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recueillies chez des sujets de sexe masculin et de groupes sanguins connus
nous a permis d'isoler 45 oligossacharides et de déterminer la structure de

18 d'entre eux.

sont les suivantes

1)

2)

3)

RESUME

le fractionnement de quantités élevées d'urines

1
Les conclusions que nous pouvons tirer de notre étude |

La structure de la plupart des oligosaccharides de l'urine humaine est directe-

ment lide au groupe sanguin de ltindividu (systemes A, B, H, Se et Le).

Les analogies de structure qu'ils présentent avec les oligosaccharides du lait
de Femme permettent de poser en hypothése que les uns et les autres sont syn-

thétisés par des systémes glycosyltransférasiques identiques, !

.

Les oligosaccharides de l'urine humaine constituent enfin de précieux modéles

d
moléculaires qui seront utilisés ultérieurement dans le cadre de travaux d’ordrif
immuno-chimique et d'études de la conformation des sites antigéniques des §‘

substances de groupe sanguine.
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"INTRODUCTION

-~

Nos travaux sont le prolongement de ceux qui ont été

entrepris au laboratoire par MONTREUIL et BOULANGER 1953, (1) et psr MONTREUIL (1956}
(2) sur les glucidés des urines et qui ont conduit G. STRECKER et J. MONTREUIL (3)
& démontrer que, si de rombreux oligosaccharides possédaient une origine alimentaire_'
et que dtautres étaient les témoins du métabolisme des glycoprotéines, certains
Possédaient des activités de groupes sanguins et étaient donc en relation étroite
avec des antigenes de membranes, Ainsi se confirmait 1lthypothése récente de
MONTREUIL et STRECKER que 1l'urine éourrait renfermer des antigenes tissulaires divers;:
et pourrait, en les concentrant, devenir un matériau de départ précieux pour isolex
ces constituants. En outre, lthypothése de travail posée dés 1948 par MONTREUIL

“selon laquelle les ﬁrines de cancéreux pourrait bien contenir des composés glucidi-
Ques anormaux, reste acceptable car l'urine devrait logiquement renfermer des
néo~antigénes de membranes provenant des cellules transformées,

' Nos recherches ont plus particulidrement porté sur 1!étu~ ?
de physico-chimique et immunochimique des oligosaccharides de l!urine, Afin de compa—ﬁ
rer leur structure avec celle des oligosaccharides du lait de femme et des antigenes ?
de membranes isolés récemment par HAKOMORI et JEANLOZ (1964) (4) et par KOSCIELAK .ﬁ.

it_@io (1973) (5)0 : "

Nous avons clioisi des sujets des groupessanguins suivants : |
b !
0 Le® Se, 0 Le® Se, A Le’ Se. i |

Lt'ensemble de nos travaux nous permet de montrer l'analo-
8ie de structure qui existe erntre les oligosaccharides du lait et ceux de l'urine,
Une similitude de structure existe également entre ces sucres et les.déterminants

glucidiques des antigdnes membranaires,



— GENERALITES —

LES ANTIGENES DE GROUPE SANGUIN

A - DEFINITIONS

1 ~ NOTION D*ANTIGENE DE GROUPE SANGUIN

Les substances de groupe sanguin A4;B,0 des érythrocytes
sont des antigtnes (agglutinogdnes) qui provoquent la formation dlanticorps ou
8gglutinines spécifiques, On définit ‘les différents systémes de groupessanguins
Par réaction dlagglutination des hématies avec des anticorps spécifiques. Quatorze
Systemes sont aujourd'hui connus, formés per la combinaison de soixante facteurs

- différents(RACE et SAINGER, 1962>(6).

Ces substances de groupe sanguin A,B,0 peuvent 8tre divisées
®n deux classes de constituants quiportent des spécificités antigéniques cellulai-

Tes et les antigdnes solubles,

1 = Les antigénes cellulaires ¢

' Les substances 2 spécificité A, B, O extraites de la membra=-
%6 des globules rouges sont des glycollpides(ﬁAKOMORI et STRYCHARZ, 1968)(7) ;
KOSCIELAK et al, 1972) 8) Ces substances préparées par extraction ethanollque
Sont dites : "solubles dans 1l'alcool". Des macromolécules aux propriétés et
Spécificitds identiques existent & la surface des cellules de nombreux autres

tise

les qui tapissent le systime cardioﬁasculaire(_SZULMAN, 1966)(9). g

2 - Les antigtnes solutles :

Ce sont des glycoprotéines, comme l'ont montré(KABAT, 1956
(10) et MORGAN, 1960 (11), qui se trouvent dans les milieux de sécrétion : la

us et font partie intdgrante notamment de la membrane des cellules endothélia- |




salive, le méconium, l'urine, le lait, le suc psncréatique, le suc gastrique,
le liquide séminal. Un modele blologlque tres apprécié des chercheurs est le
llqulde des kystes ce l'ovalre qui est une source 1mportante de glycoprotelnes

Solubles dites & activité de groupes sanguins,

o . -

NOTION Dt*INDIVIDU "SECRETEUR"

==

La salive et les autres milieux de sécrétion de la plupart
des individus contiennent des glycoprotéines & spécificité AyB ou H, suivant le

Phénotype du sujet ¢

-~ ces individus sont dits "sécréteurs" et réprésentent
75 p. 100 de la population,
- cet état est constant et génétiquement déterminé,
- les allekles Sé,(sécréteur) et se,(aon sécréteur)d'apras
CEPPELLINI, 1955 (12)etWATKINS, 1964 (13) sont portés par
. un locus différent du locus A,B,0. On pense d'ailleurs

qu'ils sont situés sur des chromosomes différents.

- ces génes affectent seulement la synthése du déterminant de'

groupe sanguin des substances solubles. Chez les sujets non;

sécréteurs, les macrcmolécules sont aussi présentes mais

ne portent pas les spécificités de groupe A, B, H,

1~ 12 sysrmm 1mvis { "I;e")

%

Le locus Lewis (Le) différent du locus sécréteur (Se) affecte
la’ biosynthtse et la spécificité antigénique des substances & activité de groupe

Sanguin:CEPPELLINI, 1955 (14), CEPPELLINI, 1959 (15).

Une interaction apparait entre le systéme Sécréteur et le
SYstime Lewis : la spécificité Le_ est plus marquée dans les sécrétions des indi-

v. ’ 7
1dus non sderéteurs que dans celles des sujets secreteurs.

= CoNeLusTON

|-

§\\__'

N T ——— e

Les membranes cellulaires comportent donc des glycolipides &

SPécificitd A, B, H : elles comprennent en outre d'autres antigénes de méme spéci-

I

i
I
i

az
i
I

3
|




ficité mais qui ne sont pss solubles dans les solvants organiques. Ce dernier
type dtantigine est de nature glycoprotéinique. Ce sont les antigtnes solubles
qQui s'absorberaient sur les membranes érythrocytaires et qui ne seraient donc

-

Présents que dans les hématies des.individus sécréteurs,



?;

B - LES GLYCOLIPIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN

I - STRUCTURE ET REPARTITION

Les substances de groupe sarzuin A, B, 0, isolées de la
membrane érythrocytaire sont des glycolipides: HAKOMORI, 1970 (16), HAKOMORI
et STRYCHARZ, 1968 (17) YAMAKAWA et al., 1965 (18). Ils se composent d'au

moins 50 p, 100 de glucides, les principaux monosaccharides rencontrés étant

le D-glucose, le D-galactose, le L-fucose, la N-acétyl-D-glucosamine, la
N-acétyl-galactosamine, 1l'acide N-acétyl-ileuraminique. Le reste de la molécule i
est formé de sphingosine et d'acide gras. L'unité lipidique de base est le

céramide : une molécule de sphingosine attachée & un acide gras par une liai- i

son amide ; elle porte les déterminants glucidiques antigéniques (voir figuré

1 pe 6 )o La molécule compldte est biosynthétisée en conjuguant sur la fonc-
tion alcool primaire du céramide des monosaccharides ou des disaccharides,
i}

] -

Le tableau I(p. 7)indique la distribution des glycolipides !

\

dans les tissus humains, Les antigénes glycolipidiques représentent une infime 'ﬁ
fraction de tous les glycolipides tissulaires., Ainsi, les glycolipides de la ﬁ@'

Dembrane érythrocytaire ne représentent que 10 p. 100 du total des lipides SOit{i

g
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layg P. 100 de la masse de la membrane et le glycolipide majeur.ne posseéde

aucune activité sérologique : voir tableau II(P. 8 V.

Trois classes d'antigeénes glycolipidiques, comme le montre

. - ]:l'
le tableau III(?. 9) peuvent étre'distinguées :

- les cérébrosides
~ les oligosidocéramides

-~ les gangliosides,




N -Acetyl- >
G°(';°'°Se galactosamine
CH20H OH  cHo0H
0 2 Golactose
0 HoOH
TTRYC SN Glucose
CHg=CO-NH mo CHOH
CHy~Co—NH AV K o o  acid
HO COH "o OH \/ ‘(‘:HZ JK/W\STQ‘;JS/\/\/\CH
- 3
Siali i . .
’ CH3
Oligosaccharide ' Ceramide

i (L))
ZONE HYDROPHILE ZONE HYDROPHOBE

\\

H ' Monosialoganglioside Gy

X, Y =

X = sialic acid, Y = H  Disialoganglioside Gy

X = H, Y =asialic acid  Disialoganglioside Gy

X, Y = sialic acid Trisialoganglioside Gry.
Pigure 1

Structure ge quelques gangliosides du cerveau (d'apr‘es VAN HEYNINGEN &
MELLANBY, 1971)( 19 ).



 Parenchyme (b) ’

Glycolipides Nerr (a)} Erythrocyte (c) Fibroblaste (d) Glande (e) Adénocarcinome (f)
' hépatique
, o
Galactocérébroside ++ + + - + ' +
ci s . +
Glucocérébroside - + + + + +
Sulfatide ++ + - - - ha ¥
Lactosylcéramide - : + ++ + ++ ++
Trihésosylcéramide - + + + + +
Globtoside - ++ -+ - .- -
¢ . + ~+ N
Hématoside - R o - a +++ +++ ++ ++
. + + '
Gangliosides +H+ - - + + +
Fucosylglycolipides
ayant ou n'ayant pes + +
' - 3 e u - - - - . - -
d act%v1te de groupe (A*,Bp) (A7B7)
senguin )

* Les glycolipides de l'érythrocyte sont généralement classés en deux groupes : les globosides contenant des hexosamines, et les hématosides
contenant de 1l'acide sialique.

(a) SVENNERHOLM, 1963 (20) et LEDEEN, 1966 (21)

(b) MAKITA et YAMAKAWA, 1966 (22) et MARTENSON, 1966 (23)

(c) YAMAKAWA, 1965 (24) VANCE et SVWEELEY,1967 (25)

(d) HAKOMORI et MURAKAMI, 1968 (26), HAKOMORT et et al., 1968 (27)

(e) SUZUKI et al., 1967 (28), Mc KIBBIN, 1969 (29), HAKOMCRI et ANDREWS, 1970 (30)

(f) HAKOMORI et JEANLOZ, 1964 (31), HAKOMORI et ANDREWS, 1970 (32).




TARILEAU II

REPARTITION DES PRINCIPAUX TYPES DE LIPIDES DANS LA MEMBRANE

ERYTHROCYTATRE (D! APRES VAN DEENEN, 1961)(33).

P———

Tatal lipid

Neutral lipids
; .

6lycolipids

Phospholipids

Chotesterol

Choline phospholipids

Ethanalamine
cephalin

Globosides Lecithin Sphingomyefin
|| Free , Diacy!  Pasmalog| |
WSteriieg  free rany acios+glycerices Lyso Plasmalogen  Diacyl Other phosphalipids
—_— . . s — . .
0 W 60
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100%
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TABLEAU III

GLYCOLIPIDES SEROLOGIQUEMENT ACTIFS

-

——

|
a tre 1 -
es longue chafne (CZO 022)
Saturé ou insaturé

~ galactose

Composé majeur et spécifique du systéme
nerveux

- Galactocérébrosides du systéme nerveux$provo-
quent la formation danticorps dans certains

cas d'encéphalomyélites,

e

Principalement 1ltacide ligno-

cérique)

~ glucose - galactose

—-

(autres sucres neu=:

tres, hexosamines
N (Fuc ) \

|- @landulaires : activité Lewis

~ Glycolipides de l'érythrocyte, de la rate,

autres tissus (tissus rénal)

~ Glycolipides caractéristiques de tumeurs

=

=~ 8lucose - galactose - hexosami-
‘ nrs

NaNg NANA NANA

N\\\\\\~ﬁ:iiffyl-neuraminique)

—Gangliosides du syteme nerveux, de la rate

- Activité de groupe sanguin M, N, Rhésus (D)
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L'anticorps spécifique, 1'antigtne doit &tre accessible. !

».  Ainsi les glycolipides, porteurs des déterminants antigéni-

ques des groupes sanguins, sont constitués par des glycolipides neutres et des |

gangliosides dans le rapport de 1/3 dans la membrane des hématies humaines.

!
On ne peut parler d'une véritable spécificité d'organe de ces subétanceé; Le q'
plus simple des glycosphingolipides, le lactosylcéramide ou cytolipide H a &té
mis en évidence dans les tigsﬁs tumoraux (RAPPORT, 1961 (33?. I1 a été ensuite r
reconnu dans le tissu rénal (MAKITA et YAMAKAWA, 1966 (34) et dans les érythrd—.

|
cytes (YAMAKAWA, 1965 (35),SUEEIEY, 1969 (36). : \

;
|
|

La premiére structure de glycolipidesérythrocytairesi actiVi—$
té de groupe sanguin & été proposée par UNLENBRUCK, 1967 (37) & la suite i
dtobservations de KOSCIELAK, 1963 (38) ¢ voir figure 2(p.11.) ; seules des frac_ﬁ; 

tions lipidiques particuligéres de 1l!'érythrocyte étaient "porteurs" de ces spéci-";'~
i

ficités de groupe sanguin,

PROPRIETES

Les antigenes tissulaires sont des glycolipides possédant If
au moins 50 p. 100 de sucres et relativement insolubles dans l'eau,

En solution aqueuse, ces glycolipides forment facilement des

\
micelles (Figure 3 p. 12), le pble hydrophobe (la chaine paraffinique de 1'aci- |

gras) est orienté vers 1ltintérieur de la micelle qui forme ainsi une sphére) 3

la chatne glucidique hydroxylée est dirigde vers l'extérieur. Cette agrégation :}'

moléculaire des glycolipides cause des emp8chements stériques et les déter~ i'
minants antigéniques glucidiques encombrants ne sont pas accessibles pour

réagir convenablement avec le site spécifique de 1l'anticorps correspondant,

C'est la raison pour laquelle, les glycolipides ne montrent qulune faible acti~

Vité dang les réactions d'inhibition de l'hémagglutination,

INTEGRATION AU NIVEAU MEMBRANAIRE

==

-

Les antigtnes cellulaires sont mis en évidence par des

4 - [} d 3
réactions d'agglutination avec les anticorps correspondants. Pour se lier avec




L
CH. - —_ — - -0 -
3 =[CH)] — cH = CH - CH - C - CH,
12 |
CH  H
0
1
]
Glc
1\3 1’4 ‘2’3_2;§NANA
Disaccharide I Gal P 21,3 Fue
(Lactose) \ '
81,3 g3 M
GlcNAc ~ee=-
igiT:§N-Fuc
B 1,4
cal | &2 Fuc
Disaccharide II T a 1,3
(N-acetyl-lactosamlne) callNac
(ou Gal)

DE
Waoyq
¢ gal
Cet
R .
fotgg
acide

\ Figure 2

S GLYCOLIPIDES ERYTHROCYTAIRES A ACTIVITE DE GROUFE SANGUIN(D'APRES

UHLENBRUCK, 1967) (39)

€ N-acétyl-neuraminique est trds probablement 1ié.a? résidu
actose du lactose. Une autre possibilité est aussi indiquée
te figure,

ra? saturé (acide palmitique en C16 ou stéarique en 018) ou insaturé
Oleique 018)

11
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CHOLESTEROL

Figure 3

- Structure geg micelles de glycolipides et de cholestérol
| (d'aprés GLAUERT et LUCY, 1968)( 40 ).

Oligo :'Oligosaccharide

Cer : Ceramide.

12
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Les érythrocytes sont immunogéniques, capables de provoquer la formation
d'anticorps spécifiques. Ils possédent donc sur leur membrane les déterminants

v

.antigéniques des divers groupes saﬁguins.

La microscopie a fluorescence et les techniques autoradio-
graphiques ont permis & SINGER et NICOLSON, 1971 (41) d'étudier la distribution
des anticorps anti-Rhésus marqués 51251 sur les membranes érythrocytaires humai
nes rhésus positives. L!'immunogénicité repose sur 1l'ordonnance réguligre en
mosaIque,de nombreux déterminants antigéniques (deux & huit), sur la surface

externe de la membrane péricellulaire (stroma). Ces antigénes représentés par

les groupements glucidiques tournés vers l!extérieur de la membrane sont ainsi
exposés, capables de se lier avec les anticorps spécifiques. L'image dans l'es-;
Pace du déterminant glucidique est importante : peu de groupements sont expo-
sés, chaque érythrocyte peut ainsi porter une large variété d'antigines. Il

est probable que les antigénes de grcupe sanguin sont formds et intégrés dans

£

la membrane des norrablastes, donc au niveau de la moelle osseuse,

S S S

En 1970, HAKOMORI (42) faisait état de glycolipides sérologi-
Quement actifs, isolés de 1l'érythrocyte et solubles en solution aqueuse. Ceci
\ .
est en accord avec 1'hypothdse de ZAHLER (43) qui observait en 1969, des

interactions entre les lipides et les protéines & l'intérieur des membranes |

( figure4 p.14 ). Si ces liaisons n'existaient pas, les lipides formeraient
des micelles comme c'est le cas en milieu aqueux.

I1 existe deux types de liaisons 3

~ le cholestdérol et une partie des phospholipides sont main-
tenus & l'intérieur de la membrane par des liaisons hydro-

phobes entre leschaines paraffiniqueset les séquences ]

dtacides aminés hydrophobes des prctéines. Ces liaisons i
sont biologiquement les plus significatives, i

- les prospholipides se lient également aux proféines

zr des liaisons polaires., i

- v
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Figure 4

Structure de la membrane erythrocytaire
(Ei'aprés ZAIER et WEIBEL, 1968)( 44 ).
* Sous-unité formée de deux régions hydrophiles relides par une

zﬁlécule cylindrique lipoprotéique (Interactions entre les
fRelices a et les phospholipides).

Agregation des monoréres lipoprotéiques pour former une membrane.

: ??rface de la membrane montrant les lipides qui remplissent

I €space situé entre les sous~unités.

14
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~. La membrane érythrocytaire comprend 46 & 55 p, 100 de
protéines, 34 & 45 p, 100 de lipides et 10 p.‘lOO de glucides,

I1 faut remarquer que tous les glucides membranaires sont
conjugués soit & des lipides poﬁr former des glycolipides, ou & des protéines
pour former des glycoprotéines. Il semble que pour la majorité/ ces glycannes

soient dirigés vers l'extérieur de la membrane,
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- C - IES GLYCOPROTEINES A ACTIVITE DE GROUPE :
. SANGUIN !
S |

Padas Serfiolc oyt o mapy i

I - STRUCTURE ET PROFRIETES

Les substances & activité de groupe sanguin des liquides @

séerétion sont des glycoprotéines appelées parfois mucoIdes dont les pro—L

priétés sont les suivantes ¢

- solubilité en milieu aqueux,
’ o 7’ ’, it
- leur masse moléculaire est élevée : . 4

3x 105

alzx 106 daltons

contiennent généralement 85 p. 100 de sucres et 15 p. 10{5

dtacides aminés,

- les glycannes sont constitués par les morosaccharides suﬁhi
vants : D-Galactose, L-Fucose, N-Acétyl-D-Glucosamine,
N-Acétyl-D-Galactosamine, Acide N-Acétleeuraminique,

\ . = la partie peptidique est composée de 15 acides aminds {ﬂ
différents : 4 d'entre eux : la thréonine, la sérine, 1la ||
proline, l'alanine forment les 2/3 des amino acides pré-
sents (PUSZTAI and MORGAN, 1961)(45). Les acides aminds

soufrés sont absents,

- le point d'attache entre le glycanne et la protéine est

|
I

de type O-glycosidique entre la sérine et la thréonine de'li
'l

la chaine peptidique et la N-acétyl-galactosamine du gly.ﬂ 
- y
canng . i
~ deux groupes peuvent &tre distingués qui différent par
leur localisation et leur composition, ce sont les glyco-f

protéines érythrocytaires et les glycoprotéinés de sderé-

tion. Le tableau IV(pol7)compare ces deux types de glyco—l 

protéines, i
y:i



TABLEAU IV

»

“OFROTEINES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN : CIASSIFICATION ET COMPARATISON

(DtAPRES PROKOP ET UHLENBRUCK, 1969)(46).

h.

qUes cormunes

-

Glycoprotéines ABH et Lewis

cularitdg Glycoprotéines des érythrocytes
e,
15 & 20 p. 100 surtout : 20 & 40 p, 100 surtout :
Thréonine, sérine et proline | thréonine, sérine et acide
glutamique «
————
he entre 1e Alcali-labile (0-glycosidique avec la thréonine, la sérine)
& protéine ou alcali stable (N—glycosidique avec l'asparagine)
S ——————
4 composants constants Variable suivant les espéces
(Gal, Fuc et 2 hexosamines) (¢al, Gle, Mzn, Fuc, 2 hexosa-
mines)
® glucides 50 po 100 20 - 50 p. 100
T Osamines 25 - 30 p. 100 5 ~ 20 p. 100
- (variable)
\

1Zymeg protdo-

\

Fragmentation avec réduction de ltactivité biologique

\\.

