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RESUME .. 

Le fractionnement de quantités élevées d'urines 

recueillies chez des sujets de sexe masculin et de groupes sanguins connus 

nous a pe1mis d'isoler 45 oligossacharides et de déterminer la structure de 

18 d'entre eux. 

Les conclusions que nous pouvons tirer de notre étude 

sont les suivantes 

1) La structure de la plupart des oligosaccP~rides de l'urine humaine est directe­

ment liée au groupe s&nguin de l'individu (systèmes A, B, H, Se et Le). 

2) Les analogies de structure qu'ils présentent avec les oligosaccharides du lait 

de Fernme permettent de poser en hypothèse que les uns et les autres sont syn-

thétisés par des systè~es glyconyltransférasiques identiques. 
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' 3 Les oligosaccharides de 1 'urine humaine cons ti tuent enfin de precieux mo e es il! 
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moléculaires qui seront utilisés ultérieurement dans le cadre de travaux d 1 ordre- !1 
ill 

immune-chimique et d'études de la conformation des sites antigéniques des 

substances de groupe sanguin. 
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.. 
·INTRODUCTION 

================================== 

Nos travaux sont le prolo:r.ge~œnt de ceux qui ont été 

entrepris au laboratoire par MONTREUIL et BOULAJWER 1953, (1) et pa.r MONTfŒUIL (1956, 

(2) sur les glucides des urines et qui ont conduit G. STRECKER et J. MONTREUIL (3) 

à démontrer que, si de r..ombreu.x oligosaccharicJes possédaient une origine alimentaire 

et que d 1autres étaient les témoins du métabolisme des glycoprotéines, certains 

Possédaient des activités de groupes sanguins et étaient donc en relation étroite 

avec des antigènes de membrar1es. Ainsi se confirmait 1 1hypottèse récente de 

MONTREUIL et STRECKER que l'urine pourrait renfermer des antigènes tissulaires ài ver~ 

et pourrait, en les concentrant, devenir un matéri~u de départ précieux pour isoler 

ces constituants. En outre, l'hypothèse de travail posée dès 1948 par M01~~~IL 

selon laquelle les urines de cancéreux pourrait bien contenir des composés glucidi­

ques anormaux, reste acceptable car l'urine devrait logiqueQ.ent renfermer des 

néo-antigènes de membranes provenant des cellules transformées. 

\ 
Nos recherches ont plus particulièrement porté sur l' étu- ! 

da physico-chimique et immunochimique des oligosaccharides de l'urine. Afln de compa-' 
; 

:re:r leur structure avec celle des oligosaccharides du lait de femme et des antigènes ;· 
" J 

de membranes isolés récemment par HAKOMORI et J&hl~Z (1964) (4) et par KOSCIELAK 

Jtt al. (1973) (5). 

Nous avons choisi des sujets des groupessan5"Uins suivants: 

0 a b b 
Le Se, 0 Le Se, A Le Se. 

L1ensemble de nos travaux nous peraet de ~ontrer l'analo­

gie de structure qui existe entre les oligosaccharides du lu.it et ceux de l'urine. 

Une similitude de structure existe également entre ces sucres et les déterminants 

glucidiques des antigènes membranaires. 1 
i 

i 
'! 
! 
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-GENERALITES-

1 LES .AlJTIGE..'mS DE GROUPE SANGUIN 1 

A - DEFINITIONS 

I - NOTION D'ANTIGENE DE GROUPE SANGUIN 
-~~== ======================= 

Les substances de groupe sanguin A)B)O des érythrocytes 

sont des antigènes (agglutinogènes) qui provoquent la forœation d'anticorps ou 

agglutinines spécifiques. On définit les différents systèmes de groupessanguins 

1 
! 
1· 

' 
li 

Par réaction d'agglutination des hématies avec des anticorps spécifiques. Quatorze :1 
\;. 

sy~tèmes sont aujourd'hui connus, formés p~r la combinaison de soixante facteurs 

différents(RACE et SANGER, 1962)(6). 
! ,; 

Ces substances de groupe sanguin A)BJ 0 peuvent être divisées !:1 

l' 
en deux classes de çonsti tuants qui portent des spécificités antigéniques cellulai- il' 

; ~: 
res et les antigènes solubles. 

- Les antiGènes cellulaires : --------------- 1 

l'' 
Les substances à spécificité A, B, 0 extraites de la membra- ii 

::, 

ne, des globules rouges sont des glycolipides(HAKOMORI et STRYCHA.RZ, 1968)(7); 
ROSCIELAK ~. 1972)(8). Ces substances préparées par extraction éthano~ique 
sont dites : "solubles dans l'alcool". Des macromolécules aux propriétés et 

spécificités identiques existent à la surface des cellules de no~breux autres 

Ïi 

ii 
'' 

t'i ;.1 

tis~us et font partie intégrante notamment de la membrane des cellules 

les qui tapisse~t le systèm~ cardiovasculaire(szULMAN, 1966)(9). 

!j 
endothélia- 11 

" :1 

Ce sont des glycoprotéines, comme l'ont montré(KABAT, 1956 
(lo) et MORGAN, 1960 (11), qui se trouvent dans les milietcr de s~crétion : la 



salive, le méconium, l'urine, le lait, le suc pancréatique, le suc gastrique, 

le liquide séminal. Un mo-dèle biologique très apprécié des chercheurs est le 
-· 

3 

liquide des kystes è.e l'ovaire qui est une ~ource importante de glycoprotéiJ?-es 

solubles dites à activité de groupes sanguinso 

II - NOTION D'INDIVIDU "SECRETEUR" 
~=========~======:======== 

La salive et les autres milieux de sécrétion de la plupart 

des individus contiennent des glycoprotéines à spécificité A)B ou H, suivant le 

Phénotype du sujet : 

- ces individus sont dits "sécréteurs" et représentent 

75 p. 100 de la population, 

., 
t 

:. 

cet état est ~onstant et génétiquement déterminé, !

1

: 

- les allèles Se 1 (sécréteur) et se, (:1on sécréteur) d'après 
11
: 

!L 
CEPPELLINI, 1955 (12)et1fATKINS, 1964 (13) sont portés par ·~ 1( 

un locus différent du locus A,B;O• On pense d'ailleurs ;~: 
!cj 

qu 1 ils sont si tués sur des chromosomes différents. ! :: 
·l'· 

_: ces g~nes affectent seulement la synthèse du déterminant de·;! 
lql 

groupe sanguin des substances solubles. Chez les sujets non _d
1 ni 

sécréteurs, ~es macromolécules sont aussi présentes mais !1 
ne portent pas les spécificités de groupe A, B, H. ':If 

l!:r 
- LE SYST.Er-Œ LEWIS ( "Le") 

b 

~~-============= 
ii' 

;i 
Le locus Lewis (Le) différent du locus sécréteur (se) affecte· 

la'biosynthèse et la spécificité antigénique des substances à activité de groupe 

sanguin!CÈPPELLINI, 1955 (14), CEPPELLINI, 1959 (15). 

Une interaction appara1t entre le système Sécréteur et le 

système Lewis : la spécificité Le est plus marquée dans les sécrétions des indi­
a 

Vidus non sécréteurs que dans celles des sujets secréteurso 

l\r ... CONCLUSION 

Les membranes cellulaires comportent donc des glycolipides à 

spécificité A, B, H elles comprennent en outre d'autres antigènes de m~me spéci-

1! '· '' : 1 
•·' 
1 ~ 

" i 
i' 
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fici té mais qui ne rsont pc.s solubles dans les solvants organiques,. Ce dernier 

type d'antigène est de nature glycoprotéinique. Ce sont les antigènes solubles 

qui s'absorberaient sur les membranes érythrocytaires et qui ne seraient donc 

présents que dans les hématies des-individus sécréteurs. 
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.. 
B - LES GLYCOLIPIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN 

I - STRUCTURE ET REPARTITION 
~====~~========== 

Les substances de groupe sanzuin A, B, 0, isolées de la 

membrane érythrocytaire sor.t des glycolipides:HJROMORI, 1970 (16), HAKOMORI 

et STRYCHARZ, 1968 (17) YAMJ.RA.WA et al., 1965 (18). Ils se composent d1au 

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

le D-glucose, le D-galactose, le L-fucose, la N-acétyl-D-elucosamine, la 

1, 

i 
:: 

'1· 

!1 ' 

·l. 
·l 

1 

·1 

,l 

:lt 
·•l' 
•t!. 
'ri 
·i; 

:1 
ill 

N-acétyl-galactosamine, 1 1 acide N-acétyl-ïïeu.raminique. Le reste de la molécule il! 
:1:' 
,: 

est formé de sphingosine et d'acide gras. L'unité lipidique de base est le 

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

son amide ; elle porte les déterminants glucidiques antigéniques (voir figur~ 

1 Po 6 ). La molécule compl~te est biosynthétisée en conjuguant sur la fonc-

tian alcool primaire du céramide des monosaccharides ou des disaccharides. 

\ 

1e tableau r(p. 1 )indique 1a distribution des glycolipides 

dans les tissus humains. Les antigènes glycolipidiques représentent une infime 

fraction de tous les glycolipides tissulaires. Ainsi, les glycolipides de la 

:i!. 
li. 
J' 

·q . 
• t . 
. ~!' . 
:[!' 

l 
·~ 

~f; 
; i~ i . 
'~ 

Inetnbrane érythrocytaire ne représentent que 10 p. 100 du total des lipides soit i: 
j::' 

1 à 4 p. 100 de la masse de la membrane et le glycolipide majeur ne possède il: 
1 . 

aucune activité sérologique : voir tableau n(_p. 8 ). 1 

Trois classes d'antigènes glycolipidiques, comme le montre 

le tableau III~. 9) peuvent ~tre distinguées 
1 

. ' 

- les cérébrosides 

- les oligosidocéramides 

- les gangliosides. 



.. 

Gal N-Acetyl-
actose galactosamine 

OH 
CH 0 OH CH20H 

Galactose 
; CH20H 

)( OH 0~ . Glucose 

CH3-CO-NH HO 0 0 OH 0\-
HO 0, 0 

CH3-~CO-NH o~CH20H 

HO C02H OH ~H2 

· Sialic acid ~ Sohinaosine L y,O CH20H ~~~6=~~ 

0 ~cH3 
Oligosaccharide Ceramide 

~------------~IVLVAVJVTflrô1aa0VVVVTM 
ZONE HYDROPHILE ZONE HYDROPHOBE 

X, Y=H 
X = sia.lic a.cid, Y= H 
X = H, Y = sia.lic a.cid 
X, Y = sia.Iic a.cid 

FigLITe 1 

Monosia.loganglioside G1 
Disialoganglioside Gu 
Disia.loganglioside Gm 
Trisialoganglioside Gzv. 

