

par l’immunité adaptative dont une des composantes est une réponse humorale dirigée contre des 

polymères de mannoses de la paroi des levures qui peut être mise en évidence chez tous les 

individus. Il existe au moins deux circonstances dans lesquelles les perturbations des relations hôte-

levures aboutissent ou sont liées à des manifestations pathologiques. Il s’agit des candidoses et de la 

maladie de Crohn. Dans le premier cas, des perturbations de l’homéostasie de l’hôte vont aboutir à 
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l’invasion tissulaire par la levure C. albicans qui est un endosaprophyte pathogène opportuniste. 

Dans le second cas, des anticorps anti S. cerevisiae -levure essentiellement alimentaire- vont, pour 

des raisons encore obscures, être des marqueurs prédictifs d’une pathologie inflammatoire sévère du 

tube digestif. L’équipe du Dr Daniel Poulain a contribué à explorer les mécanismes 

physiopathologiques au travers desquels les structures oligo-mannosylées synthétisées par C. 

albicans ou S. cerevisiae peuvent contribuer à la pathogénie. Ces études ont permis d’établir que la 

régulation d’une partie importante des relations hôte-levure était conditionnée par des «codes 

oligomannosidiques » synthétisés différemment par ces dernières en fonction des conditions 

imposées ou permises par l’hôte. Dans ce cadre, la collaboration avec l’équipe du Dr Gérard 

Strecker a été essentielle à l’établissement de la spécificité structurale des domaines 

oligomannosylés au sein des différents glycoconjugués pariétaux de la levure. En particulier, ces 

analyses structurales ont permis de mettre en évidence la présence de β-mannanes spécifiques de C. 

albicans au sein de plusieurs de ces composés et d’identifier une nouvelle classe de glycolipides à 

longues chaînes de β1-2 mannosides (Trinel et al., 1997 ; 1999 ; 2002). De par leur conformation 

hélicoïdale particulière (Nitz et al., 2002), les β mannosides présentent des activités biologiques 

distinctes des α mannosides trouvés chez S. cerevisiae. Alors que ces derniers interagissent avec 

des lectines de type-C, les β mannosides interagissent spécifiquement avec la galectine 3. De plus, 

les β mannosides sont des antigènes pour la réponse immunitaire adaptative et élicitent la synthèse 

d’anticorps protecteurs contre les infections par C. albicans. Enfin, l’administration orale de β 

mannosides synthétiques protège de la colonisation du tractus intestinal de la souris nouveau-né par 

C. albicans, alors que celle d’α mannosides ne présente aucun effet. 

 

2.2.2- Résultats 

 

Identification des ββββ-mannosyltransférases de C. albicans 

 

Nos travaux en collaboration avec l’équipe du docteur D. Poulain concernent la biosynthèse 

des β mannosides dans C. albicans. Ainsi, nous avons suivi par des moyens physicochimiques les 

modifications de β mannosylation dans les parois des C. albicans déficients dans la biosynthèse de 

diverses activités β-mannosyltransférasiques. Une nouvelle famille de β-mannosyltransférases, les 

BMT, a en effet été identifiée dans Pichia pastoris et leurs homologues ont été individuellement 

inactivés chez C. albicans par l’équipe du Dr Poulain. Nous avons ensuite procédé à leur 

phénotypage en analysant par RMN la présence des β mannosides sur les glycolipides et les 
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domaines acide-stable et acide-labile des N-glycannes de leurs phospho-peptido-mannanes. Ainsi, 

nous avons participé à identifier les activités β-mannosyltransférasiques déficientes en fonction de 

la longueur des chaînes oligomannosidiques observées chez chaque mutant. Par exemple, cette 

stratégie nous a permis de démontrer que trois enzymes distinctes CaBmt2, CaBmt3 et CaBmt4 

étaient responsables de l’ajout séquentiel des trois premiers résidus de mannose en béta sur le 

phospho-mannane des N-glycannes (Mille et al., 2008). Les enzymes responsables de la 

biosynthèse du domaine acido-stable ont également été identifiées de la même manière. 

Parallèlement, l’analyse structurale des phospholipomannanes isolés des souches mutées dans la 

synthèse des β-mannosyltransférases nous a permis de déterminer la spécificité de deux autres 

membres de la famille des BMTs, les BMT5 et BMT6, pour les glycolipides (Mille et al., soumis). 

Il est à noter que tous les membres de cette nouvelle famille d’enzymes font preuve d’une 

remarquable spécificité de substrats malgré de très fortes homologies de séquences. De fait, les 

BMTs apparaissent comme un modèle extrêmement prometteur pour l’étude des relations entre 

structure et activité des glycosyltransférases. Ce point sera abordé plus avant dans les projets. 

 

Application de la RMN HR-MAS à l’étude des profils de glycosylation des levures 

 

Suite à la définition de la spécificité fine de chaque β-mannosyltransférase par l’analyse 

détaillée de la structure des mannanes purifiés de chaque souche mutante, les profils de 

glycosylation totaux de ces souches ont été déterminés par Résonance Magnétique Nucléaire HR-

MAS (High Resolution-Magic Angle Spinning). Cette technique nouvellement introduite, et mise 

en place par l’équipe de Guy Lippens à Lille, permet d’observer les signaux RMN des molécules 

majeures présentes à la surface de cellules vivantes en effectuant des acquisitions sur les cellules 

totales. Elle a récemment été utilisée pour l’analyse des lipoglycannes de la paroi des mycobactéries 

(Li et al., 2005). Nous avons adapté cette technologie à l’étude des mannanes présents à la surface 

des levures, ce qui nous a permis de déterminer le phénotype glycannique de souches mutantes sans 

a priori structuraux. Pour ce faire, les culots cellulaires de différents sérotypes contrôles de C. 

albicans et des souches mutantes déficientes dans la synthèse des β-mannosyltransférases 

impliquées dans la synthèse des mannanes ont été insérés dans des rotors en oxyde de zirconium et 

analysés en RMN HR-MAS 1H homonucléaire mono et bidimensionnelles et 1H-X hétéronucléaires 

bidimensionnelles. Les spectres ont ensuite été comparés à ceux de mannanes purifiés pour 

déterminer les modifications structurales des mannanes exprimés à la surface cellulaire dans les 

différentes souches mutantes. La comparaison de la région anomérique des spectres HR-MAS RMN 
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1H-13C hétéronucléaires du mannane purifié et de la souche standard démontre la présence de β-

mannoses à la surface des cellules vivantes. L’anomérie des différents signaux est attribuée grâce à 

la mesure des constantes de couplages directes (1JH,C 170 Hz pour les α -Man et 160 Hz pour les β-

Man). En accord avec nos observations sur les molécules purifiées, nous avons démontré que 

l’inactivation des gènes de chaque β-mannosyltransférase induisait des changements spécifiques 

dans l’expression des épitopes β-mannosylés à la surface des cellules. De plus, la comparaison des 

profils glycanniques de surface a mis en évidence la présence de structures β-mannosylées 

additionnelles différentes de celles observées sur les phospho-peptido mannanes et 

phospholipomannanes purifiés. En particulier, nous observons un ensemble de paramètres RMN 

attribués à un résidu de phospho β-Man encore jamais décrit sur les manno-glycoconjugués 

fongiques. De fait, la RMN HR-MAS s'est révélée être une technique d'analyse extrêmement 

puissante permettant non seulement de suivre l'évolution de la structure de motifs glycanniques 

pariétaux connus, mais également de mettre en évidence des motifs inconnus que les techniques 

classiques d'analyse après purification ne permettent pas d'observer. 

Notre implication dans l’étude des activités associées aux BMTs et l’application de la RMN 

HR-MAS est décrite dans les deux publications suivantes : Mille et al., 2008; Maes et al., soumis. 
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Abstract 

 

The yeast Candida albicans is an opportunistic pathogen, part of the normal human microbial flora 

that causes infections in immunocompromised individuals with a high morbidity and mortality 

levels. Recognition of yeasts by host cells is directly mediated by cell wall components of the yeast, 

including a wide range of abundantly expressed glycoconjugates. Of particular interest in C. 

albicans are the β-mannosylated epitopes that show a complex expression pattern on N-glycan 

moiety of phosphopeptidomannans and are absent in the non-pathogenic species Saccharomyces 

cerevisiae. Being known as potent antigens for the adaptive immune response and elicitors of 

specific infection-protective antibodies, the exact delineation of β-mannosides regulation and 

expression pathways has lately become a major milestone toward the comprehension of host-

pathogen interplay. Using the newly developed HR-MAS NMR methodology, we demonstrate here 

the possibility of assessing the general profiles of cell surface exposed glycosylates from intact 

living yeast cells without any prior, potentially destructive, purification step. This technique 

permitted to directly observe structural modifications of surface expressed phosphodiester-linked β-

mannosides on a series of deletion strains in β-mannosyltransferases and phospho-

mannosyltransferases compared with their parental strains. 
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Introduction 

 

The cell surfaces of yeast are covered with a dense glyco-shield whose biogenesis is tightly 

controlled by environmental stimuli. Definition of structure to activity relationships classically 

requires selective extraction procedures of large quantities of material to be compatible with 

physicochemical analyses. The application of these procedures in order to unravel basic N- and O-

mannosylation processes by using different temperature sensitive mutants of the eukaryotic yeast 

model Saccharomyces cerevisiae took several decades to achieve a workable structural model 

partially applicable to other yeast model species (1). Based on sequence homologies of 

mannosyltransferases and the deciphering of its mannan structure, the pathogenic yeast Candida 

albicans became a popular model in both biochemistry and immunology considering that 

oligomannose sequences act as adhesins and may even coordinate innate and adaptative immunity 

responses (2, 3). However, progresses in genetics are still impaired by the length, and to a lesser 

extend by the lack of standardization, of cell wall molecules preparation and analysis procedures. 

Moreover application of harsh and selective extraction methods may give a poor physicochemical 

view of the cell wall molecules actually accessible to the host tissues and immune system.  

We therefore adapted the newly developed HR-MAS technology to the analysis of yeast cell 

surface as a mean for connecting genetic and immunologic background knowledge to structure and 

ultra-structure of C. albicans cell wall. We took advantage of our recent involvement in the 

definition of C. albicans mannan phenotypes resulting from selective disruption of 4 members of 

genes encoding for a mannosyltransferase family (4). This family, recently discovered, comprises 9 

genes which transfer β-Man residues to mannan moiety of several cell wall glycoconjugates, 

including the phosphopeptidomannans (PPM). Indeed, β-oligomannosides are one of the most 

salient features of C. albicans cell wall glycoconjugates, compared with non the pathogenic species 

S. cerevisiae (5). They have been first identified by Suzuki and co-workers and then extensively 

characterized both for their distribution on different Candida molecules and their contribution to C. 

albicans virulence (6, 7). We therefore used this model of β-mannosylation previously dissected 

with conventional methods, to demonstrate the usefulness of HR-MAS technology as a new, 

powerful tool to directly assess the molecular phenotypes of yeast glyco-shield. 
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Materials and Methods 

 

 

Strains and Culture Conditions 

The Candida albicans strains used in this study are listed in Table 2. Strains were grown in 

YPD medium (1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose) at 37°C for 16h. Then the cultures were 

harvested before HR-MAS NMR experiments. 

 

Phosphopeptidomannan Extraction 

Phosphopeptidomannan from cells grown in YPD medium was extracted as described 

previously (8). Briefly, cell pellets were suspended in 20 mM citrate buffer and autoclaved at 125°C 

for 90 min. Suspensions were harvested and Fehling’s solution was added to the supernatant to 

precipitate PPM. The PPM was then washed in methanol:acetic acid (8:1) and dried in a Speed Vac 

concentrator. Sugar concentrations were estimated by the sulfuric phenol colorimetric method (9). 

 

NMR experiments 

Liquid NMR experiments were performed on a 9.4 T Avance Bruker® spectrometer where 
1H, 13C and 31P resonate at 400.33, 100.67 and 162.06 MHz respectively. The experiments were 

acquired with a Broad Band Inverse self-shielded z-gradient probehead. Spectra were recorded at 

318K in D2O after two chemical exchanges with 2H2O (Euriso-top, Gif-sur-Yvette, France).  

For 1H-13C HSQC spectra, the spectral widths were 4006 Hz for 1H with 4k acquisition data 

points and 12080 Hz for 13C during 256 scans or transients and for 1H-31P HSQC spectra the 

spectral widths were 4006 Hz with 4k acquisition data points and 32411 Hz for 1H and 31P during 

128 scans or transients respectively. Durations and power levels were optimized for each 

experiment. The other experiments (i.e., 1D spectra 1H, 31P and 2D homonuclear spectra) were 

acquired using classical pulse programs taken in the Bruker® pulse program library. 

Spectra were recorded without sample spinning. The chemical shifts were expressed in ppm 

downfield from the signals of internal acetone, 1H 2.225 ppm 13C 31.55 ppm. HR-MAS NMR 

experiments were achieved on an 18.8 T Avance II Bruker® spectrometer where 1H, 13C and 31P 

resonate at 800.13, 201.2 and 323.9 MHz respectively. The experiments were acquired with a 
1H/13C/31P/2H probe with uniaxial gradients. Before analysis cell-pellets were twice washed with 

deuterium oxide (Euriso-top, Gif-sur-Yvette, France) in order to remove all exchangeable protons. 

Four mm ZrO2 rotor (CortecNet, Paris, France) was filled with 50µL of cell pellets including 0.5 µL 

of acetone as internal standard and finally centrifuged at 3000 rpm. All spectra were recorded at 293 
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K, rotor spinning rate was 8 kHz. All experiments came from Bruker library pulse program, delays 

and powers are optimized for each. For 1H-13C HSQC, the spectral widths were 12820 Hz (1H) with 

1024 points for fid resolution and 29994 Hz (13C) during 400 scans or transients giving 12.5 Hz/pt 

and 75.0 Hz/pt respectively. 

 

 

Results and Discussion 

 

Detailed structural analysis of mannan fragments generated by acetolysis and mild 

hydrolysis previously established that the polymannosylated mannan core of C. albicans is an 

extremely heterogeneous molecule composed by a linear α-1,6 mannan substituted by a wide range 

of α-1,2-, α-1,3-linked mannose residues containing oligomannans and β-1,2-linked mannose 

residues in serotype A. Furthermore, in both serotypes A and B, the mannan core is substituted by a 

phosphodiester linked α- and β-Man residues containing oligomannans commonly referred as acid-

labile domain (Fig. 1). Structure of mannan moieties of phosphopeptidomannan (PPM) from a wide 

range of yeast species, including serotypes A and B of Candida albicans have already been 

extensively studied by multidimensional NMR experiments (10, 11, 12, 13). Shear heterogeneity of 

polysaccharide structure generates a wide variability in the 13C and 1H NMR parameters of 

individual residues depending on their exact location within the polysaccharide chain because of the 

known susceptibility of chemical shifts to direct electronic environment. Whereas the micro-

heterogeneity of NMR parameters is dealt with when analysing purified oligosaccharidic sequences, 

it may be a problem when trying to assess the general glycosylation pattern of intact mannan 

because of signal overlaps which impair its exhaustive sequencing. Still, based on NMR parameters 

of linked mannose residues established from analysis of acetolysis and hydrolysis fragments (10, 13, 

4) the presence of β-Man residues was readily assessed by 1H-13C NMR-HSQC spectroscopy owing 

to the clear observation in the anomeric region of five signals at 4.79/99.9, 4.85/100.1, 4.86/102.3, 

4.94/102.4 and 5.04/102.5 ppm (Fig. 2A). A sixth discrete β-Man signal was also observed at 

4.90/100.1 ppm (signal f) that will be discussed later. β-anomeric configuration of all residues was 

unambiguously demonstrated by non-decoupled 1H-13C HSQC heteronuclear analysis owing to 1JCH 

values of about 160 Hz (data not shown). Although all five main signals are presumably the sum of 

numerous sub-signals from individual residues H-1 in slightly different environments, they each are 

distinct enough to be associated with a clear substitution pattern. So, in accordance with published 

data, the five signals were respectively labelled a to e and been assigned to constant locations of β-
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Man residues within non phosphorylated β-oligomannosylated sequences of different sizes (Table 

1A). Accordingly, all five signals are also observed on the 1H-13C NMR-HSQC spectrum of the 

total acid resistant moiety of PPM that results form the mild acid hydrolysis of total serotype A 

mannan and release of the phosphodiesterified β-oligomannosides (Fig. 2B). Then, recently Shibata 

and collaborators proposed that phosphodiester link influenced the H-1 chemical shifts of the first 

β-Man residues of acid labile oligomannosidic chains by a constant value of ∆δ +0.08 (13) and thus 

deshielded the H-1 values of Manβ1-2Manα1-phosphate and [Manβ1-2]nManβ1-2Manα1-

phosphate (residues B) to 4.83-4.86 and 4.89-4.90 ppm respectively, but left the H-1 parameters of 

other β-Man residues essentially unchanged. This assumption was confirmed by the data of the 

present study which also showed a slight modification of the C-1 chemical shift (∆δ +0.3) of 

Manβ1-2Manα1-phosphate residue (Table 1B). Thus, it appears that H-1/C-1 parameters of 

Manβ1-2Manα1-phosphate switch from signal a to signal b and thus cannot be easily distinguished 

from Manβ1-2Manβ1-2Manα1-2Manα by liquid NMR (Table 1B). H-1/C-1 signal of [Manβ1-

2]nManβ1-2Manα1-phosphate can be observed on 1H-13C NMR-HSQC spectrum at 4.90/100.1 ppm 

(signal f) but partly overlaps with intense Manα1-6Manα- H-1 signal and thus is also difficult to 

observe (Fig. 2B). Then, H-1/C-1 parameters of other β-Man residues associated to 

phosphodiesterified β-oligomannosides cannot be differentiated from those associated to acid-stable 

moiety. In summary, although liquid 1H-13C HSQC NMR analysis of intact mannan isolated from 

PPM permits to easily observe β-mannosylated epitopes owing to their very distinct H-1/C-1 

parameters compared with those of α-mannosylated epitopes, it does not permit to distinguish the 

β-Man residues signals associated to acid-stable from those associated to acid-labile fraction due to 

a series of signal overlaps. 

As a step forward to study the expression of β-mannosylated epitopes at the surface of intact 

yeast cells by NMR, we assessed the usefulness of High Resolution-Magic Angle Spinning (HR-

MAS) NMR by analysing a wide range of wild type and Candida albicans deletion strains. This 

recently developed technology, which enables the acquisition of NMR spectra directly from living 

intact cells, was previously shown to be effective to observe and analyse the structure of complex 

molecules present either at the cell surface or inside the cells as long as they are mobile enough and 

in sufficient quantity. In particular, it was effectively used to analyse the structure of cell wall 

components, including mycobacterial polysaccharides (14) and complex lipids (15), 

lipooligosaccharides from Campylobacter cells (16), as well as intracellular metabolites (17) or 

periplasmic glucans (18). First, we analysed a solution of intact PPM purified from serotype A C. 

albicans (BWP17 strain) by HR-MAS NMR in order to standardize experimental procedure. 1H-13C 
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HSQC experiments showed that HR-MAS NMR exhibited a comparable resolution to liquid NMR 

which permitted to readily discriminate all β-Man associated signals (Fig. Sup 1). Furthermore, all 

α- and β-Man residues on purified PPM analysed by HR-MAS NMR exhibited identical parameters 

than those observed by liquid NMR, which validated the use of this technology to analyse PPM 

structure based on previously established chemical shifts. Then, in order to analyse glycan 

phenotype of whole cells, spectra were acquired on 50 µL of intact cells from different strains. As 

shown on Fig. 3A, anomeric part of 1H-13C HSQC HR-MAS NMR spectrum of living serotype A C. 

albicans (BWP17 strain) cells shows most of the anomeric signals of the mannose residues 

associated to PPM, including both α- and β-Man type residues. All major α-Man residues signals 

that have been identified on purified PPM are clearly observed on 1H-13C HSQC HR-MAS NMR 

spectrum with the noteworthy exception of Manβ1-2Manα1-2 Manα at δ 5.16/101.3 (1H/13C) that 

completely disappeared. Furthermore, anomeric signal for Manα1-2 residue at δ 5.11/99.6 (1H/13C) 

was barely visible on intact cell compared with purified PPM. Then, very intense signals at δ 

5.45/97.4 and 5.56/95.4 (1H/13C) assigned to Manα1-phosphate and [Manβ1-2]nManα1-phosphate 

of the PPM acid-labile fraction were also clearly observed. The nature of α anomeric configuration 

was further confirmed by observation of their 1JH-C coupling constants at 171 Hz by non-decoupled 
1H-13C HSQC and linkage to phosphorus atom also confirmed by 1H-31P HSQC experiments (data 

not shown). Surprisingly, a third signal in the region of phosphorylated α-Man residues was 

identified at δ 5.56/96.0 (1JH-C 164 Hz) exclusively on intact cells by HR-MAS-NMR whereas it 

never appeared on purified PPM analysed either by liquid NMR or by HR-MAS NMR, which 

strongly suggest it is not associated to the purified PPM but to another cell wall related molecule. 

Of particular interest for the present study, are signals previously associated to β-Man residues that 

were easily identified, with the notable exception of a, at identical chemical shifts than those 

observed for purified PPM analysed by liquid and HR-MAS NMR. Signal a (Manβ1-2Manα1-

2Manα-) being the only β-Man signal exclusively assigned to PPM acid-stable fraction, its specific 

and reproducible absence on whole cell analyses suggests that β-Man residues associated to acid-

stable moiety is somehow not detected by HR-MAS NMR analysis of intact C. albicans and thus 

that only phosphodiesterified β-oligomannosides are observed. The transparency of cell wall 

associated acid-stable β-mannosides to HR-MAS NMR analyses was demonstrated by comparing 

data obtained from a serotype A (CaA-mnn4∆ strain) and a serotype B (CaB-mnn4∆ strain) both 

devoid of acid-labile mannoside domain. Indeed, whereas CaA-mnn4∆ strain differs from CaB-

mnn4∆ strain by the presence of acid-stable β-mannosides, they both show identical HSQC spectra, 
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characterized by the total absence of β-Man signals a-e associated to acid-stable moiety (Fig. 3B 

and 3C). This is most probably the result of the specific feature of HR-MAS NMR requiring that 

the investigated samples possess some degrees of mobility. Indeed, constrain molecules exhibiting 

low transversal relaxation time (T2) will not be detected. In agreement with the absence of acid-

labile mannoside domain, no signal associated to Manα1-phosphate and (Manβ1-2)nManα1-

phosphate at δ 5.45/97.4 and 5.56/95.4 can be observed in CaB-mnn4∆ and CaA-mnn4∆ strains. In 

summary, absence of detection of acid-stable β-mannosides in vivo, whereas they are easily 

observed in purified PPM, gives a clear indication that these epitopes have a rigid conformation at 

the cell surface compared to the phosphodiesterified β-oligomannosides that are very mobile. 