1'fizote

Ues spécia-

Environ 5 p. 100

‘Soluble dans lteau et le
phénol

5a9 p. 100

Soluble dans l'eau et le
phénol

laire Environ 300 0CO daltons 300 000 daltons ou plus
Sécrétions Menbranes érythrocytaires

\

MYXovirus Peu ou pas Peu ou pas

L Souvent du fucose Souvent de ll'acide sialique

SToupes Plusieurs sfécificités par Plusieurs spécificités par”

molécule

molécule

17
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- quand elles sontisolées d'un liquide de secrétion d'un i

", seul individu, on obtient une famille de glycoprotéines ﬂ
3 activité de groupe sanguin)dont la taille et la composi- :
tion peuvent 8tre différentes mais possédant toujours le
méme déterminant antiggnique. .

- per coupure chimique, ces glycoprotéines donnent des muco-
peptides goésédant,plus'd'un groupement glycannique par

chaine peptidique,

La structure de ces glycoprotéines peut 8tre schématisde par
la figure 5 (p. 19)d'aprés PROKOP et ULHENBRUCK, 1969 (48). D'aprds ce sché-
ma, un grand nombre de chalnes glycanniques relativement courtes sont atta-
chées par liaison covalente et & intervalles,réguliers ou non,sur une chai-
ne reptidique. La densité des groupements oligosaccharidiques, d'environ
300 glycannes de 7 & 8 monosaccharides par chaine peptidique, empéche ltac-
tion des protéases, qui ne peuvent que changer la'conformation de la chaine
peptidique, diminuant ainsi l'activité immunologique (JAKOWSKA, 1963 (49).

Lz protéine apparait ainsi, avoir un r6le de support de ltactivité immunolo

BRI e R

gique et assurer la distribution et l'orientation des chaines oligosacchari.

diques,

\.
LOCALISATION DES GLYCOFROTEINES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN DANS LES

MEMBRANES CELLULAIRES

Les érythrocytes possedent des glycolipides & activité 4,B,H
et dtautres antigenes, de nature glycoprotéinique(SEGREST et ala, 1973)
(50), POULIK et BRON, 1969 (51)e Ces derniers sont présents sur les

hématies des individus secréteurs pcur les substances de groupe sanguin

A,ByH et & la surface des hématies de tous les individus pour le groupe
M’N ’So

. !

Les glycoproteines représentent environ 10 p. 100 des protéi—i
nes totales de la membrane é€rythrocytairey WINZLER, 1970 (52). Les groupe~ :
ments glucidiques sont des déterminants antigéniques, MORTON, 1962 (53), _
COOK et EYLAR, 1965 (54) ; des récepteurs de virus et de phytoagglutinines é



[

lique O Ose neutre O Hexosamine —< Protéine

VIIIYY e Y

\

Oligosaccharide
== Protéine

Figure 5

A

Bt Action d'un agent protéolytique conduisant & des glycopeptides,

¢ Structure schématiqué des glycoprotéines -

19
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SPRINGER et al., 1966 (55). Nous étudierons la structure et l'intégration |
dang la membrane de la seule glycoprotéine membranaire connue & 1l'heure ﬁ

actuelle : la glycophorine ou glycoprotéine majeure de 1! érythrocytes

- ks
- 3

La plupart des glycannes dissociés de la membrane de 1'éry-

throcyte font partie d'une éialoglycoprotéine° Cette Sialoglycoprotéine
. majeure ou glycophorine a é;é isoiée et étudiée par MARCEESI et al., 1972 |
(56).Elle posstde une activité de groupe sanguin A, B, M et N, POULIK et :
LAUF, 1965 (57)s ~ ~ *5

-+
i
E

Les chafnes glycanniques représentent 60 % de la masse molé-i

culaire de la molécule qui est de 55 000 daltons, elles sont situdes au L

niveau de la moitié N-terminale de la protéine. Cette protéine comporte ‘
200 amino-acides et sa structure est représentée par la figure 6 A (pa 21 )
Les résultats de l'utilisation d'anticorps marqués ont permis de localiser
la glycoprotéine majeure de l'érythrocyte dans la membrane, ce qui est

représenté par la figure 6 B (ps 21 ).

La région N-terminale de la molécule est déployée & l'exté-
rieur de la cellule, Cette partie porte les déterminants antigéniques de

groupe sanguin M, N, A ou B.

La région hydrophote de la protéine pénétre & l'intérieur

de la membrane, la molécule est"ancrée", maintenue par des interactions i
hydrophobes lipides-protéines. La partie C-terminale est exposée vers le

cdté intracellulaire, i

A ltheure actuelle, les glycolipides occupent une place ma=— -
jeure en tant qu'antigtnes membranaires ; le développement de la recherche

sur les membranes biologiques tend & donner un rSle de plus en plus impor-

tant aux glycoprotéines pour ce r8le antigénique au niveau de la membrane
|

‘Plasmique, |
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Pigure 6

Topographie moléculaire de la sialoglycoprotéine ma jeure
de 1'érythrocyte (A) et sa localisation au niveau de la
membrane (B)(d'aprds SEGREST et al., 1973)( 58 ).

EXT : Milieu extracellulaire

INT : Milieu intracellulaire.
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D -~ LES OLIGOSACCHARIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN 1

DES MILIEUX DE SECRETION

e
3

o e H

NONTREUIL, 1957 (59) et KUHN, 1958 (60) ont isolé du lait de
femme des oligosaccharides dont MORGAN et WATKINS, (1962) (60*) démontre-

rent qu'ils pocsedalent des activités de groupes sanguins, DATE en 1958

icr it e T = e,

(61) montrait la présence de ces mémes composés dans l'urine de femmes
enceintes. En 1964PRICE-EVANS et alf62)et LUNDBLAD en 1966 (63) affirme-

rent que l'excrétion de fucose lié dans les oligosaccharides de l'urine

€tait plus élevée chez les individus sécréteurs de substances A?%/H que

_;_.—=‘EE:"__.. T

chez les individus non sécréteurs. Les liquides de secrétion comme l'urine
et le lait renferment ainsi des oligosaccharides de faible poids moleculal

re doués dlactivité de groupe sanguln. Ils sont constitués de D-Galactose,

PRy

D-Glucose, L~Fucose, N-Acétyl-D-Galactosamine, N-Ac<tyl-D-Glucosamnine,

—S T

Lturine humaine renferme 150 & 300 mg d'oligosaccharides par
diurese de 24 h représentds par une mélange comrplexe de plus de 50 consti- &
tuants. 5 a4 20 mg de ce mélange sont formés d'oligosaccharides dont la pré-f
serice est fonetion du groupe sanguin des individus. LUNDBLAD, 1966 (64) ﬁ
1967 (65) et 1968 (66) a montré qu'ils n'existaient que dans les urines de ?
sujets sécréteurs et a décrit la structure de certains d'entre eux comme

le montre le tableau V (p.23 Yo

- e T

. * . . . P 4
Les oligosaccharides majeurs de lt'urine d'un sujet O sécré-~

teur identifié par LUNDBLAD s'est révélé &tre le difucolactose, déjh identi.
£ié par KUHN, 1958 (68) dans le lait de femme,

. o

Toutefois, STRECKER et MONTREUIL, 1973 (69) ont montré que

ces oligosaccharides étaient parfois absents des urines de sujets sécré-

. v e

teurs et que, par contre, l'urine renfermait un grand nombre d'autres ;

oligosaccharides & activité de groupe sanguin, de masse moléculaire plus

élevée,



TABLEAU V

"MICTURE DRSO, IGOSACCHARIDES ISOLES DE L'URINE HUMATNE PAR LUNDBLAD, 1968 (67)

Phénotype

Structures

4

» Sécréteur

\

. a—D-GaiNAc (1— 3) \

B-D-Gal (1—>4) ;

\

a-L-Fuc (1—> 2) / - D-Gle

/

a-I-Fuc (L—»3)"

B, Séeréteur

-

\

'ia-D—Gal (1—>3) \
' | B-D-cal (1—> 4).
- \
a-L-Fuc (1 —> 2) / - D-Gle

a-I-Fue (1—3 3) /

0, Sécrétéur

S~

a-I-Fuc (1 —2) - B-D-Gal (1—> 4) \

- : - D=Gle

| a=I~Fuc (1—) 3)/

23
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EXTRACTION DES ANTIGENES DE GRCUPE SANGUIN

wu

-~

Avant d'étré en mesure d'isoler les antigdnes de membrane
érythrocytaire, les travaux ont porté sur l'étude des glycoprotéines de sécré-

tion, d'une part, et sur 1'isolement & partir de milieux biologiques d'oligosac—

charidesd activité de groupe sanguin d'autre part.

A - EXTRACTION A PARTIR DES LIQUIDES BIOLOGIQUES

PRINCIPE

=

Les oligosaccharides & spicificité de groupe sanguin isolés
Jusqu'a présent des milieux biologidues sont de la taille du di au déca saccha-
ride, Leur préparation nécessite généralement la chromatographie de tamisage
woléculaire (Séphadex G 15) ou sur charbon. Leur purification associe 1l'électro-

PhOréée et la chromatographie préparative sur papier,

PREPARATION DES OLIGOSACCEARIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN DU LAIT DE FEMME

- \
_——

L4

Les structures sérologiquement actives du lait de femme
Peuvent &tre isolées & partir d'une fraction enrichie en oligosaccharides et
Polysaccharides p=r précipitation des protéides par le sulfate d'ammonium, .
L'électrophorése 4 bas voltage et la chromatographie préparative sur papier
ont permis & MONTREUIL, 1957 (70) et 1960 (71) de distinguer 3 classes principa-
les d'oligosaccharides selon leur composition en monosaccharides, XKUHN, 1958
(72) en utilisant la chromatographie sur colonne de charbon fait également état

de cette classification.

On distingue , ' -
) ' - les oligosaccharides neutres, non azotés,
- les oligosaccharides neutres, azotés (& N-Acétyl-Glucosami-

ne)9
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-= les oligosaccharides acides contenant de l'acide

N-Acétyl-Neuraminique,

Dans le tableau VI(p026) sont indiquéesla structure et 1l'activité des oligosac-
charides neutres du lait de femme & activité de groupe sanguin déterminéées

par MONTREUIL, 1957 (75) et par KUHN, 1958 (76).

Nous mentionnons les différents squelettes des oligosaccha-
rides et des polyosides dans le tableau VII (p. 27) d'apres GRIMMONPREZ, 1972
(80) et KOBATA et GINSEURG, 1972 (81) qui séparent ces substances du lait de
femme par chromatogrépﬂie de tamisage moléculaire sur colonne de Séphadex G 25,
Sur ces squelettes viennent se fixer les différents déterminants de groupe
Sanguin, le fucose qui donne les activités H, Le a, Le b ou l'acide N-Acétyl-~
Neuraminique qui confére les activités M, N, P, Rhi KUHN et GAUHE, 1965 (82).
Ces siructures de base ont une activité dite "précuiseur" de groupe sanguin.
Deux oligosaccharides de haute massemoléculaire ont été étudidés par DELAUTRE,

1972 (83). Leur structure est indiquée dans la partie B du tableau VII (p.27 ).

- D'une maniére générale, les osides du lait sont, en dehors

du lactose, des produits de substitution du lacto-N-tétraose ou du lacto-N-neo- |

tétl‘aosg)d.u.lacto—N-hexaose, du lacto-N-néohexaose par des résidus de fucose ou
Par de 1'acide N-Acétyl-Neuraminique. Des produits de polymérisation ce ces
Temes oligosaccha;ides sont entrevus : MALPRESS et HYTTEN, 1958 (84) et NICOLAT
et ZILLIKEN, 1969 (85).

Les principales méthodes d'isolement de ces oligosacchari-
des sont résumées dans le tableau VIII(@.zB); Les études jusqu'a présent ont
POrté sur un mélange de lait de femme. Une étude en fonction du groupe sanguin

du donneur est en cours : GINSBURG et al., 1971 (89).

ISOLEMENT DES OLIGOSACCHARIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN DES URINES

-

==

Le tamisage moléculaire de l'urine humaine filtrée et dialy-

sée (Sephadex G 25) a permis & LUNDELAD, 1966 (90) de repérer des fractions
Tiches en fucose et caractéristiques du groupe sanguin de 1l'individu. Ces
Tractions sont soumises & 1'électrophorése de zone et les oligosaccharides sont

isol¢g par chromatographie_préparative sur papier.
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TABLEAU VI
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815
WCTURE DES OLIGOSACCHARIDES ISOLES DU LAIT DE FEMME ET DOUES D'ACTIVITE DE GROUPE

~~_____ SANGUIN D'APRES MCNTREUIL, 1957 (73) et KUHN, 1958 (74).

\“-.____7 A = Oligosaccharides neutres ron azotés
S~— Structure Nom Ac;c;i’vi-
é
©L-Fue (1—3 2) e B-D-Gal (1—3.4) .
- .- AN
’ D-Glc Lacto-difucotétraose | Le b
a~L~Fuc (1—-}3)/
“L-Fuc (1— 2) — B-D-Cal (1—>4) — DClc 2'—Fuc;)sido—lactose H
B~D-Gal (1—4) \
. B—D-Gal (1—> 4) = p-gle [2'-Fucosido-3-galactot o
/ - 31d<2] lactose
&~I~Fuc (l —>2)
K\\“-______> B - Oligoseccharides neutres azotés
N Structure Nom ActiviA
S\. .
2) e p-Dgal (1—> 3)=8-D-GleNAc (1—» 3)=p-D-Gal (1—3 4)~ D-Gle
Lacto-N-fucopentaose I| H
B-D-gal (1—3 3) \
B-D-GlcNAc (1—> 3) m g_p-Gal (1— 4) = D=Glc
, CLFyc (1__§>4)/)/ Lacto-N—fucopentgose I1 Le a
e ( .
1 : . N
TS
~ )~ B—D Gal (1— 3)\
B-D-GLolhc (1——> 3)- B-D-Gal (13 4)~ D-Gle
Ya-L;Fuc (1,_5>4)(/ ' Lacto-N-difuco-hexaosell Le b
L34)-(:@1 (1—> 3)\
- . B-D-ClcNAc (1L— 3)——B-D-Gal (1—>4) \
-L-Fuc (l——$>4)//
D-Gle
\ a-L-Fue (1—> 3) /
‘“ ) Tacto-=tl-d1ifuco-hexaoceIl] Le a




TABLEAU VIT

&
"R DB BASE DRS OLIGOSACCHARTDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN DU LAIT DE FEMIE
: 3 B LAL
IES KU, 1958 (77), KOBATA et GINSBURG, 1972 (78) et DELAUTRE, 1972)(79)

S R (1-> 3) — B-D-GlcNAc (1—» 3) — B-D-Cal (1— 1) — D-Glc Lacto-N-tétraose

B, . T '
Pl (154) . pop-clomac (1—>6)( .
k) S ) \ -
B-D-Gal (1—3 4) — D_gl¢ ILacto-N-hezaose
N 4 |
D‘Cal (1\> 3) —.B-D-GlcNAc (1 —, 3) /

B-D-Cal (1_,> 3) . B-D-GlcNAc (1 —_ 3) /

b\ . . "
BD..
D~Ga) (1— 4) = B-D=GLlcNAc (1—p 3) — B-D-Gal (1—» 4) = D-Glc Lacto-N-néotétraose!

B*IL(;, .
« ,(1‘9 4) — B-D-GleliAc (1—> 6) N
| B-D-Gal (1.-._> 4) - D-Glc Lacto-N-néokexaost:

B‘D\ ,\ . ) . S - - i
% 4) — B-D-CleNAc (1 —3 3) e

R :
| B-D-GlcNAc (1 —> 6) :

B\D*G ' o ot \. ~ - -

oL (1—_~> 4) 7 g-D-Gal (1—»4) — D-Gle-

B o ' ' |

Dty (1 3) — B-D-GleNAc (1 — 3) /
N :-L-Fuc (1—> 3)'\ |

2) -7 'B-D-GlcNAc (1—> 6) ,
i) N . e ‘
' B-D-Gal (1—>4) " B-D-Gal (1—34) = D-Glc.

I

R




TABLEAU VIII

A PARTIR DU LAIT,

-

i
IMHES METHODES DtISOILEMEXNT D!'OLIGOSACCHARIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN

Principe

Résultats

Chromatographie, électropho~
reése sur papier dtune fraction

débarrassée des protéides

Etude des oligosaccharides
neutres et acides a partir

dtun mélange de lait

P—

Chromatographie sur colonne

de charbon-Célite

Etude des oligosaccharides

neutres

.

- Piltration sur gel de Sephadex G-25

" d'un lait délipidé et filtré

sur collodion
\

Etude des oligosaccharides
en fonction du groupe sanguin

du donneur (A, B, 0, Lewis)

28
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e

. _ LUIDBLAD, 1967 (91), 1968 (92) a mis ainsi en évidence

trois oligosaccharides spécifiques du groupe sanguin de 1'individu et présents

e

seulement dans les urines de sujets secréteurs. Ces structures sont indiquées

dans le tableau V (p. 23). La distribution des fractions riches en fucose est

i e o s e Db

actuellement étudide en fonction de 1l'alimentation (alimentation normale, lac-

tosurie ou saccharosurie provéquée '): LUNDBLAD et al., 1973 (92). Les struc-

tures établies semblent trés proches des résultats obtenus par STRECKER et

MONTREUTIL, 1973 (94). Ces derniers se sont penchés en outre sur les oligosaccha’

o ot At o 4 oA

rides de masse moléculaire plus élevée, L'application de la méthode & des uri-

hes de mélituries diverses : diabete, galactosurie et lactosurie ont permis de

mettre en évidence une oligosaccharidurie systématiquement associée & ces - ﬂ
nélituries STRECKER et al., 1973 (95). L'ensemble des résultats obtenus peut se

résumer ainsi

il

i
[

1
il »
i
1
i

A

- diabete : les urines de sujets hyperglycémiques renferment des quantités j

Plus  ¢levée (5 & 10 fois le taux normal) d'oligosaccharides qui exzistent mais:?

en faible quantité dans les urines de sujets sains (oligos!IVH, VA Aa,etVB)jf
Au contraire, le taux de ces composés est normal dans le cas d'un diabdte rénali;

,VII

R

La structure des oligosaccharides excrétés dans les urines de diabétiques est

lide au phénotype A, B, H et Le de 1'individu.

1:5

’ . ] . 2z N 1

- galactosurie congénitale du nourrisson et galactosurie provoquée : les galac-

tosuries spontanées ou provoquées staccompagnent de l'apparition de quantités
\

€levées de nouveaux oligosaccharides dont les structures sont précisées dans le ¥

» 1y
tableaulX (p. 30 ) : !
, b i

oligosaccharides IIH et VIH dans le cas de sujets O0,Le ) Se J%

n IIIB et VIIB " " " B,Le b) Se - |

L III, et VI[, " " " A)Le E Se S

: _ . -
L'oligosaccharide VII, n'existe pas chez les sujetsA Le (a~ b") Se. Cetteoligo~
Saccharidosurien'est pas observée chez les sujets non secréteurs. De telles )
Structures sont absentes ou existent & 1'état de traces chez les sujets normaux.h

— e

LA

~ lactocurie provoquée ¢ 1l'épreuve de lactosurie provoquée réalisée chez un

Sujet de"grodpe A, Leb, Se, améne une augmentation considérable du taux des h

Oligosaccharides IIIA VA ViI :tableau( X pet)e |




- _
' /r% a—L—Fuc (L ——> 8) —D-Gal

7~

/H | @-I~Fuc (1_—> 2)=" ,B—D—Gal (1— 3) \

B-D—GlcNAc (]_ —34)

111y a-D—GalNAc (1—> 3\ / ' v
. DGal B a-L-Fuc (1-94) D-Gal| H, Le b
a-L—Fuc 1—» 2) / B . a=L~Fuc (1-} €) /
| VII, a-D-Gallic (1—> 3)y
IIlg' a.D-GalNAc (1 —> 3)\ . . z
' B " B-D~Gal (1—>3)\
D-Cal - A 1 s 2)/ )
aLFue (1—> )/ ;—D-GlcNAc =54l
- —r  a-L-Fue (1—>4) D-Ga1| 4 e D
N a-L-Fuc (1—>2)— P-D-Gal =4 a-L-Fuc 11— ) /
D-Gle H Le b ) -
a--L-Fuc (1_5 3) / o-D_ GalNAc (l-——>3)\ )
-D-Gal (1—-5 3)\
Vo a-DGellAc (1 —» 3)y ‘ (1 2)/ A, Led
- ' I a-I-Fuc (1 —3 ~D-G1eNA -
p-DGal (1—54) | | B D/GlcNA (1— 3)-{3 D-Gal (1—;. 4)—D—Glc
‘ | | VI
a-L~Fuc (1_—-) 2)/ ‘D—Glc A Lot Xa ltzc—I.—Fuc (1—>4)
atruo (1—>3)7 a-p-tal (1—> 3)\ _ _
B-D-CGal (1-—> 3)\
Vg a-D-Gal (1—> 3)\ R _ -
a-L-Fuc (1 —> 2) / - B=D-GleWAc - (1—» 4)\
\ _ p-D-Gal (1——) 4) ~ o , / ptal | g 1o
a-I-Fuc (1._> 2) D-Gle} B, Le © VIL, a-L—Fuc (1—> 4) - / » L@
- -a-L-Fuc (1—-} 3)/ _ - a-L-Fuc (1-9 5)

0%
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VARZATION DU TAUX DES OLIGOSACCHARIDES URINAIRES (en mg par diurése de 6 h) DE SUJETS DE GROUFE A, Le , SECRETEURS, AU COURS

}

DE.DIVERSES.MELITURIES{@IA}HES STRECKER et alas, 197%}(97)

Désignation . des oligosaccharides !
Origine de lturine \
3 II
III A v A VII A VI' Aa

Sujets sains (25 cas) 0ao0,5 0,5a5 0 0,221

Diabdte pancréatique (6 cas) 04ao0,5 5420 .0 0,546

Diabete rénal (1 cas) traces 0,5 0 0,5
Gslactosurie (8 cas) 100 & 200 0,2a1l 10 & 25 -
Lactosurie (1 cas) 80 40 0 5

19
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- - Ainsi, en appliquant les procédés de LUNDELAD, 1966 (98)
et de STRECKER et al., 1971 (99) 1l'isolement d'oligosaccharides de l'urine

humaine a permis de montrer que @
_ 1
= la structure de nombreux oligosaccharides est directement lide au groupe san-~'

guin de 1'individu, ) ‘ ‘ R

~ dans le cas de mélituriesils possédent en position rdéductrice terminale le

_y
W
[

il
i

f
X
b
d

i

Al

glucide qui a induit 1' oligoscaccharidurie (glucose dans les cas de diabdte et?”

de lactosurie ; galactose dans le cas de galactosurie).