Structure de quelques gangliosides du cerveau (d'après VAN HEYNINGEN.& 

MELLANBY, 1971) ( 19 ) • 

6 



~ ·Parenchyme (b) 1 7 Fibroblaste (d) 1 1 1 Glycolipides Nerf' (a.j Erythrocyte ( c) Glande (e) Adénocarcinome (f) 
hépatique . 

1 

Galactocérébroside -H+ + + - + ' + 

Glucocérébroside + - + + + + + 

Sulfatide + + ++ + / - - - -
Lactosylcéramide - + ++ + ++ ++ 

Trihésosylcéramide - + + + + + 

Globosiàe +++ +++ - ' - -- . 
Hématoside + + ' ++ - +++ -a+++ . +++ ++ 

G angliosides + +++ - + - + + + 

' Fucosylglycolipides 
ayant ou n'ayant pas + + 

++++ - - - - +++ d 1activité de groupe (A+,#) (A_B_) 
sangJ.in . 

--

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

(a) SVENNERHOLM,l963 (20) et LEDEEN, 1966 (21) 
(b) f.1AKITA et YAMA..T{AWA, 1966 (22) et JIWtTENSON, 1966 (23) 
(c) YM<i.AKAWA, 1965 (24), VA.Tï:CE et S\'IEELEY 11967 (25) 
(d) EJ~OMORI et MURAKAMI, 1968 (26), HAKOMORI et al., 1968 (27) 
(e) SUZlf~I et al., 1967 (28), Mc KIBBIN, 1969 (29), HAKOMCRI et A1~REWS, 1970 (30) 
(f) HAKOMORI et JEANLOZ, 1964 (31), HAKOMORI et ANDREWS, 1970 (32). 

-J 
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.. 

TABLEAU II 

REPARTITION DES PRINCIPAUX T'IPES DE LIPIDES DANS LA MEMBRANE 

ERYTHROCYTAIRE(D 1APRES VAN DEENEN, 1961)(33) .. 

Total lipitl --
Neutra! lipias Glycolipids Phospholipids 

Cholesterol 
Choline phospholipids Ethanol amine 

- GloOosides lecithin Sphingomyelin cep ha lin 

~ rree 1 

" 
Dia cyl l lPiasmalog. 

. . 1 . 
Estenneo rree rany acids+glycerioes Lyso Plasmalogen Diacyl Other phospholipids 

0~~------------------------~~----~ zo 40 60 80 lOD 0/t 
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TABLEAU III 

GLYCOLIPIDES SEROLOGIQ~ffiNT ACTIFS 

~~mEs----------------------~-~-----------------------------------
he --

1 
- Composé majeur et spécifi q_u:e è.u système 

1- €l'as (à très longue chaine (c20- c22) 

b saturé ou insaturé 

fSOSine 
.. galactose 

~OSlhA~ 
r~~~~~ 

l 
€:ras ( 

Principalement l'acide ligno-

cérique) 

1 ISo~ine l ... :lucose - galactose 

r~ 
(au tres sucres neu- · 
tres, hexosamines 

(Fuc) , 

le €:ras 

~os· 
l.ne .. 1 g Ucose - galactose - hexosami-

1 1 
l. NANA NANA 
1 ' !cide N.. , 
~cetyl-neuraminique) 

1 

1 

1 
loo.. 

NANA 

nerveux 

- Galactocérébrosides du système nerveux:provo­

quent la formation d'anticorps dans certains 

cas d 1 encéphalo~~élites. 

- glycolipides de l'érythrocyte, de la rate, 

autres tissus (tissus rénal) 

- Glandulaires : activité Lewis 

- Glycolipides caractéristiques de tumeurs 

--Gangliosides du sytème nerveux, de la rate 

-Activité de groupe sanguin M, N, Rhésus (D) 

., 
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!: Il 
r., 

.. Ainsi les glycolipides, porteurs des détenninants antigéni- JI· 
ques des groupes sanguins, sont constitués par des glycolipides neutres et des !1 

gangliosides dans le rappÛrt de l/3 dans la membrane des hématies humaines. 1
1
:: 
; ... ... 

On ne peut parler d'une véritable E~écificité d'organe de ces substances. Le \ .· 

plus simple des glycosphingolipides: le lactosylcérnmide ou cytolipide H a été 
• • 

mis en évidence d.ans les tissus tumoraux (RAPPORT, 1961 (33). Il a été ensuite 1 

reconnu dans le tissu rénal (r1AKITA et YAI•WCA.I'VA, 1966 (34) et dans les 

cytes (YAMJù{Ai•lA, 1965 (35),Si','EELEY• 1969 (36)o 

érythro-J 
[1 

~1: 
' '1: 

La première structure de glycolipidesérythrocytairesà activi- f(: ,. 
té de groupe sanguin a été proposée par UIILENBRUCK, 1967 (37) à la suite l' 
d'observa ti ons de KOSC IELAK, 1963 ( 38) ; . voir figure 2( p.ll ) ; seules des frac- J 
tions lipidiques particulières de l'érythrocyte étaient "porteurs" de ces spéci· 1!· 

fici tés de groupe sanguino !i . 

li - PROPRIETES 

Les antigènes tissulaires sont des glycolipides possédant 

\' 

1,: 

!'. 

1j; 
!-. 
i 

au moins 50 p. lOO de sucres et relativement insolubles dans l'eau. )ii·· 

En solution aqueuse, ces glycolipides forment facilement des \il, 

micelles (Figur~ 3 Po 12), le pôle hydrophobe (la cha1ne paraffinique de 1 1 aci- ~-~~.! 
gras) est orienté vers l'intérieur de la micelle qui forme ainsi une sphère) ri' 
la cha1ne glucidique hydroxylcie est dirigée vers l'extérieur. Cette agrégation i';;q' 
moléculaire des glycolipides cause è.es empêchements stériques et les déter-

1

1· · · 

1' 
minants antigéniques glucidiques encon;.brn.nts ne sont pas accessibles pour i .~j 

Il;. 
réagir convenablement avec le s1 te spécifique de l'an ti corps correspondant. , ! : 

'1 i' 
C'est la raison pour laquelle, les glycolipic~es ne montrent qu'une faible acti- i~·~. 

vité dans les réactions d'inhibition de l'hémagglutinationo 
:;lj : 
:.J:· 

ll:I - D~TEGRA.TION AU NIVEAU MEMBRii.NAIRE ' f 
~ -:==================== 

Les antigènes cellulaires sont mis en évidence par des 

réactions d 1 agelutination avec les anticorps correspondants. Pour s"e lier avec :1 
i 

l'anticorps spécifique, l'antigène doit être accessible. ~ ,, 
'.J 
1 l 



... 

R-CO 
1 • 
NH 

CH r; 1 1 
3 - LCH2J - CH = CH - CH - C - CH 

12 1 1 12 
OH . H 

0 

Glc t ~ 1,4 . '" ?.2 NANA 
Disaccharide I Gal _ ... ~ 

(Lactose) f----=:;::=-----' ·' ~ Fuc 
t----'--.!.:-~ _::1~3 -a. 2 .,.3.-NANA 

GleNAc -·---~ t .~ 1,4 ~Fuc 
Gal <a 1, 2 Fuc 

Disaccharide II a 1,3 
(N-ecétyl-lactosamine) 

Ga lN ac 
(ou Gal) 

'. Figure 2 

·ra~'T'IlT'I-
'V~~ DEn ~ 

ù GLYCOLIPIDES ERYTHROCYTAIRES A ACTIVITE DE GHOl!PE SANGUIN\f'APRES 

ÜHLENBRUCK,' 1967) (39) 

L•a . d Cl.de N a , t 1 , , . d e gal - ce Y -neuraminique est très probablement lie au res~ u 
SUr c actose du lactose. Une autre possibilité est aussi indiquée 

ette figure. 
a. 

' l!.ct 
( de g:r aci.de a~ saturé (acide palmitique en c

16 
ou stéarique en c18) ou insaturé 

oleique C ) 
18 

11 



- - ··- .. ·- ....... ._ ___ ._.__ ·-· . ... .. ··-··-·---·- ---- -. .. 

.. 

,..__... -40 Â ----t~, 

\ 

CHOLESTEROL 

Figure 3 

Structure des micelles de glycolipides et de cholestérol 

(d'après GLAl~RT et LUCY, 1968)( 40 ). 

Oligo : Oligosaccharide 

Cer : Cerrunide. 

12 
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.. 
Les érythrocytes sont immunogéniques, capables de provoquer la formation 

d'anticorps spécifiques. Ils possèdent qonc sur leur membrane les déterminants 
.. 

. antigéniques des divers groupes sanguins. 

La microscopie à fluorescence et les techniques autoradio­

graphiques ont permis à SINGER et NICOLSON, 1971 (41) d'étudier la distribution! 

des anticorps anti-Rhésus marqués à 125r sur les membranes érythrocytaires humai) 

nes.rhésus positives. L1 immunogénicité repose sur l'ordonnance régulière en 

mosaïque1 de nombreux déterminants antigéniques (deux à huit), sur la surfac€ 

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

les groupements glucid~ques tournés vers l'extérieur de la membrane sont_ainsi 1 

exposés, capables de se lier avec les anticorps spécifiques. L'image dans l'es-, 
i 
' 

[: 

~ 
1: 

~ 

pace du déterminant glucidique e~t ~portante : peu de groupements sont expo-

sés, chaque ér.rt~rocyte peut ainsi porter une large variété d 1 antigènes. Il 

est probable que les antigènes de groupe sanguin sont formés et intégrés dans 

la membrane des norrroblastes, donc au niveau de la moelle osseuse. 

If 
~/ 

En 1970, HAKOMORI (42) faisait état de glycolipides sérologi-.1! 

quement actifs,, isolés de l'érythrocyte et solubles en solution aqueuse. Ceci 1~; 
est en accord ~vec l'hypothèse de ZAHLER (43) qui observait en 1969, des ! 

interactions entre les lipides et les protéines à l'intérieur des membranes 

( figure4 p.l4 ). Si ces liaisons n'existaient pas, les lipides formeraient 

des micelles comme c'est le cas en milieu aqueux. 

Il existe deux types de liaisons : 

' 
,! 