Altogether, data established that HR-MAS NMR enables the in situ observation of cell wall PPM 

directly from intact living yeasts without prior purification. Also, the difference in respective 

mobility of both fractions gives the opportunity to specifically target the phosphodiesterified β-

oligomannosides at the cell surface without interference from acid-stable β-mannosides. 

 So, HR-MAS NMR analysis of intact yeasts was used to determine the in vivo phenotypes of 

β-mannosyltansferase mutants CaA-bmt2∆, CaA-bmt3∆ and CaA-bmt4∆ by assessing the structure 

of the phosphodiesterified β-oligomannosides expressed at their cell surfaces. Detailed structural 

analysis of the PPMs purified from these mutants by a combination of mass spectrometry, 

fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis (FACE) and liquid NMR strongly suggested that 

the CaBmt2, CaBmt3 and CaBmt4 proteins were involved in the sequential transfer of the first, the 

second and the third β-Man residues, respectively, onto the acid-labile mannoside of C. albicans 

PPM (Fig. 1) (4). However, the possibility that methodology based on multiple purification and 

chemical degradation steps generate artefacts or overlook eventual alternative substrates can never 

be completely ruled out, which justifies the use of a non-destructive type of analysis on un-

processed samples. Anomeric region of the 1H-13C HSQC HR-MAS NMR spectrum of intact CaA-

bmt2∆ cells shows most α-Man signals previously identified on parental BWP17 strain as well as 

on CaB-mnn4∆ and CaA-mnn4∆ strains, but none of the β-Man signals (Fig. 3D). However, CaA-

bmt2∆ differs from CaB-mnn4∆ and CaA-mnn4∆ strains by the observation of Manα1-phosphate 

H-1 signal at δ 5.45/97.4 in agreement with the presence of a PPM acid-labile domain, the Manβ1-

2Manα1-phosphate H-1 signal still being absent. Altogether, these data unambiguously 

demonstrates that CaA-bmt2∆  expresses at its cells surface PPMs substituted by phosphodiester 

side chains that are constituted by a single, non substituted, α-Man residue. Compared to CaA-

bmt2∆ , 1H-13C HSQC NMR spectrum of CaA-bmt3∆ showed a single additional β-Man residue H-
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1 signal (b: Manβ1-2Manα1-phosphate) as well as a single additional α-Man residue H-1 signal at 

δ 5.56/95.4 (Manβ1-2Manα1-phosphate) (Fig. 3E). The assignment of this last signal as an internal 

2-substituted Man was confirmed by the deshielding of its C-2 value to 78.8 ppm (data not shown). 

Then, spectrum of CaA-bmt4∆ was characterised by the simultaneous presence of β-Man associated 

signals b, c and f (Fig. 3F). In association with the observation of both terminal and internal 

Manα1-phosphate H-1 signals and in accordance with previously established NMR parameters 

(Table 1), these signals established the presence of Manα1-phosphate, Manβ1-2Manα1-phosphate 

and Manβ1-2Manβ1-2Manα1-phosphate side chains at the surface of intact CaA-bmt4∆ cells. 

 Altogether, presented data established the validity of HR-MAS NMR technology for 

analysing glycosylation phenotypes of intact yeast cells. We have shown a perfect correlation 

between in vitro and in vivo analyses of β-mannoside structures by using a number of C. albicans 

serotypes strains as well as strains deficient in extremely specific mannosyltransferases. In vivo 

analysis has the enormous advantage over classical approach of combining low quantities 

requirements (50 µL of packed cells) and no need for any purification procedure, making it useful 

for quick, although structurally informative, phenotyping of mutant strains. A possible drawback of 

this approach is the selective signal suppression phenomenon associated to low mobility. However, 

in the case of C. albicans, we took advantage of it to specifically target mobile molecules by getting 

rid of overlapping non informative signals. We do believe that HR-MAS technology has an 

enormous potential for analysing the regulation of expression a wide range of yeast parietal 

molecules and could be extremely useful to the yeast community. 
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Table 1. Estimation of 1H-13C chemical shifts (δ) of β-mannosides associated residues substituting 

A, acid-stable and B, acid-labile domains of C. albicans PPM, according to 4, 10, 13 and personal 

data. a to f correspond to the signals actually observed on liquid 1H-13C HSQC NMR and 1H-13C 

HSQC HR-MAS NMR spectra (Fig. 2 and 3). 

ΑΑΑΑ
Sugar residues

E         D         C         B          A                 

Mβ1-2 Mα1-2/3 Mα1- 1H a 4.76-4.79
13C 99.6-100.0

Mβ1-2 Mβ1-2 Mα1-2/3 Mα1- 1H c 4.80-4.86 b 4.83-4.86
13C 101.8-102.2 99.9-100.6

Mβ1-2 Mβ1-2 Mβ1-2 Mα1-2/3 Mα1- 1H d 4.89-4.94 d 4.89-4.94 b 4.83-4.86
13C 102.2-102.4 102.2-102.4 100.1-100.6

Mβ1-2 Mβ1-2 Mβ1-2 Mβ1-2 Mα1-2/3 Mα1- 1H d 4.89-4.94 e 4.96-5.04 d 4.89-4.94 b 4.83-4.86
13C 102.2-102.4 102.4-102.6 102.2-102.4 100.2-100.6

ΒΒΒΒ
Sugar residues

E         D         C          B           A                  

Mα1-phosphate 1H 5.45
13C 97.4

Mβ1-2 Mα1-phosphate 1H b 4.83-4.86 5.56
13C 99.9-100.6 95.4

Mβ1-2 Mβ1-2 Mα1-phosphate 1H c 4.80-4.86 f 4.89-4.90 5.56
13C 101.8-102.2 100.1 95.4

Mβ1-2 Mβ1-2 Mβ1-2 Mα1-phosphate 1H d 4.89-4.94 d 4.89-4.94 f 4.89-4.90 5.56
13C 102.2-102.4 102.2-102.4 100.1 95.4

Range  of 1H and 13C chemical shifts

E D C B

Range  of 1H and 13C chemical shifts

D C B A

 

 

 

Table 2. Strains used in this study. 

 

Strain Genotype References 

BWP17 Serotype A strain, controle strain Wilson et al, 1999 (19) 

CaA-mnn4∆ Serotype A strain, mnn4∆/mnn4∆ Hobson et al, 2004 (20) 

CaB-mnn4∆ Serotype B strain, mnn4∆/mnn4∆ Singleton et al, 2005 (21) 

CaA-bmt2∆ Serotype A strain, bmt2∆/bmt2∆ Mille et al, 2008 (4) 

CaA-bmt3∆ Serotype A strain, bmt3∆/bmt3∆ Mille et al, 2008 (4) 

CaA-bmt4∆ Serotype A strain, bmt4∆/bmt4∆ Mille et al, 2008 (4) 
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Figure 1. Structural model of serotype A C. albicans phosphopeptidomannan (PPM) N-glycan 

moiety. In vitro analysis of PPM purified from C. albicans deletion mutants strongly suggested that 

the acid-labile β-mannosides is initiated by the sequential activities of three β-mannosyltransferases 

names CaBmt2-4p onto the Manα1-Phosphate of the phosphodiester-linked side chain of PPM (4). 
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Figure 2 Liquid NMR analysis of purified PPM. 1H-13C HSQC NMR spectra of A, native  PPM 

and B, acid-stable domain of PPM isolated from serotype A C. albicans (BWP17) enable the 

identification of the β-mannoside moiety owing to six NMR signals a-f (Table 1) but do not permit 

to easily discriminate between acid-stable and acid-labile domains. 1H-31P HSQC NMR analyses 

(C) confirm the presence of Manα1-phosphate and Manβ1-2Manα1-phosphate residues in native 

PPM, and their absence in acid-stable domain of PPM (D). 
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Figure 3 HR-MAS NMR analysis of six intact living C. albicans cells. 1H-13C HSQC HR-MAS 

NMR experiments of intact cells permitted to establish the in vivo structure of phosphodiester-

linked side chains of the cell wall associated PPMs of A, serotype A (BWP17); B, serotype A 

devoid of acid-labile domain (CaA-mnn4∆); C, serotype B devoid of acid-labile domain (CaB-

mnn4∆); D, CaA-bmt2∆ ; ΕΕΕΕ, CaA-bmt3∆ and F, CaA-bmt4∆ strains. * unidentified signal 

exclusively observed on 1H-13C HSQC HR-MAS NMR spectra of total cells. 
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SupFig. 1 Comparison of NMR parameters of purified mannan analysed by liquid and HR-

MAS NMR.  Details of A and C, 1H-13C HSQC liquid NMR; B and D, 1H-13C HSQC HR-MAS 

NMR; E, 1H-31P HSQC liquid NMR and F, 1H-31P HSQC HR-MAS NMR spectra of native PPM 

isolated from serotype A C. albicans demonstrating that PPMs exhibit identical NMR parameters in 

liquid and HR-MAS NMR. a to f signals are all assigned to H-1 β-Man residues as described in 

Table 1. 
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2.3- Diversité structurale des lipoglycannes mycobactériens 

2.3.1- Contexte 

 

Mes travaux concernant la diversité structurale des lipoglycannes ont été initiés lors de ma 

thèse de doctorat en collaboration avec le Dr Laurent Kremer. Ils portaient initialement sur 

l’élucidation de la structure des lipoglycannes. En effet, les lipoglycannes sont des molécules 

intrinsèquement hétérogènes. En plus de la polydispersité dont ils font preuve au sein d'une même 

espèce, ils présentent un certain degré de variabilité structurale inter-spécifique. L'étude de leur 

propriétés biologiques a non seulement révélé qu'ils étaient impliqués dans de nombreux 

phénomènes associés aux infections mycobactériennes, mais également que leurs activités étaient 

très dépendantes de leur origine. De fait, un enjeu de l'étude des LAMs était de déterminer les 

domaines structuraux potentiellement impliqués dans chacune de ces activités et ainsi d'aider à la 

compréhension des mécanismes moléculaires à la base de celles-ci. Les différences d'activité 

observées entre LAMs ont été en partie reliées à la nature de la coiffe, ainsi qu'au statut d'acylation 

de l'ancre lipidique (voir Gilleron et al., 2008). Néanmoins, plusieurs cas ont été observés dans 

lesquels aucune corrélation précise n'a pu être dressée entre activité et structure. C'est le cas des 

pouvoirs chimiotactiques différents des ManLAMs de M. bovis BCG et M. tuberculosis ou des 

pouvoirs d'adhésions différents des ManLAMs de souches distinctes de M. tuberculosis. 

 L'étude des relations entre structure et fonctions des lipoarabinomannannes était rendue 

délicate à cause de deux facteurs principaux: l'hétérogénéité des préparations de LAM et le nombre 

alors réduit de modèles disponibles. Comme l'ont démontré les nombreuses études portant sur la 

structure des LAMs, l'hétérogénéité des préparations de LAM est principalement le fait de la 

polydispersité de leurs domaines saccharidiques et de la multiplicité des états d'acylation de leur 

ancre lipidique. De fait, le développement de protocoles expérimentaux permettant de réduire 

l'hétérogénéité du LAM s'est imposé comme une stratégie valide pour l'étude de la fonctionnalité de 

cette molécule. Ainsi, le fractionnement du LAM en fonction de leur localisation présumée a mis en 

évidence des sous-familles de molécules de structures plus homogènes, qui éventuellement 

induisaient des activités biologiques distinctes (Nigou, et al, 1997; Gilleron, et al, 1997; Gilleron, et 

al., 2000 ; Gilleron et al., 2006) De même, leur séparation en fonction du degré d'acylation a permis 

d'évaluer l'importance de la partie lipidique des LAMs pour certaines de leurs activités (Sidobre et 

al., 2000; Sidobre et al. 2001; Riviere et al., 2004). 

 Une deuxième stratégie d'étude, complémentaire de la première, consistait à rechercher des 

LAMs présentant des déterminants structuraux différents de ceux utilisés jusqu'à présent. En effet, 

seules deux classes majeures de LAMs, qui différent par la nature de leurs coiffes, avaient été 
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décrites: les ManLAMs chez M. tuberculosis, M. bovis, M. Avium et M. leprae et les PILAMs chez 

M. smegmatis et une espèce indéfinie de mycobactéries à croissance rapide. Malgré l'existence 

d'une variabilité structurale au sein des familles, le faible nombre de modèles disponibles ne permet 

que très peu d'études comparatives. Ce type d'approche s'avère souvent être très riche en 

enseignements et est couramment utilisée dans l'étude des relations structure/fonction des molécules 

biologiques.  

Plus de 70 espèces de mycobactéries ont été décrites à ce jour. Considérant l'extrême 

variabilité des structure glycanniques dans le monde bactérien, comme le démontre celle exhibée 

par les glycolipides synthétisés par les mycobactéries, nous sommes partis du postulat que la 

structure du LAM avait de fortes probabilités d'être beaucoup plus hétérogène que ne le suggéraient 

les études effectuées sur un nombre réduit d'espèces. Nos travaux se sont donc inscrits dans cette 

optique avec pour but de mettre en évidence l'existence de nouveaux déterminants structuraux dans 

les LAMs de mycobactéries encore non étudiées. A terme, la purification de nouveaux LAMs devait 

fournir de nouveaux outils pour décrypter les fonctions de cette famille de molécules, et 

éventuellement mettre en évidence de nouvelles fonctions biologiques.  

 

2.3.2- Résultats 

Diversité structurale des lipoglycannes 

 

Nos premiers travaux ont consisté en l'étude structurale des lipomannannes et 

liporabinomannannes extraits de deux espèces de mycobactéries: M. chelonae et M. kansasii 

(Guérardel et al., 2002 ; Guérardel et al., 2003). M. chelonae est une mycobactérie non tuberculeuse, 

essentiellement impliquée dans des infections cutanées, qui présente l'intérêt d'avoir une croissance 

rapide. Le fait qu'elle puisse être transformée en faisait de plus un modèle d'étude attractif. M. 

kansasii est quant à elle considérée comme l'une des mycobactéries atypiques la plus pathogène et 

nous est apparue comme un modèle intéressant par sa relevance clinique potentielle. La structure de 

ces composés a été réalisée au laboratoire grâce à des méthodologies d'étude classiques, directement 

adaptées de la littérature. Ces travaux ont mis en évidence un ensemble de variations structurales 

tant au niveau du domaine lipidique que des différents domaines polysaccharidiques. 

Ces travaux ont permis de montrer que les lipomannannes et lipoarabinomannannes de ces 

deux espèces présentaient de nombreuses caractéristiques communes avec ceux des espèces déjà 

étudiées. En particulier, l'organisation en trois domaines de cette famille de molécule -ancre 

acylglycérol phosphatididyl myoinositol, domaine mannosyle et domaine arabinosyle- semble 

conservée dans l'ensemble des espèces mycobactériennes. Par contre, une liberté structurale limitée 



 113 

présiderait à la synthèse de chaque domaine. Le résultat le plus surprenant était l'identification d'un 

nouveau facteur de variabilité au sein des domaines mannannes des LMs et des LAMs. En effet, 

d'après les études antérieures effectuées, ce domaine semblait être la partie la plus conservée des 

lipoglycannes. Les seules variations mises en évidence étaient d'ordre quantitative et non qualitative, 

et concernaient la taille et le degré de substitution en α-1,2 de la chaîne linéaire α-1,6-Man par des 

mannoses terminaux. Au contraire, l'étude de M. chelonae et M. kansasii a montré que la nature des 

liaisons était également variable, et que ce domaine pouvait être substitué en petite quantité par 

d'autres monosaccharides tel que le thio-méthyl-pentose. Il est intéressant de constater que ce même 

monosaccharide soufré avait déjà été mis en évidence dans le LAM de M. tuberculosis, mais était 

localisé sur le domaine arabinane (Treumann et al., 2002). Sa structure exacte a été déterminée 

récemment comme étant un 5-déoxy-5méthylthio-xylofuranose (Joe et al., 2006). Enfin, ces travaux 

ont démontré que le domaine mannanne des lipoglycannes de M. kansasii puisse être substitué non 

seulement par des unités de mannoses terminales, mais également par des di- et trimères d'α-1,2-

Man, motifs normalement cantonnés à la coiffe oligomannosidique. La diversité glycanniques des 

lipoglycannes étudiés est résumée ci-dessous : 
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Le domaine arabinane, quant à lui, présente une structure qui semble invariable, quelle que 

soit l'espèce. Il a été proposé que les arabinosyltransférases responsables de la synthèse des 

domaines arabinanes du lipoarabinomannanne et de l'arabinogalactane soient, au moins en partie, 

les mêmes. Si tel est les cas, au vu du rôle structurel essentiel que jouent les arabinogalactanes chez 
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toutes les mycobactéries, on peut supposer que la pression de sélection empêche toute déviation de 

l'activité des glycosyltransférases impliquées dans la synthèse des domaines arabinanes, ce qui 

expliquerait leur constance chez les mycobactéries. Par contre, chez M. chelonae le domaine 

arabinane du LAM ne semble substitué par aucun type de coiffe, ce qui permet de définir une 

nouvelle classe de LAM, pour l'instant spécifique à cette espèce. Le LAM de M. kansasii est coiffé 

par des motifs oligomannosidiques et appartient donc à la famille des ManLAMs. 

Enfin, les ancres lipidiques des lipoglycannes de ces deux espèces ne variaient que par leurs 

compositions en acides gras. Alors que M. kansasii présentait des acyl-glycerols très semblables à 

ceux de M. tuberculosis et M. bovis BCG -essentiellement substitués par des acides 

tuberculostéariques et palmitiques- les lipoglycannes de M. chelonae étaient substitués par un 

mélange complexe d'acides gras jamais observé dans ces molécules auparavant. 

 

Activités biologiques associées aux lipoglycannes 

 

Dans un deuxième temps, les propriétés immunologiques des différents lipoglycannes que 

nous avions isolés et caractérisés ont été comparées avec celles des lipoglycannes de souches déjà 

étudiées. Ces travaux ont été rendus possibles grâce à une collaboration étroite avec le Pr E. Elass 

qui s’est fortement impliquée à la fois dans la mise en place et dans la réalisation de ces études. De 

fait, elle a été la principale instigatrice de ces travaux qui ont permis de placer nos études 

structurales dans un contexte biologique cohérent. 

 

L’activité anti-inflammatoire des LAM à coiffe mannosyle de M. tuberculosis avait été 

largement décrite dans la littérature, montrant que ces molécules favorisent l’adhérence et 

l’internalisation du bacille par les macrophages et permettent au pathogène de développer des 

stratégies visant à favoriser sa survie et sa multiplication au sein des granulomes. En revanche, 

lorsque nous avons commencé ces recherches, peu d’études étaient consacrées aux LMs. En 2003, 

nous avons ainsi démontré que les LMs isolés de diverses espèces opportunistes, mais pas les LAM 

correspondants, étaient de puissants inducteurs de cytokines inflammatoires  dans les macrophages 

humains et que cette activité était dépendante de TLR-2 et du corécepteur CD14 (Vignal et al., 

2003). La ‘LPS-binding protein’ (LBP), une glycoprotéine sérique jouant un rôle importante dans la 

désagrégation micellaire des lipides bactériens et leur présentation aux cellules immunitaires, 

potentialise l’effet inducteur des LMs. Nos travaux ont été confirmés  par de nombreux auteurs et 

notamment chez des souris dépourvues de TLR2.  
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Afin de pouvoir mieux définir les mécanismes moléculaires et cellulaires d’action des 

lipomannanes, nos principaux objectifs ont porté sur: 

 

1-L’identification des motifs structuraux des LMs et des LAMs  reconnus par les différents 

récepteurs ou  co-récepteurs du système immunitaire: 

 

En effet, il est actuellement admis que l’interaction des glycolipides bactériens avec les 

cellules est fondée sur l’existence de complexes pluri-moléculaires faisant intervenir à la fois, des 

récepteurs impliquées dans l’activation des voies de signalisation intracellulaires comme les TLR 

et, des molécules co-réceptrices membranaires ou solubles comme le CD14 ou la LBP. Dans le cas 

des TLRs, la présentation de monomères de glycolipides paraît importante pour potentialiser l’effet 

de ces molécules. Ceci ayant été particulièrement bien décrit pour l’interaction des 

lipopolysaccharides avec TLR4. En revanche, les lectines à mannose telles que DC-SIGN ou le 

récepteur à mannose, reconnaissent avec une meilleure affinité les structures multimoléculaires 

agrégées. Etant donné que nous avons observé une augmentation de l’effet inducteur des LMs en 

présence de la LBP et du CD14, nous avons étudié les interactions moléculaires de ces molécules  

avec ses co-récepteurs et identifié les motifs reconnus. 

 

 En utilisant, différents LMs et LAMs ainsi que diverses fractions glucidiques de mannanes 

et arabinomannes purifiées à partir de l’enveloppe de diverses mycobactéries, nous avons démontré 

par résonance plasmonique de surface (Biacore), l’existence d’interactions moléculaires spécifiques 

de ces glycolipides avec le CD14 et la LBP. Les paramétres de fixation (constantes d’affinité et 

constantes de vitesse d’association et de dissociation) ont été caractérisés. L’affinité des LM et 

LAM est plus élevée pour le CD14 que pour la LBP. L’ancre phosphatidyl-myo-inositol 

dimannosylé et acylé est le plus petit domaine des LMs et LAMs capable d’interagir avec ces 

récepteurs, suggérant que ces interactions exigent la présence de la partie lipidique mais pas des 

domaines mannanes et arabinanes. Etant donné que les LMs et LAMs forment en solution aqueuse 

des agrégats micellaires de taille variable, ces résultats indiquent que la LBP et le CD14 peuvent 

intervenir dans la présentation de ces glycolipides aux récepteurs en facilitant la désagrégation de 

micelles formées par les LMs et LAMs en solution aqueuse (Elass et al., 2007). 