ISOLEMENT DES GLYCOPROTEINES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN A PARTIR D!AUTRES

—_——

LIQUIDES BIOLOGIQUES

Des substances de groﬁpe sanguin solubles peuvent également h
: i

8tre isolées sous forme de glycoprotdines dont les glycannes sont attachés

O-glycosidiquement & la Sérine et & la Thréonine du squelette peptidique : t

ANDERSON et al., 1964 (100) et KABAT et al., 1965 (101). Un des modiles les
Plus utiliséds est celui du liquide du kyste de 1l'ovaire. Les glycoprotéines

Sont extraites suivant la méthode de ROVIS et al., 1973 (102) par dialyse,

i
K

désionisation et séparation sur Bio-Gel P-2. Des études ont été également entre

b

Prises sur la mucine gastrique humaine. Par réaction de P-élimination avec

NaOH 0,2 N - 1 % NaBH4 appliquée sur les glycoprotéines totales, ROVIS et al,,

1973 (103) ont isolé des oligosaccharides & activité A, B, H, Le a et Le b,

3

Provenant d'un mégalosaccharide de 14 & 18 sucres?! LLOYD et KABAT, 1968 (104).°

M
|

l,

B - ISOLRMENT ET CARACTERISATION DES ANTIGENES MEMBRANAIRES f

[

4
!

téiniques sont présents en quantités infimes dans la membrane érythocytaire.
Leur isolement en quantité suffisante pour une étude chimique nécessite un

N

Volume élevé de sang. Une seconde difficulté & laquelle les chercheurs se

heurtent est celle de la séparation de ces glycolipides aux propriétés similai—f

Teg,

.
Les glycolipides antigéniques et leurs homologues glycopro-7.

!
t
? B
!
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Plusieurs méthodes ont été décrites, elles reposent

sur les critéres suivants

- la technique doit étre simple et rapide,

- les volumes des.solutions sont minimum,

- les procédés d'évaporation et de centrifugation & vitesse:

élevée sont évités,

. !
- l'extraction des antigénes doit &itre complite. i

Ces différentes méthodes ne varient que légdrement sur les formes d'extraction li
. {

.('

et de séparation chromatographiques des glycolipides. Aujourd'hui, la plupart };

des chercheurs utilisent des membranes érythrocytaires (stroma) obtenues .par

/ . o
exemple, par hémolyse des globules rouges. KOSCIELAK et ZAKRZEWSKI, 1960 (105) &

. I3 \ 7 . 4 . 3 ’ i!;::
extrayaient les antigénes des hématies lavées. Les difficultés encourues par lei{«
St

traitement des stromas contenant un fort pourcentage d'hémoglobine étaient aind |-

evitdes, Aujourd'hui, ces problemes méthodologiques sont résolus, ;p

Rue

La préparation comprend les quatre étapes suivantes
P

- extraction apartirdu stroma ou des globules rougesentierg}}
- concentration des glycolipides par précipitation et 24

cristallisation, 1

\ - purification et séparation par chromatographie sur colon-':
1

ne,

- fractionnement par réaction de précipitation avec des

il e

1
i

PHASI

1
anticorps spécifiques. L
Aucune méthode générale n'a été établie, Les'procédés décrits jusqu'a présent L

Sont les suivants @

! < méthode de KLENK et LAUENSTEIN, 1952 (106),

2 - méthodes deYAMAKAWA et al.,1960 (107) et ANDO et YAMAKAWA, 1973 (108),

3 - méthodes de KOéCIELAK et ZAKRZEWSKI, 1969 (109)., Le procédé de ce type le
Plus ytilisé est celui de GRCCHOWSKA et KoébIELAK, 1967 (110). 4

4 ~ méthode de HAKOMORI et JRANLOZ , 1961 (111),

i

Nous décrirons les méthodes les plus utilisées, qui ont per-:

Mis d'obtenir des glycolipides & activité de groupe sanguin dans un état de

Puretd catisfaisante. ]




-

I - METHODE DE ANDO ET YAMAKAWA (197%)

|
R . |¥
1 - Prévaration des érythrocytes . ) . f

Des globules rouges de groupe sanguin connu sont hdémolysés

par l'acide acétique 0,3 %, lavés, puis sownis & une déshydratation per ﬂ
. I

l'acétone. 1 g de membranesérythrocytairesest obtenu & partir de 100 ml :

.d'érythrocytes. t

2 - Extraction des glycolipides & activité de groupe sanguin s

La méthode est ddcrite & 1la figure'?@nBS). Les glycolipidesﬁ;

sont extraits par un mélangediéthyléther : méthanol (1 : 1), puis chlorofor—iﬁ

il
i

me : méthanol (1 : 1) et finalement chloroforme méthanol ( 1 : 9). Trois {ﬂ
classes de glycolipides ayant des solubilités différentes sont ainsi obte-

hues : ME, MC, M, nl

3 - Purification des glycolipides

Les glycolipides sont sdéparés et purifiés par plusieurs chrof{
matographies successives sur colonne de gel de silice, 1'élution se faisant |J
bar des mélangeg CHCl3/MeOH en différentes proportions. La pureté des antigd-
‘ I

nes isolés est vérifide per chromatographie en couche mince,

4 - Résultats | iﬂ

~ La premidre fraction, fraction ME , est essentiellement constituéde de iﬁ

céramides-oligohexosides neutres (ai, tri, tétrahexosides), : ”]

= Le second extrait renferme des glycolipides neutres dont la chaine glycan-
nique est plus longue (4 & 5 résidus monosaccharidiques).

- Les fractions MU et ML sont composés d'antigénes de groupe sanguin acides
(glycolipides 3 acide N-Acétyl-Neuraminique), ‘

Calculd & partir de 100 ml d'érythrocytes de groupe A, le rendement de

Chacune de ces fractions et les antigtnes isolés sont indiqués dans le

tableay XI (p.36) . :
|
= L'étude imaunochimique des antigénes isolés & partir de 100 ml d'un sang !

de groupe A a été effectude. ANDO et YAMAKAWA, 1973 (113) ont ainsi isolé




- AT LFLANVIS KRYTEROC Y 1A TRES

lére extraction

Par diéthyl=éther : méthanol (1 :1)
x3 (3 2a45)

|

Précipitation par l'acétone
x5

Précipitation par la pyridine

lére fraction glycolipidique @

fraction ME

) .
2éme extraction

Par chloroforme : méthanol (1:1)
X3 a4 reflux pendant

¢ 6 h
Méme purification

que pour

la lére fraction

/

2eme extrait glycolipidique

fraction MC .

Figure 7

N, -

3&me extraction

V

Par chloroforme : méthanol (1 : 1)
x3 a reflux pendant
| 9h
-V
Séparation des lipides polaires par
le mélange ! CHCl3: MeOH : 0,1 M4K01
- puis”dialyse et éxtraction par CH C1_ ¢

5 3
Me OH : 0,05 M NaCl
6« /4

Phese inférieure
fraction IL .

Phase supérieure
fraction MU ..

EXTRACTION DES GLYCOLIPIDES ERYTHROCYTAIRES PAR LA METHODE DE ANDO et YAMAKAWA (1973) (112).




DE MEMBRANE ERYTHEHROCYTATRE DE GROUFPE A.

Rendement en ug par g de

Fractions Glycolipides isolés stroma (100 ml de globu— Activité Structures proposdes
les rouges)
' C.D.H, 653 '
C.T.H. 283
L
Fraction Mg, céramide tétrasaccharidique I 9.500 Gal j}GlcNAc-E)Gal..E}(}lc
13 173 1 44 81,1
céraride
céramide tétrasaccharidique II 175 A, B
Fraction NC, céramide hexasaccharidique 124 -, A
hématoside ou G M _ (céramide : 8 61,1
3 426 NANAz—Gal o, Glo'— céranide
trisaccharidique & NANA)
Fraction M, )
céramide pentasaccharidique 8 8 8
NAI\ACﬁGall—>4GlcNacl—%Ga}l—)AGlc
4 NANA i
i
céramide

9¢
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B!
un céramide hexasaccharidique dans un état de pureté jamais atteint., %
D'autres études ont été effectudes également & partir d'érythrocytes de .- -
groupe B. Certains giycolipides précurseurs de groupe sanguin sont présentsﬁ
dans les deux typesdféfyéhroqytes; A 4

v -

IT - TECHNIQUE D KOSCIELAK (1973) ﬂ
: |

- ' ik
Pl
La technique de KOSCIELAK et al., 1973 (116) permet -_,11
l'isolement des antigénes glycolipides & activité A)B)H et I et de leurs

homologues glycoprotéiniques.,

1 ~ Isolement des antigeénes glycolipidiques

La technique est résumée dans le tableau XII<?.38) Rl

a) Isolement des stromas

Dans cette méthode, la membrane érythrocytaire est extrai:
te par le mélange tolutne/eau. Le rendement est de 20 & 25 g pour 100 ml

d'érythrocytes. i

b) Extraction des glycolipideg ”

L'étape suivante est l'extraction des glycolipides pzr

1'éthanol & é3 % suivie d'une précipitation & -109C,La technique est répé-

tée plusieurs fois, l'extraction des glycolipides complexes est suivie
par la teneur en acide sialique lié. Cette fraction brute de glycolipides
est de 1'ordre de quelques grammes pour 100 ml d'dérythrocytes. Dans le
tableau XIII (p;39 )/nou_s avons comparé la teneur en acide sialique 1lié aux |
glycolipides préparé suivant la méthode de KOSCIELAK, ou selon un procédé

type YAWKCAWA (CIC, - MeOH)2 :letl: 23 chaud .

c) Séparation des glycolipides & activité de groupe sangninﬁ

Les antigénes glycolipidiques sont séparés et purifiés
par les techniques habituelles de chromatographie sur colonne et sur
couche mince de gel de silice. Une séparation sur échangeur d'ions est

parfois nécessaire,




R DES AN

TABLEAU XTI

-

1973 (117)

wv

+
1 volume d'eau
+ -
0,2 volume de toluéne

[

"1 volume 4'érythrocytes en culot

igh
% SUun Lo
Wy UDérieure

1 ’
8t ., ACetone
Sechée

Extraction
a4 1'éthanol & 83 p. 100

l

v

4 .
TIGENES ERYTHOCYTAIRES A, B, H PAR LA METHODE DE KOSCIELAK et al.,

Couche inférieure
éliminée

Précipité
lavé a l'acétone et
séché \L
Couche Résidu II * Couche
agqueuse éliminé supérieu’
concentrée re élimi |
Isolement par ultra- née :
des glycolipides a filtration
activité A, B, H par [
les techniques classi-
ques q/
Solution Filtrat
concentrée éliminé
Isolement

Résidu I
extrait par 10 volumes
de phosphate 0,02 M pH 7,5

+

5 volumeg de n-butanol

\

des substances & activité
A, B, H solubles dans lteau

L A ————— s g 4 2 Ln B




TENEUR EN ACIDE SIALIQUE LIE AUX GLYCOLIPIDES, PREPARES A PARTIR DE 100 G DE MEMBRANE ERYTHROCYTAIRE PAR :

a - Ethanol 4 83 %
b - CH c13 - MeOH (2 : 1 et 1 : 2) & chaud

selon KOSCIELAK et al., 1973 (118)

e 8yt leére.extraction . bl : lére extraction A
a, ¢ 2eme "extraction b2 : 2¢me extraction
al a2 al + a2 bl b2 bl + b2
acide sialique en mg pour 100 g
3,0 1,5 4,5 1,6 1,5 3,1
de membranes

$4
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- d) Résultats

Plusieurs glycolipides antigéniques de haut poids
noléculaire ont été récerment caractérisés psr KOSCIELAK et pl., 1973
(119). Ils contiennent soit des résidus de fucose, soit des résidus )
d'acide sialique. Les glycolipides a fuqose possédent une activité de
groupe A B ou H suivant les érythrocytes traités. Le tableau.XIV(P.4j )
regroupe ces antigénes en 2 familles, I et II, contenant respectivemént

1 ou 2 résidus de N-Acétyl-Glucosamine par moldcule,

2 - Isolement des glycoprotdines & activité de groupe sanguin (GARDAS et 1

KOSCIELAK, 1973 (121)

a) Extraction

Les glycoprotéines solubles de groupe sanguin sont
prépardes & partir du résidu laissé aprés l'extraction des glycolipides
et par le butanol froiq)dans un tampon phosphate 0,02 M. Les protéines

se rassemblent & ltinterphase cependant que les derniers résidus glycoli-

— Ry
L. .

pidiques sont solubilisés dans le butanol. La phase aqueuse est ultrafil-
trée et concentrde, Les substances solubles de groupes sanguins sont
purifiés sur colonnes d'échangeurs d'ions (DEAE Séphadex saturde en buta- ¢

nol), La téchnique est résumde dans le tableau XIQ%42),
b) Résultats

Les structures des glycoprotdines des membranes érythro%f
cytaires & spécificité de groupe sanguDiA’B’Hsont étﬁdiées par les tech—f
niques immunologiques et chimiques. Elles sont différentes deé glycopro- |
téines solubles des milieux de séerétion, La liaison glycanne-protéine
est de type N-glycosidique entre l'asparagine et la chaine glucidique, Lat
protéine est associde & des phospholipides au niveau de la membrane, ﬁ
Une activité de groupe sanguin I est décelde également (KOéCIELAK et alq,ii

1973 (122). : )




yr—, [ prE T prrerr Ty
g [ s a-L-Fuc (1—p 2) — P-D-Gal (1—»4) — P-D-GloNAc (1—3 3) _ p-D-Gel (1—>4) — p g1o — Cer /
a-L-Fuc (1—> 2)\ '
H : N _
£ - B-D-Gal (1—s4) — B-D=GlcNAc (1—> 3) — B-D-Gal (1—3 4) — D-Glc — C€T
= : s
— : : - s K
= a_D_Gal(l——>3)/~
o5 | 1sumc a-D-NANA (2—33) — B-D-Gal (1 —3 4) = B-D-GlcNAc (1— 3) — B-D—Gal (1—34) — D-Glec ~ Cer
- 14} Lo .
E |9 [o-l-Fuc (1—> 2).3_1);(;&1 (1—» 4)-B-D-GlclAc (1 —3 3)—B-D-Gal (1—3 4)-B-D-GLcNAc (1—3 ' 3)-B-D-Gal (1—3 4)~D-Glc~ er
a-I-Fuc (1 —2)
H TN\
2 - B-D-Gal (1—3> 4)- B-D-GlcNAc (1L—» 3) -B-D-Gal (1—) 4)}~B-D-GlcFAc (1 — 3)}p-D-Gal (1—> 4)-D-Gle~ Cer
S /
3 a-D-Gal (1—> 3)
5" |0D-NANA (2—» 3)-B-D-Gal (1—> 4)=B-D-GleNAc (1—> 3)~p-D-Gal (1—> 4)-B-D-GLollAc (1——> 5)-B-D-Gal (1—p 4)-D-Glc -Cer

47

T e — A
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TABLEAU XV

i
MIPURIFICATION DES GLYCCPRCTEINES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN A

(DraPES GaRDAS ET KOSCIELAX, 1973)(123)

. L4

.
Praction . A?t%v1te 4 Rendement
unité x 10 (%)
\
eus \
® aprés extraction au butanol 3,2 100
Wiy,
“Hon . 2,3 72
¥q
far g o d'une colonne de C.M, ,
celTylose 2,1 65
Ue
Par Nac1 0.1 M 0 0
U
Pay g
iy aCl 0.1 M d'une colonne de
- Séphadex 1,8 56
‘uée \
Pey NaCl 1 M 0,02 0,6
O8ra
31utjsphle sur DEAE-Séphadex 1.5 47
% Par NaCla 1M ’
i
a0
L1y 0,26 8
QQt.
l()n
Par 1 £1; 1,1
y mélange CHcl5/H20/NH ;08 , 47 L

.1dl
Ctivrs ., . , o
tvitg est définie comme étant la quantité de substance requise pour inhiber
" 1'agglutination de 4 unités,
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UI - TECENTOUE DE HAXGHORI BT JEANTOZ

Pv

1 - Extraction des glycolipides

. En partant séit d'é}ythrocytes humains de groupe A ou B
HAXCMORI et JEANLOZ, 1961 (124) d'érythrocytes de groupe A1 HAKOMORI gz_gl,,.J
1972 (125), ou de tissus cancéreux humainsi HAKOMORI et JEANLOZ, 1964 (126)
une extraction par les solvants organiques (acétone, hexane, mélanges de
chloroforme et de méthanol) permet d'obtenir une fraction glycolipidique

dont les composants sont sdéparés sur colonne de cellulose, DiAE-cellulose,

chromatographie en couche mince sur silicagel H ou une colonne d'acide

silicique - '
2 - Résultats i

Ces méthodes ont permis & HAKOMORI et & ANDREWS, 1970 (127) i
d'isoler 2 glycolipides immunologiquement actifs d'un adénocarcinome coecal,b
et & HAKOMORI et al., 1972 (128) d'isoler 4 glycolipides & activité A (A%, A?f@i

c 4 , i
A%, A7), Ces structures sont représentées sur le tableau XVI A et B (p. 44). ;ﬁ‘

I
i
!
1
!




TABLEAU XVI

A - STRUCTURE DE DEUX GLYCCLIPIDES Le D1501ES D'UN ADENOCARC IHNOVE
PAR DAKOMORI et AVDREWS, 1970 (129)

LFHC (l\) -
2) —D-Gal (1— 3) N

D-Glclihe (1—p 3) _D-Gal (1=—>4) ~ D-Glc = Cer -

. L4

L-Fuc (l._~€>4) //

b)~b o ) ?
s 9) \
D-Giellke (1—> 3) -D-Gal-lp-glelite (1-— 3) -D-Cal (1—> 4)~D-Glc()(_::”1
R ‘ ) !
fue (L—s4) / .
:
1
B.ar a b ¢ .4 ;
3 - STRUCTURE DES VARTANTS GLYCCLIPIDIQUES A, A7, A7, A ISOLES |
PAR HAKOMORI e, al., 1972 (130) A PARTIR D'ERYTEROCYTESDE GRCUFE Ay
Roo-
Gal
NACI\!;3
2Galr*4G1cNAc}+3(Ga1) 1> 4Glc*Ceramide
7 n
Fucl .
d b
Ga'lNAcl\_t
gean1+4mcrmc1+3sau+4mcNAcm(eal)n1»4mc»Ceramide
Fucl’)'
AC
Fucl
26411461 ciAc]
3 k! .
GaltiAcl”” 6@a11+4(s1cNAc1+3ea1)n1~*4e1c>r:eramde
(GalhAc)-__
>6a11>461 cilAcl
(Fucl)”
I\ .
Similar to A but with excessive GIchAc and with an additional -

branching structure.
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BASES MOLECULAIRES DES ACTIVITES DE GROUPE SANGUIN

A - PRINCIPE

Les bases moléculaires des antigénes de groupe A)B)H et
Le, longtenps restées obscures sont aujourd'hui connues. Les structures
Tresponsables des activités M et N ont été dgalement établies. Seule la partk
glucidique des antigtnes glycolipides des membranes ou de leurs homologues
glycoprotéiniques des milieux de secrétion joue un r8le dans la spécificité

tandis que le polypeptide sert de support & cette action, donne & la molécu~

le 1a taille nécessaire & son activité immunologique et maintient une certai-’

Ne conformation spatiale,

Une analogie de structure entre les oligosaccharides des

milieux de sécrétions tels llurine et le lait et le résidu glucidique des

glycolipides tissuleires ou des glycoprotdines solubles & activité de groupejg

Sanguin, tels que les ont dderits KOSCIELAX et al., 1973 (131), HAKCMORT -
&t al., 1972 (132) et L1OYD et KABAT, 1968 (13%) est observée.

Seule l'extrdémité terminale de la taille du di)tri ou
tétrasaccharide constitue le site antigénique et le déterminant spécifique

dans le processus d'agglutination par les anticorps correspondants.

B - STRUCTURES DES DETERMINANTS ANTIGENIQUES

METIODES

%————-

Ces structures sont établies en utilisant ¢

Id

1) Des méthodes d'hérapslutinetion et de précipitation. La méthoce de KABAT

d'inhibition de la précipitation des antigénes solubles par les anticorps
Correspondants, permet de mesurer le taux d'inhibition et de comparer le

Pouvoir inhibiteur d'hapténes de structure voisine. Elle fournit des

ST

]
T e o T T ey ——& ok

i

II
1||

-

i
i
HE

g

i

l
1
[
)
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renseignements sur l'existence de cette structure dans le site antigénique

de la substance de groupe sanguin. Ces méthodes décovlent de 1'observation
de LAMDSTEINER quijen 1920 rotait qulune substance dornt la structure est proche
et méue identique au déterminant antigénique peut se corbiner avec 1'anticorps
et ainsi inhiber de facon corpdtiiive la réaction antig5he—anticorps; Les anti-
COrbs utilisés scnt des isoagglutinines humaines, des agglutinines d'origine
animale ou végétale (1ectines) (tébleau XVII p. 47). Des sucres simples de
Structure .connue peuvent inhibéf ltagelutinetion des hématies par ltantisérum
approprié : c'est la technique d'inhibition de 1l'hlmegglutination, Ils peuvent
€galerent inkiber la précipitation des substances solubles de groupe sanguin {
1

Par 1'anticorps spécifique : c'est la méthode d!inhitition de la pré 01p11at10n.

2) Des exoglveosidases qul peuvent détruire la spdcificités sérologiques

(voir tableau XVIIT p. 48).