- le cholestérol et une partie des phospholipides sont main-
' tenus à l'intérieur de la membrane par des liaisons hydro-1 

pl:.obes entre les chaines paraffiniqueset les séquences /,.1~ 
- 1 

d'acides aminés hydrophobes des protéines. Ces liaisons !! 
sont biologiquement les plus significatives. ( 

_ les phospholipides se lient également aux protéines 

p~r des liaisons polaires~ 



A 

t . . 

... 

, . .,~··--•""'''<"~. 
~ .. · . .~ 

f.::; '·.:;·f:\'l~ 
\i;~~]l 

...:..;. .4. ~ ... 

Figure 4 

Structure de la membrane erythrocytaire 

(d'après ZAHLER et vlEIBEL, 1968) ( 44 ) o 

Sous-unité formée de deux récions hydrophiles reliées par une 
n:olécule cylindrique lipoprotéique (Interactions entre les 
hélices a: et les phospholipides). 

ll 
.Agrégation des rnonorréres lipoprotéiques pour former une membrane. c 

: Surface de la membrane montrnnt les lipides qui remplissent 
~ace situé entre les sous-unités, 

14 



La membrane érythrocytaire comprend 46 à 55 p. lOO de 

protéines, 34 à 45 p. lOO de lipides et 10 p. 100 de glucides. 

15 

Il faut remarquer que tous les glucides membranaires so~t 

conjugués soit à des lipides pour former des glycolipides, ou à des protéines 

pour former des glycoprotéines. Il semble que pour la majorité/ 

soient dirigés vers l'extérieur de la membrane. 

\ 

ces glycannes 



C - LES GLYCOPROTEINES A .ACTIVITE DE GROL""PE 

.. SANGUIN 

I - STRUCTURE ET PROPRIETES 

Les substances à activité de groupe sanguin des liquides d\\, 
s~crétior .. sont des glycoprotéines appelées parfois mucoïdes dont les pro-·'· 

1 
priétés sont les suivantes : 

\ . 

- solubilité en milieu aqueux, 

leur masse moléculaire est élevée 

3 x 105 à 1 x 10
6 

daltons 

:· i, 

'l;' 
:.1· 

1·. 
,; 1~ 
1'.' 

- la partie glucidique est importante. De telles substancef\' 
l"l: 

contiennent génÉralement 85 p. lOO de sucres et 15 P• 10'~.··, .• \.j

1 d'acides aminés, 1 

- les glycannes sont cons ti tués par les mor..osaccharides suJ.',~! 
i:i:l 
:••lt: vanta : D-Galactose, L-Fucose, N-Acétyl-D-Glucosamine, 

N-Acétyl-D-Galactosamine, Acide N-AcétylNeuraminique, 

- la partie peptidique est composée de 15 acides aminés 

:,t 

1 i :~· 
''·i 1:' 
·l' ,, 
>1 

différents : 4 d'entre eux : la thréonine, la sérine, la : ~ 

praline, 1 1 alanine forme!l t les 2/3 des amino acides pré-1 :J 
sents (PUSZTA! and MORGAN, 1961) (45). Les acides aminés j,',•: 

1 :! i soufrés sont absents, 

- le point d'attache entre le glycarme et la protéine est j'\· 
!,li' 

de type 0-glycosidique entre la sérine et la thréonine de 'll 
: ~ 1 

la chaine peptidique et la N- acétyl-galactosamine du gly. :::'1 

1;1 
:::.,, 
':i deux groupes peuvent être distingués qui différent par 
. ·~ 

leur localisation et leur composition, ce sont les glyco- i 
!• 

protéines érythrocytaires et les 

tian. Le tableau IV (P• 17)compare 

protéines. 

~ J , 

glycoprotéines de secre-

ces deu~ types de glyco-



TABLEAU IV 

~OFROTEINES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN : CIJ..SSIFICATION ET COHPARAISON 

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

-
ques comrr.unes 
cularités 

-

-
he entre le 
a Protéine 

-

le glucides 

~n Osamines 

.. 

Glycoprotéines ABH et Lewis Glycoprotéines des érythrocytes 

15 à 20 Po 100 surtout : 20 à 40 p. 100 surtout : 
ThréonL~e, sérine et praline thréonine, s6rine et acide 

glutamique ~ 

Alcali-labile (0-elycosidique avec la thréonine, la sérine) 
ou alcali stable (N-glycosidique avec l'asparagine) 

4 composants constants 
(Gal, Fuc et 2 hexosamines) 

50 p. 100 

25 - 30 p. 100 

Variable s~ivant les espèces 
(Gal, Glc, Han, Fuc, 2 hexosa­
mines) 

20 - 50 p. 100 

5 - 20 Po 100 
(variable) 

lZymes protée- Fragmentation avec réduction de l'activité biologique 
\ 

1'azote 

lUes spécia-

Environ 5 Po 100 

Soluble dans l'eau et le 
phénol 

Euviron 300 000 daltons 

sécrétions 

Peu ou pas 

Souvent du fucose 

Plusieurs spécificités par 
molécule 

5 à 9 p. 100 

Soluble dans l'eau et le 
phénol 

300 000 daltons ou plus 

Membranes érythrocytaires 

Peu ou pas 

Souvent de l'acide sialique 

Plusieurs spécificités pér~ 
molécule 

"• 1 :'!j' ! 
17 j!: ... 

•: 
lj 

'1; 

li ,, 
il: 
Iii 
'1: 
:i: . 
. ,, 
l~l 

~ ' 
,. 

~. 
qj' 

'i !J.::J 
'1' 

l~l '. 

\.~ 
l' 

i ~· : 
J 
:·1 
r 
1 

l· 
1· 

l' 
1'' i 
1 
J· 

l Il. 

1' 

i ~~ ' 

!'Il 
Il\ 

'l ,, 
·. :1 

;l i:'l 
'':li: 

1 : i ~ f i 
1 .• •1 

i'''l: :l ; ·1 
1.• 

:•.:t; 

r;:l 
~: 1 

::r 

·:r i:l 
·;· 

'' ··' iT 
J ol: 

i!: 

h. ,;( 

1 ,,:~ 
1 ·l 
1 ~·1 
~ ! ; ! 

:il 
i·'! 
'il 
t': 1 
, .. 
: 

; ~ 

i" 

•! 

: 
~:! 

1 



18 

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

.. seul individu, on obtient une famille de glycoprotéines 

à activité de groupe saneuin,dont la taille et la composi-

Il' .j 
lj· 

'" il 

Ji 

,1; 
, :Il 

1', 
~: 1 

!l':t. 
·,. ~~ 
~· ,, 1 ol 

~ :1 

~1 :, 
~1 ' 
~; 
~1 

1. 
tion pe~vent ~tré différentes mais possédant toujours le i 

i ,, 
\ 

.. 
même déterminant antigénique. 

- par coupure chimique, ces glycoprotéines donnent des muco- !! 
peptides possédant.plus d'un groupement glycannique par 

chaine peptidiqueo 

·.i 

La structure de ces glycoprotéines ~eut être schÉmatisée par ·j · 

la figure 5 (P• 19)d'après PP..OKOP et ULI-IE:i\TBRUCK, 1969 (48). D'après ce sché- ! 
ma, un grand nombre de cha1nes glycanniques relativement courtes sont atta-,:: 

chées par liaison covaler.te et à intervalles1réguliers ou non)sur une chat-r 

ne peptidique. La densité des groupements oligosaccharid iques, d 1 environ 1: 

300 glycannes de 7 à 8 monosaccharides par chaine peptidique, erup~che l'ac-[ 

tian des protéases, qui ne peuver!t que changer la conformation de la chaine r~ 

peptidique, di,·ninuant ainsi l'activité immunologique (JAKO':!SKA, 1963 (49). :1: 

La protéine apparaît ainsi, avoir un rôle de support de l'activité imrr,unolo-Jo 

gique et assurer la distribution et 1 1 orientation des chaînes oligosacchari.~! 
diques. !. 

\ 

li - LOCALISATIOK DES GLYCOPROTEINES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN DANS LES 

.MENBRANES CELLULAIRES 
====--== 

Les érythrocytes possèdent des glycolipides à activité AJBJH 1 

et d'autres antigènes, de nature glycoprotéinique(SEGREST et al., 1973) \
1

·i 

(50), POULIK et BRON, 1969 (51). Ces derniers sont présents sur les . 

humaties des individus secréteurs peur les substances de groupe sanguin 

A,B,H et à la surface des hématies de tous les individus pour le groupe 

M,N,s. 

Les glycoproteines représentent environ 10 p. 100 des protéi-: 
. {. 

nes totales de la membrane 6rythrocytaire; WINZLER, 1970 (52). Les groupe-

ments glucidiques sont des déterminants antigoniques, MORTON, 1962 (53), 

COOK et EYLAR, 1965 (54) ; des récepteurs d~·virus et de phytoagglutinines ' 



A --

llique 0 Ose neutre 0 Hexosam~ne -.~~Protéine 

B --

\ f Oligosaccharide 

-- Protéine 

Figure 5 

Protéolyse 
-> 

Structure des g1ycoprotoines (d'après PROKOP et UIILENBRUCK, 1969)(47). 

A : St~cture schématiqu~ des glycoprotéines 

B : Action d'un agent protéolytique conduisant à des g1ycopeptides. 
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SPRINGER et alo, 1966 (55). Nous étudierons la structure et l'intégration 

dan~ la membrB:ne de la seule glycoprotéine membrnnaire connue à l'heure 

actuelle la glycophorine.ou glycoprotéine majeure de 1 1 érythrocyteo ... 
La plupar~ des gly~nnnes dissociés de la membrane de l'éry­

throcyte font partie d'une sialoglycoprotéineo Cette sialoglycoprotéine 

majeure ou glycophorine a été isolée et étudiée par MJJlCliliSI ~o' 1972 

(56)oElle possède une activité de groupe sanguin A, B, H et N, POULIK et 

LAUF, 1965 (57). 

il 
·1 
,, 
·, 

; ,. 
i . .. 

Les chaînes glycanniques re pré sentent 60 % de la masse rr;olé- ;., ,, 
culaire de la molécule qui est de 55 000 daltons, elles sont situées au j, 

niveau de la moitié N-terminale de la protéineo Cette protéine comporte 

200 amino-acides et sa structure est représentée par la figure 6 A (p. 21 ) ,,· 

Les résultats de l'utilisation d'anticorps marqués ont permis de localiser l' 
la glycoprotéine majeure de l'érythrocyte dans la membrane, ce qui est . 