 

 

 

 



 116 

2- L’analyse des activités inflammatoires des LMs et des LAMs dans les macrophages: 

 

� Effet des LMs sur la production de métalloprotéinases matricielles  

 Sachant que l’une des conséquences d’une infection à mycobactéries est la formation de 

granulomes suivie par une nécrose tissulaire permettant la dissimination dans l’organisme du pathogène, 

il nous a paru intéressant d’étudier l’effet des LMs et LAMs sur l’induction de métalloprotéases 

matricielles par les macrophages, en particulier sur la synthèse de la MMP9, une collagénase de type IV. 

Ces enzymes sont une famille d’endopeptidases zinc et calcium dépendante qui  jouent un rôle 

important dans le remodelage de la matrice extracellulaire au cours des processus physiologiques et 

pathologiques. En particulier, le taux de MMP9 sécrété par les monocytes-macrophages, est augmenté 

lors d’infection microbienne. Une production excessive de cette enzyme peut conduire en effet conduire 

à des réactions inflammatoires amplifiées conduisant à la destruction des tissus. 

 Nos résultats indiquent que les LMs de M. chelonae, M. kansasii et M. bovis BCG, augmentent 

fortement l’expression et la sécrétion de la MMP9 humaine chez les macrophages alors que l’activité 

inductrice des LAMs correspondants est  faible. Cette induction est dépendante des récepteurs TLR2 

associés à TLR1 et au CD14. En présence de la LBP, l’effet inducteur des LMs est augmenté. Ces 

travaux suggèrent que cette surexpression de la MMP9 pourrait participer aux processus de dégradations 

tissulaires observés lors d’infection mycobactérienne et favoriser ainsi la dissémination du pathogène 

dans l’organisme (Elass et al. 2005). 

 

� Régulation par les LMs des voies d’activation intracellulaires des MAPK (Mitogen-Activated 

Protein Kinases)  

 Les mécanismes intracellulaires induits par les TLR sont complexes et dépendants de  

l’hétérodimérisation de ces récepteurs. En effet, suivant leur coopération avec divers co-récepteurs, les 

TLR peuvent activer plusieurs voies intracellulaires conduisant en particulier à la stimulation du facteur 

NF-kappa B mais également des MAPK. La durée et l’intensité d’activation des MAPK sont contrôlées 

par l’action de phosphatases, notamment MKP-1. Ce mécanisme de régulation pourrait être un des 

mécanismes par lequel le pathogène contrôle le système de défense de l’organisme. Etant donné 

qu’aucune étude ne décrivait l’effet des LMs sur l’induction des MAPK et leur régulation, nous avons 

analysé cette activité.  

 Nous avons démontré que les LMs, purifiés de différentes espèces et reconnus par TLR2, 

induisent de façon transitoire l’activation des voies MAPK (ERK, p38 and JNK MAP kinases) dans 

les macrophages humains. Cette stimulation est suivie  par l’induction de  l’expression de la  MAP 

kinase phosphatase 1 (MKP-1) qui régule la durée et l’intensité d’activation des MAPK, en les 
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déphosphorylant. Les LAMs à coiffe mannosyle de M. kansasii  ou de M.bovis BCG sont 

dépourvus de cette activité. Des inhibiteurs spécifiques des voies ERK and p38 MAPK diminuent 

l’effet inducteur des LMs sur la transcription de MKP-1. Ces travaux indiquent que par ce 

mécanisme, les LMs pourraient contrôler l’activité des macrophages durant le développement de 

l’infection (Elass et al. 2008). 

 

En conclusion, ces travaux ont contribué à éclaircir les mécanismes moléculaires et 

cellulaires d’action des LMs dans les macrophages et visent à mieux comprendre le rôle de ces 

molécules dans la pathogénicité des mycobactéries. Les compétences que nous avons acquises dans 

ce domaine nous permettront d’élargir nos recherches à d’autres molécules isolées de l’enveloppe 

de mycobactéries et caractérisées au niveau structural au sein du groupe, notamment les 

lipooligosaccharides et les glycoprotéines, isolées de M. marinum. Ce travail nous a permis 

également d’ouvrir une nouvelle collaboration avec le Dr Chambers (TB Research Group, 

Veterinary Laboratories Agency Weybridge, New Haw, Addlestone, Surrey KT15 3NB, UK) 

concernant l’effet d’une glycoprotéine mannosylée la MBP83, fortement exprimée et secrétée par M. 

bovis et M. tuberculosis, sur l’expression de la métalloprotéinase MMP9 et sa reconnaissance par 

TLR2. 
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3- Projets 

3.1- Bases moléculaires de la spécificité des ββββ-mannosyltrasférases de C. albicans 

 

Contexte 

Alors que l’étude des voies de biosynthèse des β-glucanes et des mannoprotéines est d’ores 

et déjà avancée, l’identification de gènes participant à formation des β-1,2 oligomannosides du 

PLM ou du phospho-peptidomannane (PPM) n’est que très récente et encore partielle. Notre projet 

a donc pour but le clonage des gènes identifiés, l’identification de nouveaux gènes également 

impliqués, et la caractérisation de l’activité des enzymes codées par ces gènes. En particulier, notre 

intérêt se porte sur la compréhension de la spécificité de ces enzymes vis-à-vis de leurs substrats (ou 

« accepteurs »).  

Sur la base d’homologies de séquence avec la partie C-terminale de Mnn4 (une 

phosphomannosyltransferase de S. cerevisiae), l’équipe du Dr. Daniel Poulain (INSERM U799, 

Lille) a récemment identifié chez P. pastoris 4 gènes potentiellement impliqués dans le transfert en 

β-1,2 de résidus mannose, la famille Bmt (Mille et al., 2008). Les séquences de ces protéines ont 

par la suite permis l’identification de séquences homologues chez les espèces fongiques C. 

albicans, C. glabrata, Debaryomyces hasenii, Saccharomyces castelli, S. kluyveri, Aspergillus 

fumigatus et A. terreus, suggérant la découverte d’une nouvelle famille de gènes spécifique des 

champignons. Par homologie avec la séquence de PpBmt2p, 9 protéines de fonction inconnue, et 

fortement homologues entre elles, ont été mises en évidence chez C. albicans. L’étude de la 

structure des glycoconjugués isolés de souches mutantes déficientes dans la biosynthèse de chacune 

de ces enzymes a permis de déterminer la spécificité fine de six de ces β-1,2 mannosyltransférases. 

Elles sont spécifiques non seulement du motif accepteur, mais également de la molécule porteuse, 

PPM ou PLM. 

A ce jour, la structure tri-dimensionnelle d'une seule mannosyltransferase fongique a été 

résolue (Lobsanov et al., 2004) : il s’agit d’une α-1,2 mannosyltransférase impliquée dans la 

biosynthèse des glycoprotéines pariétales de S. cerevisiae, et appartenant à la famille 15 des 

glycosyltransférases. Celle-ci possède un repliement mixte α/β similaire  à celui de la 

glycosyltransférase-A qui utilise le GDP-mannose comme donneur et un α-mannose comme 

accepteur, l’anomérie du donneur étant conservée en fin de transfert. Les séquences codant pour 

les β-1,2 mannosyltransférases de C. albicans et de P. pastoris ne présentent, quant à elles, aucune 

homologie avec les domaines structuraux répertoriés à ce jour (pas de réponse significative lors de 

blasts contre la base de données nr ou d’analyse pfam). Ainsi l’originalité de ces protéines réside 
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tant dans la spécificité de la réaction catalysée (liaison synthétisée et accepteur employé), que dans 

leur structure primaire (et probablement tridimensionnelle). 

 

Objectifs 

 

L'objectif de ce projet est de mieux comprendre les voies de biosynthèse de ces structures 

originales. Nous allons nous focaliser sur les trois points suivants : 

� Caractérisation biochimique des β-1,2 mannosyltransférases. Les étapes préliminaires 

consisteront à cloner les gènes chez P. pastoris, exprimer les enzymes sous forme soluble 

directement dans le milieu de culture, puis de les purifier. Enfin, des études enzymologiques 

devraient nous permettre de mieux comprendre le mode de synthèse de ces β-1,2 oligomannosides.  

� Compréhension de la séquence d'action des différentes enzymes pour l'élaboration de 

structures complexes telles que les PPM, sachant qu’une seule et même β-1,2 mannosyltransférase 

est probablement capable d'employer différents accepteurs et donc d'intervenir sur différents sites 

de la chaîne glycannique. 

� A plus long terme, la résolution de la structure tridimensionnelle de ces enzymes, par 

cristallographie, pourra venir compléter les caractérisations biochimiques. L’obtention de ces 

nouvelles structures sera d’un intérêt majeur pour le design de nouveaux agents antifongiques 

potentiels. 

 

Programme de recherche 

 

Cloner les gènes chez Pichia pastoris 

Le clonage des gènes codant pour les β-1,2 mannosyltransférases de C. albicans, ainsi que la 

caractérisation des enzymes correspondantes seront réalisés en relation étroite avec les laboratoires 

du Dr. Daniel Poulain (INSERM U799, Lille) et du Dr Stefan Wildt (GlycoFi, Inc./Merck & Co.). 

Les gènes CaBmt1 à 9 pourront être individuellement insérés en multi-copie dans le génome 

de P. pastoris, et surexprimés à l’aide du promoteur fort et inductible au méthanol, AOX1. La 

sécrétion des protéines d’intérêt dans le milieu de culture sera rendue possible par la fusion N-

terminale d’un signal de sécrétion (« facteur α », Invitrogen). Une fusion N- ou C-terminale avec 

une étiquette telle que 6xHis, permettra la purification ultérieure des enzymes, par chromatographie 

d’affinité. Ces dernières seront en principe rendues solubles par la troncature de leur fragment 

transmembranaire. En effet, l’utilisation du logiciel TopPred (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
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bin/MobylePortal/portal.py) nous a permis de prédire l’existence systématique, pour les 9 protéines, 

d’un segment transmembranaire d’une vingtaine d’acides aminés, situé côté N-terminal. 

La production à l’échelle pilote de ces différentes enzymes sera éventuellement assurée dans 

le cadre d’une collaboration avec Dr. Stephan Wildt (Strain Development, GlycoFi, Inc/Merck and 

Co., Inc, Lebanon, NH 03766, Etats-unis). 

 

Etudier la spécificité d’accepteurs 

L’activité individuelle de chaque enzyme purifiée sera déterminée à partir d’accepteurs 

oligosaccharidiques synthétiques et naturels. Les différentes souches mutantes de C. albicans, 

construites au cours de l'étude de Mille et al. (2008), et déficientes pour les différents gènes de β-

1,2 mannosyltransférases, pourront être utilisées pour l’obtention des accepteurs. Ainsi, les 

accepteurs endogènes putatifs de chaque enzyme impliquée dans l’addition de β-Man sur le PPM 

(Bmt1-4) seront générés à partir des souches mutantes correspondantes. Les PPM seront purifiés et 

des oligomannosyles phosphorylés et non phosphorylés seront libérés par hydrolyse alcaline et 

acide respectivement, puis purifiés par chromatographie de gel filtration et HPLC préparative. De 

même, des molécules tronquées de PLM seront purifiées à partir des cellules déficientes dans la 

synthèse de Bmt5 et 6. La structure de ces fractions de mannanes sera précisément déterminée par 

RMN. Par ailleurs, les produits synthétisés à partir de l'une ou l'autre des différentes β-1,2 

mannosyltransférases objets de notre étude pourront eux-mêmes servir d'accepteurs potentiels pour 

les autres enzymes. Les paramètres cinétiques de chaque enzyme (KM et Vmax), obtenus pour les 

différents accepteurs, seront comparés afin d'appréhender les "préférences" de chacune. 

L’originalité de ce projet repose en partie sur la capacité de notre groupe à purifier et analyser des 

accepteurs endogènes putatifs des enzymes étudiées à partir de différentes souches de C. albicans. 

L'ensemble de ces résultats pourra ainsi permettre de mieux comprendre la séquence d'action 

de ces β-1,2 mannosyltransférases pour la synthèse d'oligosaccharides complexes.  

 

Etudier les relations structure-fonctions 

Dans une dernière étape, nous allons tenter de déterminer les motifs structuraux essentiels 

contrôlant la spécificité fine de chaque β-mannosyltransférase que nous avons précédemment 

déterminée. Pour ce faire, nous étudierons la structure tri-dimensionnelle du domaine catalytique 

d’un des membres de la famille des Bmts par co-cristallisation de l’enzyme avec son substrat 

accepteur oligosaccharidique préférentiel. Ces études s’effectueront en collaboration avec le Dr 

Julie Bouckaert de l’Université de Bruxelles, dont l’équipe possède une expertise reconnue dans 
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l’étude de la structure de lectines bactériennes dont certaines sont spécifiques de manno-

glycoconjugués. Sur la base de leurs fortes homologies structurales nous modéliserons la structure 

des autres membres de la famille Bmts au sein du laboratoire.  

 

 

 

3.2- Etude du rôle de la glycosylation des protéines chez Mycobacterium marinum 

 

Contexte 
 

Ces travaux s’intègrent dans un projet plus large, basé sur l’utilisation du modèle émergeant 

Mycobacterium marinum/Danio rerio. Une partie de ce projet est actuellement financée par 

l’Agence Nationale de la Recherche en collaboration avec les Dr. L. Kremer (CNRS UMR 5539) et 

P. Herbomel (CNRS URA2578). M. marinum (M. ma) est un pathogène naturel des poissons qui 

induit une infection aux caractéristiques physiopathologiques semblables à celles rencontrées chez 

l’homme infecté par M. tuberculosis (M. tb). Outre les similitudes entre M. ma et M. tb du point de 

vue de la pathogenèse, ces deux organismes sont très proches génétiquement, d’où  l’intérêt porté à 

M. ma en tant que modèle pour l’étude de la physiopathologie tuberculeuse. De plus, Danio rerio 

("poisson zèbre"), un hôte naturel de M. ma, représente un modèle de choix car son embryon est 

optiquement transparent, ce qui permet de suivre les interactions hôte-pathogènes in vivo et ce en 

temps réel. Nos travaux en cours sur ce sujet consistent à comparer les profil lipidiques et 

glycolipidiqueses de souches de M. ma induisant soit une infection aiguë soit une infection 

chronique granulomateuse dans le poisson. Après identification, ces composants sont purifiés afin 

premièrement de réaliser leur analyse structurale fine, et deuxièmement de les coupler à des billes 

de latex fluorescentes. Ces billes chargées en lipides et glycolipides spécifiques sont alors injectées 

dans l’embryon du poisson. La participation de ces molécules dans divers phénomènes tels que la 

phagocytose, le recrutement cellulaire, la formation de granulomes, et l’incidence des réponses 

innée/adaptative sont ainsi directement visualisées et évaluées in vivo. 

Suite à l’analyse systématique après marquage métabolique des glycolipides de sept souches 

de M. ma, en collaboration avec le Dr. Laurent Kremer, nous avons mis en évidence chez une 

souche induisant une pathologie chronique (Mma7) la présence d’une accumulation d’un 

intermédiaire de biosynthèse glycolipidique. L’analyse chromatographique suggère un défaut de 

biosynthèse du lipo-oligosaccharide IV (LOS IV) entraînant l’accumulation de LOS III dans la 

paroi de la mycobactérie. La structure de ces composés chez M. ma n’étant que partiellement 
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connue, nous avons initié la purification des différents LOS à partir de la souche Mma7 et d’une 

souche présentant un profil lipidique normal dans le but de définir la nature du défaut de 

glycosylation dans la souche Mma7.  

L’étude structurale des LOS purifiés des deux souches MmaM et Mma7, a tout d’abord 

confirmé que la souche Mma7 présentait bien un défaut de biosynthèse du LOS IV. De plus nous 

avons établit que les structures des LOSII, II et IV étaient toutes basées sur un corps 

oligosaccharidique commun de séquence C4-(tetrahydroxy-1,3,4,5-hexyl)-3,6-dideoxy-α-Galp-(1-

4)-β-Xylp-(1-4)-α-Rhap3Me-(1-3)-β-Glcp-(1-3)-β-Glcp-(1-4)-α-Glcp-(1-1)-α-Glcp qui contient en 

position terminale non réductrice un monosaccharide très rare, le caryophyllose, dont la structure 

est représentée ci-dessous : 

 

Dans le cadre de ce projet, nous couplons également tous les composés purifiés à des billes 

de latex fluorescentes qui sont injectées dans l’embryon transparent du poisson par l’équipe du Dr. 

Herbomel. Ces expériences permettent de suivre en temps réel et in vivo le devenir de chaque 

composé et sa participation dans divers phénomènes comme la phagocytose, le recrutement 

cellulaire, la formation de granulomes et l’incidence des réponses innée/adaptative. Les billes 

fluorescentes recouvertes de LM, LAM et LOS ont ainsi été injectées dans le ventricule postérieur 

du cerveau pour évaluer la capacité des composés purifiés à induire le recrutement des macrophages 

dans le ventricule injecté (chimiotactisme). De ces premières expériences il apparaît que le nombre 

de macrophages recrutés dans le ventricule des embryons injectés avec les billes couplées aux 

lipoglycanes est environ 1.5 à 2 fois plus élevé qu’après injection de billes contrôle et celles 

couplées aux lipo-oligosaccharides l’est de 3 à 4 fois plus. En parallèle, nous déterminons in vivo 

les capacités immuno-modulatrices de ces composés par injection dans la circulation sanguine et 

quantification des cytokines pro-inflammatoires zTNFa et zTNFalp présentes chez le poisson zèbre 

(équipe du Dr. L. Kremer). Ces test sont également réalisés in vitro sur des cultures de cellules 

humaines. Les premiers résultats obtenus sur cellules Thp1 différenciées montrent une induction 

spécifique de cytokines pro-inflammatoires par les billes couplées aux LOS. 
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Nous nous proposons d’étendre  le cadre du projet qui vient d’être décrit à l’étude des 

relations entre structure et fonction des glycoprotéines en utilisant le même modèle expérimental 

pathogène-hôte Mycobacterium marinum-Danio rerio.  

 

 

Objectifs 

 

La motivation de ce projet de recherche est de mieux comprendre l’influence de la 

glycosylation des protéines mycobactériennes sur la pathologie tuberculeuse par une approche de 

biochimie structurale. Nos trois principaux objectifs sont : 

 

� D’étudier systématiquement les glycoprotéines exprimées par M. marinum potentiellement 

impliquées dans la pathologie. 

� De déterminer l’importance relative des gènes impliqués dans la glycosylation des protéines.  

� D’etudier le rôle de glycoprotéines excrétées sur la modulation de la réponse immunitaire. 

 

Programme de recherche 

 

 Analyse des profils de glycosylation. 

Les glycoprotéines mannosylées pariétales et excrétées seront purifiées en bloc par 

chromatographie d’affinité sur colonne de lectine ConA. Sur la fraction retenue, nous mettrons en 

évidence les manno-protéines par blot avec lectines de spécificités différentes (ConA et GNA). 

Nous vérifierons que les protéines retenues par chromatographie d’affinité sont réellement 

mannosylées en inhibant la fixation des lectines par des inhibiteurs glycanniques et en 

démannosylant enzymatiquement. Les parties glycanniques seront libérées à partir du mélange de 

glycoprotéines par méthodes chimiques et analysées en mélange par SM, RMN, HPLC et GC/MS. 

En parallèle, les protéines mannosylées seront séquencées par spectrométrie de masse et identifiées 

par comparaison avec les banques de données génétiques. Sur la fraction non retenue par la colonne 

d’affinité, nous évaluerons la possibilité de la présence d’autres types de glycosylation que la 

mannosylation. Ceci sera réalisé sur la base d’études directes après libération chimique et 

l’utilisation d’un large panel de lectines. 

L’ensemble de ces analyses nous fournira une vision globale de l’état de glycosylation des 

protéines dans une souche témoin de M. marinum et permettra de déterminer : 
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- la présence ou non des glycoprotéines déjà connues dans d’autres souches de 

mycobactéries 

- la nature des profils de glycosylation globaux et individuels des glycoprotéines 

- l’identité d’éventuelles nouvelles glycoprotéines 

- la topologie partielle des glycoprotéines 

 

Comparer les profils de glycoprotéines dans différentes souches 

Sur la base de l’identification des glycoprotéines dans la souche de référence, nous 

comparerons les profils de glycoprotéines, totales et excrétées, exprimées dans six souches de M. 

marinum induisant des pathologies chroniques ou aigües. 

� Ces analyses nous permettront de déterminer l’implication éventuelle de glycoprotéines dans 

le type de pathologie induite par M. marinum 

 

Purifier les glycoprotéines d’intérêt 

 En fonction des résultats acquis nous sélectionnerons une ou plusieurs glycoprotéines dans 

le but d’en étudier la structure fine et de l’utiliser dans des tests fonctionnels. Nous sélectionnerons 

les glycoprotéines nouvelles, qui présentent des profils de glycosylation particuliers ou dont 

l’expression varie en fonction de la pathologie. Les glycoprotéines choisies seront purifiées par 

chromatographies successives (affinité, échange d’ions et interactions hydrophobes) et leur 

structure fine analysée par MS/MS. 

 

Déterminer l’importance des gènes impliqués dans la glycosylation des protéines.  

Sur la base de l’identification d’un gène codant pour une O-mannosyltransférase chez M. 

tuberculosis, nous rechercherons les homologues des mannosyltransférases potentiellement 

impliqués dans la biosynthèse des mannoprotéines chez M. marinum. Nous génèrerons des souches 

mutantes de M. marinum dans lesquelles les enzymes mises en évidence seront soit surexprimées 

soit inhibées. Le phénotype de ces souches sera déterminé en terme de croissance et de pouvoir 

infectieux. L’ensemble de ces travaux sera effectué par l’équipe du Dr Laurent Kremer (CNRS 

UMR 5235, Université Montpellier II). 

Nous analyserons les profils glycanniques et glycoprotéiques des différentes souches mutantes 

selon la même méthodologie précédemment décrites. 