3) Lt L'étude des vroduits de dégradation alcaline. L'étude des preduits de dogra-'
d

ation ou dthydrolyse ménagée de ces substances actives que l'on soumet aux
néthodes d'hénegglutination et de précipitation permet d'apprécier les dimen~

Slons du site antigénique,

4) Les méthodeos directes d'exploratlon de la structure des glucides (méthyla- |

R I N erey

tlon, oxydation perlodlque) complétent ou confirment cette étude. Leur aptllca-;
. . i
tion n'est pos °1bl@ que sur des antigénes érythrocytaires ou tissulaires isolés)
&s burifids, ou sur des substances solubles de groupe sanguin. Récemrent,

OkasHy et YAMAXAKAWA, 1973 (134)ont proposé ltozonolyse et lthydrolyse alcali- i

e d'une préparation brute de lipides érythrocytaires en vue de l'obtention

X c .. . p oo
des oligosaccharides des glycosphingolipides. Les dérivés triméthysilylés des m
8lycitols formés & partir des oligosaccharides sont analysés en chromatogra- ﬂ

Phie en phase gazeuse, i

i
BASES MOLECULATRES DES DEIERMINANTS A,B,H,Ie a, Le b 1

1) pg

2¢terminant antigénique Lewis a

-~

Ltutilisation d'oligosaccharides du lait a permis &

40RGAN et WATKINS dtétablir la constitution de la spéecificité Le a, .ﬂ

Le Lacto-N-fucopentaose II (voir tableau VI p. 26) inhibe




TABLEAU XVII

SPECIFICITE DE QUELQUES PHYTOAGGLUTININES

v

S~

\\\\‘5____ Phytoagglutinines

Activité

Ly,
“lirn; :
E\\\iELglplan
Otug

~8_tetragonolobus

at

~~Tmn watereri
Cysti« ‘
15U argrenteus

Q:\/rw. .
~A5us sessilifolius

(v
JSt3 . .
~1Sus lusitanicus

Cy e
Lligas purpureus
218 _purpureus

22

SNig ta sagittalia
Ule

S~=Suropacus

le

X onlq:
m%i

Or

.on > .
13 spinosa

;2

)

$iria laccata var. proxima

==« o J < = R = S o o B « o N o B oS BN = o TN o = B = o S o S N o+

DO Y 1
\\EESQOS biflorus belgaum

lo{n ..
v 2 villosa
foj ‘

'8 peregrina

Oy

“\<§§giiii§ aegyptiaca

o b

a

i aures

A et B

Q

VV1°Cyba spadicea
1
\{rnicf._ tjang

\<g§§gﬁiifis hypothe jus

W W W Wi
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TABLEAU XVIII

ACTIVES DI GROUPES SANGUINS

Wy ’
COSIDA'CSES UTILISHES DANS LA DETERMINATION DES STRUCTURES DE SUBSTANCES

48

- N-Acétyl- hexosamine

%M% Glycoproteine
%Qﬁ ou glycolipide de grou- Monosaccharides Activité
e pe sanguin utilisé pour libérés obtenue
L\\\\\_____ 1'essal
g
\4EEE$E§ Substance A du - N-Acétyl-hexosamine.
\\\\‘~‘__¥ kyste de l'ovaire - L-Fucose
). Sutstance H d'un ~ L-Fycose
#81ohi 4 kyste de l'ovaire - N-Acétyl-D-Glucosa~
L mine
\\\\\.5‘______ ~ D-Galactose
-
Qel\e - “ .
g Substances 1, Lea, - L-Fucose
L\\ Leb - D-Calactose type XV
Yos
iy lagg "
e e Substance B - D-Galactose H
\\\fiii‘h__»
- -
%%8f0 Glycoprotéines A, - D-Galactose
L\\\\jfii__—; B, H, et Lewis a - L-Fucose type X1V

Substances M et N
‘des glotules rouges

- Acide N-Acétyl-
neuraminique

Substance H

- L-Fucose




Ce tétrasaccharide actif

Gal2—clclic g

‘ présent également & 1l'extrémité non réductrice du lacto-N-difucobexaose I,
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fortement l'agglutination des hématies Le a par l'antisdrum approprié. Le
lacto-N-tétraose, quant & lui, est inactif. Le r8le d'un résidu de fucose

ect aussi ddmontré dans 14 spécificité Le a.

-~

Le lacto-N-fucopentaose I est un faible inhibiteur. Ce
fucose, spéeificité de groupe_Le a, est donc 1lié en a(l‘, 4)sur wn résidu de

GlcNAc,

-

Le lacto-ll-difucohexaose II est un inhibiteur puissant,

ceperdant que le lacto-li-difucchexaose I inhibe faiblement l'agglutination,

La structure Gal—l—E-2>GlcNAc détermire donc la spécificite

Le a. T 4
%

Fuc

Cette activité Le a est détruite par des préparations enzya|

matiques de Clogtridium welchii, Trichoronas feetus, Bocillus cereuz et

. - N P 1 4 . i .
Clogtridiun verfringens, a spécificité Fuc @« ——> ", Une préparation puri-

fide partiellement de Trichomonos foetus coupe sélectivement le L-fucose 1id§

en(ij-_aﬁ de la GlclAc du lacto-N-fucopentaoseII ,Elle est sans action sur!

la spécificité a ¢té établie grice & 1'utilisation du trisaccharide isolé

par dégradation alcaline d'une substance Le a.

2) Déterminent antigénique Le b

Les fucoses du Lacto-N-difucohéxaose I et du lzcto-N-difu-

cotdtraose inhibent faiblement l'agglutination des cellules Le b par un

sérum humain anti Le b. Les composés aun seul fucose sont inactifs de méme

le lacto-N-difucohexaose II. Deux résidus de @ I-fucose placés de fagon adja5:
|
cente constituent donc le site antigénique de la substance Le b, !

1

~ L

B

2 4
o o
1 1 3

Fuc Fue /

i
L'isolement par hydrolyse acide ménagde d'une substance Le b desf
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confirme la structure du ddéterminant Le b,

3) Déterminant antisdnique H

. ~ I
v .

Le sérum d'anguille et la piytcagglutinine de Lotus tetra-
gonolobus agglutinent spécifiquement les hématies 0, Cette réaction est inhi-

tée par de faibles quantités de O-o-L fucosyl#a————gg Fucose,

Mais le Lefucose est sans action sur les phytoagglutininec«: .

Crtiang sov5ilif0ling et Laburnum  alpinum, le site antigénigue de la substance

H g'étend donc au deld de ltu-fucoside, ;

L'utilisation de certains oligosaccharides du lait comme

inkibiteur de l'hémagplutination a permis de confirmer cette hypothtse,
Les trisaccharides :

1 [53 |
Gal-—-€>GlcNAc s
, !

. le
- a
1

Tve
et
1 Py
Gal > GlclliAe

\ 21\
“a

Fue {

sont les inhibiteurs les plus actifs de l'hémagglutination des hématies 0.

En outre, une préparation enzymatique de Clostridium verfringeng’

8 Spécificité fucosidase a (1,2) détruit l'activité H de ces oligosaccharides 'i

4) Déterminant antigsénique A ' Eﬁ

Tres t6t, le réle de la N-acétyl-galactosamine dans la ;1
spécificité de groupe A a été reconnu par l'utilisation de 1'agglutinine anti?{{

A de yicia cracca qui est inhibée par ce sucre., La N-acétyl-gzlactosamine ne

Peut, par contre, inhiber l'action des isoagzlutinines anti A humaines, |
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Cette inhibition est obtenue avec des disnccharides et mieux encore des
trisaccharides provenant de 1l'hydrolyse partielle de substances solubles de

grocupe A, - . . .

Une a-N-acétyl-galactosaminidase du foie de porc
(WEISSMANN et HINRICHSEN, 1969 (135)) libére la GallAc de ces substances.
Ltactivité A est détruite, ﬁéral]élement on note une augmentation de llacti-

vité E (TUPPY et STAUDENBAUER, 1966 (136),

La structure des déterminants A est la suivante @

1%3 1 By
GallVAc -—} Gal—- GLlcNAc
et 8
1 %3 1

GallAc ._> Gal —> GlclAc

5) Déterminsnt antizénioue B

- Aucune phytoagszlutinine strictement spécifique de la subs-}'

tance de groupe B n'a pu 8tre & ce jour caractérisée. Le réle du galactose
dans la spécificité B a été démontré par la méthode de 1l'inhibition de la

précipitation d'antigénes solubles B par un sérum hurain anti B.
N

Urie a—galactosidase extraiie de la graine de café libére le

galactose en position «. Ltactivité B est détruite et un accroissement de la

spécificité H est observée (ZARNITZ et KABAT, 1960 (137) WATKINS et al.,
1962 (128)

la structure des ddéterminants Best la suivante ¢
a
103 1 P4
Gal —> Gal -—E-} GlcNAc
a

1 3 1 \3
Gal > Gal > GlclNAc

et

Nous avons rassemblé dans le tableau XIX(p.SZ ))les

Structures immunologiquement actives des polysaccharides de groupe sanguin,

. les enzymes qui ont permis d'établir ces spécificités sont des exoglycosida~| °

Ses. En soumettant & la dégradation séquentielle et enzymatique une glyco-

Protéine spdcifique isolde d'un donneur A ou B (Le a—/b+), une interpréta-

S e e ige g

tion des structures chimiques qui accompagnent les changements sérologiques
L est obtenue tableau XX(p. 53)d'aprés VATKINS et al., 1962 (139).
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SANGUINS

3 STRUCTURES TMMUNOLOGIQUEMENT ACTIVES DES POLYSACCIUARIDES DES GRCUPES
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S~

STRUCTURES

\

-

PR 1 T T

ACTIVITE

48 W B e

B

- "‘V‘ i atagota 71 3
E SR NS P

H

Le a

e b

Q*hv

., \Ac s

e PN 3).. p-D-el (1— 5)-D-Glc”Ac type I
- e

o (1-> 3) = B-D-Gal (1~ 4) ~D-ClclAc — R type 2

L,
Tl 3) N

L% B-D~Cal (l—;\ 4) ~D-GlcNAc — R
\c ( — 2) P . .

. : B-D-Gal (1—>
e n ; al (1—>4) N o
T~ 2) 7 ~ D-GleclAc = R
a-I-Fuc (1—> 3) S
-,

Qﬂ —B-D-Gal (1-—> 4)—D-ClcNAc = R’

*61(
N
3= p-D-gal (1__,.3) ~D-ClelAc type I
“

\> 3)..» B-D—Gal (1— 4) ~D-GlelAc— R type 2

ot
N 3)\

L\% B-D-Gal (1—> 4) —D-GlcNAc = R -
Q0 |

% (

~) 2) / \

N
~ B-D-Gal (1—>4)
1 ; \ ‘
~>2)/ , D-GlcNAc — R
hl

“ a-L-Fuc (1—>3) /

n

l .
&B_D_Gal (1— 4) ~D-GlecliAc ~ R
B .
i

1\
'ﬁc >2 ) - B—D-—Gal (1—> 4)-—D-GlcNAc - R :
0 " '
\> 2) - B—D—Gal (1_..> 4)\

" D-GlcNAc ~- R

KQ—L—FUC (1-—) 3)/
Ql(

% 3N
e \ “D-clotite

N

0

~S2) -D-Gal (1 3) ~
\B 2 (1—3) D-GLoNAc
a-I-Fuc (1-—;4)/
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TABLEAU XX
EITES @

.. SEROLCGIQUES ET SYRUCTURES CLIMIQUES REVELEES PAR LA DEGRADATION ENZYMATIQUE
& DES SUBSTAMCES A ET B DE GROUPE S !GUII‘I(D'APRES WATKINS et al,, 1962)(140)

Substance &. Substance B
Enzyme "AM™ S - Enzyme "B"

Nepos . Galactose
WCCtyl-Galactoszi-ine . _ +
-7 . substance H
substance H

Enzyme "H" Enzyme "U"

Fucose + substance Le a + substance type pneumocoque XIv

‘-—Enzymo "Le a"
A

substance type pneumocoque XIV

Enzyme "H" Enzyme "H"

\ SDga1 (13 3) \
3 D-ClcNAe — R - B-D-Gal (1—3) --D-—GlcNAcl- R
LR : |
e (13 4) / ‘l’

h B-D-Gal (1-~»3) —~D-GlcNAc~— R

'.1 ;
\>3) a-D-Gal (1—> 3)\ _ o
I B-D-Gal @ —¥3)
: F-D-gal (1—> 3) N\ . - SN b
By / ' D-GlolAc - g %-L-Fue (1—>2) D-GloNAe—R
A-L-Fuc (1—}4)/ a-L-Fuc (1_%4) 4
Enzyme nAn \ ‘ Enzyme "B"
v
\3)\“‘ B : ' BD-ga1 3)
BD-Gal (1-> 3)\ ‘ ’a—L—Fuc (1—> 2;)“— ) a e ’N |
D-GlcNAc- R . D-GlelAc—R
Slye (1—> 4y / ( ' a-L-Fuc (‘l--> 4) /
—+ D-Gallic . + Dpga1
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C ~ STRUCTURRS CCMPLETES DES ARTICGENES DE GROUPE SAVGUIN

PRINCIPE .

Les méthodes indirectes de l'immunoclogie ainsi que la

dégradation enzymatique permettent de préciser les bases moléculaires
des déterminants de groupe sanguin,Griice & l'utilisation des méthodes
chimiques d'hydrolyse ménagées des substances elles-rémes, lesstructures

antigéniques complétes pourront &tre envisagdes.

Dans le tableau XXI (p. 55)nous evong rassewblsd les
oligocaccharides isoldés par hydrolyses partielles, acide et alcaline,
d'une substance & activité A, extraite en abondance du liquide du kyste

de l'ovaire,

En accord avec les préqédentes observations de KABAT et
LESKOWITZ, 1955 (141), le disaccharide(S)correspond a la structure immu-
nologiouemen% active de la substance A. La méthode d'inhibition de 1'hé-
magglutination confirme qve le site antlgpnlque s'étend au deld du di=

séécharlde, les triseccharides (6) et (7) sont plus aCtlfsl que le disac

charide (5)s TLes fragments ne possédent aucune activité sérologique.
Les m&mes mdthodes appliquées a une substance B, H ou Le a, Le b four-
nissent des oligosaccharides 1dont1ques provenant done de 1tintérieur

de la chaine glycannique, commun a4 toutes les substances actives.

RESULTATS

Selon.LlOYD et KABAT, 1968 (143) les substances solubles
de géoupé A B H, ont une structure générale qui est donnée dans le
tableau XXII(p,.56 )+ Récemment, ROVIS et al., 1973 (144) et ROVIS et al.
1973 (145) en traitant par dégradation alcaline en milieu réducteur deux |
glyceprotéines du kyste de l'ovaire : N-1 (d'activité Levwis a) et JS

(dtactivité H, et Lewis b) ont établi la structure de 19 d!oligosaccha-




COMPOSTTION BT ACTIVITE SEROLOCIRQUE D TUNITES OLIGOSACCHARIDIQUES OBTENUES A PARTIR DE
SUBSTANCES DE GROUFE SANGUIN EUMAIN A D*APRES MORGAN et 2l., 1964 (142)

)

Quantités mintoun de
substance c¢onnant
une inhivcition
(pz pour 0,1 ml )

- (a) (b)
(1) 0-B-D-Galactosyl (1—> 3)-N-Acétyl-D-Galactoszmine 1060 _ -
(2) 0-B-D-Galactosyl (1—> 3)-N-Acétyl-D-Glucosamine 1000 1000
(3) 0-B-D-Galactosyl (1 —>4)-N-Acétyl-D—Glucosamine : 1000 1000
(4) 0-B-N-Acétyl-D-Glucosaminoyl (1—>3)-D-Galactose 1000 -
(5) O-a-N-Acétyl-D-Galactosaminoyl (1-—» 3)-D-Galactose 60 250 )
(6) 0-a-N-Acétyl-D-Galactosaminoyl (1—> 3)-O-a-D-Galactosyl -’ 60 30

(1—> 3)-N-Acétyl-Glucosamine
(7) O-a-N-Acétyl-D-Galactosaminoyl (1~ 3)-0-B-D-Galactosyl

60 15
(1—> 4)-N-Acdtyl-Glucoszmine >
(8) Tétrasaccharide obtenu par dégradation alcaline ,
15 75

(Gal¥e, Gal, GNAc, et fucose)

a : Inhibitior de 1'isoagglutination

b : Inhibition de la lyse de cellules de mouton par une hémolyse anti-A de lapin
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TABLEAU EXIT

ENERALE DES SUBSTANCES SCLUBLES DE GROUPES SANGUINS(D'APMS 110YD

ET KABAT X1968) -

Le" gene interaction product FoGal
1
H gene Le gene i
4 «lLFuc 1 ailFuc i 4
Uy ' A .
*OGAINAc(l =3) 2 4 - ﬂUGIiNAc
e, "" } AnGal(1=NAnGleNAc(1=-3) . \
ThGal(1 —3) 6 l
Yo AnGal(1-ADGIcNAc(t= 3)InGal(l =NanGalNAc — serine
3
THGAIN (1) /4 o
ten ~0r }/]l)nal(l“J)ﬂl)GlCNz\C(l—‘G) 1 . threonine
2hGal(1-13) 2 3 1
f 1 AnGleNAc
a1.Fue 1 aiFuc | 3
H gene new xene '
T —” 1
Pasxible new gene interaction product finGal

56



rides possédant les activitds des glycoprotdines de départ. Ces

structures sont données dans le tableau XXIII (p. 58).

Tes substances érythrocytaires et tissulaires d'écti-
vité de groupe sanguin sont déé glycolipides, La structure de certains
d'entre cux a été établie voir par exemple KOSCIELAK et_al., 1973 (147)
tableau XIV (p. 41) et HAKOMORI et ANDREWS, 1970 (148) : tableau XVI
(p. 44).



4 vl Ll LD ——_Heo el Ty & - i A [P OR -2

© B-D-Gal (1—> 3) — N-Acétyl-Galactosaminitol - 38,7 mg B-D-Gal (1—p 3) \

- ST N-Acétyl-Galactosaminitol 10,8 mg
B-D-Gal (1—3»4)— B-D-GlcNAc (1—> 6) B-D-GleNAc (1—> 6)./ '

s N

N-Acétyl-Galactosaminitol =~ B-D-Gel (11— 3) \
B-D-Gal (1 —> 3) S/ 44 ng B-D~Glclisc (1 —>

/

6) \
S-Acétyl-Galactosaminitol

/ 5,3 g

} . a-L-Fuc (1—>4)
B-DGal (1—3) _ o |

AN - o : _ B-D-Gal (1—3)
B-D-GlcNac (1~ 3) — B-D-Gal (1—>»4)— B-D-GlcNAc (1 —3 6) -

e

a=I-Fuc (1—%4) - . . o i N-Acétyl-Galactosaminitol 14,5 mg
‘  B-D-Gal (1—>3) ./

a~-L-Fuc (l—}4)\_
B-D-GleNac (1 —> 3)

B-D—-Gal Cl;—? 3) 4 ' \ . -

p-D-Gal (1—>3) — B-D-GlclAc (1—p 3) — P-D-Gal (1> 3) — N-Acétyl-Galactossminitol 4,4mg

p-D-Gal ‘(14—>4)\ | / | )

B=D-GlcNAc (1 —> 6)

a-I.J-Fuc (1> 3) s

Structures et quantités d'oligosaccharides isolés a. partir de 2,56 gr de.la glycoprotéire .JS (activité H, Le t)

. . ) . . R . : .. \ . . -. . \
B_p-Gal - (1 —>3) — N-Acétyl-Galactosaminitol 2,9 mg §-D-Gal (1—>4) == p.p-glclAc (1—r 6) \_ _
- N-Acétyl-Galactosaminitol 2,8 mg

p-D-Gal (1—> 4) L - p-D-Gal (1—>3)
B-D-GlclAc (1 —> 6) N P

- g-I-Fuc (1—> 3)/ | ' N—Acétyl—Galactosaminitol 2,7 ng

3 /
- B-D—Gal (1—>3) |

a-I-Fuc (1—p 2) — B-D-Gal (1—>4) - p-D-Gleae (1—>6)

N-Acétyl~Galactosaminitol

/~ ® 21 ng

 B-D-Gal (1—>3)

N — N-Acé initol - 23,7 mg
a-L-Fuc (1— 2) — B-D-Gal (1— 3) N-Acétyl-Galactosarinitol = 25y

{ 2) B8_D-Gal (1—> 3) =— P-D-GloNAc (1—> 3) = pD-Gal (1—> 3) — N-Acétyl-Galactosaminitol 28mg
a-I-Fuc (1 —> — P- : .

o-L-Fuc (1—p2) — B-D-Gal (1— 4)'\.

\ o 8_D-GleNAc (L3 3) —— B-D~gal (1—3) — N-Acétyl-Galactosaminitol 4o mg

(1—3)

t

a-I-Fue (1—>3)
ou

(1—>4)

e



GENLTIQUE BT BIOSYNTHUESE DES SUBSTANCES

v

DE GROUFE SANGUIN

Or sait depuis les travaux de WATKINS et MOEGAN, 1959
(149) que la biosynthdse des substances de groupe sﬁnguin coumence par
Wne substance précurseur caractérisde par le chafnon B-D-Galactose 1-—>14
N-Acétyl-Clucosamine qui est d'ailleurs un corposant de la capsule du pneu-

Mocoque de type XIV,

La biosynthise est conforme au schéma mainterant admis :
1 gene—>>1 enzyme. Cette enzyme modifiant la substance précurseur suivant

le génotype de 1'individu.

Dans un premier temps, nous étudierons la génétique de 1la
biosynthtse, et dans un second temps, les filiations métaboliques existant

entre les diverses substances de groupe sanguin.