,1 

représenté pcr la figure 6 B (po 21 ) o 

La région N-terminale de la molécule est déployée à l'exté­

rieur de la celluleo Cette partie porte les déterminants antigéniques de 

groupe sanguin M, N, A ou B. 

La région hydrophobe de la protéine pénétre à l'intérieur 

de la membrane, la molécule est"ancrée", maintenue par des interactions 

hydrophobes lipides-protéines. La partie C-terwinale est exposée vers le 

côté intracellulaireo 

A l'heure actuelle, les glycolipides occupent une place ma~ 

jeure en tant qu'antigènes membrnnaires ; le développement de la recherche 

sur les membranes biologiques tend à donner un rôle de plus en plus impor­

tant atu glycoprotéines pour ce rôle antigénique au niveau de la membrane 

.plasmique o 

l: 
:~ 
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21 

~ 
~~() ! G l Y CANNE N----- --c:PROTEINE 

Figure 6 

Topographie moléculaire de la sialoglycoprotéine majeure 

de l'érythrocyte (A) et sa localisation au niveau de la 

membrane (B) (d'après SEGREST ~·, 1973) ( 58 ). 

EXT Milieu extracellulaire 

!NT : Milieu intracellulaire. 
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D - LES OLIGOSACCI1ARIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN ~1 r 

DES MILIEUX DE SECRETION 

J': 
:j 

!i 
~1 
t. 

KOliTHEUIL, 1957 (59) et KUHN, 1958 (60) ont isolé du lait de ~ 
Il 

femme des oligosaccharides dont MORGAN et WATKTIIS, (1962) (60*), démontrè- ji 
rent qu'ils possédaient des activités de groupes sanguins. DATE en 1958 ~· 

( 61) montrait la pr-ésence de ces mêmes composés dans l'urine de femmes ~: 
~ : 

enceintes. En 1964PEICE-EVANS et a1(62)et LUNDELAD en 1966 (63) affirmè- · ;1 

rent que l'excrétion de fucose lié dans les oligosaccharides de l'urine ~j 
était plus élevée chez les in di vi dus sécréteurs de substances A;:FJ H que ~~ 

chez les individus non sécréteurs. Les liquides de secrétion comme l'urine ~~ 

et le lait renferment ainsi des oligosaccharides de faible poids moléculai~t 
re douÉs d'activité de groupe sanguin. Ils sont constitués de D-Galactose, ~ 
D-G luco se, L-Fucose, N-Acétyl-D-GalactosaJl'J.ine, N-Ac€ tyl-D-Glucosa:nine. ~' 

i:, 

'1'1 ;( 
!,j 

L'urine humaine renferme 150 à 300 mg d'oligosaccharides par'!' 
. ~ 

diurèse de 24 h représentés par une mélange corr.plexe de plus de 50 consti- ~\ 

tuants. 5 à 20 mg de ce mélange sont formés d 1 oligo:::accharides dont la pré-'! 
:·· 

seuce est fonction du groupe sanguin des individus. LuriDBLAD, 1966 (64) 

1967 (6~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 ). 

Les oligosaccharides majeurs de l'urine d'un sujet 0 s~cré­

teur identifié par LUNDBLAD s'est révélé ~tre le difucolactose, déjà identï. 

,, 

1 

fié par KUHN, 1958 (68) dans le lait de fe~~e. f 

Toutefois, STRECKER et MONTREUIL, 1973 (G9) ont montré que 

ces oligosaccharides étaient parfois absents des urines de sujets sécré­

teurs et que, par contre, l'urine renfermait un grand nombre d'a~tres 

oligosaccharides à activité de groupe sanguin, de masse moléculaire plus 

élevée. 



TABLEAU V 

)'Tl RU • CTIJRE DES OLIGOSACCliARIDES ISOLES DE L'URINE Hill1ATIJE PAil. LUNDBLAD, 1968 ( 67) 

Phénotype 

A s, , ' ecreteur 

B S, , 
' ecreteur 

o, s, , . 
ocreteur 

.· Structures 

- .. 

· O:-D-GalNAc (1---?3) \ 

~-D-Gal (1~ 4) . 

i . \ 
o:-1-Fuc (1-> 2) · D-Glc 

0:-1-Fuc ( 1---7 3) / 

i 
·a-D-Gal (1~ 3) "\ 

, -
· · ~-D-Gal (1--7- 4) · 

·./ ~ 
o:-L-Fuc (1--7 2) .. D--Glc 

, . . . 

o:-L-Fuc (1~ 3) / 

. o:-1-Fuc (1 ~ 2)- ~-D-Ga1 ~1--7 4) "'-

· D-G1c 

o:-1-Fuc .(1.--? 3)/ 

~-----~~----------------1 
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EXTHACTION DES ANTIGENES DE GJWL'PE SANGUIN 

.. 

Avant d'être en mesure d'isoler les antigènes de membrane 

érythrocytaire, les travaux ofit porté sur l'étude des glycoprotéines de s~cré-

tiofi, d'une part, et sur l'iso~ement à partir de milieux bioloeiques d'oligosac-f 
1 

charidesà activité de groupe sanguin d'autre parto 

A - EXTRACTION A PARTIR DES LIQUIDES BIOI.OGIQ1JES 

I - PRINCIPE 

li 

=== 
Les oligosaccharides à sp,5cifici té de groupe sanguin isolés 

jusqu'à présent des milieux biologiques sont de la taille du di au déca saccha­

ride. Leur préparation nécessite généralement la chromatographie de tamisage 

~oléculaire (Séphadex G 15) ou sur charbono Leur purification associe l'électre-' 

Phor~se et la chromatographie préparative sur papiero 

... PP.EPARATIOK DES OLIGOSACCHA.RIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN DU LAIT DE FEr1r-1E 

~~==========~= 

Les structures sérologiquement actives du lait de fe~~e 

Peuvent être isolées à partir d'une fraction enrichie en oligosaccharides et 

Polysaccharides pc:,r précipita ti on des protéides par le sulfate d' amrnoniumo 

L'électrophor~se à bas voltage et la chromatographie préparative sur papier 

ont permis à MONTREUIL, 1957 (70) et 1960 (71) de distinguer 3 classes principa­

les d'oligosacctarides selon leur composition en monosaccharides, KUHN, 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 (à N-Acétyl-Glucosami-

ne), 



ltt 

·- les oligosaccharides acides contenant de l'acide 

N-Acétyl-Neuraminiqueo .. 

charides neutres du lait de fcn~e à ac.tivi té de groupe sanguin déterminéées 

par ~iONTE.EUIL, 1957 (75) et p;;.r KUHN, 1958 (76). 

: ~1 

: l\ 
i :, 
1 

:: 

. r 
Nous mentionnons les différents squelettes des oligosaccha- r 

rides et des polyosides dans le tableau VII (Po 27) d'après GRIHHONPREZ, 1972 ii.:: 

(80) et KOBATA et GINSBURG, 1972 (81) qui séparent ces substances du lait de i ·,i 

i • i ~ 
femme par chromatographie de tamisage moléculaire sur colonne de Séphadex G 25. ! ::: 

Sur ces squelettes viennent se fixer les différents déterminants de groupe iti, 
saneuin, le fucose qui donne les activités H, Le a, Le b ou l'acide N-Acétyl- i(J 
Neuraminique qui confère les activités M, N, P, Rh: KUHN et GAUllE, 1965 (82). !:'':; 

,, . ·~ 

Ces structures de base ont une activité di te "précurseur" de groupe sanguin. ~~' 
i' 

Det;.x oligosaccharides de haute masse moléculaire ont été étudiés par DELAUTRE; j' 
,·1 

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

D'une manière générale, les os ides du lait sont, en dehors 1L;i 
l ~ 

du lactose, des produi is de substitut ion du lacto-N-tétraose ou du lacto-N-neo- 1: ~ 
t , J!'~ 
·etrao:::e)du lacto-N-hexaose, du lacto-N-néohexaose par des résidus de fucose ou i!!i 

Par de l'acide N-Acétyl-Neuraminique. Des produits de polyt!lérisation è.e ces 1\ '! 

mêmes oligosacchai.ides sont entrevus : MALPRESS et HYTT&~, 1958 (84) et NICOLA! ~!'1 
et ZILLIKEN, 1969 (85). 

Les principales méthodes d'isolement de ces oligosacchari­

des sont résumées dans le tableau VIII(P·28). Les études jusqu'à 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). 

... !SOLEHENT DES OLIGOSACCHARIDES A ACTIVITE DE GROUPE S.At~GUIN DES URINES 

(:'j 
r ( 
,IJ 

:!i! 
l! 
:1:1 

Le tamisage moléculaire de l'urine humaine fil trée et dialy- ·; i 
,.. '· 1 

sée (Sephadex G 25) a permis à LUNDBLAD, 1966 (90) de repérer des fractions ; : 

riches en fucose et caractéristiques du groupe sanguin de l'individu. Ces 

fractions sont soumises à l'électrophorése de zone et les oligosaccLarides sont 

i~olés par chromatographie préparative sur papier. •· 1 
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TABLEAU VI 26 

Sl'RUCTUrœ DES OLIGOSACCHARIDES ISOLES DU LAIT DE FEMNE ET DOUES D 1 AC TJVITE DE GllOUPE 

StJWUIN D1APTIES ~CNTHJ~UIJ,, 1957 (73) et Kt;1JN, 195~ (74). 
A - 01ie-osaccharides neutres r..on azotés 

Structure No~ Activi 
té 

0:-1-Fuc ( 1--7 2) - ~-D-Gal ( 1-) 4) . - - - .. _, 
D-G1c Lacto-difucotétraose Le b .. 

(1~3)/ a-L-Fuc 

0:-1-Fuc (1-7 2) -· ~-D-Ga1 (1-7 4) - D-G1c · 21-Fucosido-1actose H 

~-D-Gal (1--7 4) "-· , 

~-D-Gal ( 1--7 4) - D-G le @ 1 -Fucosid o-3-ga1ac 
sid':J lactose 

Nom 

(1~2) 
_ -·~-D-Ga1 (1-)o 3)-.~--D-G1cNAc (1-·.) 3)-$-D-Ga1 (1--7 4)- D-G1c 

Lacto-N-fucopentao~e I 

~-D-Ga1 ( 1--)- 3) 

" ~-D-G1cNAc (1·---7 3) ~ ~-D-Ga1 (1~ 4)-: D-G1c· 

Lacto-N-fucopentaose 

(l : . 