� Ces analyses nous permettront de déterminer l’influence individuelle des enzymes de O-

mannosylation sur la glycosylation des protéines de M. marinum. 
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Etudier le rôle de glycoprotéines sur la modulation de la réponse immunitaire. 

Nous étudierons le rôle des glycoprotéines excrétées, en mélange et purifiées, dans les 

réponses cellulaire et immunitaire de l’hôte. Nous profiterons de l’avantage unique que confère le 

modèle M. marinum/Danio rerio pour évaluer l’induction des réponses pro- et anti-inflammatoires 

in vivo. Les composés seront micro-injectés dans les embryons de Danio rerio et la modulation du 

système immunitaire sera suivie au cours de l’infection par dosage des ARN codant pour un panel 

de cytokines. En parallèle, nous utiliserons une lignée macrophagique humaine (THP-1) pour 

déterminer plus précisément la signalisation intracellulaire. Les activités des glycoprotéines issues 

des différentes souches sauvages et mutantes seront comparées dans les différents systèmes 

expérimentaux. L’action de glycosidases spécifiques sera également évaluée sur la fonction des 

différents composés. 

� Ces analyses ont pour objectif de corréler les activités biologiques des glycoprotéines avec 

leur degré de glycosylation. 
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C- Développement de modèles animaux d’étude de 

la glycosylation 
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1- Contexte 

 

Notre équipe de recherche est impliquée depuis de nombreuses années dans l'étude de la 

diversité structurale des glycannes, en particulier des O-glycannes, dans le règne animal. Etudiée de 

façon extensive chez les mammifères, la structure des O-glycannes demeure largement inconnue 

dans le reste du règne animal. Quelques études ponctuelles chez les insectes, les parasites et les 

oiseaux mettent en évidence l'existence de schémas structuraux très différents de ceux existant chez 

les mammifères, générant une extraordinaire diversité structurale. A ce jour, les deux seules études 

systématiques de la structure des O-glycannes chez différentes espèces concernent la classe des 

amphibiens par le Dr Strecker, et la classe des poissons par l'équipe du Dr Inoue, au Japon.  

De manière surprenante, la structure du noyau des O-glycannes est remarquablement 

conservée tout au long de l'évolution, à quelques rares exceptions. A titre d'exemple, tous les O-

glycannes des mucines salivaires de martinet d'Asie (genre Collocalia) contiennent exclusivement 

les noyaux de types 2 ou 5 (Wieruszeski et al., 1987; Strecker et al., 1992). De même les O-

glycannes isolés des œufs de nombreuses espèces de Salmonidae s'articulent autours des noyaux de 

types 1 et 5 tandis que la grande majorité des O-glycannes d'amphibiens possèdent les noyaux de 

types 1, 2 et 3 (Inoue et al., 1997). De fait, la remarquable variabilité structurale des O-glycannes 

tient essentiellement à l'élongation des chaînes glycanniques, qui peut prendre les formes les plus 

diverses en fonction de l'organisme. Ainsi, les O-glycannes isolés de la mucine salivaire du martinet 

d'asie présentent un squelette constitué du disaccharide Gal(β1-4)Galβ, séquence inconnue chez 

l'homme. Les divergences observées dans la structure des O-glycannes des modèles animaux les 

plus éloignés des mammifères rendent les notions de squelette et de périphérie difficiles à appliquer. 

Des études systématiques effectuées chez diverses espèces d'oiseaux, de poissons, d'insectes 

et d'amphibiens, ont permis de mettre en évidence deux faits majeurs. Premièrement, la diversité 

structurale des glycannes semble sans limite. Deuxièmement, la structure des glycannes est 

spécifique à chaque espèce. La spécificité d’espèce, bien sûr, n’exclut pas qu’une même structure 

puisse être commune à plusieurs espèces, car certaines activités glycosyltransférasiques sont 

ubiquitairement retrouvées dans le règne animal. Ceci est particulièrement vrai pour les structures 

les plus courtes, souvent réduites au noyau des O-glycannes. Néanmoins, chaque espèce étudiée 

possède bien un profil de glycosylation unique. Malgré le nombre considérable d’espèces animales, 

le potentiel de diversité de la glycosylation semble être compatible avec une telle hypothèse. Au 

delà de l'aspect purement phénoménologique, ces observations suscitaient de nombreuses questions 

quant aux origines d'une telle diversité et aux implications biologiques qui en découlent.  
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Les glycosyltransférases impliquées dans la synthèse des glycannes sont des enzymes dont 

la spécificité est habituellement très stricte. Ainsi, l'observation directe d'un motif glycannique 

quelconque suppose l'existence d'au moins une glycosyltransférase à l'origine de sa synthèse. 

Suivant ce principe, les études effectuées au laboratoire sur 22 espèces d'amphibiens suggèrent 

l'existence d'une vingtaine d'activités glycosyltransférasiques jamais décrites auparavant et donc 

d'au moins autant de glycosyltransférases nouvelles. Par exemple, l'analyse des O-glycannes de 

trois espèces d'ambystomes démontre l'existence de quatre activités fucosyltransférasiques inédites 

permettant le transfert de fucose en α-1,4 et α-1,5 sur un résidu de Kdn et en α-1,2 et α-1,3 sur du 

fucose (Fig. 4).  

 

Fuc (1-4)α
Fuc (1-5)α

Kdn (2-3)α

Ambystoma tigrinum

Fuc (1-3)α
Fuc (1-4)α Kdn (2-6)α

Ambystoma mexicanum
Fuc (1-2)α

Fuc (1-3)α
Fuc (1-4)α Kdn (2-3)α

Ambystoma maculatum

 

Fig.4 : Epitopes fucosylés observés chez les ambystomes (http://glycobase.univ-lille1.fr/base/) 

 

Le fait que ces activités ségréguent différemment dans chaque espèce suggère qu'elles sont 

bien le fait de quatre enzymes différentes. En effet, A. maculatum exhibe les activités α-1,2 et α-1,3 

fucosyltransférasiques tandis que A. mexicanum n'exhibe que l'activité α-1,3 fucosyltransférasique. 

De même, l'activité α-1,4 est commune aux trois espèces, tandis que l'activité α-1,5 n'est présente 

que chez A. tigrinum. Enfin, ces activités sont hautement spécifiques au substrat. Ainsi, seul le 

fucose présent dans la séquence Fuc(α1-4)Kdn peut être à son tour fucosylé, tandis que les fucoses 

présents dans les motifs Fuc(α1-2)Gal et Fuc(α1-3)GlcNAc ne le sont jamais. Sur la base 

d'homologies de séquences, des études phylogénétiques ont permis de classifier les 

fucosyltransférases des vertébrés en trois groupes: α1,2-, α1,3- et α1,4-fucosyltransférases ayant 

pour substrat le di-N-acétylchitobiose GlcNAc(β1-4)GlcNAc ou le motif Gal(β1-3/4)GlcNAc 

(Oriol et al., 1999). Ainsi, les activités fucosyltransférasiques très particulières observées chez les 

ambystomes ne s'intègrent a priori dans aucun modèle d'évolution proposé et l'origine des enzymes 

impliquées reste inconnue. Bien que très spécifique, l'activité des glycosyltransférases semble très 

sensible aux mutations. Ainsi, il a été montré qu'une mutation unique (Trp111→Arg) dans le 

domaine hyper-variable de la FUT-III était suffisant à modifier son substrat accepteur préférentiel 

du disaccharide de type 1 au type 2 (Dupuy, F. et al., 1999). De fait, les fucosyltransférases non 
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identifiées d'ambystome pourraient aussi bien dériver de l'ancêtre commun des autres 

fucosyltransférases de vertébrés que d'avoir une origine totalement différente. 

 

L'étude et la comparaison des glycosyltransférases animales sont devenues un enjeu majeur 

pour la compréhension à la fois des mécanismes moléculaires à la base de leurs activités, mais aussi 

de leurs rôles dans l'embryogenèse, la fécondation ou les réactions immunitaires. De ce point de vue, 

il apparaît que l'existence d'activités glycosyltransférasiques imprévisibles est la limitation la plus 

flagrante à l'utilisation de modèles basés uniquement sur l'homologie de séquence des 

glycosyltransférases pour prédire le potentiel de glycosylation d'un organisme ou d'un tissu. De 

même, l'utilisation d'accepteurs exogènes standards pour tester l'activité d'une glycosyltransférase 

isolée d'un modèle biologique quelconque peut se révéler trompeuse, le substrat endogène pouvant 

être imprévisible. A ce titre, le cas de la fucosylation du Kdn ou du fucose chez les ambystomes est 

éloquent. Il est à noter également que l'existence d'activités "exotiques" ne se limite pas aux 

modèles très éloignés de l'homme, comme l'a démontré l'identification du motif Fuc(β1-6)GalNAc 

dans la  mucine sous-maxillaire bovine (Martensson, S. et al., 1998). A contrario, les études 

systématiques des glycannes d'amphibiens ont eu le mérite de mettre en évidence l'existence d'une 

énorme diversité dans les activités glycosyltransférasiques liées à la synthèse des O-glycannes, mais 

le manque d'outils moléculaires et de données génétiques sur les modèles utilisés rendent utopique 

la caractérisation de toute glycosyltransférase d'intérêt à partir de ceux ci. En conclusion, il apparaît 

que l'étude fine de toute nouvelle glycosyltransférase nécessite une connaissance préalable de ses 

substrats endogènes potentiels et que les études effectuées sur le modèle humain à partir de bases 

structurales solides ne sont pas systématiquement applicables aux autres modèles animaux. 
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2- Travaux 

 2.1- Profils glycanniques d’animaux modèles 

  

Le modèle xenope 

Initialement, dans le cadre de la thématique principale du Dr Strecker concernant la diversité 

structurale des O-glycannes de gangues oviducales d’amphibiens, j’ai entrepris l’étude des modèles 

Xenopus laevis et Xenopus tropicalis. En effet, Xenopus laevis est un modèle historique d’étude en 

biologie du développement qui est largement utilisé depuis des décennies. L'espèce Xenopus 

tropicalis s'est quant à elle imposée comme l'un des modèles les plus prometteurs en biologie du 

développement. En effet, bien que Xenopus laevis soit le modèle amphibien le plus utilisé jusqu'à 

présent, et par là même celui dont la génétique est la mieux connue, son étude se révèle complexe 

du fait sa nature pseudotétraploïde. Dernièrement, pour pallier cet inconvénient majeur, Xenopus 

tropicalis, une espèce diploïde voisine de X. laevis, a été développée dans de nombreux laboratoires 

pour remplacer ce dernier. La mise en place d'outils génétiques spécifiques à cette espèce laisse 

espérer un développement rapide de X. tropicalis comme modèle d'étude. 

Les O-glycannes des deux espèces d’amphibiens ont été libérés de préparations de mucines 

de gangues oviducales par β-élimination en milieu réducteur, isolés par HPLC et analysés par une 

combinaison de techniques physico-chimiques -RMN, spectrométrie de masse MALDI, 

chromatographie en phase gazeuse- et l'utilisation de lectines spécifiques. Chez X. laevis, ces 

analyses ont été effectuées en parallèle sur six spécimens issus du même élevage et ont nécessité le 

séquençage complet de 76 oligosaccharides. Ces analyses ont permis de mettre en évidence pour la 

première fois chez une espèce animale un polymorphisme intra-spécifique portant sur la structure 

des O-glycannes. Celui ci résulte de l'expression différentielle de deux activités 

glycosyltransférasiques distinctes -α1,4-galactosyl- et α1,3-fucosyltransférasiques- impliquées dans 

la synthèse de la partie terminale non-réductrice des O-glycannes. L'étude de la répartition des 

structures glycanniques sur les différentes mucines oviducales a révélé que le polymorphisme 

glycannique touche également les glycoprotéines au sein d'un même spécimen. 

Chez X. tropicalis, nous avons identifiés douze O-glycannes majeurs, dont neuf avaient déjà 

été identifiés chez d'autres espèces d'amphibiens (Fig. 5). Les composés les plus simples avaient 

également déjà été mis en évidence dans les mucines de diverses autres espèces animales, dont 

l'homme. Par contre, trois O-glycannes substitués par des déterminants de type Lea présentaient des 

structures encore jamais mises en évidence. De fait, la glycosylation de X. tropicalis se caractérise 

par plusieurs traits qui lui sont spécifiques. En particulier, la présence du déterminant Lea le 

distingue de toutes les autres espèces d'amphibiens qui ont été étudiées jusqu'à présent.  
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Fig. 5: Résumé des structures des O-glycannes isolés des gangues oviducales de X. tropicalis 

 

D'une manière générale, le déterminant Lea n'a été observé que très rarement dans les 

glycoprotéines animales, alors qu'il est couramment trouvé dans les glycolipides. A notre 

connaissance, les seuls exemples connus sont les O-glycannes de type mucine qui substituent les 
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immunoglobulines A sécrétées dans le lait humain (Pierce-Crétel et al., 1989). Par contre, le 

déterminant Lea est très commun dans les glycoprotéines de plante (Palma et al., 2001). De plus, le 

composé Gal(β1,3)[Fuc(α1,4)]GlcNAc(β1,6)[Gal(β1,3)]GalNAc-ol (glycanne 9A) représente 

l'unique exemple connu dans le règne animal de chaîne de type I directement liée au GalNAc 

terminal. En effet, jusqu'à présent, dans les O-glycannes, les glycolipides et les oligosaccharides 

libres du lait, la chaîne de type I avait exclusivement été observée en position terminale non 

réductrice, liée le plus souvent sur un enchaînement de type II, ou tout du moins sur un résidu de 

galactose en position C-3. Dans tous les O-glycannes décrits, la position C-6 est communément 

substituée par un disaccharide de type II, mais jamais par un type I. 

Au sein du règne animal, seuls les deux gènes FUT3 et FUT5, qui font partie du cluster de 

gènes de type Lewis (FUT3, -5 et -6), sont connus pour coder des α3/4-fucosyltransférases 

permettant de synthétiser l'épitope Lea (Costache, M. et al., 1997). Les α3/4-fucosyltransférases se 

différencieraient des α3-fucosyltransférases grâce à une séquence consensus très courte HHWD à la 

place de HHRD/E dans leur domaine hypervariable (Table 1).  

 

Substrat 
accepteur 

Nom de l'enzyme 
(espèces) 

Séquence 
conservée 

Type-1 et -2 FUT3 
(Homme/Chimpanzé/macaque) 

HHWD 

        " FUT5 
(Homme/Chimpanzé) 

HHWD 

Type-2 FUT6 
(Homme/Chimpanzé) 

HHRE 

        " FUT7 
(Homme/Souris) 

HHRE 

        " FUT4 
(Homme/Souris) 

HHRD 

 
 

Table 1 : Nature des enzymes responsables de la synthèse des épitopes Lex et Lea (Costache et al., 
2002) 

 

Ces gènes n'ont jusqu'à présent été identifiés que chez les homoïdés (humains et 

chimpanzés), tandis que l'activité α3/4-fucosyltransférases n'a été mise en évidence que chez les 

homoïdés et les singes du vieux monde (Cercopitécoides), mais jamais chez les singes du nouveau 

monde (Platyrrhines). Un orthologue de FUT3 dont le produit présente une activité α4-

fucosyltransférasique, FUT3 rh, a néanmoins été cloné d'un représentant des Cercopitécoides 

(Dupuy, F. et al., 2002). Ces études suggéraient que l'activité α4-fucosyltransférasique est apparue 

deux fois de façon indépendante au cours de l'évolution des primates, à partir d'un même gène 
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ancestral codant une α3-fucosyltransférase. Néanmoins, aucune donnée n'était jusqu'à présent 

disponible quant à l'existence de telles activités ailleurs que chez les primates.  

Suite à la découverte de nouvelles activités fucosyltransférasiques chez les xénopes, une 

collaboration a été mise en place avec le groupe du Pr A. Maftah de l'Unité de Génétique 

Moléculaire Animale (UMR-INRA 1061), dont le but était d'étudier les enzymes responsables de 

ces activités. Les premiers travaux effectués par des techniques de biologie moléculaires ont permis 

de mettre en évidence l'existence chez X. laevis de trois gènes codant pour des α1,3-

fucosyltransférases sur la base des séquences consensus HHRD/E qui étaient potentiellement 

responsables du polymorphisme observé, mais aucune fucosyltransérase présentant la séquence 

HHWD typique des α1,3/4-fucosyltransférases. Par contre, un unique gène présentant de fortes 

homologies avec les fucosyltransférases de type Lewis a été observé dans le génome de X. 

tropicalis.  En place de la séquence permettant de distinguer les α1,3/4- des α1,3-

fucosyltransférases il présentait un motif inédit HSRD, ce qui suggère fortement que ce gène code 

pour un nouveau type d' α1,4-fucosyltransférase chez X. tropicalis. 

 

Le modèle Caenorhabditis elegans 

 A l’heure actuelle, Caenorhabditis elegans est l'animal le plus simple et le mieux 

caractérisé: son anatomie et son développement ont été totalement déterminés, et le séquençage de 

son génome est complet depuis plusieurs années. L'analyse du génome de C. elegans a révélé 

l'existence de nombreux gènes homologues à des glycosyltransférases et des transporteurs de 

nucléotides-sucres, dont certains codent des glycosyltransférases actives. Des gènes codant pour des 

polypeptides GalNAc-transférases (Hagen & Nehrke, 1998), GlcNAc-transférases (Chen et al., 

1999; Warren et al., 2001) et fucosyltransférases (DeBose-Boyd et al., 1998 ; Zheng et al., 2002 ; 

Zheng et al., 2008) actives ont été caractérisés. En effet, vingt deux gènes homologues à des α2-

Fuc-transférases, cinq à des α3- et une à une α6- ont été identifiés dans son génome (Shachter et al., 

2004 ; Oriol et al., 1999 ; Paschinger et al., 2004 ; Paschinger at al., 2005). De plus, son génome ne 

contient pas moins de neuf gènes homologues à la Gal-transférase des vertébrés responsable de la 

synthèse du corps 1 (Galβ1-3GalNAc) et dix huit à la GlcNAc-transférase responsable de la 

synthèse du corps 2 (Galβ1-3[GlcNAcβ1-6]GalNAc) (Ju et al., 2002 ; Schachter et al., 2004 ; Ju et 

al., 2006). De fait certains auteurs estimaient qu'à l'exception de la sialylation, le génome de C. 

elegans coderait un répertoire de gènes capables d'élaborer un profil de glycosylation homologue à 

celui des mammifères (Dennis et al., 1999). C. elegans apparaissait donc comme un modèle idéal 
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pour l'étude du rôle des glycoconjugués dans nombre de processus biologiques reliés au 

développement.  

Ainsi, l'étude de la glycosylation de C. elegans s'intégrait parfaitement dans les objectifs de 

nos travaux, c'est à dire de donner un support structural à la détermination des activités 

glycosyltransférasiques isolées de modèles génétiquement bien définis. Lorsque nous avons 

entrepris cette étude, aucune structure de N- ou de O-glycanne n'avait encore été établie chez C. 

elegans. Par contre les structures de six glycosphingolipides appartenant à la série arthro-, trois 

neutres et trois acides, avaient été établies à partir de lysats totaux de C. elegans (Gerdt et al., 1997; 

Gerdt et al., 1999). Ces structures présentaient des homologies importantes avec le nématode 

parasite Ascaris suum, ce qui confortait la position de C. elegans en tant que modèle d'étude des 

nématodes parasites. 

Pour notre part, nous nous sommes concentré sur l’étude de la structure des O-glycannes. 

D’une manière générale, nos travaux ont démontré que le nématode C. elegans, bien qu'il possède 

de nombreux gènes homologues à des gènes de mammifères codant des glycosyltransférases, et que 

les activités de plusieurs des produits de ces gènes sont similaires à celles de glycosyltransférases 

humaines connues, synthétise in vivo des O-glycannes de structures imprévisibles. Les structures de 

ces composés sont décrites ci-dessous : 
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En particulier, la plupart de ces structures sont caractérisées par la présence inhabituelle de 

résidus de β-Glc. A ce jour, ces composés représentent les seuls exemples connus de O-glycannes 

de types mucine incorporant du glucose. A ce titre, seule l’utilisation combinée de la RMN et de la 

spectrométrie de masse a pu permettre de mettre en évidence cette originalité. Ainsi, les quelques 
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structures que nous avons décrites démontrent l'existence de cinq nouvelles activités 

glycosyltransférasiques très particulières et imprévisibles: deux activités β-1,6-

glucosyltransférasiques, deux activités β-1,3-glucosyltransférasiques et une activité N-

acétylgalactosamine β-1,6-galactosyltransférasique. 

 Ces prédictions ont été en partie confirmées par une étude indépendante, dans laquelle les 

auteurs avaient mis en évidence l'existence chez C. elegans de six gènes apparentés (gly-1 et gly-15 

à -19) dont les séquences présentaient des homologies importantes avec une famille de β-1,6-N-

acétylglucosaminyltransférases de mammifères (Warren, C.E et al., 2001). Cette famille est 

composée de plusieurs membres qui présentent des activités variées: la β6-GlcNAc-T(L) synthétise 

uniquement le noyau de type 2, la β6-GlcNAc-T(M) les noyaux de types 2, 4 et l'antigène I, tandis 

que la I β6-GlcNAc-T synthétise uniquement l'antigène I. Sur la base de  comparaisons de 

séquences, ces gènes de C. elegans apparaissaient comme les meilleurs candidats pour coder des 

β6-GlcNAc-T actifs sur les O-glycannes. Néanmoins, il n'était pas possible de déterminer si ils 

codaient pour des homologues de la β6-GlcNAc-T(L), de la β6-GlcNAc-T(M) ou de la I β6-

GlcNAc-T de mammifère. Sur la base de nos travaux, les auteurs ont réévalué les activités 

endogènes probables de ces enzymes. En particulier, en accord avec la présence du motif Gal(β1-

3)[Glc(β1-6)]GalNAc dans les O-glycannes de C. elegans, ils ont démontré que gly-1 transférait  

préférentiellement du glucose à partir de l'UDP-glucose sur un noyau de type 1 plutôt que de la N-

acétylglucosamine (Warren et al., 2002). Cet exemple démontre directement que l'activité endogène 

d'une telle glycosyltransférase inconnue peut être attribuée uniquement sur la base des substrats 

donneurs et accepteurs endogènes préalablement déterminés par une étude structurale. Ceci est 

d'autant plus vrai que des gènes présentant des homologies importantes peuvent coder des 

glycosyltransférases d'activités différentes, comme le démontre l'exemple cité. 