RELATIONS GENETIQUES DANS LA BIOSYNTHESE DES SUBSTANCES A)B)H ET LEWIS

Suivant WATKINS, 1966 (150), il est possible de distinguer
6 types d'individus dictincts du point de vue génitigque et du point de vue
de leur réaction de lcurs hématies et de leurs secrétions avec des anti-
corps anti-A, anti-B, anti-H, anti-le a, anti-Le b. (Voir & ce sujet le

tableau XXIV(p° 60 )e

Id

Le phénotype de 1'individu est sous la dépendance de 4

3ystemes de genes alleles :3ese, lh, Lele, A, B ou O,

L'aralyse de ces phénotypes a permis de préciser l'enchai-.
Nement des processus génctiques qui aboutissent & la synthése des substan-
Ces & activité de groupe sanguin. Cet enchainement est totalement différent

. \ 2 ,
Sulvant que l'on s'adresse a une cellule mugueuce (responsable des sécré-




TABLEAU XXIV

S D'TNDIVIDUS QUE LYON PAUT DISTINGUKR D'APKES LES REACTIONS DR LEURS
oz
Y5 ROUCES ET DB LEURS SRCERTIONS AVEC DES ANTICORPS ANTI-A, ANTI-B,

WTI-H, ANTI Le a et ANTT Le b(D'JU?l'{ES WATKTNS, 1966)(151)

\\

3 . Specificitics

b et s dooe Sl
gene in secretions

Combination

K ABH  Le*  Le® ABH  Let  Le®

v ABOs g s, Le S o S o S U S S SRS

V' 4BO, H, sese, Le L s

i A4so, H, Se, lele +++ = - +++ = -

I 480, g, sese, lele +++ - - - - -

i 480, pp, Le, (Se or sese) .- .+++ - - 444+ -

\.\ 480, hh, lele (Se or sese) - - - - - - -

Qu, teq.q ld”&l has two of the ABO gcues, one recoived from either parent. In groups 1 to 4
"a1, ell antigens, and groups ! and 3 for the secrcted substances, H activity Is stromg in
% the genotype 00 aad usually much weaker for the other A80 gcnotypts

\\
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tions) ou & l'érythroblaste,

Suivons l'expression génétique dans une cellule mugueuse,

_ Dans cette cellule, il y a jusqu'a 5 systimes génétiques qui agissent

successivament pour aboutir & la spécificité de groupe sanguin désird,

En partan£ de la substance précurseur pnewrocoque XIV, le
premier systime génétique qui agit est le systime Lewis, Si l'activité
du géne Le n'est pas indispenseble & ltexpression des sbécificités A Bet
H, ces dernidres n'apparaissent pas sans l'intervention du gtne Se qui
agit en synergie avec le geéne H, Tandis que dans 1'érythroblaste, le gone

Se est inutile,

Nous avens donc ici un modeéle de la différenciation céllu—
laire. Le géne Se indispensable & l'exprescion du géne H dans la salive
ne l'est pas au niveau de 1'érythrecyte. D'autre part, nouvs notors que la
substance Le b ne rdsulte pas de l'actior hypothétique dtun géne Le b mais
de 1'interaction du gene Le, synthétisant la substance Le a, et du géne H,
La présence des deux fucoses greffés par les gtnes précédents sur la chal-
ne polysaccharifique dorme la spécificité Le b. Ceci est résumé dens le

tableau XXV(?.62 ><1%uﬂﬁs WATKINS, 1966 (152),

LA RELATION 4 GENE ——3>» 1 ENZYME DANS LA BIOSYNTHESE DES SUBSTANCES

DE GROUFE SANGUIN .

Les glycosyltransférases sont des systémes multierzymati-
ques catalysant la biosynthdse des chalnes oligosaccharidiques des glyco-
protéines ou des glycolipides. On les trouve soit dans les secrétiong
colostrum, 1ait,[konATA et al., 1968 (154f])soit dans les tissus : foie,
SCHACETER et _al., 1970 (155), les glandes sous-maxillaires,[ﬁc GUIRE, 1970
(156)2113 muqueuse gastrique et intestinale. Ces enzymes sont, 501t asso—
cides aui membranes intracellulaires ESCHACHTER et al,, 1970 (157)et
Mc GUIRE, 1970 (158):]ou sont solubles comre celles du lait ou du colos-

trum. L'étude des glycosyltransférases solubles du lait et celles lides




TABLEAU XXV

BT e .
IONS QErRTIQUES POSSTUIES DANS

TA BIOSYNTIESE DES SUBSTANCES, 4, B,
H ET IRYIS(D'AFRES WATKINS, 1966)(153)

SUBSTANCE
PRECURSEUR
Lls
substance Ld* substance Précurseur
H H A A H H
Se 34 Se Se 3 Se
ou ou
38 58 34 58
Subst, H subst, ‘subst, subst, subst, subst, H
(+LetrLey) Le® Le® Prec, Prec.
4 a .
l\u 0 ABoO ABo|. ABo ABO A B o
'ub.
t
l*“+L'¢f" subst,B  subst,H subst, subst, subst, sudat, subst.A subst.B subst R
Ley (+ H+les- (+Lles N\ o Le® Prec, Prec. (+H) {+H)
+Lev) +Le?) ! ; : : N
})h L [} \ ¥ Y
‘%( ABH{ 1) ABH(=) ABH(-) ABH(~) ABH(~) ABH(+)
teup  Levr) Les(+) Ler(+) Le(<) Les(-) Les(—)
B Ler(+) Lev(~) Le*{~) Les(~) Lev(~) Lex~)
l(::°ty .
¢y, ABI(+) ABH(4) ABH(=) ABH(-) ABH(+)- ABL(4)
Le(a--u4) Le(asb=)  Lefalb=)  Le(a=b-)  Lefa—b-) le(azb-)
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v

aux menbranes des giandes sous-ncxillaires humaines et de porc (Mc GUIRE,
1970 (159) ; ZIDERMAN et al., 1967 (160) ; CARLSON, 1970 (151) ont permis

_ de confirmer 1thypothece de WATKINS et’MORGAN, 1959 (162) concernant le
r6le de glycosyltransférasesvspécifiques dans la biogynthtse des substances

de groupes sanguins,

Ainsi le géne Lewis s'exprime par 1l'intermédiaire dture
fucosyltransférase, GROLIMAN et al., 1969 (163) montrent que le lait de
fermesLe a+ ou Le b+, possdde une fucosyltransférase spécifique que lton
ne trouve pas dans les luits des femmes Le a~ ou Le b-. Le gtne H contrdle
la biosynthise d'une auire fucosyliransférase ajoutant du L-Fucoze par
une liaison @ (1,2) cur le gelactose terminal de la chatne, WATKINS, 1966

(164).,

Une N-Acétyl-Galactosaminyltransférase déterninant la spéd-
cificits de groupe A a été trouvée soit sous forme soluble : lait de femme
KOBATA et al., 19€8 (165), ou life aux membrancs du réticulum endoplasmiquei'

des glandes sous-maxillaires humaines, HEARN et al., 19€8 (166),

Ltactivité de cette enzyme est plus merquée chez les indi~
vidus de groﬁpe Al que chez les individus de groupe AQ(SCHACHTER et al,, f
1971 (167).

" Récemment, plusicurs glycosyltransférases impliquées dans

la synthdse des glycoprotéines solubles, a activité de groupes sanguins,
ont été démentrées : une D-Galactosyliransférase isolde du lait de femme L
(KOBATA et GINSBURG, 1970 (168)) confire l'activité B & des érythrecytes
humains originellemeht 0 (PACUSZKA et KOSCIRLAK, 1972 (169). In vitro, les |-

glycosyliransférases du sérum ou de la mugueuse gasiro-intestinale d'indi- |
vidus de type A et B contrdle la syntheése de glycolipides A et B respective

ment, & partir du lacto-N-fucopentaose IV,

Une déficience enzymatique est observée lorsqulof traite

la muqueuse d'un adéno-carcinome (STELLNER et HAKOMORI, 1973 (170)),
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C - FILIAPION METAROLIQUE D5 SUBSTANCES DE GROUFES SANGUIRES

v . -~

Le tableau XXVI(p°65)représente les structures proposdes ¢
par MORGAY et WATXKINS, 1969 (171) pour les chaines olisosaccharidiques

& spécificité A, B, H, Le a et Le b ainsi que les enzymes impliquédes, |

Le tableau signale la présence de 2 motifs.antigéniques i
conzuns & toutes les substances :
1 P 3

type 1 : Gal~—GlclAc
1 Py

type 2 : Gal—>GlclNAc

Le type 2 a ¢té mis en évidence per STELLIER et al., 1973 @

(172) dans les glycolipides erythrocytaires d'ur. svujet de groupe O.Ja fixa—"

v
! Vo

- tion d'un résidu de fucose par une liaison @ (1,4) sur la N—Acétyl-D-Gluco-L'
samine conférant l'activité Le, n'est pss possible sur les motifs de type 2:2
corme c'est le cas dans les glycoprotéinés du kyéte de 1'ovaire,[WATKINS,
1966 (l?}i]qui possdlent les motifs 1 et 2, Le motif 1 est égalenent plus |
abondant dan; les oligoéaccharides des milieux de secrétion. Les chalnes |

de type 2 n'ont donc pas de sudcificité sérologique,
VT r X |

" Le tableau XXVII {p,66)d'apr‘es YATKINS, 1966 (174) résume en'
fonctior du génotype de 1ltindividu l'élabvoration dessubstances de groupes

sanguins & partir du précurseur commun, de type 1 ou 2.

Il faut signaler que les antigénes de groupe sanguin Lewis
des érytrrocytes proviennent du plasma sanguin et ne scnt pas synthétisés
in situ (MEKELX et MAXELK, 1956 (176). Ces antigdnes étaient des glycopro-
teines - pensait-on - mais, récemment MARCUS et CASS, 1969 (177) ont montrd
que les merbranes érythrocytaires captaient des antigeénes Lewis de nature :

P

glycolipidique provenant des lipoprotéines sériques.

L'érythroblaste ne synthétise que des substances a activitéi
A, B, ou H et 1'érythrocyte n'acquiert la spécificité Le a ou Le b qu'aprés:
le contact avec le sérum. Celui-ci présente cette spécificité grlce aux :
cellules muqueuses capables de synthétiser en grosses quantités des substan;
ces & activité A, B, H, Le a, Le b de nature glycolipidique ou glycoprotéi-

nique,
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4 GENETIQUE DE 1A BIO

AV a s

Bald
[SE RIS

TABLEAU XXVI

[
T

ok DES STRUCTURES AVEC Uil SPiCINICITE

YT 4, B, H, Le a, et Le £(D'APRES MUFCAN ET WATKINS, 1969)

’ Chain.

Gene Enzyme product  ending Structure Sero-
in pre- logical
cursor specificity

- —_ Type | B-Gal-(1—+3)-GNAc-- —

- —_ Type 2 B-Gal-(1 +4)-GNAc-~ Type XIV ~

4  a-t-Fucosyl- Type t B-Gal-(1-+3)-GNAc~ H

transferase (1) t+1,2
a-Fuc
Type 2 B-Gal-(1+4)-GNAc- H
11,2
|} a-Fuc
Le a-t-Fucosyl- Typel, B-Gal-(1-+3)-GNAc-- Le*
transferase (2) t+1,4
a-Fuc
Type 2 B-Gal-(1 +4)-GNAc- Type XIV
- Hand g-1-Fucosyltrans-  Type 1 B-Gal-(1-+3)-GNAc~  Le®
Le ferases (1) and (2) t1,2 11,4
a-Fuc a-Fuc
Type 2 B-Gal-(1 »4)-GNAc-- 11
tL2
a-Fuc
Hand g-L-Fucosyltrans- | Type 1 a-GalNAc-(l ~+3)-f-Gal-(1-+3)-GNAc-- A
A ferase (1) and ) t1,2
a-N-acetylzalactos- a-Fue
aminyltransferase  Type 2 a-GalNAc-(1 ~»3)-8-Gal-(1 +4)-GNAc—~ A
41,2
a-Fuc
Hand a-L-Fucosyltrans- Type 1 a-Gal~.(l-'3)-5'031-(1-‘3)-GNAC- B
"B ferase (1) and a-D- tL2
galactosyltransferase a-Fuc
Type 2 a-Gal-(1 +3)-8-Gal-(1 +4)-GNAc~ B
. t1,2
a-Fuc
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TABIEAU XXVII

SCHEXA DE LA FILTATION METABOLIQUE DES SUBSTANCES DE GROUER

SA:-:GUBJ@'AIR::S WATK TS, 1966)(17?5)

PRECURSEUR

[A8 Sy
1 c.x—‘chc.—.w

2(a) cat _-. GNA« -—, c.x

génes Se,H bnea H,Se,le
(28 B3 Bry B1.3
Cal «—e GNAC — Gal- Gll s GNAC ~—=—=+ Gal-
(H) fxt2 {Lev) Ta L1 tatg
Fuc Fuc Fue
Bra 18] gbne 81 B3
Gal =—e GNAC ——+ Gal- . Gal ~—+ GNA¢ —=— Gal-
(H) tana (1) ta1,2
Fue Fuc
Gal -—0 GNAc —0 Gal-
(Lew) tats
gine Fue gne
frs  Buy A
(Type XIV) Gal —— GNAC «—e Cal.
aty  fu3 B3 ary  fuy L3
GalNAC =+ Gal —+ GNAC — Gal- CaINAC as Gal ———+ GNAC —— Gal-
tarz (A) fane faag
Fue (ee) Fuc Fuc (a,)
aty  fra gu3 LEB N RN (2K
GaINAC v Ga) =t GNAC —e Gal- GaINAC — Gal —a GNAC ——s Gul-
(A) txt,2 (A) tvia J
Fue \ Fue

¥ chatnes du type 2 n'ont pas de spécificité sdrologique

forrule correspondant & la substance B s'obtient en substituant la

\a ’ .
Cetylgnlactosamine par le galactose.

66
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—~ TRAVAUX PERSONNTELS =~

A — MATHRIRL BT METHODES

——

I < FRACTIONNEMENT DES URINES

10 litres, 20 litres, 20 litres de l'urine de sujets
masculins appartenznt respectivement au groupe sanguin 0 Le a se, O Le b
Se, A Le b Se ont été fractionnés selon le procéddé de STRECKER et al,,

1970 (178) dderit par la figure 8 (po68 )e

1 - Collection des urines

Les urines, recueillies sur un mélange de chloroforme et de
tolutne (1 : 1) sont entrepozés pendant 24 h & la terpérature de + 4°C, afin
\
de provoquer la s¢dimentation d'un certain nombre de cubstances minérales

peu solubles. Elles sont ensuite filtrées.

L I

2 - Démindralisaticn sur §changeurs d'ions {Mégpode dg.yquﬁEUIL et

SCEIBAN, 1942 (176%)
L'étude chromatographique des oses nécessite un "dessalage™

préalable des solutions, rdalisé parpassages successifssur des colonnes

de résines échangeuses de cations (Dowex 50, "mesh" 25-50 ; forme H+) et
d'anions (Duolite A-40 ;"mesh" 25-50 ; forme formiate). Ce mode opératoire
Permet en outre un fractionnement des dérivés glucidiques en composés
"neutres (OSGS,acétyl—osamines, polyols, lactones), "basiques" (osamines)
et "acides" (acides uroniques, acides sialiques). Avant leur emplol, les
échangeurs d'ions sont traités selon le mode opératoire préconisé par

comy, 1957 (179).



Urine filtrée .
]

+
Dowex 50 x 8, "mesh" 25-50, H

Déacidite A 102 D "mosh" 25-50, formiate
Charbon-Ciélite

-———e»HQO Aldopentoses
Aldohexoses, Urée
Disaccharides & pentoses

> Ethanol 3,5 p. 100 " (Pucose
N-Acétylosamines
Cétoses
Lactoce, Saccharose

———> Ethanol 7,5 p. 100 Oligosaccharides neutres
n=224alo

———2> Ethanol 50 p, 100 Sialosides

\ Oligocaccharides neutres supérieurs

Figure 8
o bl

Procgas rapide de fractionnement des oligosaccharides urinaires.
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3 - Fractiomnerent sur charbon

v -

La solution effluente, concentrée & un cinquitme de son
volune initial est ajustée & pH 6 par ltacide acétique. Elle est ensuite '
fractiormdesur wie colonne de charbon-célite prérnrée selon le procédé

de WIIISTLFR et DUR30, 1950 (180),

Le charton (ACTIVIT X 100) est tout dtabord traité par EC1
pur de manicére & le désactiver partiellement et & éliminer les impuretés
(ions minéraux et substances orgsniques). Il est encuite filtré sous vide
sur BUCIINER et coigncusement rincé par de l'eau distillée, Ce lavage ect
extrémement irportant, cor la moindre trace dlacide chlorhydrique risque,
au moment de la concentration & siccité des effluents glucidigues, de condui-
re & des réactions de destruction ou de transosidation des sucres (SPIK £t
il:’ 1969 (181). La formation de grumeaux de charbon proveque eu particulier
la rétention de 1l'acide chlorhydrique. Le charton, lavé une premidre fois,
sera donc sécné A plat sur une feuille de papier filtre, puls écrasé de ma-
nitre 4 éliminer ces grumeaux. Il sera ensuite relavé abondamment et séché
plusicurs fois de suite, Eufin, les particules trop fines de charbon qui
riecquent d'empécher un écoulenent normal des colormes sont éliminées par
décantations successives. La Celite est également traitée par l'acide chlo-

rhydrique pur, puis lavée comme le charbon,

Les colonnes sont montées en mélangeant des volumes égaux de
suspensiorsdecharbonet de Célite. Les solutions glucidiques peuvent alors
8tre fractionndes sur ces colonnes : 1 g de sucres totaux pour 100 rl de
charbon-Célitz. La concentration en sucre ne doit pas dépasser 2 & 5 p. 100,
Les glucides sont alors ddsorbés par le psssege d'eau distillée (monosaccha—

rides) et d'éthanol de concentration croissante,

4 - Analyse des fractions obtenues -

Le fractionnerent sur colonne de charbon-Célite permet de
Séparcer les sucres de l'urine en 3 groupes ¢ont l'analyse chromatographique

est facilement interprétable.
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La fraction & 7,5 p. 100 d!'éthanol présente des variations
significatives de combOSition en oligosagcharides dtun individu a 1'autvre,
Ces différences sont lides eﬁ\purti;ulier 4 la nature du groupe sanguin |

!
Notre intér&t s'est donc porté, en particulier, sur ces fractions. Nous avons%
is01é par chromatograptie ou électrophordse préparative sur popier les oligo-?

saccharides intéréssants,

|
|
a - Chromatosrantie préparative ‘ !
i
|
L'isolement de faibles quantités de sucres |
peut &tre effectude & l'aide de la chreomatographie préparative sur papier, f
A cet effet, la solution glucidique (300 & 500 ;11) est déposée en un trait |
continu sur une feuille de papier Vhatman n? 3. Aprts passage du solvant, §
des bandes lztdrales sont découpéés, afin de loczliser, par révélation spéci—i
fique, les différentes substances., La "languette" centrule correspondante
~est élude 10 & 12 hevres par de l'eau bidistillée suivant le procédé de DENT,
19373 (182)° 5 & 15 mg peuvent ainsi &8tre isolds per chromatogramre. Les solu-
tions d'élution =zont purifiées sur une micro-colonne de charbon-Célite. Les

oligosaccharides sont déplacds par une solution agueuse d'éthanol & 50 p. 100
\

a, = Sysidmaes-solvants

a

Systeme solvent de PARTRIDCE, 1948

(183) n ~butanol : 4 ~ acide acdétique : 1 —eau : 5 (v T VoS v).

B - Systime solvant de FISHER et NKEEL,

1955 (184) acétate d'éthyle : 5 - pyridine : 5 - acide acétique : 1 - eau : 3,
v

(vivs
v, a, = Révélations

a - Réactif & l'oxalate dtaniline de

PARTRIDGE, 1950 (185,
B - Réactif au chlorure de triphényltdtra-

20lium de TREVELYAN et al., 1950 (185).

J— Réactif au nitrate d'argent de

~ TREVELYAN et coll. 1950 (186).
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b - Flectrophortse priprative

Des oliposaccharides ont été dgalement prépards
rar les teckniques électrophordtiques, dans une cuve d'électrophorese "en
toit". Le dépdt de la solution glucidique se fcit & 10 cm cu bord de la

feuille de papier Whatwan n? 3,

bl = Tarrong utlilicds

o - Tampon borate a 1 p. 100 de
tétraborate de sodium (pH 9,2).

B - Tumpon de MICHL, 1951 (187)
de pll 3,9-pyridine/acide acétique/ecaun (3 : 10 : 487),

b2 - Révélations
Les révdélations ont été effectudes

avec le rénctif & l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE, 1950 (188),

ETUDE DE LA STRUCTURE DES OLIGOSACCHARIDES ISOLES

1 - Détermination de la composition en oses

a - Composition centésimele

Ltutilisation des procédés colorimétriques classiques
a pernis de déterminer la composition centésimale en chacun des types fonda-

mentaux de glucides qui constituent les oligosaccharides isolds.

al - Dos=age des monosaccharides neutres

Les monosaccharides neutres ont été dosdés
par 1z méthode & 1'orcirol sulfurique de TILIMANS et PHILIPPI, 1928 (189)
modifide par RIMINGTON, 1931 (190) selon le protocole de MONTREUIL et SPIK,

1968 (191).