. . "'} 2)- .P-~~G~~ ~.~ --7 .~) \ 
~-D-G1cNAc (1---?- 3)-{3-D-Ga1 (1--j. 4)-: D-G1c 

1 
CC-L-Fuc (1-7 4), Lacto-N-difuco-hexaos 

~-D-Gal ( 1---7 3 ),_ 

-~-D-G1cNAc (1___,. 3)-~-D-Ga_1 (1--) 4) ~ 
CC-1-Fuc (1~4)./ 

· D-G1c 

a-L-Fuc (1~ 3) / 
Lac 

B 

Ac ti 
té 

H 

Le a 

Le b 
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TABLEAU VII 

'~ 

::~·"TlJRE DE B.ASE DES OLIGOSACCIL\RIDES A ACTIVITE ;DE GROUPE SANGUlll DU L.AI'J' DE FEJIHE 
Dl ('J!.·) \-:H·) (->t>tX·J 

âPREs Kl1IN, 1958 (77), KOBATA et GINSBURG, 1972 (78) et DELAUTRE, 1972)(79) 

. -
*)a ·- . . . 

.. 0-Gal (1-) 3) - ~-D-G1cNAc (1~ 3)- ~-D-Ga1 (1-7 4) -· D-G1c Lacto-N-tétraose 
~ . . 

)' . . ,. 
-·~n .. . 

.. Ca~ (1--7 4) --~-D-G1cl!Ac (1~ 3) -· ~-D-Ga1 (1~4)- D-G1c Lacto-N-néotétraose J jJ 

•• 1 

i a .. n--c. 
1 

( · . .. 
) <t 1-7 4) -· ~_:D-G1cNAc (1-). 6) "- . 

1 
~' . 

:i: 
1' 

fi: 
!: 

~~D:-Ga1 (1-7 4) -· D-G1c Lacto-N-hexaose 

~ .. D .. Gal (1--7 3) -·~-D-G1cNAc (1--7 3) / 

~ .. D . 
--Gal ( 1~ 4) -· ~-D-G1cNAc (1 ~ 6) "'' ) . . -~-~ 

.. 

~-D-Ga1 ( 1-7 4) - D-Q1c 
~ .. D . -•. - -· 

.. Cal ll-4 4) - ~-D-G1cNAc (1 ~ 3) / 

ct....t..'"'­
"u.c (1~3). 

\ 
) ~ - . _ . ~-D-G~cNAc (1 --7 6) , 

.~_ ... n .. cal (1- ' 4) / . . . . . . . "· 
~ ~-D-Gal (1~4)- D-G1c · 

a .. n--c 
···. al (1--7 3) _ ~-D-GlcNAc .(1 ~ 3) / 

l · <X-L-Fuc (1-7- 3) ~ 
~ <) .:f(l . . 

'"\ f · ' ~-D-G1cNAc (1 ~ 6) \ 

Lacto-N-néohexao~) 
t! 

Ï. 
fi 
~: 
!l· 

1 

) ~ / . . ---

·. ~-D-Ga1 (1~ 4) · ~-D-Gal (1~ 4) -· D-G1c __ . ':!: ,, ,. 

~-D-Ga1 (1-> 3) - ~-D-G1cNAc (1----? 3) / 
li! .1 

1!1 

~i 

i 

j 
:[ 

• • 
·' ; 



TABLEAU VIII 

'· 
~~n·crpAL 

' ES METHODES Dt ISOIEHE~~T Dt OLIGOSACCIU1.RIDES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN 

A PARTIR DU LAIT~ .. 

~--,-----------------------------·----~·-----·----------------------~ 
Principe Résultats 

~~-----------------------~----------------------1 
Chromatographie, électropho- Etude des oligosaccho.rides 

rèse sur papier d'une fraction neutres et acides à pa.rtir 
~"'U!L 
(85), débarrassée des protéides d'un mélange de lait 

~~-------~------~------------­;,Qde 
e 
~1 

Chromatographie sur colonne Etude des oligosaccharides 

(87). de charbon-Célite neutres 

~ 
tode ~--------------------------------+---------------------------~ 

e~t~l 
(~ ., 

Filtration sur gel de Sephadex G-25 

d'un lait délipidé et filtré 

sur colloC!ion 

Etude des oligosaccharides 

en fonction du groupe sanguin 

du donneur (A, B, 0, Lewis) 

~ 
----------------------------~--------------------~ 
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Il, i 

'::1 
i : ! ~ p 
.ji 

LUTIDBLAD, 1967 ( 91), 19GB ( 92) a mis ainsi en évidence 
q. 
i:~ 1,, 

trois oligosaécharides spécifiques du groupe sanguin de l'individu et présents H 
seulement dans les urines de sujets secréteurs. Ces structures sont indiquées l' l! · 

l,i, dans le tableau V (p. 23). La distribution des fractions riches en fucose est ,, 1, 

actuellement étudiée en fonctio~ de l'.alim~ntation (alimentation no:r:male, ~ac- j:\ · 
tosurie ou saccharosürie provoquée ): LilliDBLAD et alo, 1973 (93). Les struc-j! 

tures établies semblent très proches des résultats obtenus par STRECKER et Hi 
il· 

NONTRE:UIL, 1973 (94). Ces derniers se sont penchés en outre sur les oligosaccha·';l; 
. 1\ 

rides de masse moléculrrire plus élevée. L'application de la méthode à des uri- Il' · 
1: 

nes de rnélitur·ies diverses : diabète, galactosurie et lactosurie ont permis de ·a, 
:l' 

,;, i mettre en évidence une oligosaccharidurie systématiquement associée à ces 
1l:l: 

mélituries STRECKER et al., 1973 (95). L'enseœble des résultats obtenus peut se.1: 1
·: 

l 
;1. 

résumer ainsi : :·.JI· 
-:<1 

~~ :; i ' 
- diabète : les urines de sujets hyperglycémiques renferment des quantités n .. 

i): 
Plus élevée (5 à 10 fois le taux normal) d 1 oligosaccharides qui existent mais•~ 

en faible quanti té dans les urines de sujets sains (oligos~ IVH, V A'VIIAaJ et VB) L 
Au contraire, le taux de ces composés est nom.al dans le cas d'un diabète rénal'·'; 

i'! 

~a st~cture des oligosaccharides excrétés dans les urines de diabétiques est 

liée au phénotype A, B, H et Le de l'individu. :1· 

r: 1 
- galactosurie congénitale du nourrisson et galactosurie provoquée : les galac- ~~ ·i 

ou provoquées s • accornpagnen t de 1 1 apparition de quantités ~~·~: tosuries spontanées 
\ k'ji 

le. 1; q: élevées de nouve~ux oligosaccharides dont les structures sont précisées dans 

tableaulX (p. 30 ) : 

oligosaccharides I~ et V~ dans le cas de sujets 

11 II~ et VIIB " 11 11 

Il IliA et VIIA Il Il Il 

L'oligosaccharide VIIA n'existe pas chez les sujetsA Le (a-b-) 

saccharidosuri~n'est pas observée chez les sujets non secréteurs. 

i!i 
( 
ii,J 

l ~~~ 
Se. Cette oligo-:

1 
'. 

De telles . J1 
structures sont absentes ou existent à l'état de traces chez les sujets norœ.aux.!i. 

:i 
1 

r! J 

... lactosurie provoquée :· 1' épreuve de lactosurie provoquée réalisée qhez un (\ 

sujet de gro~pe A, Le b, Se, amène une augmentation considérable du taux des ;: 

Oligosaccharides IIIA VA VIIA! tableau( X p. 31 ). 



tz-.L-.Fuc (.:Z ~a) -.D-Ga.:Z; /a-L-Fu'! (~_~ 2}-· J3-~a~ (~----? :5} ' 1 
{3-D-GleNAc (l~ 4) 

(1---;) 3) \ 1 -, \ 

· a-L-Fuc (1--74) D-Ga11 H, Le b D-Ga1 · 

a-L-Fuc ( 1--7- 2) / 

IIIB' a..D-GalNAc (1--:)- 3)" 

D-Ga1. 

a-L-Fuc · (1~ 2) / 

... 

IVH a-L-Fuc (1----> 2) ~ ~-D-Gal (1~ 4) 

' 

A 

D-Glc 1 H, Le b 

a-L-Fuc ( 1---]- 3 ). / 

V A · a-D-GalNAc (l ~ 3)\ . _ 

~-D-Gal (1--?- 4) '-

. 1 
. a-L-Fuc (1 -7 6) 

VII A . a~D--9-~Ac __ ( ~ --.>_"3) \ 
t 

· ~-D-Gal U ~ 3) \ 

a-L-Fuc (1--7 2) 1 . . ~-D-GlcNAc (1-7 4 ~ \ 
-- --- --- a-L-Fuc (1~4) / D-Gall A, Le b 

-· . 1 
' CI-1-Fuc (1--4- 6) 

a-D_GalNAc (1---? 3)r\_ _ _ 

- - -~-D-Gal (L --7 3\ ~ 
- . 1 A, Le b 
~ . . 

a-L-Fuc (1 ~ 2) ~-D-GlcNAc (1~ 3)-{3-D-Gal (1---7 4)-D-Glc 

a-L-Fuc (1--7 2) j ~D-Glc 
. a-L-Fuc (1~ 3) / 

VII - )-/ 
1 Aa :a-L-Fuc (1~4 1 

A, Le b - 1 

a-D-Gal (l~ 3)"-
• 

VB . a-D-Ga: (1~ 3)'\ __ _ ______ __ _ __ ~-D-Gal U-7 3),_ --··· __ _ 

· · a-L-Fuc (l --7 2) / ( ) 
' p-D-Gal (1~ 4) '- · p-D-GleNAc: l-7 4 ~ 

- - ./ D-Glc B, Le b .f / D-Gal B, Le b 

7 

a-L-Fuc (1~2) ; - VIL : a-L-Fuc (1~4) - , -------- - . 
- · ------ a-L-Fuc (1--7 _?) '/ n : a-L-Fuc (1-7 6) / VJ 

0 

~&-· -- .. -- --· :..~=:-=-.=:,;:..':'"·-:: ~---: -
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VARIATION .DU TAUX .DES O.L.IOOSACC.HAR.IDES URINAIRES {en mg p8r diurèse de 6 h} .DE SUJETS DE GROUPE A, Le b, SECP..ETEURS, AU COURS 

DE DIVERSES MELITURIESP'APRES STRECKER et; a:Z.,_, :Z973}(97) 

Désignation.des oligosaccherides ' 
Origine de 11 urine 

/ III A VA VII A .t VIII A a 

Sujets sains (25 cas) 0 à 0,5 0,5 à 5 0 0,2 à 1 
1 
1 

Diabète pancréatique (6 cas) 0 à 0,5 5 à 20 .o 0,5 à 6 . 