Une deuxième étude a caractérisé une UDPGalNAc:GlcNAcβ-R β1,4-N-

acétylgalactosaminyltransférase de C. elegans (Kawar et al., 2002). Les deux substrats accepteurs 

exogènes préférentiels testés de cette enzyme sont GlcNAcβ-S-pNP et GlcNAc(β1-6)Gal. De fait 

les auteurs suggèrent que cette enzyme puisse être impliqué dans la synthèse du noyau très 

inhabituel R-GalNAc(β1-4)GlcNAc-Ser/Thr (LacdiNAc terminal) présent dans un des O-glycannes 

que nous avons décrits. Ceci est d'autant plus probable qu'à ce jour aucune autre séquence 

LacdiNAc n'a été décrite ni dans les O-glycannes, ni dans les N-glycannes de C. elegans 

(Paschinger et al., 2008). 

Enfin, hors du champ de l’étude des glycosyltransférases et de leurs activités, 

l’établissement du profil de O-glycosylation de C. elegans a également donné une base structurale 
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solide à l’établissement des phénotypes glycanniques de souches mutantes de nématodes. C’est en 

particulier le cas du mutant sfr-3 chez qui il a été démontré que la résistance aux infections par 

Microbacterium nematophilum et à l’attachement du biofilm des bactéries Yersinia 

pseudotuberculosis et Yersinia pestis serait en partie le résultat de la perte sélective des O-glycannes 

chargés que nous avions décrits (Cipollo et al., 2004). 

 

 

 2.2- Développement de nouveaux modèles animaux d’étude de la sialylation 

  2.2.1- Poisson zèbre 

 

Les travaux que nous avons réalisés sur les profils de glycosylation des xénopes et de C. 

elegans ont pleinement remplis leurs objectifs qui étaient de mettre en évidence de nouvelles 

activités glycosyltransférasiques et de servir de plateformes structurales solides à l’étude de la 

biosynthèse et des fonctions des glycoconjugués dans ces différents modèles. Néanmoins, au-delà 

de l’identification d’un gène codant pour un nouveau type de fucosyltransférase chez X. tropicalis, 

ces travaux n’ont pas été pérennisés au sein du laboratoire et n’ont donc pas dépassés pour nous le 

stade de l’analyse structurale. En particulier, les travaux sur C. elegans faisaient l’objet d’une 

collaboration avec le Dr R. Oriol et devaient se poursuivre par le clonage et l’étude des 

fucosyltransférases dans ce modèle, sur la base des prédictions bio-informatique (Oriol et al., 1999). 

Malheureusement, ces travaux n’ont pu être réalisés suite au départ du Dr Balanzino qui gérait la 

plateforme d’élevage de C. elegans. Cependant, ces travaux ont été repris et sont en court de 

réalisation dans d’autres équipes (Zheng et al., 2002 ; Zheng et al., 2008). 

 Ainsi, nous recherchions un nouveau d’étude modèle du rôle de la glycosylation compatible 

avec les recherches en biologie du développement. C’est au cours de mon tage post-doctoral chez le 

Dr Khoo (Academia Sinica, Taipei) que j’ai eu l’opportunité d’aborder l’étude du poisson zèbre. En 

effet, le poisson zèbre (Danio rerio) est communément utilisé en tant que modèle d’étude du 

développement chez les vertébrés en raison de son développement embryonnaire rapide, de sa 

transparence optique et de la facilité avec laquelle il peut être manipulé in vivo. Ces qualités le 

prédisposent à devenir un bon modèle d’étude du rôle de la glycosylation chez les vertébrés. 

Néanmoins, l’étude de l’implication éventuelle de la glycosylation dans l’embryogenèse était 

jusqu'à présent rendue difficile par l’absence totale de données quant aux profils de glycosylation 

exprimés par cet organisme. Ainsi, en prélude à l’étude des relations entre structures et fonctions 

des glycoconjugués, nous avons entrepris de décrire l’évolution des profils de glycosylation au 

cours du développement du poisson zèbre. Dans un premier temps, les glycolipides, N-glycannes et 
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O-glycannes ont été séquentiellement purifiés d’extraits totaux de poissons zèbre et étudiés par une 

combinaison de spectrométrie de masse, de digestion enzymatique, de dérivation chimique et de 

résonance magnétique nucléaire (RMN). Nous avons ainsi mis en évidence l’existence de profils de 

glycosylation très particuliers dominés par des composés hautement sialylés (Guérardel et al., 2006).  

La structure des O-glycannes identifiée est résumée ci-dessous : 

  

Majeurs >90% Mineurs

 

 

Dans un deuxième temps, le suivi de la glycosylation au cours du développement a révélé 

que la polysialylation des glycoconjugués était différentiellement régulée en fonction de leur nature. 

En effet, alors que l’on observe une chute brutale de la polysialylation des glycoprotéines au cours 

des stades précoces du développement, la polysialylation des glycolipides augmente (Chang et al., 

2008). De plus, les séquences polysialylées présentent des différences structurales entre ces 

différents types de glycoconjugués : alors que les acides polysialiques des N- et O-glycannes sont 

majoritairement constitués d’acide N-glycolyl neuraminique, ceux des glycolipides sont constitués 

d’un mélange équimolaire d’acide N-glycolyl neuraminique et N-acétyl neuraminique. Ces 

observations démontrent l’existence de phénomènes extrêmement subtils de régulation de la 

glycosylation au cours du développement précoce et suggère un rôle important de ces composés. 

Parallèlement à ces travaux, le Dr. Anne Harduin-Lepers au sein de notre institut a révélé 

l’existence d’une trentaine d’orthologues de gènes codant potentiellement des sialyltransférases au 

sein du génome de Danio rerio (Harduin-Lepers et al., 2005). Sur la base de ces résultats, j’ai mis 

en place une collaboration internationale sur le thème du rôle de la sialylation au cours de 

l’embryogenèse du poisson zèbre. Outre notre équipe, elle comprend les équipes du Dr. A. Harduin-

Lepers de l’UGSF, l’équipe du Dr K. Kitajima de l’Université de Nagoya (Japon) et l’équipe du Dr 

K.H. Khoo de l’Academia Sinica de Taipei (Taiwan). Dans le but de dynamiser ces travaux et de 
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me former à l’étude physicochimique des acides polysialiques, j’ai effectué un séjour de cinq mois 

(février à juin 2006) dans le laboratoire du Dr. Ken Kitajima, au cours duquel j’ai finalisé l’étude de 

la polysialylation du poisson zèbre. Dans le même cadre, le Dr K.H. Khoo et moi-même encadrons 

en cotutelle une étudiante en thèse taiwanaise qui étudie la régulation des polysialyltransférases 

chez le poisson zèbre en collaboration avec le Dr. Anne Harduin-Lepers. Dans le cadre de cette 

collaboration, nous avons suivi les profils d’expression de toutes les polysialyltransférases au cours 

du développement précoce pour déterminer l’implication individuelle des polysialyltransférases 

dans la biosynthèse de chaque classe de glycoconjugués (Chang et al., 2008).  
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Supplemental material 

 

Sup. Figure 1: Identification of oligosialylation on O-glycans by anion exchange DMB/HPLC-

FD. Chromatographic profiles of co-injected DMB-derivatized (a) [-8)Neu5Ac(α2-]n and [-

8)Neu5Gc(α2-]n standards, (b) [-8)Neu5Ac(α2-]n standard and oligo-Sia from zebrafish 1hpf 

embryos O-glycans, showing that the diSia (DP=2) peak from zebrafish O-glycans does not co-

migrate with Neu5Ac(α2-8)Neu5Ac. 
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Sup. Figure 2: Comparison of glycolipid profiles of embryos along development. MALDI-MS 

profiles permethylated derivatives of endoceramidase treated glycolipids from (upper panels) 1hpf 

embryos and (lower panels) 48hpf embryos. (a) Spectra m/z 800 to 2300, (b) close up of spectra 

m/z 800 to 1150 and (c) close up of spectra m/z 1425 to 1545. Values labelled with an asterisk 

where attributed to sialylated components exclusively observed in 48 hpf embryos. m/z 838.6, 

Neu5Ac1Hex2; 868.6, Neu5Gc1Hex2; 1083.8, Neu5Ac1Hex2HN1; 1113.8, Neu5Gc1Hex2HN1; 

1199.9, Neu5Ac2Hex2; 1229.9, Neu5Ac1Neu5Gc1Hex2; 1259.9, Neu5Gc2Hex2; 1145.0, 

Neu5Ac2Hex2HN1; 1475.1, Neu5Ac1Neu5Gc1Hex2HN1; 1505.1, Neu5Gc2Hex2HN1. 
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Sup. Figure 3: MALDI-MS/MS sequencing of endoceramidase treated glycolipids from 

zebrafish embryos. MS/MS analyses of permethylated derivatives of (a) Neu5Ac2Hex2 at m/z 

1200, (b) Neu5Ac1Neu5Gc1Hex2 at m/z 1230 and (c) Neu5Gc2Hex2 at m/z 1260. Fragmentation 

pattern of parent ion at m/z 1230 established the presence of two isomers differing by the respective 

positions of Neu5Ac and Neu5Gc within the diSia sequence. Sequences of these compounds are in 

agreement with their assignment as derivatives of di-sialylated lactose. Symbol used: dark circle, 

Glc; white circle, Gal; dark diamond, Neu5Gc; white diamond, Neu5Ac. 
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Sup. Figure 4: Evolution of sialidase activities along embryogenesis. Sialidase activities from 

total embryos at (b) 0 hpf; (c) 8 hpf; (d) 24 hpf; (e) 48 hpf were assessed at pH 4 and pH 5 for 

incubation times ranging from 0.5 to 4 hours, by measuring the release of 4-methyl-umbeliferone 

(MUN). Values of activities at each stage and pH for 2 hours incubation are summarized in (a). 

Black squares, pH 5; grey diamonds, pH 4. 
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Sup. Figure 5: Profiles of glycoprotein associated oligoSia from different locations in the 

fertilized oocyte. Proteins associated oligoSia were purified from (a) perivitelline space, (b) 

chorion and (c) embryonic tissue, then analyzed by anion exchange DMB/HPLC-FD. Intensity of 

each DP is plotted in percentage, 100% being the sum of oligoSia from all fractions 
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Sup. Table 1: Primer nucleotide sequence and expected amplicon size. Accession number in 

GeneBank for the identified sialyltransferases and actin sequences are indicated. 

 

 

ST8Sia 

 

Primer sequence 

Accession 

number 

(GenBank) 

PCR 

Product 

size (bp) 

ST8Sia I Forward   5'-TTGCGGTTACTAAGGAGA 
Reverse   5'-ACGAAAGATTTGCGGGAC 

AJ715535 346 

ST8Sia II Forward   5'-GACTCGCACGACTTTGTT 
Reverse   5'-TGGTTGGTCAGCCAGTAA 

AY055462 335 

ST8Sia III Forward   5'-AACAACCTGCTGACCATCC 
Reverse   5'-ATGATACGGCAGCTCCTT 

AJ715543 354 

ST8Sia IV Forward   5'-TCTTGACTTGGGAGTTGG 
Reverse   5'-TCTGACCGCAATCCTACA 

AJ715545 366 

ST8Sia V Forward   5'-AAATAAGGAGGAGACGGATAA 
Reverse   5'-AAAGTCAGAAGCGTCAAT   

AJ715546 291 

ST8Sia VI Forward   5'-TGTCTATGATGGCGAAAG 
Reverse   5’-TGACCGTATGAATGAAGG 

AJ715551 333 

β-actin Forward  5’-GTTGGTATGGGACAGAAAGA 
Reverse   5’-GGCGTAACCCTCGTAGAT 

AF025305 378 
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Conclusion 

 

En conclusion, ces travaux ont permis d’établir le poisson zèbre comme un modèle cohérent 

d’étude du rôle de la sialylation dans le développement embryonnaire des vertébrés, ce qui ouvre la 

voie à l’étude des relations entre structure et fonction des sialoconjugués. Au delà des données 

structurales, nos résultats suggèrent fortement que les glycoprotéines sialylées majeures dont nous 

observons les profils de glycosylation sont synthétisées par la mère. Celles-ci, après avoir été 

excrétées dans l’espace périvitellin suite à la fécondation des oocytes sont dégradées par des 

sialydases solubles et libèrent ainsi des quantités importantes d’acides sialiques libres dont la 

destinée et le rôle sont encore inconnus. Par contre, les glycolipides sialylés sont synthétisés plus 

tardivement par l’embryon au cours de son développement, ce qui induit un changement total du 

profil de glycosylation des glycolipides au cours de l’embryogenèse. Il apparaît également que les 

modes de  sialylations des glycoprotéines et des glycolipides soient régulés différemment, comme le 

démontrent les différences dans les profils d’oligosialylation et les ratios NeuAc/NeuGc. 

 

Dans le but de mieux cerner le rôle de la sialylation dans l’embryogenèse, l’expression de la 

CMP-Neu5Ac hydroxylase (CMAH) des embryons de poisson zèbre -l’enzyme responsable de la 

synthèse du Neu5Gc- a été bloquée par l’utilisation de morpholinos par l’équipe du Dr Khoo. Les 

embryons ainsi modifiés présentent un phénotype morphologique très clair caractérisé par un 

excroissance cranienne et un coude de la queue de l’embryon comme montré ci-dessous (Fig. 6). 

A

B

 

Fig. 6 : A, embryon de poisson zèbre contrôle, 48 hpf ; B, embryon traité aux morpholinos, 48 hpf 
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Il est noter que ce phénotype et en bon accord avec le fait que la CMAH soit exprimée 

majoritairement dans les deux zones qui présentent des anomalies de développement visibles (Fig. 

7). 

 

Fig. 7 : Hybridation in situ sur un embryon de poisson zèbre contrôle 48hpf avec une sonde 3’UTR 

du gène codant pour la CMAH 

 

 Ainsi, l’inactivation de cette enzyme laissait présager des modifications dans les profils 

d’expression du Neu5Ac et du Neu5Gc au sein des différents glycoconjugués. En particulier, si 

l’hypothèse selon laquelle les glycolipides sialylés sont bien synthétisés par l’embryon et non par la 

mère, les glycolipides sialylés devraient être substitués de façon homogène par du Neu5Ac et non 

par un mélange de Neu5Ac et de Neu5Gc comme dans les embryons contrôles. Ainsi, nous avons 

déterminé la structure des glycannes et leurs profils de sialylation associés aux différents stades de 

développement embryonnaire entre 1 et 48h post-fertilisation. De façon très surprenante, nous 

n’avons observé jusqu'à présent aucune différence entre les profils de sialylation des embryons 

contrôles et mutés, y compris sur les glycolipides. En effet, les embryons mutés incorporent autant 

de Neu5Gc dans leurs glycolipides que les embryons contrôles, ce qui suggère que la biosynthèse 

de CMP-Neu5Gc ne soit pas perturbée par l’inactivation de l’expression de la CMP-Neu5Ac 

hydroxylase et donc que cette enzyme soit redondante. Cette hypothèse est néanmoins fort peu 

probable car à notre connaissance, l’expression de la CMAH n’est pas redondante, y compris chez 

le poisson. Une deuxième hypothèse est que malgré l’absence de biosynthèse du CMP-Neu5Gc, 

l’embryon puisse incorporer du Neu5Gc d’origine exogène dans ses propres glycoconjugués. 

L’incorporation de Neu5Gc d’origine exogène ainsi que sa réexpression sur des glycoconjugués 

membranaires a en effet été démontrée et serait à l’origine de la synthèse de glycoconjugués 

contenant du Neu5Gc chez l’homme, bien que la CMAH humaine soit inactive (Bardor et al., 2005). 

Sur ce modèle, il est possible d’imaginer que l’acide sialique libéré des glycoprotéines excrétées 

dans l’espace périvitellin puisse être réincorporé par l’embryon pour servir de source d’acides 

sialiques au cours de l’embryogenèse. Sur la base des travaux de Inoue effectués sur d’autres 
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espèces de poissons (salmonidés et ‘medaka fish’) et de nos études sur le poisson zèbre, le 

processus pourrait être représenté comme dans la Fig. 8. 
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Fig. 8   : 1, Suite à la fécondation, les glycoprotéines polysialylées (PSGP) sont excrétées 
des vésicules corticales et la membrane vitelline se soulève pour former l’espace perivitellin. Très 
rapidement (<10min), les PSGP sont protéolysées pour former des peptides polysialylés (L-PSGP) 
(Inoue and Inoue, 1997). 2, dans une deuxième étape, le domaine polysialylé des L-PSGP est 
dégradé, probablement sous l’action d’une sialidase soluble ou membranaire, pour libérer de l’acide 
sialique libre (Chang et al., 2008). Nous émettons l’hypothèse que celui-ci puisse être ré-endocyté 
par l’embryon pour servir à la constitution de néo-sialoconjugués. Rond gris, Neu5Gc ; rond noir, 
Neu5Ac. 

 

Pour prouver cette hypothèse nous avons récemment mis en évidence l’existence d’une 

activité sialidasique soluble spécifique à l’espace périvitellin. Pour cela, nous avons séparé la 

membrane vitelline, l’espace périvitellin et l’embryon à partir d’oocytes fécondés (1 hpf). La 

mesure de l’activité sialidasique spécifique de chaque fraction montre que l’activité de la fraction 

périvitelline soluble compte pour 50% de l’activité sialidasique totale de l’embryon (Fig. 9). 
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Fig. 9 : Libération d’acide sialique induite par différentes fractions d’embryons de poisson zèbre 
(1hpf). 
 

L’observation d’une telle activité associée à l’espace périvitellin confirme les résultats 

obtenus par quantification directe des motifs oligosialylés associés aux glycoprotéines solubles au 

cours de l’embryogenèse, c'est-à-dire que les motifs oligosialylés sont dégradés. Néanmoins, elle ne 

démontre pas que les acides sialiques libérés dans l’espace périvitellin puissent être recyclés par 

l’embryon. 

 

Dans le cadre de la collaboration avec le Dr. Harduin-Lepers, nous avons également abordé 

l’étude des polysialyltransférases potentiellement impliquées dans la biosynthèse des motifs 

oligosialylés que nous avions identifiés. En particulier, nous nous sommes focalisés sur un 

homologue de la ST8Sia VI humaine qui a été précédemment décrite comme une di-

sialyltransférase, c'est-à-dire l’enzyme transférant un unique résidu d’acide sialique sur un motif 

monosialylé (Teintenier-Lelièvre et al., 2005). L’objectif de cette étude est d’identifier l’enzyme 

responsable de la biosynthèse des O-glycannes oligosialylés. En effet, l’analyse structurale des N- 

et O-glycannes suggère très fortement l’existence d’une activité di-sialyltransférasique utilisant 

uniquement le Neu5Gc et non le Neu5Ac comme substrat accepteur. Jusqu'à présent une telle 

spécificité entre le Neu5Gc et le Neu5Ac n’a jamais été mise en évidence chez les sialyltrasférases, 

ni envers le substrat accepteur, ni envers le substrat donneur. De fait, la mise en évidence d’une 

enzyme utilisant préférentiellement le Neu5Gc constituerait une avancée importante dans la 

compréhension du mécanisme d’action des sialyltransférases, voire de la fonction du Neu5Gc. Ainsi, 

DreST8Sia VI a été cloné et exprimé dans des cellules COS-7 sous forme soluble (Fig. 10A). 

L’enzyme est elle-même N-glycosylée comme le prouve l’augmentation de mobilité en PAGE 

induite par la digestion avec la PNGAse F (Fig. 10B). 
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Fig. 10 : A, expression de DreST8Sia VI dans des cellules COS-7 ;B, déglycosylation de 
DreST8Sia VI par la PNGAse. 

 

Bien qu’exprimée sous forme soluble, nous n’avons malheureusement pas encore réussi à 

démontrer une activité di-sialyltransférasique satisfaisante. Des expériences de mesure de transfert 

ont été réalisée sur de nombreux substrats exogènes ou endogènes, synthétiques ou naturels, mais 

les résultats obtenus ne sont pour l’instant pas reproductibles. Il est possible que nous n’ayons pas 

employé les substrats adéquats, ne connaissant pas la séquence de biosynthèse des O-glycannes 

sialylés.  

 

 

Perspectives 

 

Tout d’abord, dans le but de pérenniser nos études au sein de l’institut, nous avons participé 

à la mise en place d’une plateforme d’élevage de poissons zèbres grâce à un financement de 

l’université. Celui ci nous permettra un accès direct à notre modèle d’étude, élément indispensable à 

la continuation de nos travaux. 

 

Les perspectives à ces travaux sont multiples : 

1- Analyse des profils glycolipidiques et leur évolution au cours de l’embryogenèse. En effet, 

lors de notre première approche structurale, nous nous sommes focalisés sur les glycolipides 

sialylés car ils apparaissaient spécifiques des stades tardifs de l’embryogenèse, et donc étaient 

synthétisés par l’embryon. Néanmoins, des résultats préliminaires concernant les profils de 

glycolipides des oocytes non fécondés et des ovaires matures ont mis en évidence la présence d’un 

très grand nombre de glycolipides présentant des structures inédites. En particulier nous avons 
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observés des glycolipides polyfucosylés présentant des motifs Fuc-Fuc. L’analyse de la régulation 

de la biosynthèse et du catabolisme de ces composés peut se révéler très instructive dans le cadre de 

la régulation des interactions primordiales sucres-sucres qui régulent la compaction de l’embryon 

(Eggens et al., 1989; Kojima et al., 1994). Ces analyses seront réalisées au sein du groupe. 