Id
- a2 - Dosape des acides uronigues par la méthode

au carbazol de DISCHE, 1947 (192) selon le protocole de MONIREUIL et SPIK,
1968 (193),

i

|
|
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a3 ~ Dosace dos hoxognmines par la mdthode
d'ELION et MORCAT modifide (Procédé de BELCHER et 2l., 1954 (194) apris
kydrolyse du pclysaccharide pur HC1 4 N perdant 4 h & 100°C,

[ - |

a4 ~ Doszee des acides cialigues
Les acides sialiques ont été do> Zs par la

métrode & la diphénylamine de WERNER et ODIN, 1952 (195).

b - Identification degs heveses et ddterminstion de leur

comnesition molaire

bl - Hydrolyse chloyhrdrigue

Les hexoses sont libérés rer une hydrolyse
chlorhydrique ¢+ 2 & 5 mg d'oligosaccharides sont dissous dans 2 ml dlacide |-
chlorhydrique 1,5 N et la solution est portée & 1009C durant 1,5 heure. Les
hydrolysats sont ensuite diludés & ure normalité d'environ 0,1 N et purifiés
par pessage sur une colotne d!'échangeur d'anior (Déacidite A-102 D ; "mesh"
25-50 ; forme formiate : 2 cm x 15 cm). Le liquide effluent est conceutré
A . . ’ . ’ .

a siccité sous pression rdduite,

\ b2 -~ Iderntification et dogzre ckromatosrannique co’

hexozes y
Le rdsidu sec des hydrolysats chlorhydriquesi

est repris per 0;1 3% 0,2 ml d'eau bidistillée et soumis & l'analyse chromato—.

graphique dans le systime-solvant de FISCILR et IEEEL, 1955 (196) acétate

d*éthyle-pyridine-acide acétique-eau (5:5:1:3)(vivev: v)e

Les rapports molaires des oses neutres ont
été déterminds selon le procédé de EUGUES et JEANLOZ, 1964 (197) : des carrésf
de papier de 5 cm de cbté, encadrant les taches de glucides(révélés par le
réactif au phtalate d:aplllné) sont découpls et élués par une solution i
d'éthanol & 20 p. 100 .d'acide chlorhydrique 0,1 N, pendant 4 heures et l'ab- |
Sorbance des solutions est mesurde & 390 nm (DATE, 1958 (198) et NONTRFUIL :
&t al., 1963 (199)). Sur chague chromatogramme sont déposees latéralement '

des quantités connues et crcissantes de solutions de sucres témoins
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(50, 100, 150 et 200 yg) dont 1'élution conutitue une gemme étalon. Leg |
valeurs sont lues contre un tdmoin obtenu en déluant un carré de papier -
Vrévélé, miis ne renfermant pas de glucidez, Ta précision du proccdd atteint
1 p. 100,

) |

2 ~ Btude de la structure des oligosaccharides

L'étude de la séquence des oges impligue

o ltidentification du monosaccharide terminal réducteur
o les hydrolyces acide et alcaline ménegdes |

o la perméthylation de 1l'oligosaccharide,

a - Identificntion de ll'ose terminel réducteur

Le glucide terminal réducteur des oligocaccharides
-~ & été identifié on déterminant les compozitions rolaircs avant et apres ré- Iﬁ

duction par la borohydrure de sodium. Le protocole expérimental est le sui-
vant ¢ .

A 2 & 5 mg d'olizosaccharide, en solution dans 5 ml !
d'eau bidistiilée, sont ajoutés & 5 ml de solution aqueuse de borohydrure de
scdium & 0,5 p. 100. L'action du borchydrure de sodium est prolorgde 15
heures & + 42C. La réaction est alors arrétée en ddécomposant le borohydrure
en excts par quelques gouttes dlacide acétigue. La solution est ensuite_
purifide par déminéralisation sur échangeur de cations (Dowex 50 x 8 ;
"mesh" 25-50 ; forme acide ; 2 x 15 cm). La solution effluente est évaporde
3 siccité et le résidu est repris plusieuvrs fois, de maniére a distiller
ltacide borique sous forme de borate de méthyle. La composition molaire de
1'oligosaccharide rdéduit alors déterminée selon le procédé décrit précédem-

ment et le glucide réducteur identifié par différence,

b - Hydrolyse particlle

Lthydrolyse partiiclle des oligosaccharides a é+44

effectude par 1l'action de HasO 0,5 N & 100°C, pendant 15 minutes. Les solu~|

4
tions ont été ddmindralisdes par passage sur colonne d'échangeurs d'anions
(Duolite A-40, "mesh"25-50, forme formiate) puis anslysées dans le systéme
solvant de FISCEER et NBBEL, 1955 (200)-acétate d!éthyle/pyridine/acide acé-

. tiquﬁe/eau (5:5:1:3)(vsvivev)




¢ ~ Dieradation alealine

|
|
|
|
|

Ltétude de la structure des oces demande la préparation:

. .

d'un grand nombre dloligosaccharides de petite masce moléculaire dont novs
pouvons compzarer le comportement chrometographique avec celui de sucres de
structure connue, Ces oligosaccharides peuvent &ire obtenus par hydrolyse
acide ménagée, mais aussi par ltaction dtun agent alcalin dilué. Ce dernier
procédé permet contrairerent au précdédent 1l'isolement dtoligosaccharides a

fucose ou & acide sialique,

Le méchanisme de la dégradation alcaline dec chafnes

oligosaccharidiques a été établi per WHISTLER et BRVILIER, 1958 (201),

BALLOU, 1954 (202). Les chafnes sont dégraddes dtune fagon récurrente, de
ltexirénité terninale rdductrice, résidu aprés rdésidu, jusquta ce quiune i
liaison stable soit atteinte (présence d'une osamine en position 1,4 !
les liaisons 1, 1 et 1,2 sont alcali-résistantes, les liaisons 1,4 et 1,6

. sont plus stables que la liaison 1,3 trds labile),

Une osamnine en position terminale réductrice est mise
er évidence avec le rdactif d'Bhrlich (prdsence d'un chromogére de KUY )
aprés traiterent par un agent alcalin dilud. Une réaction négative est obte-

nue en présence d'un sucre aminé, en position 1,4,

On ajoute & 500 Fg de 1'oligosacchraride lyophiligé
5C0 Fl de NaOF 1 N. la ddgradation s'effectue & 20°C pendant 16 h. Les _
produits obtenus sont purifiés par pascage sur une colorne de Dowex 50 x 8,

"mesh" 25-50, forme Ht

d - Perméthylation des oligosaccharides
dl - Protocole expdrimental ¢

Les oligosaccharides sont méthylés selon le procédé de

FOURNET, 1973 (202*) qui comprend un cycle selon la néthode de KUHHi BAER et .
GAPHEﬁlg56 (202%x) & 1a diméthylformamide, iodure de méthyle, oxyde d'argenti
compLétéepar deux cycles de méthylation suivant la tecknique d'HAKOKORT, 1964

. *
(203) dans le DMSO. A une solution de 4 mg d'oligosaccharide dans 3 ml
de DVFA on ajoute, par petites fractions échelonnées sur 30 mn, 0,5 ml E

d?iodure de méthyle et 0,5 g d'oxyde d'argent. Le mélange, maintenu & l'obscu

Tité, est agité pendant 24 h a 202, On ajoute alors 0,25 ml d'iodure de :

méthyle et 250 mg d'oxyde dtargent et on agite encore pendant 8 h. Puis le
*

h DESO : diméthylsulfoxyde,
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mélange est £fillré et ltinsoluble est lavé plusicurs fois avec du chloro-

forme. Le filtrat est abandonné & + 42 pendant 24 h pour priécipiter les sels

dtargent coclloidaux et les formyl-ddérivés qui cristallirent et qui sont _
éliminés par filtration, il est ensuite lavé 3 fois avec de l'eau distillée,
séché sur sulfate de sodium anhydre et évaporé & siccité sous pression rédui.!

-~

te,

Le résidu repris psr 0,5 ml de DICO est additiorné & la
solution de diméthylsulfinyl carbanion formé en mélangeant €0 mg d'hydrure
de sodium & 5 ml de T30, Le tout est agité 6 h scus un lent courant dlazote,
Puis 1 ml d'iodure de méthyle est ajouté et le mélange est agité toute la

nuit,

au mélange et les oligosaccharides sont extraits par 5 fois 5 ml de chlorofos;
me, Les phose chloroformiques sont lavées par 3 fois 10 wl de thiosullate de
sodium, séchdes sur sulfate de sodium anhydre et évaporées & siccité sous ;

pression réduite,

d2 - Contrdle de la perméthylation

\ Les olipgozaccharides terméthylés sont chroma~
tographids sur plagques de couche mince de silicagel G (30 g de silicagel pow
60 ml dteau, plaque de 4 x 10 cm). Le développement est effectué dans le :
systime-solvant chloroforme-méthanol (9 s 1). Les oligosaccharides sont révé.
1és par pulvérisation d'une solution & 5 p. 100 d'acide sulfurique dans |

1'eau distillée et chauffage 5 minutes a 1209,

d, - Hydrolyse des oligosaccherides permdthylds

3

a - Casg dlolifosaccharide re contenant

que_des monosaccharides neutres :
i

Les oligosaccherides méthylés ne |

. ’ ’ Id , |
contenant que des monosaccharides neutres sont méthanolyses par 1 ml de mélar

'

ge méthanol/acide chlorhydrique N a 802 pendant 24 h. Le méthanolysat est

séché sous un lent courant d'azote,



B - Cas d'olisosnccharides contensnt deg

onoraccharides ct des_osarines

- - N - |

Ces oligocaccharides sont hycrolysds
par de ltacide chlorhydrique 4 N & 1002 pcndant 4 h. L'acide chlorhydrique

est éliminé par codistillation avec 1l'éthanol & l'évaporateur rotatif,

d4 - Fractiornement dlectrovhordétiove des hydrolvsats

Les hydrolysats sont soumis & une électrophortse -
préparative sur papier réalisce dans les conditions expdrimentales suivantes :
cuve électrophordtique en toit ; papier whatman 3 MM ; tampon de MICLL, 19513
(204) de ¢l 3,9 (pyridine/acide acétique/eau 3 3 10 : 487) ; 7 V/em pendant :'i
15 he La révélation pe=r le rcactlf a 1'ozalate dtaniline de PARTRITUE, 1950
(205) et pur le réactif a la nlnhydrlne permet de localiser la rg;jg_ﬂ§g§jgggj
des O-méthyl-osamines et la bende "neutre" des monosaccharides neuires méthy-t
1és, Ces deux fractions sont éludes selon la mlthode de DENT, 1933 (206) par ?
de l'eau distillde additionnde de quelques gouttes d'acide acétique et lcs 1
¢luats sont évapords & siccitéd dans un évaporateur rotatif pris en excicca- |

teur,

d_ - Tdentification des O-mithyl-osamines

5

Le mélange des dérivés méthylds des osamines est
sounis directement & l'analyse chromatogsraphigue selon le mode opératoire

décrit ci-dessous @

0,1 mg des composdés de la bande électrophorétique
"basique" sont disesous dans 100 Fl de pyridine anhydre que 1l'on additionne dé
50 el d'hexaméthyldisilazane et de 50 Fl de triméthylchorosilane, Le mdélange
est apgité trés énergiquement pendant 15 minutes puls séché sous courant
d'azote. Le résidu est repris par 1 ml dtheptane et la solution obtenue est
centrifugde. Le surnageant est séché sous courant dtazote. Le résidu sec est
repris par 60 Fl dtheptane et 1 @l de solution est sounis & la chromatographis
en pkase gazeuse dans les conditions expcrlmentales suivantes ¢ chromatogra~
Phe Aerograph 1 200 muni d'un détecteur & ionisation de flamme ; colonne de
verre de 0,3 x 180 cm ; chromosorb W ("mesh 100—120) contenant 3 % en poids
de silicone OV 17 ; débit du gaz vecteur (azote) : 20 ml/min ; température :
1209,
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d_ ~ Tdentificntion des éihers mithyliques des monosuaccha-

6 . T T —

-

rides nouhbras¥

N 4 " g 7/’ e . . !
Les méthyl glycosides des éthers méthyliques des mo-
nosacchnrides neutres ottenus par méthanolyse des oligosaccharides permdéthy-

1és ou par mlthyl glycesilation des dthers méthyliques de la bande électro- ?1

phordtique "neutre" sont identifids, par une chromatographie en phace gazeus{
réalisde dans les conditions guivantes : chromatographe Aerograph 1 200 .
colonne de verec 0,3 x 300 cm, remplie de chromocorb W (”mesh" 60—80) conbe-*
nant 3 % en poids de Carbowax 6 000 ; débit du gaz vecteur (azote) : 20 1l /my

température 1709C,

I . ETUDE INvIiCCHIIIRUE DRSS OLICGOSACCHARIDES

1 - Activité A, Bet

a - Déterminction du_titre de 1tantivdrum g

Les antisdérums suivants ont été ulilisés :
o anti A humzin, titre hzobituel 128
\ .o anti B humain, titre habituel 64 j

o anti H du sérum d'anguille, titre habituel 32

I1 est toutefois ndéceesaire de vérifier les titres
des antisdrums afin de standardiser les procdédds d'étude immunochimique des

oligosaccharides. A cel effet, on rdalise 1l'expérience suivante :

On dispose une série de 10 tubes & hémolyse, numéro-

tés de 1 & 10 :

’

o ler tube : %0 Fl de sérum anti A

o 28 tube : 50 &l de sérum anti A + 50 ml de sérum
physiologique

. 3& au 10& tube : 50 el de sérum physiologique

Aprés légere agitation» 90 El du tube 2 sont ajoutds:’
au tube 3, Celui-ci est agité et 50 Fl sont alors déposés dans le tube 4.

(*) Nous rerercions Monsieur B, FOURNET pour les témoins des éthers méthyli-
ques des monocaccharides qu'il a bien voulu novs fournir, '
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Cette manipulation ezt répétlde jusqu'au 102 tube. On obtient alors les

-

dilutions . . : -

1 1 _1 . 1
2 4 o-olo.o-no.ooo.oooo.512

A chacun de ces tubes on ajoute alors 50 @l d'une suspension d'hénaties A,
prézloblement lavies dans le sdérum physiolosique, et & la concentration de-
3 po 100. Lus dilutioas des antisérums deviernent alors

1 1 1 1

2 4 8oooooo..on'ooq'..o..lo24

Aprés 10 mn de contact & 209C, les tubes sont centrifugds pendant 2 mn &

2,0C0 tours/minute. Le degré d'agzlutinziion est alors lu en remettant en
suspension les culots d'hémties, Une agzlutination franche est caractdrisée
pzr la flottaison d'un culot unique, notie par 3 croix (+++). Lorsque la diluhg
tion augmente, les culots se fragmentent { fig. 9<p,80), Lorsgue 1tagzclutina-
tion n'apparait plus, il est possible de définir le titre qui est 1l'inverse

de la dlluthQ de 1l'artisérum a laquelle ne se produit plus d'agslauﬁnaulon
des hématies. Le titre utilisé dans la déterwmination de 1ltactivité de groupe
sanguin des olimosaccharides est de 32. Dens le cas d'un sérum anti A de

titre 128, le titre 32 est oblenu en diluent 1 volure de sérum avec 2 volu~

mes de sérum phwsiologlquea

b = Détermination de 1l'activitd A, B et H des olisosaccha~

On dispose 3 rangdes de 10 tubes & hiémolyce. Dans le
ler tube de chaque rangde sont introduits 50 El de solution de sérum physio-
logique renfermant 1,5 mg d'oligosaccharide. Dans le 2¢ tube de la lére ran-
gée, sont introduits 150 @l de solution de sérum physiologique reqfennant
4,5 mg dtoligosaccharide. Du 2¢ au 10t tube de la lere rangde sont 1ntrodu1t~
150 pl de sérum physiologique. Les dilutions sont alors réalisées comne f
ltindique la figure 9 <p080). On introduit ensuite dans chaque tube 50 Fl
dlantisérum respectivement A, B ou H, de titre 32. Apreés un repos & + 49C

de 4 heures on ajoute dans chaque tute 50 @l d'une suspension d'hématies
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lavies (3 lavages dans le sdpunm phxsioldgique) a 3 p. 100, Aprés un contact
“de 10 mn, les tubes sont centrifugds (2.C00 to*rs/miuute s 2 mn) et les
lectucs sont fuites comme priciddemment,

Exerple : L'am;lutination devient néeative quand on pesse du tube 6 (i) au -

tube 5 (=) qui renferme QZ(Pg d'oligosaccharide dans 150 el de solutlion fina- '

le, L'activitd de 1'oligosaccharide ect donc de GO(ut/lOO el de solution,

2 = DAtermination de 1tactivitdé Lewis a et Lewis b

A 50 Fl dtune solution d'oligosaccharide (de corncentration
déeroissante), on introduit lSOCJl de sérum anti Lewis a ou Lewis b (titre
16), Aprés un séjour de 2 heures d + 49C, on ajoute A chaque tube 50 Fl
d'hématies & 10 p. 100 de groupe O (Lewis a ou Lewis b). Les tubes sont pla- '

N

cés & + 4°C pendant 1 heure, puis centrifugés 2 mn & 2.000 t/mn et replacés

\

5 mn a + 49C, Les lectures sont alo:s effectudes comme précédommenta
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3-RESULTATS

. - - ~

FRACTIOUTERLT DES URINES

Le prociddé de fructionrement sur colonne de Crarbon-
Cdlite déerit dans la fisure 8 (p, 68) permet dtobtenir, de {ugon reproduc—
tible, des cartes chromatographiques des oligosaccharides urinzires, cocme
le rontre la figure 10 (p082 ) qui. pernet de comparer la composition en
glucides de deux urines de sujets respectivenent de phduotypes A, Se, Le

et B, Se, Le. Duns le cas A’une simple analyse chromatographique des sucres

urinaires, les échantillons urinaires sont de 2CC & 300 ml et les dimensiong |
1l i

de la colonne de charuvon-Célite sont de 2 x 10 cm.

Pour procédder au fracticnnement des oligosaccharides de

quantités d'Urines de l'ordre de 10 & 20 litres, il est nécessaire d'utili- . ©

ser des colonn:s de charbon-Célite de dimenszions supérieurs (5 x 40 cm),

e

qui sont alors élués per des gradients de concentrations éthanoliques

voriables, comre le montrent les figures 11, 12 et 13 (p.e3 & 85), qui

illustrent les rdésultats obtenus & partir d'urines de sujets respectivement

de phénotypes O, se, Le ; 0, Se, Le et A, Se, Le.

ISOLEMENT DES OLIGOSACCHARIDES URINAIRES

{1 = Urine de sujet 0, se, Le

1.

Les urines de sujets non sécréteurs ne renferment que trés peu
|

d'oligosaccharides. Nous n'avons abordé 1l'détude que d'un seul constituant

indiqué par une fldche dans la figure 1l (p,83) et qui a été is0lé par

chromatographie préparative dans le systéme-solvant acétate d‘éthyle/pyridi.j
v

ne/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3).
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" Figure 10
Tteg chromatographiques des oligosaccharides urinaires de sujets respective-
Ut de phénotypés A; Se, le et B, Se, Le. Systéme-solvant H n—butanol/acide
LT Y S
cétlque/eau (4 : 1 :5). Papier Whatman n? 3. Durée de la chromatographie :

QJ°“PS. Révélation & l'oxalate d'aniline. Témoins latéraux : lac : lactose
N .

! galactose, Man : mannose ; Fuc : fucose
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Figure 11

b,

QctiOnnement sur colonne de charbon-Célite de 10 litres d'urine d'un

Y
Jet de phénotype 0, se, Le. Systéme-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/

1 . . ¢

de acetique/eau (5 t: 5:1: 3) s papier Whatman n? 3 ; durée de la
atographie : 16 heures ; révélation & 1loxalate d'aniline. La fldche

dique la position de 1'oligosaccharide caractéristique de cette urine.’

3
Borbres supérieurs indiquent les concentrations d'éthanol.

83



Figure 12

Pl‘&c'cionnemen‘t; sur colonne de charbon-Célite des oligosaccharides de
litres d'urine d'un sujet de phénotype 0, Se, Le. Systime-solvant :

Qeét&te d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 ¢ 3) 5 papler

q tuan n? 3 ; durde de la migration : 16 heures ; révélation & 1'ozalate

' re
®iline. Les nombres supérieurs indiquent les concentrations d'éthanol.,
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Figure 13

¥

Tctionnement sur colonne de charbon-Célite de 20 litres d'urine d'un
et de phénotype A, Se, Le. Systeme-solvant : n-butanol/acide acétique/
"y (5 jours) ; papier Whatman n? 3 ; révélation & 1l'oxalate d'aniline,

S nombres supérieurs indiquent les concentrations d'éthanol.
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2 — Urine de sujet 0, Se, Le

Les urines de sujets sécriteurs renfernent au contraire un nothre
tfés ¢levé d'oligcsaccharides dont le taux moyen pour chacun d'ectre eux eut
de 1tordre de 0,2 & 5 mg pax litre. Les diverses frections éthanoliques ont €té
Soumices successivement & des chromotographies ou électrophorgses préparatives

dens les syslimes-solvants ou tampons suivants :

- lor froctionrsrent : chromatograchie dans le cystéme solvant :

&ciétate d'éthyle/pyridine/aci&e acétique/eau (5 :5: 13 3)

- 2% froctinnne~ent ¢ électrophortse dans le tampon de MICEL

de g 3,9

- 3% frocktiomnerent ¢ dlectrophortse dsns le tampon & 1 p. 100

de borate de sodiume

~ Les différenté oligosaccharides isolds ont ensuite
6t¢ purifids sur des petites colonnes de charbon-Célite (1 x 2 cm) 2 pa{tir
desquelles les oligosaccharides sont ddsorbés per de 1'éthanol & 50 p. 100,
Cette opiration a pour but d'éliminer les constituants glucidiques qui pro-

Viennent du pepier et qui sont géniralement riches en glucose.

Le fractionnement de 20 litres dlurine d'un sujet
de rhdénotype O, Se, Le rous a permis en définitive d'isoler, dans un état de
Puretd satisfaisant, 238 oligosaccharides (figure 14 p.8a7 ) dont le comporterent

Chromatographique est décrit dans le tableau XVIII (po &8 ).