Diabète rénal (1 cas) traces 0,5 0 0,5 , 

Galactosurie (8 cas) lOO à 200 0,2 à 1 10 à 25 ~ -

Lactosurie (1 cas) 80 40 0 5 

- --- -

'\ 

Vl 
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'• . 'il ' 

· Ainsi, en appliquant les :procédés de LilliDELAD, 1966 ( 98) 

et de STRECKER et al., 1971 (99) l'isolement d 1 oligosacctarides de l'urine 

humaine a :permis de montrer que : 

:1. : 
'. 1 
1 1 ~ 
.t : 

t!i . 
·;j!' 

>li : ., 1 i· 

. '' 
' • 1 ~ 

•, 
'~ i 
li 1 .,, .. 

1•: 

:,:. 
1 ~ ' 

r i j: 
- la structure de nombreux oligo<:mccharides est directement liée au groupe san-: ji 

guinde l'individu, l'ji 

·f: 
'tl 

- dans le cas de méli turies ils possèdent en position réductrice termil;lale le : ~ 

glucide qui a induit l' oligocnccharidurie r (glucose dans les cas de diabète et 1l1, 

'_j ;i 
:.·lj'·' 

de lllctosurie ; galactose dans le cas de galactosurie)o 

!V - ISOLE:NENT DES GLYCOPROTEINES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUJN A PARTIR D 1 AUTRES 

== 
LIQUIDES BIOLOGIQUES 

'. ~ 1 

: !1'1 
it(l 1 

1 b 1 

! :: 
ti• 
:·11 
j,•! 
'il 

!!!: 
'1' 

'' i·lj 

Des substances de groupe sanguin solubles :peuve'nt également j}: 
~tre isolées sous fom.e de glyco:pro'téines dont les glycannes sont attachés 

0-glycosidiqü.ement à la Sérine et à la Thréonine du squelette :pe:ptidique : 

_AliDERSON et al., 1964 (lOO) et KABAT et al., 1965 (101). Un des modèles les 
1 r. 
~: 

Plus utilisés est celui du liquide du kyste de 1' ovaire. Les glycoprotéines f, 
li 

sont extraites suivant la méthode deROVIS et al., 1973 (102) :par dialyse, [ji 
désionisation et séparation sur Bio-Gel P-2. Des études ont été également entre·'!i 

'l' 

Prises sur la mu'cine gastrique hwnaine. Par réaction de ~-élimination avec t.ir} 

NaOR 0, 2 N - 1 % NaJ3H
4 

appliquée sur les glycoprotéines totales, ROVIS ~., \! 1 

~ 

1973 (103) ont isolé des oligosaccharides à activité A, B, H, Le a et Le b, :: 
'1 

Provenant d'un méealosaccharide de 14 à 18 sucres: LLOYD et KAJ3AT, 1968 (l04)o :; 

:1 

B - ISOLJï:~mNT ET CARAC'l'ERISATION DES ANTIGENES NEMBRANAIRES 
tl, 
~· 

il. 
Les glycolipides antigéniques et leurs homologues glycopro-': 

téiniques sont présents en quantités infimes dans la membrane érythocytaire. 

Leur isolement en quantité suffisante pour une étude chimique nécessite un 

VolUŒe élevé do sang. U~e seconde difficulté à laquelle les chercheurs se 

~­,j 
. ~ 

.i 
t: 
'' 
!Il! 
' l 

heurtent est celle de la séparation de ces glycolipides aux :pro:priéfés similai-~ 
res. 

·i 



Plusieurs méthoQes ont été décrites, elles reposent 

sur les critèret suivants : 

- la technique doit être simple et rapide, 

- les volumes des.solutions sont minimum, 

33 

1: l' 
ji 1 

1~ : 
1 
1 
; 1 

i:: 
l: : 
•1 
'i 
'' . ' . '. 
: 1 

:1 

r 
'J 

-les procédés d'évaporation et de centrifugation à vitease: 

élevée sont évités, ! . 
l: 
f 

. 
- l'extraction des antigènes doit être compl8te. 

:.1 Ces différentes méthodes ne varient que lé~;èrement sur les formes d'extraction :~ 

et de séparation chromato~;raphiques des glycolipides. Aujourd'hui, la plupart 

des chercheurs utilisent des membranes 6rythrocytaires (stroma) obtenues .par 

,ji 
1:. 

\:;-

··] ; 

exEomple, par hé:nolyse des globules rougeso KOSCIELAK et ZAKRZE1:/SKI, 1960 (ios) li·: 
j ! ; ~ : 

extrayaient les antigènes des hématies lavées o Les difficultés encourues par le ~! · .. , 
'11: 

traitement des stromas contenant un fort pourcentage d'hémoglobine étaient aina·· 

évitées, Aujourd'hui, ces problèmes'métbodologiques sont résolus. ,~ F : 
) l' ~ .. :· 

La préparation comprend les quatre étapes suivantes : 
'· ' ~ . 

;-: 
/ 1' 

- extraction àpartirdu stroma ou des globules rougesentier~ :: 
/ ; 

- concentration des glycolipides par précipitation et 

cristallisation, 
.. ,11: 

~ ~1 

- purification et sépç,ration par chromatographie sur colon-· .ji 
;1_!: 

ne, 

- fractionnement par réaction de précipitation avec des 

anticorps spécifiques. 

Aucune méthode eonérale n'a été établieo Les procédés décrits jusqu'à présent 

sont les suivants : 

-méthode de KLENK et LAUENSTEIN, 1952 (106), 

2 - méthodes deY.f.J!J.K.AHA ~.,1960 (107) et ANDO et YAHAKA\'lA, 1973 (108), 

3 ... méthodes de KOSCIELAK et ZAKRZEWSKI, 1969 (109). Le procédé de ce type le 
.1 

:Plus utilisé est celui de GRCCIIOvlSKA et KOSCIELAK, 1967 (llO). 

4 ... méthode de HAKOr.!ORI et JF.J\.NLOZ , 1961 (lll). 

;i.j 
;!J 

l~ 
li 
't"j 
:·il 

1! 

J. 
:j 

f, 
.1 

,l 
:1 
l 

l 
Nous décrirons les méthodes les plus utilisées, qui ont per- ·;. 

mis d'obtenir des glycolipides à activité de groupe sanguin dans un état de 

:Pureté r;atisfaisar! te. 
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I - METHODE DE .AllDO ET YAJlf.lù\AVTA (1973) 

Des globules rouges de groupe sanguin coP~u sont hémolysés 

par l'acide acétique 0,3 %, lavés, puis sownis à une d~shydratation p.s.r 

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

d'érythrocytes. 

• 1 

: i 

' li:! 
l'; 

,.1· 
. .1· 

. .:.,!!· 

La méthode est décri te à la figure 7 (p.35). Les glycolipides;:: 

sont extraits par un mélangediéthylGther : méthanol (1 : 1), puis chlorofor- ::-;; 
ljl 

me : méthanol (1 : 1) et finalement chloroforme méthanol ( 1 9). Trois ( 

elusses de glycolipides ayant des solubilités différentes sont ainsi obte­

nues : HE, ~re, M. 

: ~! ~ : 

. ~ ' ... 
~.:· 

Les glycolipides sont séparés et purifiés par plusieurs chro-' 
1

. 

matographies successives sur colonne de gel de silice, 1' élution se faisant t1 
Par des mélanget'l CHC1

3
/Me0H en différentes proportions. La pureté des antigè- · 

nes isolés est ~érifiée p.s.r chromatographie en couche mince. ·!j' 

4 - Résultats 

- La première fraction, fraction HE ) est essentiellement constituée de 

céramides-oligohexosides neutres (di, tri, tétrnhexosides). 

1:\ 

!':f 

iJ 
~~, 

r.~·: l' - Le second extrait renferrr:e des glycolipides neutres dont la chaine glycan-, 
1;1 nique est plus longue (4 à 5 résidus monosaccharidiques). 

- Les fractions MU et ML sont composés d'antigènes de groupe sanguin acides 

(glycolipides à acide N-Acétyl-Neuraminique). 

Calculé à partir de lOO.ml d'érythrocytes de groupe A, le rendement ~e 

chacune de ces fractions et les antigènes isolés sont indiqués dans le 

tableau XI ~· 36). 

- L'étude lirununochimique des antigènes isolés à partir de 100 ml d'un sang 

de groupe A a été effectuée • .A1!])0 et YAMJJ{~.i'lA, 1973 (113) ont ainsi isolé 

1· 
t• 
1 • 

1 
1 
1 1 
1 

i 
1. 

' ,. 



r ~~~/~=~· .E-Tr'YThROC'YPAI7=-:s 

' . 
1ère extraction 

l 
Par diéthyl•éther : méthanol (1 : 1) · 

x 3 (3 à 45) 

~ 
Précipitation par l'acétone 

x 5 
1 

Précipitation par la pyridine 

1ère fraction glycolipidique : 

fraction ME • 

2ème extraction 

l 
Par chloroforme : méthanol (1 : 1) 

/ 

x 3 à reflux pendant 

~ 
6 h 

Nême purification 

que pour 

la 1ère fraction 

1 

2ème extrait glycolipidique 

fraction JIIC • 

Figure 7 

~ ... 
3ème extraction 

~ 
Par chloroforme : méthanol (1 : 1) 

x 3 à reflux pendant 
1 9 h 

·\1 
Séparation des lipides polaires par 

le mélange 1 CHC13: HeOB : 0,1 N KCl 
• 5 - 6 4 

puis dialyse et extraction par CH Cl
3 

! 
5 Ne OH : 0,05 I-1 NaCl 6/4 

Phase supérieure 
Îraction J.TIJ •• 

Phase infÉrieure 
fraction NL • 

EXTRACTION DES GLYCOLIPIDES ERYTHROCYTAIRES PAR LA HETHODE DE ANDO et YiJ.JJXAWA (1973) (112). 