 

2- Analyse du processus d’endocytose des acides sialiques. Nous essaierons de déterminer 

l’existence et le rôle éventuel de ce processus dans l’embryogenèse du poisson zèbre. Nous nous 

proposons d’analyser l’incorporation par l’embryon de différents précurseurs d’acides sialiques 

dans ses propres glycoconjugués, soit par microinjection dans l’espace périplasmique, soit par 

incubation de l’embryon débarrassé de son enveloppe vitelline. Très récemment, Bertozzi et 

collaborateurs ont démontré qu’un analogue précurseur de l’acide sialique (le N-

azidoacetylmannosamine) était métaboliquement incorporé par l’embryon vivant et pouvait servir 

de sonde pour observer l’apparition de glycoconjugués sialylés à sa surface (Laughlin et al., 2008). 

Néanmoins la signification de l’incorporation d’acides sialiques dans un contexte physiologique est 

totalement inconnue. Ces expériences seront réalisées au laboratoire en coopération avec le groupe 

du Dr Khoo, à Taiwan. 

 

3- Détermination de la spécificité des polysialyltransférases de poisson zèbre. En 

collaboration avec le Dr Harduin-Lepers, nous tenterons de déterminer les spécificités des 

différentes enzymes de poisson zèbre clonées et purifiées au sein de son groupe. A l’heure actuelle, 

deux de ces enzymes DreST8Sia VI, homologue à la ST8Sia VI humaine, et DreST8Sia VII dont le 

gène codant n’est homologue à aucune famille connue. 

 

4- Détermination de la nature des glycoprotéines sialylées. Les glycoprotéines majeures du 

poisson zèbre seront identifiées par une approche glyco-protéomique. Les profils de glycosylation 

individuels seront déterminés par spectrométrie de masse. Une fois les protéines identifiées, leurs 

profils d’expressions seront analysés au cours de l’embryogenèse. Ces analyses sont en court au 

sein du laboratoire du Dr Khoo, à Taiwan. 
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2.2.2- La sialylation chez les invertébrés 

 

 En marge des études effectuées sur la sialylation chez le poisson zèbre, nous avons initié une 

étude prospective sur les profils de sialylation chez les invertébrés marins. En effet, une recherche 

systématique des gènes codant pour des sialyltransférases dans le règne animal réalisée par le Dr 

Anne Harduin-Lepers (Harduin-Lepers et al., 2005) avait suggéré l’existence chez les urocordés et 

les céphalocordés de gènes codant pour des ancêtres des sialyltransférases de vertébrés. Chez les 

invertébrés, les gènes codant pour des sialyltransférases putatives peuvent être regroupées en 

seulement quatre familles ancestrales, alors que ceux des vertébrés peuvent être classés en quatre 

familles et vingt sous familles distinctes (Fig. 11).  
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 Fig. 11 : L’apparition soudaine de vingt sous familles chez les vertébrés résulterait de trois 
cycles de duplication des génomes complets (R1, R2 et R3) survenus lors de l’émergence de ces 
derniers. D’après Harduin-Lepers et al., 2005 (ma : millions d’années) 
 

Dans le cadre de l’étude de l’évolution des activités sialyltransférasiques et de la mise en 

place de nouveaux modèles dédiés à l’étude des sialo-glycoconjugués, nous avons initié une série 

d’études sur les profils de glycosylation de représentants des deux phyla les plus proches des 

vertébrés : les céphalocordés et les urocordés. Ils avaient pour objectif initial de déterminer les 

substrats endogènes d’éventuels sialyltransférases. Ces travaux ont été initiés en en collaboration 

avec les Dr. H. Sawada (Université de Nagoya) et K. Kubokawa (Université de Tokyo) lors de mon 

séjour dans le laboratoire du Dr Kitajima. Nous avons donc isolé les N-glycannes, les O-glycannes 
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et les glycolipides à partir d’ovaires de Branchiostoma belcheri (céphalocordé) et de gonades de 

Halocynthia roretzi (urocordés) en vue de déterminer leurs structures et leurs compositions en 

acides sialiques. Les résultats que nous avons obtenus sont brièvement exposés ci dessous. 

 

Profils de sialylation de Branchiostoma belcheri 

Les céphalocordés sont des animaux marins d'organisation relativement rudimentaire assez 

semblables en apparence aux poissons. Ils comprenent environ 25 espèces, dont la plus utilisée en 

tant que modèle d’embryologie est Branchiostoma floridea. Il est souvent considéré comme le 

meilleur modèle disponible pour représenter le dernier invertébré à servir d'ancêtre commun aux 

vertébrés. L’espèce que nous avons étudiée est B. belcheri, proche cousin asiatique de B. floridea. 

Par analogie avec les poissons chez lesquels les ovaires sont très riches en sialo-conjugués, nous 

avons commencé nos études sur ce tissu. Les ovaires entiers de B. belcheri ont été grossièrement 

fractionnés en protéines solubles, protéines insolubles, glycannes libres et glycolipides. L’analyse 

de leur composition en acides sialiques par HPLC après couplage à un fluorophore a révélée la 

présence de Neu5Ac, de Neu5Gc, de Kdn (acide 3-deoxy-D-glycero-D-galacto-nonulosonique) et 

d’un composé supplémentaire inconnu (dénommé ici X) dont le temps de rétention ne correspondait 

à aucun standard d’acide sialique (Fig. 12A). Neu5Ac et X étaient présents en quantités très 

importantes dans les deux fractions protéiques (environ 1µmole par g. de tissu frais). Les quantités 

observées sont du même ordre que celles observées dans les ovaires de poissons. Après libération et 

purification des O-glycannes et des N-glycannes des fractions protéiques, il est apparu que la 

grande majorité des acides sialiques était associée aux O-glycannes (Fig.12C.). 
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Fig. 12 :  Dosage des acides sialiques d’ovaire de B. belcheri par HPLC. A, exemple de 
profil HPLC ; B, dosage des les différentes fractions ; C, comparaison des quantités d’acides 
sialiques dans les O- et les N-glycannes totaux isolés de protéines insolubles 
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Le fait que le composé X soit identifié dans des quantités comparables dans les glycannes 

purifiés et dans les fractions totales suggérait qu’il ne s’agissait pas d’une contamination, mais bien 

d’un composé spécifiquement associé aux glycannes. Ce composé a ensuite été partiellement 

identifié par l’analyse de son dérivé fluorescent en LC-CID MS/MS. Le spectre de fragmentation du 

pic précedemment identifié comme du Neu5Ac sur la base de son temps de rétention en HPLC a 

tout d’abord confirmé la nature de ce dérivé (Fig. 13A). Le dérivé du composé X présentait quant à 

lui une masse [M+Na]+ à m/z 421. La valeur de signal, ainsi que celle du fragment correspondant à 

la coupure ente les carbones C-3 et C-4 à m/z 217, ne correspondent a priori à aucun acide sialique 

classique, mais sont compatibles. Ces valeurs sont par contre compatibles avec un Kdn mono-

méthylé (Fig. 13B). Bien que la méthylation soit une modification commune des acides sialiques 

(Neu5Ac8Me, Neu5,9Ac28Me, Neu5Gc8Me, Neu9Ac5Gc8Me, Neu2,7an5Gc8Me…), elle n’avait à 

notre connaissance encore jamais été observée associée au Kdn. La position de groupement méthyl 

doit néanmoins encore être déterminée par des méthodes complémentaires. 
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Fig. 13 : Analyse en LC-CID-MS/MS des acides sialiques majeurs dérivés au DMB, des O-
glycannes insolubles isolés de B. belcheri. Spectres de fragmentation A, de Neu5Ac-DMB ; B, de 
X-DMB attribué sur cette base comme du KdnMe-DMB. 

 

Les O-glycannes sialylés majeurs ont ensuite été perméthylés puis analysés par MALDI-MS 

et MALDI-MS/MS. Le spectre MS total exhibe deux pics majeurs à m/z 1174,7 et 1256,7 pouvant 

correspondre aux adduits [M+Na]+ de glycannes de compositions respectives HexNAc1Hex1Kdn2 et 

HexNAc1Hex1NeuAc2 (données non montrées). Il est à noter qu’une fois perméthylé, il est 



 188 

impossible de distinguer le Kdn du KdnMe. Néanmoins, considérant le fait que les quantités de 

KdnMe sont au moins dix fois supérieures à celles du Kdn, il est fort probable que le signal observé 

à m/z 1174,7 présente la composition suivante : HexNAc1Hex1KdnMe2. Les profils de 

fragmentation suggèrent que ces deux composés présentent des structures équivalentes qui ne 

différent que par la nature de leurs acides sialiques, Neu5Ac ou KdnMe (Fig. 14). Pour le signal à 

m/z 1256.7, la perte consécutive de deux Neu5Ac terminaux (M-375 à m/z 881.5 et M-2x375 à m/z 

506.3) démontre que les deux acides sialiques sont présents en positions terminales non réductrices 

et ne forment donc pas de motifs di-sialylés. Enfin, le couple de fragments C/Z à m/z 620/659 

démontre qu’un des résidus d’acide sialique substitue le résidu d’hexose. Ainsi, le profil de 

fragmentation établit la séquence de ce glycanne comme étant Neu5Ac-Hex-[Neu5Ac]-HexNAac-

ol. Bien que cette analyse ne permette pas de déterminer formellement la position de substitution 

des branches sur le résidu d’HexNAc-ol, le fait que le résidu d’hexose soit libéré via une coupure de 

type Z suggère très fortement qu’il soit lié sur le C-6 et non sur le C-3 (le détail des fragmentations 

spécifiques des oligosaccharides méthylés sera donné dans la dernière partie du présent manuscrit). 

Basé sur les voies de biosynthèse canoniques des O-glycannes identifiées chez les vertébrés, ce 

profil de fragmentation est cohérent avec la structure  Neu5Ac(α2,3/6)-Gal(β-1,6)[Neu5Ac(α2-3)]-

GalNAc-ol. Néanmoins, une telle structure devra être confirmée par d’autres méthodologies. Le 

profil de fragmentation du composé à m/z 1174.7 est très similaire ; les valeurs des fragments 

sialylés ne différent que de 41 mu, ce qui correspond à la différence de masse calculée entre le 

Neu5Ac et le KdnMe permétylés. Il est également notable que la liaison du KdnMe perméthylé 

semble plus résistante à la fragmentation par CID-MS que ne l’est celle du Neu5Ac. Ainsi, ces 

analyses suggèrent que ce composé présente la structure suivante : KdnMe(α2,3/6)-Gal(β-

1,6)[KdnMe(α2-3)]-GalNac-ol. 
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Fig. 14 Profils de fragmentation par MALDI-Q-TOF-MS/MS des deux O-glycannes majeurs 
isolés des ovaires de B. belcheri. 
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En conclusion, les analyses préliminaires effectuées sur les glycannes de B. belcheri ont 

clairement démontré l’existence de plusieurs activités sialyltransférasiques dans cet organisme. 

L’analyse plus détaillée du génome d’une espèce apparentée de céphalocordés, B. floridae,  a révélé 

l’existence de gènes présentant des homologies avec les familles des ST8Sia et ST3Gal dont les 

produits pourraient être à l’origine de la biosynthèse des composés que nous avons identifiés 

(Harduin-Lepers, résultats non publiés). Ainsi, nous pensons que l’analyse de la spécificité fine de 

ces enzymes ancestrales est possible chez les céphalocordés sur la base de la connaissance de leurs 

substrats endogènes et qu’elle peut apporter des informations précieuses sur l’évolution des 

sialyltransférases. 

 

Profils de sialylation de Halocynthia roretzi 

 Halocynthia roretzi  est un représentant des urocordés, appelés également tuniciers. Les 

tuniciers ont typiquement des corps en forme d'outre recouverts d'une tunique cellulosique. La 

plupart des espèces sont des organismes sessiles qui se nourrissent en filtrant de grandes quantités 

d’eau. Les tuniciers sont depuis peu considérés comme les parents les plus proches des vertébrés, et 

de fait remplaceraient les céphalocordés qui ont longtemps occupés cette position. A priori, les 

tuniciers adultes ne présentent que très peu de ressemblances avec les vertébrés,  mais leurs larves 

sont libres et possèdent une notocorde, un pharynx et une queue post-anale. Ce type de queue est 

considéré comme le précurseur de queue cartilagineuse ou osseuse des vertébrés. A ce propos, on 

note cependant des différences marquées entre les trois classes de tuniciers : la queue larvaire est 

inexistante chez les Thaliacea, perdue lors de la métamorphose des Ascidiacea -dont fait partie H. 

roretzi-, mais persiste chez les Appendicularia. En raison de leur position stratégique nouvelle en 

tant qu'ancêtres des vertébrés, ces petits animaux ont dernièrement provoqué un intérêt très large de 

la part des biologistes du développement. 

 

 De manière identique aux analyses effectuées sur B. belcheri, nous avons quantifié les 

acides sialiques dans les fractions protéiques, lipidique et glycannique libre  de gonades de H. 

roretzi. Au contraire des céphalocordés, il est à noter que la grande majorité des ascidies, y compris 

H. roretzi, sont hermaphrodites, chaque individu ayant des gonades des deux sexes. En comparaison 

avec les quantités très importantes détectées chez B. belcheri, seules des quantités négligeables 

d’acides sialiques -de l’ordre de une à deux nmole/g de tissu- constituées de Neu5Ac et Kdn, ont été 

détectées dans les fractions protéiques et lipidiques. La fraction glycannique libre contenait quant à 

elle des quantités plus importantes de ces mêmes acides sialiques estimées à 10 nmole/g de tissu. 

Ainsi, les gonades de H. roretzi contiendraient 100 à 1000 fois moins d’acide sialique que les 



 190 

ovaires de poisson et de céphalocordés, de fait, il est difficile de déterminer si l’acide sialique 

détecté est effectivement associé à des glycoconjugués endogènes ou à une contamination 

bactériennes. De fait, nous avons dans un premier temps réalisé une série d’analyses préliminaires 

concernant la structure des N- et O-glycannes pour lever cette ambiguïté. L’analyse par MALDI-

MS des N- et O-glycannes totaux purifiés de gonades a révélé la présence de familles extrêmement 

hétérogènes de molécules presque uniquement composées de résidus de HexNAc et de deHex 

L’analyse de composition par GC et RMN a démontré ultérieurement qu’elles étaient composées de 

résidus de Fuc, GlcNAc et GalNAc pour former des motifs LacdiNAc (GalNAcβ1-4GlcNAc) 

fucosylés. (Fig. 15 A et B). 
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Fig. 15 : Profils en MALDI-MS des A, N-glycannes et B, O-glycannes perméthylés isolés des 
gonades de H. roretzi. Carré noir, HexNAc ; triangle, deHex ; rond, Hex (probablement gris, Man et 
blanc, Gal). Les séquences représentées sont proposées sur la base des compositions calculées en 
monosaccharides, mais n’ont pas été déterminées à ce stade de l’analyse. 
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Par contre, aucune molécule substituée par de l’acide sialique n’a été mis en évidence lors 

de ces analyses. De même, des analyses effectuées sur les glycolipides et les glycannes libres n’ont 

révélé aucune trace d’acide sialique. De fait, l’utilisation de H. roretzi comme modèle d’étude de la 

sialylation paraissait d’ores et déjà largement compromise. Néanmoins, la présence de composés 

hyperfucosylés s’est avérée être une piste très prometteuse pour identifier le ligand potentiel d’un 

récepteur de surface du spermatozoïde. En effet, il a récemment été démontré que la fixation du 

spermatozoïde sur l’œuf de H. roretzi était sous le contrôle d’une protéine de surface du 

spermatozoïde dont le gène codant est très homologue à celui d’une α-L-fucosidase (Matsumoto et 

al., 2002). L’activité de cette α-L -fucosidase présente un pH optimal extrêmement bas (pH 4.0) 

dont la valeur n’est pas compatible avec les conditions physiologiques (eau de mer pH 8.2). De plus, 

l’interaction entre les spermatocytes et la membrane vitelline a été bloquée par les substrats 

synthétiques de la fucosidase (p-nitrophényle, 4-methylumbelliferylet et de α ou β fucosides) qui 

ont vraisemblablement agit comme inhibiteurs concurrentiels de la fucosidase pour ses substrats 

et/ou ses ligands physiologiques. Ainsi, cette fucosidase ne présenterait à pH physiologique qu’une 

activité lectinique, responsable de l’attachement su spermatozoïde à la membrane vitelline de l’œuf. 

De fait, notre collaborateur, le Dr Sawada (Université de Nagoya), s’est montré très intéressé par la 

caractérisation des glycannes fucosylés dont nous avions démontré l’existence, ces derniers étant 

probablement les ligands du récepteur du spermatozoïde. 

 

Ayant pour objectif d’identifier les ligands glycanniques de la fucosidase à la surface de 

l’œuf de H. roretzi, nous avons donc dans une deuxième étape procédé à l’analyse des glycannes 

isolés d’enveloppe vitellines purifiées. Ce matériel biologique n’étant disponible qu’en quantités 

réduites nous avons tout d’abord analysé de manière exhaustive la structure des glycannes isolés des 

gonades, disponibles en grande quantité. Ensuite, nous avons comparé les profils de glycosylation 

des oeufs entiers et des membranes vitellines avec ceux des gonades. Pour ce faire, dans le cas des 

gonades et des oeufs, les N- et les O-glycannes ont été séparément isolés par hydrazynolyse et β-

élimination, respectivement à partir des mêmes lots d’échantillons séparés en deux. Par contre, pour 

les enveloppes vitellines, N- et O-glycannes ont été successivement libérés par action de la PNGAse 

puis β-élimination. Les profils O-glycanniques (Table 2A) et N-glycanniques (Table 2B) de chaque 

échantillon ont ensuite été comparés par l’analyse MALDI-MS des glycannes natifs et perméthylés.  
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A B
Gonades Oeufs Mb Vitelline

Natif (m/z) Permeth (m/z) HexNAc Fuc Hex
1476,5 2 4 1

652,1 820,6 3

798,2 994,7 3 1

944,3 1168,8 3 2

855,2 1065,8 4

1001,3 1239,9 4 1

1147,3 1414,1 4 2

1294,3 4 3

1204,3 1485,1 5 1

1350,3 1659,2 5 2

1496,9 1833,7 5 3

1643,9 2007,7 5 4

1553,9 1904,7 6 2

1700,0 2078,7 6 3

1846,2 2251,7 6 4

1992,2 2426,8 6 5

2154,0 6 5 1

2357,4 7 5 1

2560,0 8 5 1

Gonades Oeufs
Permeth (m/z) HexNAc Fuc Hex Corps

2153,1 4 M3GN2

2327,2 4 1 M3GN2

2501,2 4 2 M3GN2

2675,40 4 3 M3GN2

2851,5 4 4 M3GN2

2398,1 5 M3GN2

2572,3 5 1 M3GN2

2746,4 5 2 M3GN2

2920,5 5 3 M3GN2

3094,5 5 4 M3GN2

3268,6 5 5 M3GN2

2643,30

2817,4 6 1 M3GN2

2991,5 6 2 M3GN2

3165,6 6 3 M3GN2

3339,7 6 4 M3GN2

3513,7 6 5 M3GN2

3687,7 6 6 M3GN2

3861,7 6 7 M3GN2

3410,6 7 3 M3GN2

3584,6 7 4 M3GN2

3758,6 7 5 M3GN2

3932,7 7 6 M3GN2

4106,7 7 7 M3GN2

1784 3 M3GN2

1988 4 M3GN2

2192 5 M3GN2

2396 6 M3GN2  

Table 2. Comparaison des profils de A, O- et B, N-glycosylation des gonades, oeufs et 
membranes vitellines de H. roretzi. 

 

Ces analyses ont mis en évidence des différences majeures dans les profils de glycosylation 

des gonades, œufs et membranes vitellines. Les gonades et les œufs contiennent de nombreux O-

glycannes communs de m/z compris entre 798 et 1496 sous formes natives (table 2A). Ils ont été 

attribués à des molécules contenant uniquement entre 3 et 5 résidus de HexNAc et 1 à 3 résidus de 

deHex. Par contre, l’ensemble des O -glycannes de masses supérieures comprises entre m/z 1643 et 

2560 n’a été identifié que dans les gonades. Cette différence de composition a également été 

vérifiée par l’analyse des O-glycannes par TLC (données non montrées). Enfin, nous n’avons pu 

observer de signal caractéristique de O-glycanne dans les membranes vitellines, ce qui suggère 

fortement l’absence de tout O -glycanne. 

La comparaison des N -glycannes issus des différents tissus montre également une grande 

spécificité de localisation (table 2B). Alors que de très nombreuses molécules sont observées dans 

les gonades, la diversité observée dans les œufs et les membranes vitellines est beaucoup plus 

restreinte. En effet, seuls les N -glycannes oligomannosylés sont observés dans les œufs, tandis que 

seule une sous famille de N-glycannes complexes, en moyenne de masses plus faibles que celles 

observées dans les gonades, est présente dans les membranes vitellines. Il est également très 

surprenant de constater l’absence totale de N-glycannes oligomannosylés dans la membrane 

vitelline (Fig. 16). Bien que les résultats obtenus sur les membranes vitellines soient sans ambiguïté 



 193 

possible, nous suspectons fortement que l’absence de N-glycannes dans les oeufs soit le résultat 

d’un problème expérimental lors de leur libération par voie chimique. En effet, des analyses fines 

des résultats de spectrométrie de masse ont révélé la présence d’un grand nombre de signaux 

artefactuels probablement due à une hydratation trop importante de l’hydrazine. Cette expérience 

devra donc être réitérée.  

 

 

 

Fig. 16 : Profil de N-glycosylation (oligosaccharides perméthylés) de l’enveloppe vitelline 
de H. roretzi. Les séquences représentées sont proposées sur la base des compositions calculées en 
monosaccharides, mais n’ont pas été déterminées à ce stade de l’analyse. 