3 - Urine de sujet A, Se, Le

Les oligozaccharides urinaires de sujet A, Se, Le ont été isolés
Selon un protocole expérimental identique. En définitive, 18 oligosaccharides
Ont ¢té obtenus dans un état de pureté satisfaisante comre le montre la figure
15 (p089 ). Le comporte&ent chromatographique de ces glucides est donné dans le

tableau XXVIII (p. 88),

)
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2 [ t& * 4 \ F
Qi”s“:ltgete [ B ec Gal / Gle / Han {/ Fuc / Fru ( Xyl ( GaliH, ! c1enm 2 / Glca / ANA ( Glucid
rélucteur

1 62 mg 1,55 1 1,08 " Gle

2 24 mg - 1,58 1 0,96 Gle

3 47 »g 1,52 1 0,55 Gle

4 10 ng 1,47 1 7] 1,05 y Gal

5 17 rg 1,38 1 © 0,15 1

6 168 g 1,40 1 1

7 9 rg 1,36 0,2 1 1 0,16 |

8 16 ng 1,36 1 c,15 ;

9 40 ng 0,80 1 1,08 N 0,85 _ g Gle
10 15 ng 0,78 1 1,1 | 1 GlcKac
11 9 ng 0,75 +
12 9,5 ng 0,69 1 , 0,% 0,90 Clellse
13 8 ng 0,69 1 0,92 . Gle
14 7,5 mg 0,67 1 0,10 1,1 1
12 &5 mg 0,58 1 1,05 2 | Gle
17 58 ng 0,55 ¢ 1 1 0,¢8 i Gle
18 11 mg 0,50 I 0,90 1 0,95 Glevke
19 7 ng 0,43 1+ 1 1,15 0,90 1,08 i 1 Glec
20 8 mg 0,22 2 0,8 2,12 | 2,20 1
21 6 rg 0,23 2 0,1 l 1,95 ! 1 Gzl
22 8 mg 0,19 2 1,1 0,9 1,88 1
23 14 ng 0,17 2 3,12 1 Gal
24 6 g 0,13 2,1 1 1 0,15 1 Xyl
25 22 ng 0,14 2,14 1 3,11 1 Glc
26 40 mg 0,10 2,21 0,9 3 ' 1 Gle
27 5 mg 0,05 2,20 0,93 , 4,05 J 1 Gle

* Rl : Vitesse de migration par rapport au lactose dens le systéme solvant : acétate d'éthyle/pyridine/acide acethue/eau (5:5:
ac .

¢
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Figure 15

Innt°8I‘aphie sur papier des oligosaccharides isolés de 1'urine d'un
3

%t: de Phénotype A, Se, le. Papier Whatman n? 3 ; systéme-solvant :

\ te q'¢thyle/pyridine/acide acétiquefean (5 : 5 : 1 : 3) ; durde de

ation : 18 h ; révélation & 1l'oxalate d'aniline.



IIT - LTUDE DE LA STRUCTURE DH3 OLIGOSACCHARTIDES URINAIRES

.

1 = Olirosaccharides isolds de Llturine d'un sujet 0, se, le

———

Lturine de sujet 0, se, Le ne renferme gu'un nomnbre peu -
élevé d'oligosaccharides parmi lesquels nous avons isolé un composé
ma jeur, iudiqué par une fléeche dans la figure 11 (p°83 ) et dénormé
oligosaccharide Del. dans la suite de notre exposé (Del. : initiales du

sujet 0, se, Les

L'oligocaccharide Del. posséde un comportement chromatographj .
que identique & celui du lacto-N-difucohexaoce II déerit par KUEN (207)
dans la lait de femme. Nous l'avons effectivenent identifié au lacto-N-di-

fucohexaose II sur la base des rdsultats suivants @

a - Ccrmrogition meloire et nature du elucide rdductenr .
i

L'oligocnccharide Del, renferme des hexoses et
des hexosagines dans le rapport 5,25/1, Lthydrolyse chlorhydrique libdro
du galactosé, du glucose et du fucose dans les proportions 2 ¢ 1,15 : 2,12 |
(figure 16, pe 91 ). L'hexosamine a ¢té identifide & la glucosamine par
chromatographie sur popier dans le systeéme-solvant : acétate d'éthyle/py_
ridinc/acide acétique/eau (5:5:1:3), La réduction de 1l'oligosacchu-
ride par le borohydrure de potassium provoque la disparition totale du rés:

du de glucose, qui portait donc la fonction réductrice du composdé,

b - llydrolyse partielle par l'acide sulfurique dilud

Les produits de l'hydrolyse ménagée de ltoligo-
saccharide Del. et du lacto-N-difucochexaose II du lait de femme par
H250 0,5 N & 1002 pendant 15 mn ont été soumis a l'analyse chromatogra~
phique.dans le systtme-solvant : acétate dtéthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2),
durant 20 heures. Les résultats, décrits dans la figure 16 (p. 91) montrent .

que les oligosaccharides ainsi traités, libcrent dans des proportions



) 9 Man
A ‘

A - Chromatographie sur papier de 1l'oligosaccharide Del. (RLac = 0,155) et de.ses produits d'hydrolyse (Del. H+)

par HC1 1,5 N (1,5 h ; 1002). Systime-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5:5:1: 3).
Glc : glucose ; Man : mannose j Fuc

Figure 16

GalN : galactosamine ; Glc N : glucosamine ; Gal : galactose

15 mn) du lacto-N-difucohexaose I

B - Chyromatographie sur papier des hydrolysats partiels (H2 804,0,5 N ; 1002 C
2) durant

du lait de femme et de l'oligosaccharide Del. Systtme-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/eau (2:1

20 ﬁ;l : lacto-N-biose I : 2 : lacto-N-biose II ; 3 4 : lacto-N-triose II ; 5 : lacto-N-triose I

lacto-N-tétraose.

16

.
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identiques, éu lacto-t-biocie I (GleZl-{rB GchAc), du lecto-N-biose II
(GleitAc B 1—3» 3 Gal) du lactose, du lacto-l-triose II (Glclidc B 1—> 3-
Gal 8 1=—>4 Glc) du lac to-fi-triose I (G2l £ 1= 3 Glc¥Ac B 1~ 3 Cal)
et du lucto-N-tétraose (Gal B 1-> 3 Gleilhc B 1 =3 Gel B L—> 4 Clc),

L'oligcsaccharide Del. posstde donc un noyau

glucidique constitude por le lacto-N-téiraose,

¢ - Pernithylation

La perméthylution de l'oligosaccharide Del, formé
conduit 2 la formation des éthers mithyliques suivants : wéthyl -2, 3, 4
tri-O-méthylfucocide, méthyl ~2, 3, 4, 6-tétra-O-uithylsalactoside, méthyl-
2, 4, 6-tri-O-méthylgalactoside, méthyl-2, 6-di-O-méthylglucoside et |

6-mono-O-inéthylglucosanine,

L'enserble de ces résultats, associé au fait que
1'oligoczaccharide Del. posside en outre wae activité Lewis a, permet de
confirmer qu'il s'agit bien du lacto-N-difucohexzaose II, dont la structure

\ -

est la suivante : R

Gal B L—»3 GlclNAc B 1—» 3 Gal § 1—>4 Glc ’ ;
N4 3 i

Fuc o 1 Fuc a 1

2 - Oligosaccharides isolds de lturine d'un sujet 0, Se, Le.

Les quantités respectives de chaque oligosacchari-’
de isoldes & psrtir de 20 litres d'urine sont données dans le tableau

XXvIII (p.88 ).



a - 011wo) ceharide 1

Lt'oligosaccharide 1H renterme du glucose et du
xylose Cans les proportions 1 : 1,05, et pouside du gluccce ea position
terminele riductrice. Ltictien de la sodde 1 N, perdant 24 heures, a 202 C,
'11 sere quantitativomeat le zylose, comme le mountre la figuve 17 (pe 94 ) avec
destruction conconittanle du slucose, L'olin sopaecharise liT correspond donc au
cemposé suivant ¢ Xyl « l-*3»3 Glc, dont la structure ezacte a €té pricisde i

per LUED2LAD et ol., 1073 (208).
b - 0lirosccchariie 2
s e st ar s B s S — H
Ltoligozaccharide 2 renferne du glucose et du

fucose duns les provortions 1 : 0,96, et pocsvde du glucosce en position

terninale réductrice. L'action de la soude 1 N, pendart 24 reures, & 202 C,
libere totalerent le fucose (Figmire 17 p. 94 ) ce qui impligue comre pour

1'oligosaccharide une liaiseon csidigque en l—-3 3, En ouire, le résidu de fuco
se est 1itéré sous ltaction de 1l'a-fucosidase de Turro cornmsius. Ltoligosacch

ride 2H possade done la structure suivante : Fuc a l=I=»3 Gle, P

¢ - Oliwozacchrride 3H

\ L'oligosaccharide 3H renferre du gluccze et fuco-
se dons les proportiors 1 : 0,95 et pozside le glucose en position terminale
réductrice. L'action de la soude est sans elfet sur ce couposé, qui, d'autre
part, ne rdlagit pws avec le réactif au chlorure de triphényl—tétrazolium, ce
qui implique une liaizon osidique en l~> 2. L'a-fucosidase de Turto_cornatus
libere comme précédenment le fucose. L'oligosczccharide 3H posséde done la

structure suivante : Fuc « 1 —>2 Glec.

d ~ Olirosaccharide 4H

Ltoligosaccharide 4H renferme du galactose et
du fucose dans les proportions 1 ¢ 1,05 et possede le galaclose en position .
terminale réductrice. Ltaction de la soude est sans effet sur cet'oligosaccha
ride, qui ne réagit pas avec le réactif au chlorure de triphényl-tétrazolium,
ce qui implique une lisaison osidique en 1—» 2. L'¢-fucosidase de Turbo cor-
Ratug litére le fucose. L'oligosaccharide 4H posseéde donc la structure suivar;

te : Fuc o 1—>2 Gal.
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Figure 17
Chromatographie sur papier des produits obtenus par
dégradation alcaline des oligosaccharides lH a 4H
(0, Se, Le et 1, et 2, (4, Se, Le)
Systéme-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/acide

acétique/eau (5 ¢ 5 ¢ 1 ¢ 3) durant 15 heures.

AY

Figure 18

Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydrique des .
oligosaccharides 21 25 26H et 27H.

Systéme solvant s acetate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau
(5:5:1:3) (15 heures).

¥6
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“s g = Olicosaanch: »ide 5
R iR TR S ¢
Nous ntavons pus ¢tudidé la structure de l'oligosaccha-
ride 51, qui renferme de la N-acélylglucosamine, du gnlactome el du mennos
f . : b

dens les proportions 1 ¢ 1 ¢ 0,15. Nous avons seulerent notéd qu'il possddait ,

le compertement chrematograrhique de le N-acdtyllaclozamine,

f- pj-j_-”().".‘»i‘.c(‘,}lf'T‘j,d@ 6H

Lthylrclyce chlorkhydrique de l'olisosaccharide 6H
ne libdre que du glucoce. L'hydrolyse acide mdénagée (sto4 ; 0,1 N ; 1002 C
10 mn) libtre du glucose et du fructose dans des quantitds équimoléculaires,

L'oliposiccharide poscéde le comportement chromatographique du saccharose,

g - QOlicrosacchrride 7H ‘

L'oligosaccharide 7H renferme du galactose,_ du glucose,-
du mznnose et du fucose dans les proportions 0,2 : 1 : 1 : 0,16, Il stagit donc

d'un mélange de plusieurs constiiuants dont nous n'avons pes poursuivi 1!étude,
h - Qliogenecharide 8 !

H

. L'oligosacctaride 8H est égalewent constitué d'un mélar

ge de plusieurs ccemposds, corme en témoignent les rapports molaires en sucres:

Glucouse ¢ 1 ; Tucose : 0,15.

1 - Olisnenccharide 9H
Ltoligosnccharide 9H renferme du galactose, du glucose .
et dqu fucose dans les proportions 1 : 1,08 : 0,85. Il posstde le glucose en

Position tercinale réductrice,

j = 0lisgosoccharide 10

3

H
Ltoligosaccharide 10H renferme de l'acide glycuronique
et de 1la N-acétylglucosamine dans les proportions 1,1 : 1 et posstde la N-acé-:

tylglucosamine en position terminale réductrice,

k -~ Olironaccharide llH

Le composé 11H possede le comportement chromatographi-'

Que et les propriétéds chimiques de 1l'acide D-glycuronique,



O
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1 -~ Qlircancenaride 12H

L'oligodaccharide l}H renferzc du goluctoze, de 1la =
N-acétylgluccoamine et de 1tacide N-acdtylneuruminique dars les proportions
1:0,85:0,00, 11 posséde~la B—acétylgl&cosamine ern position terminele riduc
trice, L'hydrolyse ménagée par llacide trutluoracitique 0,1 I (£0¢ C ; 30 mn)?
litire un disccechuride qui posstde le comportement chromatographigue de la

H-gcityllactosarines

m - Qli-eraceharide 13H

L'oligosaccharide 13H renferre du glucose et de l'acide
o

glycurcnique dans les proportions 1 : 0,92 et possice le glucose en position
~ %

terminale réductrice,

:

n - Oliroaacc%nxjgg_l4n

L'oligozaccharide 14? renferme du galuctose, du fucose

et de la N-acdtylglucosumine dans les proportions 1 ¢ 1,1 ¢ 1.

0 =~ Clisomgecharids 15I

: et 16 u

Les oligosaccharides lSH et 16H renfernent du galactose, .-

du glucose et du fucoce dans les proportions 1 ¢ 1,05 : 2 et possident le

glucoce en position terminale réductrice. Lthydrolyse acide ménugée (H2S 4
0,1 N ; 10Ce C ; 20 mn) libdre du lactose.' L'action de la soude 1 N (182 ¢ ;

20 h) libdre du fucose, ce qui implique la présence d'un résidu fucosyl en
1--%3 sur la molécule de glucoce réductrice. La perméthylation des oligo-

saccrarides 15 et 16H conduit & un mélange de mithyl-2,3,4 tri-O-méthylfuco-

H
side,de méthyl-3,4,6 tri-O-méthylgalactoside et de méthyl-2,6-de O-méthylslu-
coside,

La structure de ces oligocaccharices est donc du difuco-

ld

sido-laclose : Fuc ¢ 1—>2 Gal B 134 Clc

Fuc a 1 _
identifié précédemment par MONTREUIL, 1960 (209) dans le lait de fenme e : - -»
LUNDBIAD, 1068 (210) dans 1'urine.
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p ~ Olimoracchnrise 17
Ltoligosaccharide 17H reriferme du galactoze, du
glucose et de l'acide N-wedtylnenraminique daens les proportions 1 ¢ 1 : 0,98
e posstde le glucose en pesition terminale riductrice. Lthydrolyze minagée pad

ltacide trifluwoacétique 0,1 N (202 C ; 30 mn) libdre du luctose,

q = Oligoseecharide 18,

Ltoligosaccharide 18H renferme du galectose, de la

N-acétylglucosamine et de 1'acide N-acétylneurzminique dans les proportions i
0,90 : 1 : 0,98, L'hydrolyse acide ménagde (acide trifluoroacétique 0,1 N .

80¢ ¢ ; 30 mn) libére de la N-acétyllaictosamine,

r ~ Qlirocacch-ride 19H

Itoligocaccuaride 19H renferme du gulactose, dg glucos{
du rannose, du fucose et de la N-acdtylglucosauine durs les proportions 1 3 ﬁ
1,15 : 0,90 : 1,08 : 1 et posside du glucose en position terminale rfductrice.
Les faibles cvantités de substrat isolé ne nous ont pas permis de pousser plus -
loin gen étude, dtautant que la préserce simultande dans une méme molécule de
$lucoce et de mannoze, laiszze supposer qu'il stegit d'un mélange de plusicurs

Constituants.

s - Oliyoggggbmridg_2OH

. L'hydrolyse chlorhydrique de l’bligosaccharide éOH libdtre du
galactose, du glucose, du mannose, du fucose et de la N-acétylglucosamine danz
les proportions 2 : 0,8 @ 2,12 :+ 2,20 : 1, I1 stagit dtun mélange de plusieurs
Composés puisque cet oligocaccharide posseéde le comportement chromatograpnique

d'un penta ou hexasaccharide.

t - Oliposaccharide 21H

Ltoligosaccharide 21H (Figure 18 p. 94 ) renferme du
8alactose, du fucogse, et la N-acltylglucosamine dans les proportions 2 : 1,95:1°
et posstde du galaclose en position terminale rdéductrice. Le fait qu'il soit

¢

doug, dtactivité Lewis b permet de supposer une structure du type



08

Gzl B 1—23 GleliAc ——>Gul -
o L/
Fuc a 1 Tac u 1

u - Qljg:;ﬂnchnri§9_22n

L'oliosaccharide 22H renferze su gulactose, du glucose;
du mannowe, du fucose et de la W-ucdtylglucosamine cens les proportiors
2:1,1:0,9: 1,83 : 1, L'oligosaccharide 22H qui posstde le comportoment
chromatographique dtun penta ou lrexazsaccharide n'est donc en réalité qutun

mélange de plusieurs constituants,
v = Qlirosacchearide 23H

L'oligosaccharide 23H renforrne du galactose, du fucose
et de la N-zcitylglucosamine dens les proportions 2 ¢ 3,12 : 1 et posscde le
‘s . . . . . N
gzlnctose en pocition teridnale rdductrice. Cempte tenu du fait qu'il possede
N . b . N '
une activité Lewis ~, nouvs pouvons admetire qu'il possede une structure du
A\
type ‘ ;
?
Gul B le——3 GlcNAC —Gal

Tz /I*zz. /{* o

Fuc a 1 Fuc a 1 T'uc .

w -~ Olicosaccharide 24H

L'oligosaccharide 24H renferne du galactoce, du xylose,
de la N-ucéiylspalactosemine et de llacide glycuronique dans les proportions
2,1 ¢ 1:1: 1 (Figure 19 p. 99 ) et posstde le xylose en pogition terminale
réductrice. Il correspond donc probablement & un fragment dechondgoitine sul-'

fate (4 ou 6) et sa structure présumée est la suivante @

GalllAc B 1—>4 GlcA B 1—>3 Gal B 1—>4 Gal f 1—3>4 Xyl



-  ®e——@GIcA—>Gal)
o @ GlcA->Gal)

B
Figure 19
Chromatographie sur papiér d'hydrolysat acide (ATFA 4N : 4h; 1002 C) de l'oligosaccharide 24H’
~ Syst®mes-solvants : A : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 ¢ 5 : 1 : 3)e.

B : n-butanol/acide acétique/eau.

N\
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X = Qlimoaroccharicde 25H

Ltoli=ncacchoride 25H

toge, du glucoce, du fucose el de la N-acdétylilucosmnine dans les prorortions .
2,14 :+ 1 2 3,11 : 1 et posuede du glucose ea position terincle réductrice,
L'hydrolyse partielle pur l'acide sulflurique dilué (H2$O4 0,5 M ; 10Ce C 3

15 mn) likire du lucte-N-tétcaose et ses produils de ddgradation : lrcto-ii-
bioses I et IT, lactose et lacto-i-Lrioses I ot TI (Figure 20 pe 101 ). La

rerméthylation de 1'oligosaccharide 25, conduit b un mélarnge de méthyl-2,3,4

gt
t1i-0-mé thylfucoside, mdthyl-3,4,6-tri-0-méthylsulactoside, méthyl 2,4,6 -
tri-O-méthylgalactoside, méthyl-2,6 - di-O-udthylglucoside et 6-mono-O-méthyl:

glucocarine, L'oligesacchzride ESH
b

une activité Lewis ~. L'ensexble 'de ces rdsultats permet donc de lui atiribue '

la strcuture suivante :

Gal B leyp3 GlcNAc B 1 -—>3 Gal B 1-%4 Glc
42 A4_ 3 .

Fuc o'l Fuc a 1 Fuc o' 1

y - Olisosoaccharide 26

H

L'oliposaccharide 26H (Fisure 18 p°94-) renferme du
galactoce, du glucose, du fucose et de la N-acdétylglucosanine dans les
proportions 2,21 : 0,9 ¢ 3 : 1 et posstde du glucoze en position terminale
réductrice. L'hydrolyce ménagée par l'acide sulfurique dilué libere, corme
dans le cas de ltolirosaccharide 25, du lacto-N-tétraose et ses produits de
dégradstion (Figure 20 p. 101). Compte teru du fait qutil est également
doué d'activité Lewis b, nous pouvons proposet la structure partielle suivan-

te

Gal B 1=33 GlcNAc f 1—>3 Gal B 1—> 44(}10

o 4 fi.-_-yu..“
02

b
Tue a l 'uve o 1 Tue

(Figure 18 p. 94 ) renferme du gulua;

(voir tableau XXXI p.108) posstde en outreﬁ'

|
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Figure 20
Chromatographie sur papier des hydfolysats partiels (H230 4 0,5 N 3 1002 C ; 15 min) au lacto-N-diﬁicohexaose I

(LDFHI du lait de Femme et des oligosaccharides urinaires 25H, 26H et ZTH. Systeéme-solvant : acétate d'éthyle/
pyridine/acide acétique/esu (5 : 5 : 1 : 32 (20 h) 1 : lacto-N-biose I ; 2 : lacto-N-biose II ; 3 : lactose

4 s lacto-N-triose I ;s 5 : lacto-N—-triose II 5 6 : lacto-N-tStraose.

]



z = Qliznos rechoride 27H

L'olirocaccharid e 27 ( Movree 18 po 94 ) renfarze du
golnctose, du glucoce, du fucose ¢t de la L—ucctylgluconamine cars les pro-
portions 2,20 : 0,93 : 4,05 et possdde du glucose en position terninale

rcduetrice, L'hydrolyce minngde par H

dilué livhre du lacto-li-tdétrzoce

Oy

; b
(Figure 20 po 101) et il ozt doud d'ddtre part, dlactivité Leuis o Sa strue-

ture probuble est douc du type

Gal B l—23 Clcliic B L—->3 Gal B 1—234 Glc

f W4 Ao B g

Fuec « 1 Fuc « 1 Fic Fuc

- 3 - Olizose saccharides isolds de l'urine d'un sujet A, Se, Ie.