' 
I..>J 
Vl 



r~--.. 
.DE .i>IE71f.BHANE ERYT.HROCYTAIRE .DE GROUPE .A. 1 Rendement M-'-"'" par g de 

( Activité i''ractions G~yco~ipides iso~és stroma. (~00 m~ de g~obu-
l~s rouges) 

' C.D.H. 653 

C.T.Ho 283 
/ 

Fraction HE. céramide tétrasaccharidique I 9.500 

céramide tétrasaccharidique II 175 A, B 

Fraction NC. cér&mide hexasaccharidique 124 . A 

hématoside ou G M 
3 

(céramide 
426 

trisaccharidique à Nh1A) 
Fraction Mo ) 

céramide pentasaccharidique 

à NANA 

'\ 

f 

' 

Structures proposées 

' 

-
't 

~ . ~ ~ 
Gal ~GleNAc~ Gal~ Glc 

1 3 1 3 1 41 ~ 1,1 
. cér~ide . 

. 

•, . 

~ ~ pl,l , .d 
NANAMGal~4 Glc ~ceram1 e 

~ ~ ~ 
N~~A~Gal~GlcNac~Ga~~~\lc 

~11,1 
céra1::.id.e 

'vJ 
C) 
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un cérnmide hexasaccharidique dans un état de pureté jamais atteint. 

D'autres étuaes ont été effectuées également à partir d'érythrocytes de 

1. 

il 
!j: 

:~ 
.li 
J 

1 

1 
groupe B. Certains glycolipides précurseurs de groupe sru1guin sont présents'' 

!l 
dans les deux types cl' érythrocyteso 

II - TECHNIQUE DE KOSC IELJ.K \1973) 
===========---======== 

.J 

La technique de KOSCIELAK et a~_., 1973 (116) permet 

1 
~: 
·1 

li: 
:Il 

l' isolerr.ent des nnti~:;ènes glycolipides à activité A JB)H et I et de leurs 'Jj 

homologues glycoprot6iniques. 

La tecr~ique est résvmée dans le tableau XII~·38) 

a) Isolement des stromas 

y 
,:~1·: 
~ 1 

;!1: 
i~. 

:r 
:Iii 

,1; 
l.·. 

jJ~ 

'\ 
Dans cette méthode, ln membrane érythrocytaire est extra~ 

te par le mélange toluène/eau. Le rendement est de 20 à 25 g pour lOO ml 

d 1 érythrocytes. 

b) Ex~tr~:>.ction des glycolipides. 

L'étape suivante est l'extraction des glycolipides par 

l'éthanol à S3 % suivie d'une précipitation à -lOQC.La technique est répé-î 
1 

tée plusieurs fois, l'extraction des glycolipides complexes est suivie '' 
1 

par la teneur en acide sialique lié. Cette fraction brute de glycolipides 

est de l'ordre de quelques grammes pour 100 ml d'érythrocytes. Dans le 

tableau XIII~· 39 )/ou_s avons comparé la teneur en acide sialique lié aux 

glycolipides préparé suivant la méthode de KOSCIELAK, ou selon un procédé 

type Y/Jiflù\.AWA (CliC~ - MeOH)2 : 1 et 1 : 2 à chaud • 

1 

c) Séparation dos glycolipides à activité de groupe sanF;Uin· 

Les antigènes 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'io~s est 

parfois nécessaire. 



TABLEAU XII 

~~ n~s ~ · c. ' ANTIGEIŒ3 ERYTHOC Y'l'.AilŒS A, B, H PAR LA r1ETliODE DE K03C IELAK et a lo, 

1973 (117) 

.. 
v1 volume d'érythrocytes en culot 

+ 
1 volume d'eau 

+ 
0,2 volume de toluéne 

r 
ltch ~--------~-------------;~ 

.e "U , 
:~ée '" P(:)l'ieure Couche inférieure 

a 1• , et , ncetone éliminée 
sechée 

~-----f~ 
Extraction 

à l'éthanol à 83 Po 100 

' 

P'récipité 
lavé à l'acétone et 

séché 

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

+ 
5 volumes de n-butanol 

38 

\1 

i: 

'\ 

.! 

i 
i· 

l Couche Résidu II 
éliminé 

''Couche !·: 

Isolement 
des glycolipides à 
activité A, B, H par 
les techr~iques classi-

ques ~ 

aqueuse 
concentrée 
pur ultra­
filtration 

[ 

Eupérieu .. 
re élimi · · 

née 1." 

1~ 
1. 
l' 

Solution 
concentrée 

Filtrat 
élinùné 

1· ~ 
Isolement 

des substances à activité 
A, B, H solubles dans l'eau 

1 ,. 
,.1 

1 

! 



,.-

TE.NEUR EN ACIJJE SIALIQUE LIE AUX GLYCOLIPIJJES, PREPARES A PARTIR DE 100 G DE MEMBRMŒ ERYTF..ROCYTAIRE PJ.R 

a - Ethanol 1 83 % 
b - CH Cl

3 
- HeOH (2 : 1 et 1 : 2) à chaud 

selon KOSCIELAK et al., 1973 (118) 

a1 : lèr~/extraction • b1 : 1ère extraction , 

a2 2ème·extraction b2 2ème extraction 

al a2 al + a2 
1 

bl . b· 
2 bl + b2 

, 

acide sialique en mg pour 100 g 

de membranes 3,0 1,5 4,5 1,6 
1 

1,5 3,1 

' L 

... 

j 

\.N 
\.0 
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.. d) Rr-5 sul t.o. ts 

Plusieurs glycolipides antig8niques de haut poids . / 

moléculaire ont été réce:r.1nent caractérisés p.s.r KOSCIELAK et alo, 1973 

(119). Ils contiennent soit'' des rtsiù.us de fucose, soit des résidus 

d'acide sialique. Les glycolipides à fucose possèè.ent une activité de 

groupe A B ou H suivant les érythrocytes traités. Le tableau XIV~· 4 j ) 
rersroupe ces antie-ènes en 2 familles, I et II, contenant respectiverr:ent 

1 ou 2 résidus de N-Acétyl-Glucosamine par molécule. 

KOSCillLAK, 1973 (121) 
---------------------

Les glycoproté~nes solubles de groupe sanguin sont 

préparées à partir du résidu laissé après l'extraction des glycolipides 

et pnr le butanol froi~dans un ta~pon phosphate 0,02 M. Les protéines 

l 
i :. 
., 
'· 

se rasse::nblent à l'interphase cependant que les derniers résidus glycoli- •· 
i: 

pidiques so11t solubilisés dans le butanol. La phase aqueuse est ultrafil- ·' 

trée et concentrée. Les substances solubles de groupes sanguins sont 
1. 

( 
JI 

purifiés sur, colonnes d 1 échangeurs d'ions DEAE Séphadex saturée en bu ta- ; 

nol). La toch.nlque est résumée dans le tableau XI ~·42 )• 

b) R6sultats 

Les structures des glycoprotéines des membranes érythro-: 

cytaires à spécifici tG de groupe sn.neuin A, B, H sont étudiées par les tech- ; 
'·i 

niques immunologiques et chimiques. Elles sont différentes des glycopro- ' 

téines solubles des milieux de s~crétion. La liaison glycanne-protéine 

est de type N-glycosidique entre l'asparagine et la chaîne glucidique. La·· 

protéine est associée à des phospholipides au niveau de la membrane • 
.J 

Une activité de groupe sanguin I est décelée également (KOSCIELAK et al., . 

1973 (122). 



r-1--~~~~----~~~~~--------------------------------------------------------~ 

a-L-Fuc (1-)- 2) -:{3-D-Gal (1--;> 4) :___{3-D-GleNAc (1--;;>_ 3)- {3-D-Gal (1-7 4)- D-Glc _r Cer 

H 

~lB 
...=! 
H 

~ 
~ 

85 

•. --- - . 1 

a-L-Fuc (1--7 2) \ 

~-D-Gal (1----;..4) -· ~-D-GlcNAc (1--:) 3) -· ~-D-Gal (1--4 4) -· D-Glc - Cer 

a-D-Gal(l~3) f " 
f 

a-D-N.MïA (2~ 3)- ~-D-Gal (1--7 4) .-!. ~-D-GlcNAc (1--7 3) -· p-D-Gal (1~ 4) - D-Glc -· Cer 
I.SnTC · • 

R 1 g 1a-L-Fuc (1-> 2)-p-D-Gal (1~ 4)-{3-D-GlcNAc (1-----1' 3)-~-D-Gal (1---j. 4)-+3-D-GlcNAc (1--?' 3)-.p-D-Gal (1--7 4)-D-Glc- Cer 

H 
H 

~ 
~ 
~ 

B 

a-L-Fuc (1 ~ 2)\ 

~-D-Gal (1~ 4)- ~-D-GlcNAc (1~ 3) -~-D-Gal (1-) 4)-~-D-GlcNAc (1--7 3)-p-D-Gal (1--j. 4)-D-Glc-· Cer 

a-D-Gal (1~ 3)/ 

'10:-D-NANA (2-73)-~-D-Gal (1-7 4)~-D-Gl011"Ac (1--7 3)_~-D-Gal (1~4)-~-D-GlcNAc (1--? 3)-j3-D-Gal (l-t4)-D-Glc•Cer 
3 

..p. 



'E 
. DE PURIFICATION DES GLYCOI'ROTEllffiS A ACTIVITE DE GR.OUPE SANGl!IN A 

' ) 

\D'A.PRES GARDAS ET KOSCIELAK, 1973)(123) 

Fraction Ac ti vi té·* 
4 

Renderr,en t . 
(%) unité x 10 

eu.s 
e après extraction au butanol 3,2 lOO 

'ilhat. 
lon 2,3 72 

lée 
Par H 0 d'une colonne de C.M .. 

65 celÎulose .· 2,1 

Uêe 
Pur ~aCl 0.1 M 0 0 

ù.~e 
· Par N C colonne de b2f1E a 1 0 .. 1 l·1 d 1 une 

1,8 56 - Séphadex 

-\J.êe \ 
Pc.r NuCl 1 M 0,02 0,6 

1to ; €raph. 
·l\J.ti le sur DEAE-Séphadcx 1,5 47 on Pur NaCla 1 ~1 · 

~ llac~ · 
1 M 0,26 8 

iiQt· ton 
le mélange CHcly'H20/~rn4on Par 1,1 47 

! QI 

acttv-i té est définie comme étant la quanti té de substance requise pour in~iber 
l'agglutination de 4 unités • 

.. 

4-2 
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III - TECHTIQUE DE HAZÔHORI E'r JElù'JLOZ 
===-~=====--========~=--=-=====-=== .. 

1 ! 
·' 

l·. 