 

 Les études en cours ont pour objectif de déterminer la structure fine de l’ensemble des O- et 

N-glycannes identifiés dans les différents tissus de H. roretzi. Des premières expériences de 

séquençage des O-glycannes par MALDI-MS-MS ont révélé que chaque signal observé par 

MALDI-MS était en fait un mélange complexe de structures isobariques qui diffèrent par leurs 

profils de branchement et la position de leurs résidus de fucose. A titre d’exemple, quelques 

séquences de ces structures isobariques sont montrées Table 3 et 4. 
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Natif Permethylé composition-ol Séquences

652,1 820,6 HN3

798,2 994,7 HN3F

855,2 1065,8 HN4

944,3 1168,8 HN3F2

1001,3 1239,9 HN4F

1147,3 1414,1 HN4F2

1204,3 1485,1 HN5F

1350,3 1659,2 HN5F2
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 Table 3 : Séquences des O-glycannes majeurs communs aux gonades et aux oeufs de H. 
roretzi déduites de l’analyse des O-glycannes en mélange par MALDI-MS/MS 
 

Natif+Na Perméthylés Composition-ol

1496,9 1833,7 HN5F3

1643,9 2007,7 HN5F4

1700 2078,7 HN6F3

1846,2 2251,7* HN6F4
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 Table 4 : Séquences des O-glycannes majeurs spécifiques aux gonades déduites de l’analyse 
des O-glycannes en mélange par MALDI-MS/MS 
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 Ainsi, dans une dernière étape, les structures isobariques des O-glycannes isolés de gonades 

ont été partiellement résolues par purification HPLC multidimensionnelle sur colonnes en phase 

normale et inverse. L’analyse de ces composés purifiés est en cours, mais a d’ores et déjà permis de 

déterminer la structure exacte de plusieurs O-glycannes purifiés grâce à l’utilisation d’une 

combinaison d’analyses RMN, de chromatographie en phase gaz et de dégradation chimique. A titre 

d’exemple un des deux isobares majeurs du composé Fuc1HN3-ol (m/z 798) a été isolé et identifié 

comme étant le GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc(β1-3)GalNAc-ol (Fig. 17), tandis que son 

équivalent di-fucosylé (m/z 944) a été identifié comme étant le Fuc(α1-3)GalNAc(β1-4)[Fuc(α1-

3)]GlcNAc(β1-3)GalNAc-ol. 

 

GalNAc( 1-4)GlcNAc( 1-3)GalNAc-olβ β

Fuc( 1-3)α

III II I

F

 

Fig. 17 : Spectre 1H RMN d’un O-glycanne purifié des gonades de H. roretzi par HPLC bi-
dimensionelle. 
 

Ainsi l’analyse exhaustive de deux O-glycannes purifiés suggère fortement que les 

enchaînements d’HexNAc observés dans tous les glycannes de H. roretzi soient constitués de motifs 

LacdiNAc plus ou moins fucosylés. L’ensemble des données récoltées a démontré que les structures 

de tous les N- et O-glycannes était basées sur le même principe. Les gonades présentent la plus 

vaste diversité structurale, tandis que les oeufs et les membranes vitellines ne contiennent que des 

sous familles des glycannes observées dans les gonades. En particulier, les glycoprotéines des 

membranes vitellines sont spécifiquement substituées par une famille relativement homogène de N-

glycannes polyfucosylés, mais par aucun N-glycanne oligomannosylé ni O-glycanne. De fait, ces 

molécules apparaissent comme les ligands probables du récepteur identifié à la surface du 

spermatozoïde. Dans une prochaine étape, les molécules que nous avons purifiées seront utilisées 

dans des tests d’inhibition de la fixation du spermatozoïde sur l’œuf de H. roretzi pour prouver 
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l’implication de ces N-glycannes dans l’interaction spermatozoïde-oeuf. Ces tests seront effectués 

par le Dr Sawada. 

En conclusion, les analyses effectuées sur deux espèces de céphalocordés et d’urocordés ont 

démontré que l’espèce B. belcheri pouvait se révéler comme un modèle intéressant pour l’étude de 

l’évolution des activités sialyltransférasiques. De fait, nous envisageons de pérenniser ces travaux 

en collaboration avec le Dr Harduin-Lepers dans le but d’étudier la spécificité des sialyltransférases 

de ce modèle. Par contre, malgré l’identification de gènes codant pour des homologues de 

sialyltransférases chez les urocordés, en particulier un membre apparenté à la famille des ST3Gal, la 

présence d’activité sialyltransférasique n’a pas été confirmée par nos travaux sur le modèle H. 

roretzi. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour résoudre cette apparente contradiction. 1, 

les études génétiques sont basées sur l’étude du génome de Ciona intestinalis, une espèce différente 

bien que proche, de H. roretzi. Nous envisageons d’initier une étude comparative sur ce modèle 

animal. 2, sur la base des données disponibles sur les poissons, et en accord avec celles collectées 

sur B. belcheri, nous avons restreint nos études aux tissus reproductifs et dérivés. De fait, il est 

possible que la sialylation soit tissu spécifique et qu’il faille la rechercher dans d’autres tissus tels 

que le pharynx ou l’estomac. 3, les activités endogènes des sialyltransférases peuvent également 

être limitées à un type de glycanne très particulier, présent en quantité limité, ce qui rend leur 

détection difficile. Un tel cas a été observé chez Drosophila melanogaster dont le génome code 

pour une α2-6-sialyltransferase fonctionnelle, mais dont le substrat endogène n’a pas été identifié 

par une approche classique d’analyse des profils de glycosylation (Koles et al., 2004 ; North et al., 

2006). Seule l’analyse détaillée des glycannes après purification multidimensionnelle a permis 

finalement de mettre en évidence la présence de N-glycannes sialylés mineurs, dont les structures 

ne correspondent d’ailleurs pas avec les prévisions basées sur l’analyse de l’activité in vivo de 

DSiaT. 4, la présence d’homologues de gènes codant pour des sialyltransférases n’est pas suffisante 

à la biosynthèse de glycoconjugués sialylés en l’absence de la machinerie complète de sialylation. 

C’est le cas d’Arabidopsis thaliana dont le génome code plusieurs homologues de sialyltransférases 

de mammifère mais qui est incapable de synthétiser le moindre sialo-conjugué (Séveno et al., 2004).  
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D- Développements méthodologiques 
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L’analyse structurale des glycoconjugués présente une forte composante méthodologique et 

de fait est très dépendante de l’instrumentation. Néanmoins, malgré les améliorations constantes des 

techniques d’analyse, la glycobiologie (ou glycomique en l’occurrence), au contraire d’autres 

disciplines telles que la génomique ou la protéomique, n’a toujours pas vu émerger de méthodologie 

standard permettant la détermination structurale automatisée des sucres. En cela, elle rejoint 

l’analyse de toutes les autres modifications post-traductionnelles, mais les limitations 

méthodologiques sont d’autant plus fragrantes dans le cas des sucres, à cause de leur hétérogénéité 

intrinsèque. De fait, l’analyse des sucres est restée une discipline très traditionnelle dans sa 

conception malgré le matériel sophistiqué qui est employé pour la mener à bien. Les améliorations 

considérables survenues ces dernières années ont ainsi grandement étendu nos capacités d’analyse 

en terme de complexité de glycannes ou de sensibilité, mais n’ont pas radicalement transformé la 

discipline. En particulier, les principales améliorations technologiques ont été accomplies dans le 

secteur de la spectrométrie de masse. Au cours de la dernière décennie, sont apparus un grand 

nombre d’instruments et de configurations qui ont décuplé les capacités d’analyse par spectrométrie 

de masse. Par comparaison, les progrès accomplis en instrumentation RMN semblent beaucoup plus 

restreints et limités à l’augmentation del’intensité des champs magnétiques accessibles. Néanmoins, 

l’amélioration de la stabilité des aimants et l’avènement de nouveaux supraconducteurs, couplés à 

l’utilisation de micro tubes ou de cryo-sondes ont permis ces dernières années un gain de sensibilité 

très appréciable. 

La principale limitation technologique à laquelle nous sommes actuellement confrontée ne 

concerne pas le manque de sensibilité, comme souvent avancé par les constructeurs d’instruments, 

mais la complexité des mélanges. En effet, l’amélioration de la sensiblité et des capacités de 

discrimination des techniques analytiques n’a rendu que plus flagrante la reconnaissance de 

l’hétérogénéité des structures glycanniques et donc la difficulté à les séparer pour les analyser ou les 

utiliser dans des tests biologiques. En effet, des molécules considérées il y a une dizaine d’année 

comme pures apparaissent maintenant comme des mélanges complexes. Cet état de fait s’est 

confirmé à de nombreuses reprises au sein du groupe lorsque nous ré-évaluons la structure des 

molécules précedemment purifiées par le Dr Strecker et considérées comme pures. Ainsi, il est clair 

que les capacités de séparation des glycannes n’ont pas suivi celles liées à leur analyse. De fait, 

deux voies disctinctes peuvent être suivies pour contrebalancer ce problème ; soit améliorer notre 

capacité à résoudre l’hétérogénéité glycannique, soit être capable d’analyser la structure des 

glycannes en mélange. Chaque stratégie présente ses propres limites et la résolution de ce problème 

ne peut venir que de l’adoption d’une voie médianne prenant en compte les améliorations sur les 
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deux fronts. En effet, la complexité presque sans limite de certaines préparations rend illusoire la 

séparation individuelle de chaque structure isobarique. C’est par exemple le cas des O-glycannes 

associés aux mucines trachéobronchiales humaines dont nous estimons le nombre à au moins 2000, 

basée sur nos analyses en spectrométrie de masse. Par contre, elle rend également très difficile la 

résolution de leur structure en mélange. 

Notre équipe de recherche ne s’implique que très peu dans le développement de nouvelles 

méthodologies, préférant utiliser des méthodes d’analyse robustes déjà éprouvées pour arriver à nos 

fins. Néanmoins, nous essayons d’améliorer des protocoles disponibles pour répondre à des 

demandes particulières de nos propres thématiques de recherche. Cela a été le cas récemment dans 

le but d’améliorer la purification d’oligosaccharides sulfatés présents au sein de mélanges 

complexes dans le cadre de la préparation et de l’analyse de O-glycannes sulfatés d’amphibiens et 

d’ovomucine de poule. Cette méthodologie sera présentée dans le présent chapitre. En parallèle à 

l’amélioration de protocoles de purification, nous présenterons dans la suite de ce chapitre nos 

résultats concernant l’analyse de données de spectrométrie de masse en vue d’optimiser 

l’interprétation structurale de glycannes en mélange. Ce manuscrit, écrit essentiellement pour notre 

usage, reprend des données classiques de spectrométrie de masse et propose leur utilisation possible 

dans le cadre de l’analyse de molécules en mélange. 
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Supplementary data 

 

SupFig. 1: NMR analysis of major sulphated O-glycan from egg jelly coat of Pleurodeles waltl. a) 

1H-1H COSY-90 NMR and signal attributions, b) 1H-NMR chemical shifts of sulphated 

trisaccharide. 

 

GalNAc-ol I Gal II Fuc F

H-1 3,79 4,613 5,280
H-1' 3,79 _ _
H-2 4,389 3,725 3,800
H-3 4,099 4,019 3,914
H-4 3,537 4,660 3,84
H-5 4,158 n.d. 4,276
H-6 3,65 n.d. 1,222
H-6' 3,65 _ _
Nac 2,28 _ _

a

b
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Analysis of complex glycan mixtures by CID-MS/MS 

 

Fragmentation patterns of purified complex glycans 

 Susceptibility of the X(1-3)GlcNAc linkage. As established by previous studies, the 

predominant fragmentation pathway observed in per-methylated glycans involves cleavage of the 

GlcNAc bonds to generate Y- and B-type ions. This cleavage has been widely used for 

oligosaccharide sequencing in early FAB-MS experiments. It was thought to originate from the so-

called A-type cleavage of a [M+H]+ ion to produce an oxonium-type fragment ions. It is presently 

not known whether or not the fragmentation pattern that is observed during MALDI-QTOF analysis 

of [M+Na]+ adducts originates from a similar process. As shown on Fig. 1, this fragmentation 

pathway leads to formation of intense Y- and B-types ions at m/z 660 and 463, respectively, for all 

three isobars of Lacto-N-Fucopentaose (LNF). These compounds differ according to both their 

lactosamine type (type 1 for LNF-I and -II, type 2 for LNF-III) and the fucose position (Gal for 

LNF-I, GlcNAc for LNF-II and -III) which define H-1, Lea and Lex motifs for LNF-I, -II and -III, 

respectively. In addition to these common ions, a set of sequence-specific ions can be observed in 

each spectrum. Examination of the fragmentation patterns established that these ions all originate 

from the release of the C-3 substitution of the GlcNAc residue by generating C- and Z-type ions. In 

this respect, fragmentation patterns of LNFII and LNFIII differ owing to the presence of either a 

[M-Gal+Na]+ Z-ion at m/z 864 (M-236) or a [M-Fuc+Na]+ Z-ion at m/z 894 (M-206), respectively. 

Each ion comes together with a related ion of lesser intensity of m/z -74 mu at m/z 790 and 820, 

respectively. These have been attributed as secondary fragments resulting from the loss of GlcNAc 

C-5 and C-6 through a 0,4X-type fragmentation. Contrarily to the C-3 substitution, no Z-type 

fragment ion resulting from the loss of the C-4 substitution (Fuc or Gal) was observed for either 

compound. However, C-type ion at m/z 259 resulting from the cleavage of Gal glycosidic bond was 

observed independently of its linkage position (C-3 or C-4) for both LNFII and LNFIII. Similar 

rules applied for the fragmentation of LNFI. Again, along Y- and B-types ions at m/z 660 and 463, 

LNFI showed a specific Z- and C-type couple of ions at m/z 690 and 433, that resulted from the 

release of terminal Fuc(α1-2)Gal disaccharide linked in C-3 position to the GlcNAc residue. 

Overall, data suggest that these experimental conditions permit to distinguish type 1 lactosamine 

disaccharide (Galβ1-3GlcNAc) from type 2 lactosamine (Galβ1-4GlcNAc) owing to the presence 

of an intense Z-ion resulting from the primary cleavage of the Gal-GlcNAc bond. It should be noted 

that the C-ion that originates from a cleavage at an identical location is not specific of a single 

linkage, for it is commonly observed for both lactosamine types in variable intensities and thus 
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Fig. 3 
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is not a reliable indicator (see following results). Similarly, the chemical lability of the Fuc bond 

results in its non specific cleavage and release as a Y ion irrespective of the nature of the linkage. 

As shown Fig. 1, this ion is observed as a minor ion at m/z 912 for the three isobars of Lacto-N-

Fucopentaose. 

It is noteworthy that specific elimination of the C-3 substitution has already been observed 

for permethylated oligosaccharides in FAB-CID-MS/MS, but it exclusively occurred as secondary 

cleavage from the oxonium fragment, and never as primary fragment as observed with MALDI-

CID-MS/MS (ref). Such fragmentation patterns could be obtained by CID-MS/MS from protonated 

adducts of LNFs on a ES-QTOF instrument. In this configuration, different isobars LNF-I to -III 

were distinguished owing to the presence of intense secondary fragments at m/z 228, 402 and 432 

respectively generated from Y-ion at m/z 638 by the elimination of C-3 position (Fig. 2). On 

another hand, fragmentation of sodiated adducts on the same instrument generated fragmentation 

spectra almost identical to the ones obtained with MALDI-QTOF, demonstrating that the choice of 

parent ion adduct and not the instrument configuration conditioned the type of fragmentation (data 

not shown). 

 

Identification of H/Lewis motifs. From the existence of a specific elimination process of the 

C-3 substitution of GlcNAc (see above), it is possible to easily and accurately predict the nature of 

fucosylated lactosamine motifs within a glycan, and so to distinguish between H-1, H-2, Lex, Lea, 

Lex and Ley determinants, solely on the base of CID-MS/MS profile. We will first exemplify on 

simple glycans the divers fragmentation pathways that can be used toward this purpose, and then 

demonstrate that the same principles apply for complex glycans. 

Fig. 3 shows CID-MS/MS fragmentation patterns of four simple O-glycans, among a large panel of 

others tested, containing variations of fucosylated type-2 lactosamine motifs. As established above, 

fragmentation patterns of all compounds are dominated by B-ions at m/z 660 or 834 and by Y-ions 

at m/z 316, 520, 939 or 1113, that result from the cleavage of GlcNac linkages. All lactosamine 

disaccharides can be typified as type 2 according to the total absence of specific Z-ion at m/z [M-

236+Na]+ (loss of terminal Gal) or [M-410+Na]+ (loss of terminal Fuc-Gal) that would result from 

the cleavage of Gal-GlcNac bond. However, as already pointed out, their non-specific C-ion 

counterparts at m/z 259 or 433 are systematically observed in variable relative intensities. The H-2 

and Lex isobar motifs are easily distinguished by the way they lose their respective fucose residue. 

Indeed, fragmentation pattern of H-2 containing glycan exhibits a single [M-Fuc+Na]+ Y-ion at m/z 

765 (M-188 mu), while Lex containing glycan shows two [M-Fuc+Na]+ Y and Z-ions at m/z 969 

(M-188 mu) and 951 (M-206 mu), respectively (Fig. 3a and 3b). The generation of a non-specific  
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Y-ion at m/z M-188 is also observed in α(1,4)-linked fucose residue containing glycans (Fig. 1b). 

From these observations, we deduced that fucose linkage may be cleaved in two different ways. 

First, α(1,2)-, α(1,3)- and α(1,4)-linked fucose residues are released through a non specific 

cleavage that generates a low intensity Y-type ion at m/z M-188. On top of that, α(1,3)-linked 

fucose residues are released owing to a specific elimination that leads to the generation of a Z-type 

at m/z M-206. It is noteworthy that whenever both ions are observed, irrespective of their absolute 

intensities, Z-ion systematically exhibited a much higher relative intensity than Y-ion. Based on 

these assumptions, Ley containing O-glycan (Fig. 3c) was characterized by the presence of both Z-

ion at m/z 921 (M-206 mu) generated by the specific elimination of Fuc(α1,3) residue and Y-ion at 

m/z 939 (M-188 mu) generated by the loss of presumably one or the other Fuc(α1-3) and Fuc(α1-2) 

residues. Then, a third Ley specific ion was observed at m/z 733 (M-206-188) which was attributed 

to the simultaneous loss of both Fuc(α1-3) and Fuc(α1-2) residues. Loss of fucose may also be 

observed as secondary fragment ions, although these usually display lower relative intensity. In 

accordance with previous data, one can observe from the primary B-ion fragment (mono 

fucosylated LacNAc) at m/z 660 either a single Y-type secondary fragment at m/z 472 (660 mu-188 

mu) for the H-2 containing glycan (Fig. 3a), or both Y- and Z-type secondary fragments at m/z 472 

and 454 (660 mu-206 mu) for the Lex structure (Fig. 3b). Similarly for Ley structure, from the 

primary fragments at m/z 834, 1095 and 1113 (Fig. 3c and 3d) both Y- and Z-type secondary 

fragments indicative of the presence of a Fuc(α1-3) residue are observed. Contrarily, these 

secondary fragmentation are not observed from the H-2 containing primary fragments. Finally, 

presence of the Gal(β1-4)GlcNac motif in a glycan may be further assessed owing to the presence 

of a very specific ion at m/z 503, attributed to a 3,5A-ion resulting from internal ring fragmentation 

of GlcNAc residue. Indeed, this ion was exclusively observed in H-2 and Ley containing glycans 

but never in Lex (Fig. 3). Similarly, considering that this ion includes only the C-4, C-5 and C-6 of 

GlcNAc residue, it is never observed in type 1 LacNAc structures (Fig. 1a and 1b). This observation 

was further confirmed from analyses of a large panel of standard glycans (data not shown). 
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Fig. 4 
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In the prospect of studying complex mixture of isobaric glycans, we will now demonstrate 

that the above observations enable to distinguish between individual isobar glycans that present 

distinct combinations of Lewis determinants. As showed Fig. 4, three trifucosyllacto-N-hexaose 

isobars isolated from milk, arbitrarily labeled I, II and III, displayed very distinctive fragmentation 

patterns. Compounds II and III were identified as linear molecules owing to the presence of Y- and 

B-ions at m/z 463 and 1457, that resulted from the release of the intact tri-fucosylated di-LacNAc 

unit (Fig. 4b and 4c) The observation of Y- and B-ions at 1086 and 834 established the presence of 

a terminal di-fucosylated LacNAc (Leb or Ley) and consequently of an internal mono-fucosylated 

LacNAc (H-1, H-2, Lea or Lex). The presence of the last motif can also be tentatively observed 

owing to the intense secondary fragment at m/z 646. On the contrary to compounds II and III, no 

ion indicative of a linear di-LacNAc core was observed for compound I (Fig. 4a). Instead, two sets 

of Y-ions at m/z 660/834 and B-ions at m/z 1260/1086 established the presence of both terminal di-

fucosylated and terminal mono-fucosylated LacNAc units, which suggested the occurrence of a 

branched glycan. Secondary fragment at m/z 449, corresponding to the release of the Lac core, 

presented a discrepancy of 28 mu with its fully permethylated counterpart, which directly 

demonstrates that the Lac core is di-substituted. Additionally, this was further confirmed by the 

presence of an O,4A-ion at m/z 720 establishing that the Lac core is substituted by the mono-

fucosylated LacNAc unit in C-6 position. In compound I spectrum, Z-ion at m/z 1691 (M-206) 

established the occurrence of Fuc(α1-3) residue and Y-ion at m/z 1487 (M-410) of terminal 

Fuc(α1-2)Gal(α1-3) motif. These data are compatible with a combination of either Lex and Leb 

determinants or H-1 and Ley determinants. However, it can be observed that fragments ions at m/z 

1086 and 660 generate Z-type secondary ions at m/z 880 and 454, through specific elimination of a 

Fuc(α1-3) residue, which is strongly in favor of the presence of a Lex determinant. Accordingly, 

elimination of Fuc(α1-3) could not be observed from fragment ions at m/z 834 and 1260, which 

confirms the identity of the other branch as Leb determinant. In addition, we repetitively observed in 

all Leb containing glycans a complementary ion at m/z 760, that we tentatively attributed as a O,4X-

secondary ion originating from the 834 B-ion. For a reason unknown of us, this ion was never 

observed in any of the Ley containing glycan that we studied, and so was subsequently used as a 

marker ion for the presence of Leb. Through a similar reasoning, sequence of compounds II and III 

can be completely deciphered. In both compounds, combination of ions at m/z 1487, 834 and 760 

clearly indicated the presence of a terminal Leb motif.  
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In compound II, [M-Fuc+Na]+ Z-ion at 1691 established the presence of a Fuc(α1-3) residue, which 

suggests the  existence of an internal Lex motif. This residue was directly located on the internal 

LacNac unit owing to the Z-type secondary ion at m/z 880, generated by the elimination of Fuc(α1-

3) from Y-ion at m/z 1086. In accordance with the presence of an internal Lex motif, no cleavage of 

its Gal-GlcNAc bond occurred. On the contrary for compound III, two intense C- and Y-ion at m/z 

1056 and 864 established the nature of the internal LacNAc as type-1. Furthermore, they permitted 

to locate the Fuc residue on the GlcNac residue, which establishes the presence of internal Lea motif. 