’

Les quactitds respectives de chaque oligosaccharide izolées

3 portir de 20 litres d'urine sont dorndes dans le tableau XXIX (p. 103 Yo

Nous n'avens pas ghordé 1'étude des oligosaccharides acides (& acide glycuro- "

nique ou & acide N-acsdtylneuraminique),

& - Olizoszecharides 1, et 2,

Les oligosaccharides lA et 2A renfernent du glucose e°

du fucose dans les proportions 1 : 1 et posstdent le glucoce en position

terminale réductrice. Ils ne réagissent pes avec le rdactif au chlorure de

triphényltétrazolium. Le fucose est hydrolysé per 1'e fucosidase de Turho,

&

cornatus. Ils possédent donc la structure suivante : Fuc & 1—> 2 Glc,

b - Olivoasncechnride 3A

) : L'oligosaccharide 3 renferme du glucose et dw xylose
dsns les proportions 1 : 0,96 et posshde le glucose en position terminale
réductrice. L'action de la soude 1 N pendant 24 heures & 202 C libére quan-
titativerent le xiloce, L'oligosaccharide 3A correspond donc au composé 1B

décrit précéderment dont la structure est la suivante ¢ Xyl o 1-=>73 Glc,

LA




! J -‘
Q:z;;;‘;“e Ry o(*) Cal Gle Men Fuc Xyl Ga1NE GledH é rZiiEI;; ‘
| |
1 12 og 1,51 1 1,02 | s! Cle
2 B rg 1,50 1 1,05 % e
3 42 og 1,59 1 0,95 | Gle
4 8 ng 1,56 1 |  Cle
5 42 ng 1,12 1 0,95 1 : el
6 11 ug 0,62 0,5 1 0,4 0,8 + ; ++ #
7 17 mg 0,57 1 1 2,1 - | 1 Gle
8 105 ng 0,33 1 1,06 2,1 1 P cle
9 4 g 0,17 2 1,11 1,96 1 | 1,05 R
10 12 ng 0,14 1,92 0,9 2. 1 1,25 ,I Glc
11 16 ng 0,14 2 0,1 0,9 21 1 1,1 ’
12 12 ng 0,12 2,1 0,95 1 2,2 1 1,16
13 32 mg 0,08 2 1,02 2,26 1 i 0,92 " Glc
14 8 g 0,08 2 0,87 0,28 2,30 | 1 | 1,2 alc
15 22 mg 0,05 1,84 1,12 3 | 1 bo1,16 Gle
16 11 mg 0,05 - 2,4 1 0,8 3,1 1 | 1,32 5 Gle
17 16 mg 0,01 3 1 0 3,16 .' 1 1,6 Gle
18 36 mz 0,01 3 0,9 3,2 1 1,7 | Sl
|

N\
(*) RLac : Vitesse de migration dans le systéme-solvant

s acétate d'éthyle/pyridine/acide acéticue/eau (5 : 5 : 1

3)

¢0T
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¢ - Olizno: "r‘c‘“"Y‘m@ 4

L'oTigosncchoriQG 4 renferme du glucoze et du fuccce dans
les proportions 1 : 0,38 el posstde le glucoce en position terminale r. ductri-
ce. L'action de la soude libére totalement le fucos e, conxe dans le cas de
1toligowaccharide 2H’ dont il pociide le méme comporicment chromatogmavhique
Le fucoce est éznlenent 1ibdérd sous ltaction de lto-fucosidase de Turbo corna-

ing, Le coaposé 4A rosstde donc la structure suivante : Fuc @ 1—-=»3 Glc,

d - Qlirosaccharide SA

L'oligosaccharide SA renferne du galactoze, du fuccse et da
la W-acétylgalactocanine dans les rapports 1 : 0,95 : 1 et pocstde du galacto-
se en pccition tenzinale réductrice, Il ne réagit pas avec le réactif au
chlorure de triphinyltétrazelium, La perméthylation conduit & un mélange de
méthyl-2,3,4 tri-O-mithylfucocide, méthyl-4,6 - di-O-méthylgalactoside.

2
ride renfermant du gulactose et de la N-acéiylgulactosamine et réegizsant cet-

ou~

Lt lydr01VLe acide ménazde (H SO4 0,1 N ; 10C2C ; 5 mn) conduit & un dissacha-

te fois avec le chlorure de triphényltétrazolium, ce qu1 implique que le

’

fucose (¢tait précdd *thnt 1ié sur le carbone n? 2 du grlactose. L'oligosaccha-
g

ride 5A possede enfin une activité de grcupe sanguin H et A, ce qui permet

de pricizer sa structure complite :

CalVAc @ 1=—>3 CGal
A2

Fuc a 1

e - Qligozacchnride 6,

Ltoligccaccharide 6A est constitué pur un mélange de plu-
sieurs constituants, comme en tlémoignent les valeurs des rapports molaires

en glucides (Tableau XXIX p. 103 ).

f - Oljeosaccharide 7

A

L'oligosacchuride 7A renforme du galactose, du glucose et
du fucose dans les proportions 1 ¢ 1 : 2,1 et possede le glucose en position
terminale réductrice. Son comvortement chromatographique est celui de lBH

I1 stagit denc du difucolactose
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Gal B 1lew4 Cle

l{ 2 ﬁ\'3 ’ ’

e a 1 Fue a 1 :

g - Qlizosuehovide €,

Lt'oligosiccraride 8! renferme du grlscioze, du glucoce
b

du fucoce ey de la N-ncltylsnloaclesarine dans les proporticns 13 1,08 ¢ 2,1

C)

,

: 1 et posrde du plucose en pozition terrinale réductrice. la perzétiylatior

de 8A cenduit & vn wiflarge de méthyl-2,3,4 - tri-O-ndthylfucoside, de wéthyl-
4,6 - di-O0-mithylialactoside ot de méthyl-2,6 -di-0-ufthylzlucosides Il poss?
de en outre une activité de groupe sansuin A. Se structuve est donc la suiven..

L

te N

GalliAc @ 1---33 Gal 1~—-34 Glc
\ 2 ’1\3

Fuec a 1 Fuc a 1

h - Oligorsesharide 9
"""" A
\‘- \
L'olizosaccharide 9 renferme du grlcctose, du glucose

du fucose, de la l-acétylgnluctosamine et de la U-acétylzlucosanine dans les

proportions 2 ¢ 1,11: 1,86 : 1 : 1,05 et possdde du glucose en position ter-

minale rvdductrice,

1 ~ Oligoracchiride 10A

L'oligosaccharide lOA renferre du galectoze, du gluco-
se, du fucose, de la N-acétylgelauctocamine et de la N-acétylglucozrmine dans
les proportions 1,92 ¢ 0,9 ¢ 2 : 1 : 1,25 et possdde du glucose en position
terminsle réductrice. La permdthylation de lO conduit & un mélange de !
néthyl-2,3,4 - trl-O-mothyllu9031de, de m”thjl 2,4,6- trl_o_“btly7wﬁlﬂptocld€
de 1éiryl-2,3,6- tri-0-méthylslucocide, de mcthyl-4,6 - di-O-métiylsalactosi
dg, de 3,4,6- tri-O-mdthylgalactosamine et de 6-mono-O-méthylglucosamine. En

. N\ . ’ b L3 7 3
outre, 1l'oligoseccharide 10, posstde une activitd Le , ce gul pernmet en défi.

A
nitive de proposzer la structure suivante :

Gullac @ 1=—>3 Gal @ 1—>3 GlcliAc B 1—>3 Gal B 1—>4 Glc
12 h¢
Fuc a 1 Fue a 1
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Les B oligosuccharides suivants sont dez oligozzcer.rides

de haut poids meliculaire (7 3 10 résidus de mouoc dcckﬁrldco) qui renlooment
a

en provortions verishles du galattoss, du gluccce, du mseniose,
la H-ucftylgvlactosumine et de 1z N-acdtylglucosamine (Taileau YXIX P. 103 Yo

R b
Tous porecdant une activité lewis ,

4 - Activitis de groures cansuins des olisoucecherides urinsires

Les prorriitds immunochimiques de la plupart des oliscercclarides

urinzires sont dlerites dans le tubleau XiXI, Dans le cas de l'urire déu sujet

de phirotype 0, Se, Le, la plupart deé sucres possédent une tris forte acti-
vité Leb Les oligonucclrarides isolds de l'urine du sujet A, Se, le, posse-
dent dgelenent une aclivité Leb, cependant tris faible par rapport au sucre
de riférence (lacto-U-difucohexcoce I du lzit de Femre). Ctest le czs en par-

ticulier des counstituants ll a 18A’ qui renferment 7 a 10 résidus de mono-.i

saccharides, dont 3 4 4 WOl(Culo de fucoze. Llactivité A de ces slucides j

ntanraralt qu'taprds hydrolyse sélective des rdésidus fucosyl par l'acile sul- ;

furigue dilué,



P ‘f"’:"— (z——mc“_(;z;;j/ .;:'_:b_c;_z; - T /7;:‘1 ¥ sy T (2 S e DT & ‘7/
s a-I~Fuc (1—>2)— D-Glc /4&: a-I-Fuc (1—>»3)— D-Glc ;
e ST
“H @-I~Fuc (1—3»2)=— D-Gal | A a-D-Galite (1—33)

bE: _a-L-Fuc (1—>»2) —p-D-Cal (l——}4) | D-Gal ;
" D-Glc a-i-Fuc (1—>2) 7 {
a-I-Fuc (1—>3) . '
) a-L-Fuc (1—»2) —E-D-Gal (1—>4) < _ .
21 : oI-Fuc (1—>2)—PF-D-Gal (1—>3) < o o D-C1z
= - D-Glcite (1—>?)— D-Gal a-I-Fuc (1—>5) |
a-L-Fue (1-—)4)_/ - !
3, a-D-GalllAc (1—3)_ ‘ ;
gt gl-Fuc (1—>2)—B-D-Gal (1—>3) N 5_D-Gal (l-—->4)\ |
D-GleNAc (1—37)  aI-Fuc (1—>2)7 ‘ D-Glc
a-I-Fuc (1—7‘4)/ D-Cal G-L-Fuc (l-—ﬂ)/
a-L-Fuc (l—-':’?) / ! -
10 A .
252 cx—D—GalNAc(l——)3)\ 0
a-L-Fuc (1-—>2)»8-D-Gal(l—>3 K p-D-Cal(l—> 3)\
-\ A . . ]
ﬁ'p’CICNAC(l“}) }p-D-gal (1—>4)\ a-I-Fue (1—»2)7 8-D-G1e¥Ac (1—33) B-D-Cel{1—> 4)D_c1)
a-t-puc (1—>4)/ D-G1df a-I-Fuc (1—4)/ |
X-I-Fuc (1ﬁ3l/ 0,sc, Le
2'oH: 2 Fucoses B-D-Cal (l 3)\
Zel: N e %3 )}~ $~D-3 / A
a-L-Fuc (1—>2) B—D—Gal(l-—}3)\ E-D-Glelhe (1—3p3)-F~D-Cal (1—>4) ~
£-D-GleNAe (1—>3)\ gelfuc (1—34)" p-Gle
n. ~ -1 ;Y\- 3 /
Z?H: 3 Fucoses oa-L-Fuc (1——} 4)/ P B-D—=Cal (1—= 4)\ al L-Fuc (1~—}-9)
k '\‘ D-Glc o
a-L-Fuc (1—p2) "~ 77 -= =~



Désignetion -
de A | " ' Le® Leb
1toligosaccharide ' (sérum d'adguille)
(%)
- |
i

el D : 100C f 16 500 ;
._ | .:
3H et lA 1D : 10 | iD D o

bg XD ! 10 XD , D

15, et 7, 5D 250 | 300 f 50

21 KD : 500 | KD 1,5

23, D 500 i KD ? 1,5
25, ) ' 560 § 250 <,75 |
26, 1D 500 5 KD i 1,5 |
0 10 : WD : cup’ :
5 ° | 1 |
8, ; 180 250 ! 560 250 |

i .

10, 500 1600 KD 1356 §
10A traite par H23040,1N i 180 ; D 5D XD %
(1002 ¢, 15 minutes) i |
: ' 100 & 260 |
1, 2 18A - ! . !
Lacto-N-difucchexacse du lait D l 500 ’ 250 ! 1,5 E
de femme l i !

1

(%) : Les structures de ces oligosaccharides sont données dans le tatleau XXX (p.

)

ma i vt v byt - - gt s

80T
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C -~ COLCLU3IONG =T DISCUSSIONS

Le teblewu XXX (po. 107 ) rassenble los siructures des
oli;osuccharides urinaires qu'il nous a été possible d'étudier. L'élablisse-

nent des structuies des composzds 11, a 18 (TublequAAIK1)107) nlccasitera

A
en effet la wise en ocuvre de méthodes tres fines d'analyses, de nuniére a
conserver suffisoument de subsirat pour entreprendre ensuile leur étude

PR . t
mo-chimique,

) Nos résultats montrent nettement qu'il existe une analogie!
de structure entre les oligosaccharides du lait de Femme (Tablezu VI p. 26)
et coux de lturine, et, dans ce dernier cas, indiffdremment du sexe de l"nd}
vidu. L'étude comparde de la structure des oligosaccharides de sujets de ;
thinotypes diffdérents montre dlautre part que la présernce de ces sucres est
étroitement lide aux gérotypes ADH, Le et Se,

La parfaite identité de structure entre oligosaccharides;
du lait et de 1turine n'existe que pour les composis 15H (ou 7A) et Del !
(Lacto—N—difucohexaose II)a Toutefois, les oligosacchurides 25H, 26H et 27H
peuvent &tre compurés & des oligosaccharides du lait, la seule différence
consistant dans leur degré de substitution par desz rdsidus de fucoseo L'oli-
gosacchuride 25,, par exemple, correspond & une combinaison des la CtO—N—dlfu—i

cohexacses I et II du leit de Ferme.
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Dens les urines de sujets de groupe A 3e Le, nows retrouvons

dcs struvcuures asalogucs, nod

o]

J
cukstitudes en cubre per un réeidu cuppldmen-~ ™

aive de N-acdtylsalaclosumine, conbtrairement & ce que nous observons dans lc

Hong pouvons done, en définitive, considdcer les olizosaccha~
rides de l'urine conne étunt les formes plus achevées des oligozaccharides du

laito

Ltétu’e immunochinmique a fourni des rdsultats confoimes, en
géndral, avx comnuissances que nous avons de la structure des détenwinants
'ntig{qiqucs des substances A, I et Lewis, Toutefois, il est intdreszant de
constater que 1'oli-cuacchuaride 10A ne posstde pas dtactivité A, bien que

renferisant un résida de N-acdtylgalactosamine exterre. Cette activité est

7

roiﬂaurée, d'ailleurs, apris hydrolyse sélective des liaisons fucosyl.

Ltactivitd Lewis b de lOA natif ezt elle-mire trés frivle, Ce méne rhénomine

crit par STIECKER, 1975 (211) pour lloligosaccharide de structure

suivante ¢ .

\\
GallMAc & 1w’ Gal £ 1-—73 GlelAc B le——4 Cal

A2 T4 £é
l

Tuec a 1 Fuc «a Fuc a 1

et la comparaison de nos résultats permet de ccenclure que dans ce dernier cas
1'inhibition de l'activité A n'détait pas dfle 4 la prdserce du résidu Fuco-
syl a (l--{?6) absent chez le composé lOA°
Nous confirmons donc 1llexistence d'une interaction ertre
. i b N .
ltexprezsion des activités A et Le~ lorsque ces dernitres coexistent dans une

méme moldcule, . .
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Novs snvons toutefois que des substunces antigéniques
torieur da ddlowminiet du type I (Gal P 13 GleAc) sout abuentes sur la —

sirface de 1'hémutic (HAKOMORI, 1972 (212)).

124

La plupart des structires des olisowaccrarides du lait et de
1turine coul en tows poinils coemvarables & celles des entigines glycolipidiques
de merbranes, Certes, bon nombre de ces structures oliposaccharidiques n'ont
res encore étd déerites pirmi les constiiuants membranires, mais les {ravaux
ricents de HAXOHCRI, 1972 (213) et de KOSCIZLAK, 1973 (214) permettent d!iden~
tifizr des compocis glycolipides & copule glucidique de plus en plus complexe,
et ces résultals pormetlcut de pozer en bypothice quten définitive, les
olizosaccharides des milieux biole:;iques correspendent probablement a des

strucivres glycolipidiques qui scront ultdéricurement décrites,

- Pour ces raisons, diailleurs, les oligossccharides de l'urine
ont couvent été considirds corme les produiis du catabolicme des glycolipides
corresvondmnt, ce gqui implique l'ezisterice d'use endo-B-glucosidase qui libércl
rait duns soa intdpralité la copule glucidiques Cette notion n'est pes confor-,
re, toutefois, & ce\ ue nous savons du catabolisme des glycolipides, lel qu'il?
a ru 8tre étudié a propos des maladies lysosomalea, ol l'absence d'une seule
exo-¢1ycocidase (a-fucosidase, a-galactosidase, B-galactosidase, B-N-acdtyl-
herozeninidase) provogque l'accumulation de quantités missives de glycolipidesi

dars les tissus huwnains, !

Aussi pensons-nous plutdt, avec STRNCKER et al. 1973 (215) que les
olizosnccharides de l'urine sont les produits de trancslycosylation sur le
glucoze, et cette hypothése est justifide par les observations suivantes

- Les urines de sujets Lyperglycémiques renferment des
quantités nottement élevéeé (5 & 10 fois le toux normal) dtoligosaccharides

qui existent en faible quantité dans les urines de sujets sains (Tableau X

p..31) et Figure 21 p°112)° Tous ces sucres possédent du glucose en position

teraina:le rdéductrices
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Figure 21

Chromatographie sur papier des oligosaccharides urinaires de sujets sains et mélituriques - 1 & 6

sujets sains de
groupe A ; 7 & 11 : sujets sains de groupe 0

12 & 15 : sujets diabétiques de groupe A ; 16 : sujet diabétique de
groupe B ; 17 ¢ lactosurie provoquée chez un sujet de groupe A. '
Conditions de la chromatographie : papier Whatman n? 3 ; systéme-solvant

s n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5)
(4 jours) ; révélation & 1l'oxalate d'aniline.

’TT



- L'¢peoive de lactosurie provogufe staceowpas

du teux des olicorccchiiriden

ere ‘
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rialitd du luctose), tantdt du

Ces observations ont dene perm

de cenelure que leg
rigulaterre gui res

sterffectucnt sur 1o glucides

Ces rénctions cendvizent a la

~

frend Ctroitement des systlne

o

derns la biosynthbse des

scublable qulun mlcaninme identique de tran

a 1llorigine, daons

qui préeenient, comme nous l'avons dimontrd,

les olizosacchizrides de 1lurine,

Dang les condit

\ . . .
le seul monosscceharides libre de 1llorguniszme, et sa pr

explinque que la plupsrt des oliyo
possiale

ne wormale renCeom:

palactoce rdducteur, cowxe clect le cas pour les

(Tableau XXX p.107),

Le lieu de

surcharsas zh

wringires, qui poco

ne de 1'¢ldvation

\ .

tdect tortdt du glucose (en -

loactose en peszition tewiinale réducirice,

forrmation dtoligosaccharides
3 glycosyliransférasiques

substoences de groupe

ions phy

saccharides excrélds

ce glucide en position terminsle réductrice. Toutefois, l'urine

cxra

is rl o1l \A‘CL

iR

'R el al. 1973 (2

wcidiques dfclenchent, per un micanis
te & ddteruiner, des rdnclions de trunsglvecsyl:ation qui
"injucteurs" (glucose, luactose, ou gula cHosc ),

dont 1la structure

normalenent iaplis:’

sarguine I1 ezt dluilleurs -

sglycosylation sur le lactose soi.

a gloende masnraire, des olizosaccharides du lait de Feine,

des analogies struclurales avec

aiologigues normales, le glucose est

fsence prosaue exclusive
daas 1lturine normale

humai

2 également de tres faibles quentitds dloligosaccharides a

composés 4H’ 21H, 23H et SA

cynthtee de ces oligosaccharides deweure par

contre inconnu. lLes constituants urinsires ne sont en effet probublement ves

’

dlorigine edrique, pulsqutil a &té montré per SCLTIKEL-BRUITER et 2

1., (217)

gue l'« (1—3»2) fucos yltransfnrase du sérum était présente mére chez les

sujets de gérotype uc/’se, alors que la présence de sucres urinaires & gctivi-

té de groupcs sanguins est au contraire dépendante du génotype Se’%e. Le lieu
da uynthéce des oligosacchurides urinaires est donc & rechercher au niveau de

pirticulier des

la nuqueuse gastro-intestinale,

glandes salivaires et de la couche la plus

ltaction du systéme géndtique Se/&e, comme c'est le cas en

superficielle de
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. . .

~CONCLUSIONS GEUERALE §—=

Le froctionnement de quontitds irportantes dlurires
recueillies cher des sujets de phénotyre de groupes sanguins coaris nous a
permis d'isoler plus d'une quarantaine d'oligossccharides et de déterminer
1a structure de 18 d'entre eux, Les conclucions que nous pouvons tirer de

notre étude cont les svivantes ¢ N

1) Ia structure de la plupurt des oligosaccharides de l'urine huraine es

dirsctorent life au groupe sanguin de 1'individu (systimes A, B, H, Se et Le).

) Tes anzlogies de struclure qu'ils yprdrentent avec les oligosaccharides du

[z

lait de Femue permetteut de goser en Lypolhdse que les uns et les avtres cont

syntnitisds par des systimes glycosyliransféresiques identiques.

3) L'origine des oligesuccharides ntest probablement pzas 1ide au catabolisme
des glycolinides, mais paraft plutdt sscsocide & des phénouwénes de transplycosy
lation qui steffectuent sur le glucosze libre lui-méme. Cette hypothece est

en tout cas la plus plausible pour expliquer les obscervations effectules por
STROCKFR et als 1973 (218) & propos des mélituries qui s'accompasment

’ N LR > . ¢ 1 . . !
d'une éldvation importante du taux des oliposaccharides urinaires.

4) Les struclturcs des oligosaccharides urinaires sont de toute fagen identi-
ques ou voisines de celles des ccopules glucidiques des glycolipides des tiscus
glandulaires, Bien que n'élant pus des produits du catabolisme de ces derniers
leur étude nten demeure pas moing trds intéressante dans la mesure ou ils
constitueront de précicux modtles moldculaires qui seront utilisés dans le

crdre de traveux d'ordre imnunochimigue,
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Befin, lvurine rouforre £zelerent un nombre eox

dlolisonuaceh=rilcn qui reafersent, siwvltiadment du fucone et dz ltacides

ginligue et dont nows n'avens pas abtordd 1'étule,

Ure dtope ultdricve des tvaviex cntoepris gur les coontd

Lhants glucidigues urdinsires concisteore done & diudisr celle nouvells claaue

de composs3, Lant dtun point de vue structural qutismminochinmicue, et 5

rechercher roroi ces Jdev.lers de nouvelles activitds de groures saruinsg

appurtennnt a d'autres systémes comre les sysitmes Rbdlsus, i, Id, pour n2

citer que les plus inportants,
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