Accordingly with the absence of Fuc(α1-3) residue in the molecule and contrarily to compound II, 

no Z-ion resulting from the loss of fucose can be observed neither from the molecular ion, nor from 

the Z-ion at m/z 1086. 

 

Study of glycans in mixture 

Proteomic and glycomic-type studies are generally not compatible with extensive 

purification of glycan moiety following its release. Indeed, low quantities of samples generally 

available prevent the use of any multi-dimension chromatographic purification process that is 

requires for isolation of individual glycan isobar. So, to be fully effective, mass-spectrometry based 

method of study of carbohydrate structure should be usable for complex mixture of glycans, and be 

able to distinguish, at least partially, between closely related isobars. In order to demonstrate that 

the CID-MS/MS of permethylated glycans enables such study, we will resolve the different isobars 

present in a single ion from three different sources. To do so, O-glycans have been released and 

purified from bovine submaxillary glands mucins (BSM), purified human cystic fibrosis (CF) 

mucus and total extract from colo 205 carcinogenous cell culture. As expected, after permethylation, 

profiling of total O-glycans by MALDI-MS showed an extensive structural variability within each 

sample (data not shown). As a mean to study isobaric distribution of glycans, we targeted the 

[M+Na]+ ion at m/z 1157 (1 HexNAc-ol, 1 HexNAc, 2 Hex and 1 deHex) which was fragmented in 

CID-MS/MS for each sample. From the known biosynthetic pathways of mucin O-glycans, we 

deduced the presence of twelve possible isobars which fragmentation patterns were inferred 

according to the principles aforementioned (Fig. 5e). To our knowledge, only nine out of the twelve 

possible isobars have been observed so far in mammals (compounds I  to VII , IX  and XI ), type 1 

LacNAc chain being never observed directly attached to C-6 position of reducing GalNAc residue 

(as in compounds VIII , X and XII ). CID-MS/MS fragmentation pattern models were also directly 

assessed for five compounds out of the twelve possible by using pure isobars purified from several 

animal species, including all known core 2 (compounds VII , IX , X, XI  and XII ) and a core 1  
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containing glycans (compound III ). Models did not show any discrepancy from actual spectra, 

which contributed to validate the method. 

As will be demonstrated, analysis of complex mixtures of glycans differs significantly from 

similar analysis of pure glycans due to overlaps in generated fragment ions. It is a multi-step 

analysis which prime concern is to identify precise motifs within the mixture, i.e. what type of core, 

LacNAc disaccharides and fucosylated motifs are present. From a functional point of view, the 

expression of such motifs on glycoconjugates clearly appears as the most relevant information to 

seek. In a second step, precise arrangement of motifs within each glycans will be investigate, and by 

doing so will permit to definitively establish the presence or the absence of each isobar.  This step 

relies more heavily on secondary fragmentations for it enables to distinguish more efficiently 

isobars.  

In the chosen example, CID MS/MS spectra of the three O-glycans samples showed 

completely different patterns, which established that they contained distinct sets of isobaric 

structures (Fig. 5a, 5b and 5c). From the general aspects of spectra, higher complexity of fragment 

ions pattern suggests that CF mucus contains a higher number of compounds than two other 

samples. In a first step we will examine the presence of individual structural motifs present in each 

mixture, which results are summarize on Fig. 5 f.  

CF and colo 205 samples exhibited both type 1 and 2 core structures according to the 

presence of secondary fragment ion at m/z 284 and Z/C-type ion pair at m/z 298/882. Contrarily, 

BSM exclusively showed type 2 core specific fragment at m/z 284, establishing the total absence of 

type 1 core containing glycans and so restricting isobaric variability to compounds VII  to XII . 

Terminal Gal(β1-3) as well as Gal(β1-3)GalNac-ol motif were observed in all three samples as 

deduced from the presence of Z-type ions at m/z 921 and Y-type ion at m/z 520. Terminal Gal(β1-

3) residue originates either from terminal type 1 LacNAc or Gal(β1-3)GalNac-ol motif. Their 

fucosylated counterparts, terminal Fuc(α1-2)Gal(β1-3) (Z ion at m/z 747) as well as Fuc(α1-

2)Gal(β1-3)GalNAc-ol (Z ion at m/z 694) showed a more restricted distribution and were only 

detected in CF and BSM. Accordingly, owing to Z/C ion pair at m/z 694 and 486, the presence of 

un-fucosylated terminal LacNAc unit was attested only in CF and BSM samples, colo 205 showing 

none. Nature of LacNAc unit could also be attributed either to type 2 according to 3,5A-ions at m/z 

329 in both CF and BSM, or to type 1 according to secondary ion at m/z 646, exclusively in CF. 

Although fucosylated LacNAc trisaccharides were observed in all three samples according to Y/B 

ion pair at m/z 520/660, their isomers (H1, H2, Lex and Lea) were differently distributed. Presence 

of Lex was easily assessed in all three samples owing to the elimination of 1,3-linked Fuc residue at  
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m/z 951. However, owing to secondary fragmentation, Lex could be differently located on core 2 

glycans (m/z 715) in all three sample but also on core 1 glycan in both CF and colo 205 (m/z 676), 

but not in BSM, in accordance with absence of core 1 glycan in this sample. Because the 

elimination of 1,3-linked Gal is not specific for Lea, its presence was assessed in CF and colo 205 

on the basis of secondary fragmentation at m/z 424. Its presence was further pinpointed in core 1 

glycan by secondary ion at m/z 646 in CF and colo 205 as well as in core 2 glycan by secondary ion 

at m/z 685 exclusively in colo 205. Terminal H2 (3,5A-ions at m/z 503) showed also a distribution 

restricted to CF sample, but absence of further fragmentation involving this motif does not permit to 

localize it definitively on either core 1, 2 or both. Then, presence of H1 on core 1 glycan was 

exclusively observed in CF, owing to the conjunction of Z ion at /z 921 and secondary ion at m/z 

472. As shown in Fig. 5f, systematic search of individual structural motifs demonstrated a wide 

heterogeneity between samples; whereas CF includes all screened motifs, BSM and colo 205 only 

include subsets. 

In a second step, we tried to assign to each mixture its final isobaric composition. For CF, 

fine analysis of secondary fragmentations demonstrated that some of the isobars were actually 

missing, despite that all motifs were individually identified in the isobaric mixture. In particular, 

none of the specific fragments for compounds VIII , X and XII  (m/z 685 and 511) were identified in 

the corresponding spectrum. This result is consistent with the known biosynthetic pathway of O-

glycans. Indeed, to our knowledge, type 1 LacNAc chain directly attached to C6 position of 

GalNAc has never been observed so far in Man, for it is considered as a signal of termination for 

upper chain extension.  As a general rule, non fucosylated type 2 LacNAc and H-2 motifs are 

difficult to locate because they generate fewer distinctive secondary fragments. So, it is not possible 

to definitively discriminate between compound V and XI , although the presence of both compounds 

is highly probable. On the contrary, as deduced from the presence of fewer individual motifs, BSM 

appeared as a much simpler mixture of isobars. In particular, association of identified motifs only 

enables the generation of compounds VI  and IX . Although mass spectrometry is not considered as a 

quantitative method, comparison of equivalent fragments for both components (486/660; 694/520; 

747/921) clearly showed that compound VII  was the major isobar of the mixture, and permitted to 

evaluate the VII  to IX  ratio to about 5 to 1. Then, colo 205 showed an isobaric distribution 

altogether very different from both previous samples. Association of types  1/2 cores with Lea/Lex 

gives rise to four potential compounds III , IV , IX and X, out of which compound IV  was not 

actually observed, as deduced from the absence of the secondary fragment ion at m/z 646. Absence 

of the Lea in core 1 containing glycan indicated the existence of compound X in colo 205. Indeed, a 

set of two ions at m/z 685 and 611 that did not occurred in any of the two other samples was  
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observed from colo 205. These two were tentatively attributed as Z-type and its 0,4X-type associated 

secondary fragmentations from Z-ion at m/z 921, respectively. These ions were compatible with the 

presence of a Lea motif linked to the C-6 position of the GalNAc-ol residue of a core 2 O-glycan. 

As aforementioned, such a glycan has never been characterized in Man. In animal kingdom, Lea 

motif has only been observed in the primate lineage on both glycolipids and glycoproteins, but 

never on O-glycans from the C-6 position of GalNAc-ol. Recently, by a combination of preparative 

HPLC separation and NMR analyses, we have isolated and characterized for the first time, such a 

compound from the oviducal secretions of the amphibian model Xenopus tropicalis, demonstrating 

the emergence of an independent (α1-4)fucosyltransferase activity in amphibians (Guérardel et al., 

2003). In order to confirm that the couple of unknown ions observed in Colo 205 sample originated 

from the fragmentation of a Lea chain linked to C-6 position of GalNAc-ol, purified O-glycan from 

X. tropicalis was permethylated and fragmented by CID-MS/MS in identical conditions. As 

hypothesized, intense ions at m/z 685 and 611 are observed from fragmentation pattern of this 

glycan, confirming that their originated from the successive elimination of two (1-3)Gal residues 

(Fig. 5d). Accordingly, these fragments were not observed from equivalent glycans containing 

either H-2 or Lex determinants (data not shown or sup data). In summary, as shown in Fig. 5g, CF 

mucus, BSM and colo 205 exhibited very different patterns of glycosylation. 

In conclusion CID-MS/MS analysis enabled to decipher the major structural features of 

individual O-glycans from complex mixtures. It permitted, without prior extensive glycan 

separation, to easily distinguish between different samples according to their isobaric variabilities, 

from a simple mixture of two or three isomers to a very complex mixture of up to nine components, 

each sample containing distinctive sets of glycans. Furthermore, it demonstrated its capacity to 

identify a novel structure within a mixture of known structures. Indeed, for the first time, a Lea 

motif directly linked to the reducing GalNAc residue was identified in a human carcinogenous cell 

culture O-glycan, suggesting a profound modification of glycan biosynthesis pathways in colonic 

cancer cells. 
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Fig. 6 
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Study of glycans after periodic oxidation 

Mild periodic oxidation has already been used as an effective way to discriminate C-3 from 

C-6 linked branches of O-glycans by selectively cleaving C4-C5 bond of GalNAc-ol. Oxidation of a 

single reduced O-glycan generates after reduction two fragments in which GalNAc-ol residue is 

replaced either by a CH2OH-CHNAc-CHOH-CH2OH group (C4) for C-3 lower branch or by a 

[CH2OH]2 group (C2) for C-6 upper branch. We will demonstrate that the aforementioned 

principles of analysis can be applied to oxidize glycans and give an additional mean to study 

mixture of complex glycans. In order to validate the method, a set of purified mucin O-glycans were 

oxidized, reduced, permethylated and subjected to CID-MS/MS in MALDI Q-TOF. As shown on 

Fig. 6, C2 and C4 containing product substituted by identical glycan moieties are easily 

distinguished in MS owing to the apparent molecular size of their parent ions, differing from 129 

mu. These oxidation products show very similar fragmentation patterns, irrespective of the nature of 

the aglycon group, C2 or C4. Fragmentation patterns of glycan moieties of permethylated oxidized 

products are also similar to those from intact permethylated glycans as demonstrated by comparing 

Fig. 6a and 1a, Fig. 6b/c and 3a, Fig. 6d/e and 3c. However, care should be taken when analysing 

Lex/Ley containing C4 products. Indeed, release of the C4 fragment by a B-type cleavage results in 

the generation of a [M-205] ion very close to the [M-206] fragment ion generated by the specific 

elimination of 1,3 linked Fuc residue. As shown in Fig. 6e, both ions are easily distinguished on a 

high resolution spectrum, and closeness of signals never induced any ambiguity of interpretation in 

all the samples we analysed. Similarly, C-type ion at [M-189] and Z-type ions at [M-188] that result 

from the release of C4 fragment and the non specific release of Fuc residue, respectively, are very 

close from each other, but easily distinguished. Nevertheless, in order to ease interpretation, we 

tried to omit the reduction step prior to permethylation as an alternative process, which facilitated 

distinction of these fragments. In this case, release of C4 fragment generates a B-type ion at [M-

189] which does not overlap anymore [M-206] ion, but shed in its isotopic cluster the [M-188] 

fragment ion. On the other hand, reduction of oxidized fragments with deuterium prevented any 

distinction between ions generated by release of Fuc residue and C4 fragments, as expected (data 

not shown). 
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Fig. 7 
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In order to evaluate the usefulness of periodate oxidation for the study of complex mixture 

of glycans, we used as starting material a partially purified fraction of O-glycans. Total neutral O-

glycan fraction prepared from CF mucus was separated in HPLC on an amine bond column eluted 

by a 90 min gradient of H2O in ACN. Ninety fractions were automatically collected and their 

composition was individually assessed by MALDI-TOF MS. This permitted to follow in the ninety 

fractions the distribution of sixty [M+Na]+ molecular ions ranging from m/z at 611 (Hex1HexNac2-

ol) to m/z at 2745 (Fuc6Hex5HexNAc4-ol) (Supplemental data). All ions were then fragmented in 

CID-MS/MS in order to partially assess the isobaric distribution of compounds in each fraction. 

Despite its low capacity to discriminate between isobars in mixture, MS/MS analysis of native O-

glycans demonstrated that HPLC partially separated isobaric structures of low molecular weight 

compounds. On the other hand, this was difficult or impossible to assess for higher molecular 

weight compounds (above 1500 Da) due to decrease of the separation resolution and increase of the 

isobaric complexity along with increasing size. 

 We have arbitrarily chosen fraction 52 as a model of study. MALDI-MS analysis of this 

fraction showed five ions with m/z values ranging from 1269 to 1415 mass units (Fig. 7a). In a first 

step of analysis, CID-MS/MS analysis of native compounds based on already published data 

permitted to evaluate their general structure, including nature of cores, length of branches and 

distribution of eventual fucose residues. Results from these analyses are depicted in Fig. 7a. 

However, exact positioning of fucose, nature and distribution of LacNAc units could not be 

established by this technique as already discussed. Nevertheless, systematic fragmentation of these 

ions in surrounding fractions established that only a subset of isobaric structures was present in 

fraction 52 owing to partial isobaric separation after HPLC. In particular, for the ion at m/z 1269, 

extended core 3 containing isobars were identified in fractions 45 to 47 whereas Ley/b containing 

isobars in fraction 48 (data not shown). Fraction 52 exclusively contained core 4, mono-fucosylated 

LacNAc substituted O-glycans (Fig. 7a). Similarly for ion at m/z 1285, fractions 49-51 exclusively 

contained core 1 isobars, whereas fraction 52 contained both core 1 and core 2.  

In a second step of analysis, fraction 52 was subjected to mild periodic oxidation, NaBH4 

reduction and permethylation. Eleven ions labeled from 1 to 11 and ranging from m/z 562 

(Hex1HexNAc1-C2) to m/z 1518 (Fuc1Hex3HexNAc2-C4) were observed in MALDI-MS (Fig. 

7b) and subsequently fragmented in CID-MS/MS. Use of aforementioned procedures of analysis 

permitted to identify the major isobaric sequences in each of the eleven compounds detected as 

summarized in Table 1. It is noteworthy that C2 and C4-containing fragments presenting identical 

monosaccharide compositions systematically exhibited distinct isobaric distributions. In accordance 
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Table 1: Summary of oxidation generated fragment identified by MS/MS sequencing 

 

Cpds m/z Isobars Fragments Cpds m/z Isobars Fragments

1 562 486 8 1185 979;903;722;

516;486

2 736 660;548;503; 979;903;660;454;

472;433 660;548;472

660; 530;259 433;503;660;

548;472

3 865 677;660;503; 9 1314 868;490;416;342

472;433

660;586;455;433 868;794;588;

720;514

660;659;259 904;694;620;546;

490;458;384

4 895 708;486;432;329 1078;694;458;620;

384;546;664

708;659;486;432 10 1344 1157;881;694;

620;458;384

5 1039 834;833;646; 11 1518 1332;1110;1055;

628;503;458 849;646;432

834;760;629;572 1332;1313;868;794;

588;720;514;418

6 1069 660;454;432; 1332;694;620;

882;863; 546;418;384

7 1140 935;677;486;472

953;881;490;

486;416;342

953;881;694;677;

620;546;486

8.1

8.2

8.3

9.1

11.1

11.2

11.3

9.2

9.3

9.4

10.1

7.3

5.2

6.1

7.1

7.2

5.1

2.2

3.1

3.2

3.3

1.1

2.1

4.1

4.2

C2

C2

C4

C4

C4

C4

C4

C4

C4

C4

C4

C4

C4

C2

C2

C2

C4

C4

C4

C4

C4

C4

C4

C4

C2

 

 

Table 2: Possible combinations of oxidation generated fragments for each intact molecule 

Cpds Combinations 

A 2+3

B 1+6; 2+4; 11

C 8; 9

D 1+7; 10

E 2+5  
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with previous observations, no type 1 LacNAc chain was identified directly attached to C2 

fragments (compounds 2 and 8), whereas it was on C4 fragment (compounds 3 and 5). As a result 

only Lex and H2 motifs were identified in product 2 (ion at m/z 736), whereas Lex, H1 and H2 were 

identified in product 3 (ion at m/z 865) (data not shown). Indeed, fragmentation pattern of 

coumpound 2 showed typical fragment ions of terminal H2 (m/z at 433, 472, 548), as observed in 

standard molecule (Fig. 6a), as well as additional Z and B ions (m/z at 530 and 259) that clearly 

indicate the presence of Lex containing isobar. However, no fragment indicative of H1 (Z ion at m/z 

410) or Lea (Z ion at m/z 500) epitopes could be observed, establishing the complete absence of 

such motifs. Contrarily, in addition to H2 and Lex, H1 motif is clearly observed in compound 3 

owing to the presence of Z ion at m/z 455. 

As shown Fig. 8, a new set of characteristic ions deriving from secondary Y/C and internal 

fragmentations was used to identify branching patterns of oligo-lactosaminyl sequences. 

Fragmentation of compound 10 generated an intense secondary ion at m/z 418, which in 

conjunction with the absence of B/Y ions pair at m/z 935/432, established the presence of a 

branched sequence to the exclusion of its linear counterpart. This observation was confirmed owing 

to the set of ions at m/z 694 (Y/C), 620 (0,2A) and 546 (4,0A) that demonstrated the presence of a Gal 

residue di-substituted in 3 and 6 positions by a LacNAc motif. Elimination of a Gal residue from 

pseudomolecular ion, 0,2A ion, 4,0A ions and Y ion at 881 generates secondary ions at m/z 1108, 458, 

384 and 645, respectively, which then established the presence of terminal type 1 LacNAc chain. In 

parallel, presence of terminal type 2 LacNAc was attested by the presence of ion at m/z 329. 

Although we established the presence of the two LAcNAc types, it was not possible to determine 

which of the four possible isobars were actually present in the mixture. On this basis, we attributed 

to product 10 a single isobaric structure presenting both types of LAcNAc, although presence of 

others is most probable. A similar strategy of analysis permitted to identify four different isobaric 

branched structures for product 9 (Fig. 8b). Distinction of different isobars is easier compared to the 

previous ion owing to the dissymmetry of the molecule. However, exact positioning of fucose is 

still difficult for isobaric structure 9.1 considering its similarity with structure 9.2. It is noteworthy 

that compounds 9 and 10 exclusively contained branched structures and no ‘core 1 type’ linear ones 

as revealed by the complete absence of Y ion at 432. In contrast, as already observed for products 2 

and 3, product 8 exhibited an altogether very different structural variability than its C2 counterpart 

products 9. In particular, none of the specific ions for branched sequences were observed on 

fragmentation spectrum of product 8 (supplemental data). Instead, an intense B-type ion at m/z 979 

was indicative of the cleavage of GlcNAc-C2 bond, altogether establishing the presence of ‘core 2 

or 4 type’ linear fucosylated di-LacNAc sequences in place of branched ones. 
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Fig. 8 
 

 

 

 

Table 3: Summary of identified O-glycan structures from fraction 52  

A 2+3

B 1+6 2+4 11

C 8 9

D 10 1+7

E 2+5
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Three distinct linear isobars differing according to the fucose position could be distinguished within 

the mixture; two with Lex motifs and one with terminal H2 motif (Table 1). Absence of Z-type [M-

236] and [M-410] fragment ions established that it did not contain terminal Lea or H1 motifs. Then, 

compound 11 was differing from three previous ones by the fact that it contained both linear (11.1) 

as demonstrated by the presence of B/Y ion pair at m/z 432/1109, and branched (11.2 and 11.3) 

isobars as demonstrated by B ion at m/z 418 and above described Y/C, 0,2A and 4,0A sets of ions. 

Similarly, compound 7 appeared as a mixture of linear ‘core 3 or 4 type' isobar (7.1),  as 

demonstrated by the presence of an intense Y ion at m/z 935 and branched isobars (7.2 and 7.3). In 

conclusion, exhaustive MS/MS analysis of oxydized HPLC fraction 52 permitted to definitely 

identify 25 different compounds. As already pointed out, isobaric variability is most probably 

underestimated due to the difficulty to distinguish very close isobaric structures, particularly for 

those which contain non fucosylated type 2 LacNAc motifs. 

 In a third step of analysis, independent sequences of C-3 and C-6 branches were combined 

according to the results of fragmentation analysis of intact glycans. As summarized in table 2, each 

compound (A to E) may be the result of one to three different combinations of oxidation products 

(1.1 to 11.3). It is noteworthy that most of the oxidation products are specific to a single final 

compound. Indeed, only oxidized products 1 and 2 can possibly occur in more than a single O-

glycan (Table 2). On these bases, combination of the 25 identified oxidation products generated up 

to 29 distinct oligosaccharides from the five MS signals observed in the studied mixture (Table 3). 
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