1. 
'·l 

En p::œtunt soit d'érythrocytes humains de e;roupe A ou B 1 : 

1 

H.AI<:Œt.ORI et JE.fu'l"LOZ, 1961 (124-) d'éryLhrocytes de groupe A
1 

H1:XOHORI §..'L.gl., J.; 

1972 (125) ou do tissus c<:ncéreux hL1.:nains! HA.I<:ofiiOI\.I et JEANLOZ, 1964 (126) ;1~ :. 
une extraction par les solvants ore;nniques (acétone, hexe~e, mélanges de 

chlorofonne et de méthanol) permet d'obtenir une fraction glycolipidique 

dont les coœposant~ sont séparés sur colonne de cellulose, DE!~-cellulose, 

chromatographie en coucr.e mince sur silicagel H ou une col mme d 1 acide 

Silicique 

2 - R0sultats 

Cos m8thodes ont permis à HA.KONOIU et à ANDREWS, 1970 (127) (, 
, i~: 

d'isoler 2 glycolipides imEunologiquement actifs d'un adenocarcinome caecal,,· 
b '!: 

_et à HAKOHCRI ~., 1972 (128) d'isoler 4 glycolipides à activité A (Aa, A,·! 

A.c, Ad). Ces structures sont représentées sur le tableau XVI A et B (p. 44). j[ 
.l' 

: ~ ; 

l ~ ~ . 
:·· 
1 

1! 
i.j 

\ \; 
i " 

1 ; ~ 

1, 

:, '· 
~ ~ 
;:,; 

i)j 
'l' ,\ 

::.1 
"' :.t 

;;j· 
,n 
·i 
~' 
J,· 

!!. 

1 

·1. 
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TA.13LEAU XVI 

.!.._- STRUC':1l.rrl.E DE DEUX GLYCOLI:PTIJES Le biSOLES D'illi ADEIJOCAJ.'"l.CIT:JO!i!E 

PAR HAKONOI\.I et AlTDREKS, 1970 ( 1 29) 

t...~.c ( 
• l~ 2) -D-Gc-1 (l~~ 3)" 

D-GlcNAc (1 ~ 3) -D-Go.l (1~ 4) _ r / D-G1c:.... Cer 

1-Fuc 

B S a b c d 
••••• :- TRUCTURE DES VARIANTS GLYCCLIPIDIQUES A , A , A , A ISOLES 

PAR 1-L\KOEORI ~.êJ_., 1972 (130) A PJ~RTIR D'ERYTEROCYTESDE GKCUPE ~ 

GalHAcl~ 
~Ga ll+4Gl eNA cl-+ 3 (Ga 1) 1-+ 4Gl c+Cerami de 

Fucl,...A' · n 

\ 

GalNAcl~ 
~Ga 1 1-+ 4Gl d1Acl-+3Ga ll-+4Gl cNAcl-+ 3( Ga 1) n l-+4Gl c+Cerami de 

Fuel,.# 

Fuel~ 
~Gall-+4Glci~Acl~ 

Galt~Acl/ ~Gall-+4( Gl cNAcl-+3Ga 1 )nl+4Gl c+Cerami de 

(GalNAc)...... /' 
2,Gall-+4GlcHAcl 

(Fuel},.# 

Similar to Ac but witt1 excessive GlcHAc and with an additional 
branching structure. 

.,, 
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BAS'ES iV:OLEC.ULAIRES DES ACTIVITES DE GlWUPE Si'JTGTJLT'l' 

A - PRii'JC IPE 

Les bases moléculaires des antigènes de groupe AJB)H et 

Le, longtet!ps rE:stées obscures sont aujourd'hui connues. Les structures 

,, 
~ 
~ r 
ii 

l 
! 

1 '· 1· 
1 : 
! :: 
J'. 

t ' ' i;: 
1 

1 

1:: 
j ' 

responsables des activités M et N ont été égalerr:ent établies. Seule la part:b {. 

glucidique des antigènes glycolipides des membranes ou de leurs homologues ji,: 
glycoprotéiniques des milieux de secrétion joue un r8le dans la spécificité (\ 

tandis que le polypeptide sert de support à cette action, donne à la molécu- iji! 
Hl 

le la taille nécessaire à son activité immunoloeique et maintient une certai-~:' 
:" 1 

ne conforwation spRtiale. 

Une analo5ie de structure entre les oligosaccharides des 

milieux de sècrétions tels l'urine et le lait et le résidu glucidique des 
'• .. 

glycolipides tissuldres ou des glycoprotéines solubles à activité de groupe ·!, 
;~ j: 

s.s.nguin, tels que les ont décrits KOSCIELAK et al., 1973 (131), HAKOMORI · 

tt..Ql .• , 1972 (132) et LlOYD et KABAT, 1968 (133) est observée. 

Seule l'extrémité terminale de la taille du di)tri ou 

tét.rasaccharide constitue le site antigénique et le déterminant spécifique 

dans le processus d'aGglutination par les anticorps correspondants. 

B - STRUCTURES DES DETEnMLT'l'/tNTS ANTIGENIQUES 

... ~lETIIODES 

Ces structures sont établies en utilisant 

1) Des méthodes d 'M·~nc,">:lutindion et de précipitation. La méthode de KABAT 

d'inhibition de la précipitation des antigènes solubles par les anticorps 

correspondants, pemet de mesurer le taux d'inhibition et de comparer le 

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

li 
1. 

i• ,, 

.,. 
1· 

i ,. ' 

:•: 

1' 
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renseicr.éments sur ·l'existence de cette structure dans le site ar.tigénique 

de la substance Ile groupe sangu.in. Ces méthodes d{·covlEnt de 1 1 observation 

de LAJ!DSTEDJER qui1en 1920 notait qu'une substance dor.t la structure est prochd. 

et mec,;e. ülen~~que au détend=:t ~tigéniq~e p~ut se ~o:biner ~vec l'antico~p~ 1: 
et a1ns1 inh1cer de façon corrpoh hve la reac hon a.'1hgenc-anhcorps. Les anh-"! 

corps utilisés sont des isoagc-lutinines humaines, dos aeglutinine3 d'origine 

ant.'T!ale ou végétale (lectines) (tableau XVII Po 47) o Des sucres simples de 

s huc ture connue peuvent inhiber l' aeglu tinE. ti on des hémn ti es par 1 1 an ticérum ! ; 
1 

approprié : c'e;Jt la lechnique d'inhibition de l 1h0rnc.gr,lutination. Ils peuvent 

ég.:ller~:cn t inhiber la pr8cipi b. tion des substances solubles de grour~e sanguin ! 
Par l'anticorps spécifique : c'est la môthode d'inhibition de la précipitation) 

2) Des exorrl'!.f.12.~üd~ qui peuvent détruire la spûcifici tés sérologiques 

(voir tableau XVIII p. 48). 

j 

l' 
il' 

3) 1.' étu_2e rlos nroriuits de cif?e;rmla t~lce.lin~. L'étude des produits de d6gra-'l. 

dation ou d 1 hyè.rolyse ménagée de ces substances actives que 1 1 on sou:net aux ;: 

méthodes d'h~rw.eclutination et de précipitation permet d'apprécier les dimen- !;: 
;. 

s),ons du si te &ntieénique. :!i 
. ( , t"' 1 .Il 4) le~_Fjtho.fs:s directes d'exploration de la structure des glucJ.des mo 1•Y a- :dl 

tion, oxydation periodique) complètent ou confinr.ent cette étude. Leur ap:plica-J 

tion n 1 est possib~e. que sur des an tigénes érythrocytaires ou tissulaires isolé si l' 
1·1 

e"'- i 1 
~:Purifiés, ousur des substances solubles de groupe sa...Tlguin. Récemn·ent, \:· 

0RAsnr et Ylùi'J-_"0\KA\·!A, 1973 (134)ont proposé l' ozonolyse et l'hydrolyse alcali- ;: 
1, 
~ ! ne d'une prép2.ration brute de lipides érythrocytaires en vue de l'obtention 
il[ 

des oligosacchar:Ï.des des glycosphingolipides •. Les dérivés trimé thysilylés des ~~ 
glYcitols formés à partir des oli&osaccharides sont analy8és en chromatogra- ij 
:Phj e en phase gazeuse. 

... BAsBs ~lOLECUU.IIŒS DES DE'IEHNINANTS 

~:::;-==========-==-===--== 
A,B,H~Le a, Le b 

l) lhl.terminant anti,o;éniguc Levlis a 

L'utilisation d 1oligosaccharides du lait a permis à 

HORC.AN et vlATKINS d'établir la constitution de la spécificité Le a. 

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

\:1 
;:1 
1· 

'1· 

i: 
1. 
l'· 

.. '· 
::: 
\•' 

.:1 

'' ,, 
1: 
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'l'A.BLSAU XVII 

SPECIFIClTE DE Qu~LQtJES PIIYTOAGGLUTINDIES 

~~------------------------~------~ 
~ Phytoac:glutinines Activité 
1 -----------------------------r------~ 

La'-r 
H ~alpinum 

Lot\l'"' t . 
H ~ l.a).u 

~ H 
Cy ... t, 

H ~ 
Cy ....... 
~foli11s H 
c'·s-~-. 
~ H 
Cy"·t· 

H "-:~ purpurcus 
Go · 
~ H 
tr1e 
~ H 
ul 
~ H 
tr1e \ 
~ H 
Or.or. . 

H ~ 
t~.\~e" . . 
~varo proxima. H 

bo1· , 
~os biflorus belgaum A 
'~i.e· 
~ A 
'~i.e. . 

~ A 
c~·ot. . 

A ~ -.. ··-· 
Catp 
~. A et B 

~ç;Yl 
A ~ ~:trrn 
A ~ 

i Sorh· ---
; ~·· B 

~eb0 . 

~ B c O:t-on· 
B ~ nYd 

~~rus hypothejus B 
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TADŒAU XVIII ·-----

GLYco 
SlDA3E:S UTlLI~3EES DANS LA DE'rEHNINA'l'ION DES S'l'ftUCTùl1ES DE SUBSTANCES .. 

ACTIVES DE GROUPES SA.TI!GTJTIJS 

.. 

'------__,.-----------.,---·.--------r-------.·1 
~U!-ce Glycoproteine 
·'•~~t ou O'lycolipide de grou-
'"<( i~ue '-' 

pe so.nguin utilisé pour 
Nonosaccharides 

libérés 
Activité 
obtenue 

~ l'essai 
1 ~---+----------~-----------4------~ 

is r-· 
l"<:s<Lntea Substance A du 
~ ~ kyste de l'ovaire 

- N-Acétyl-hexosrur.ine. 
- 1-Fucose 

~~--~----------~--------+-----~ 

~· 
Substance H d 1un 

kyste de l'ovaire 

~ 
~ Substances H, Lea., 
~ --- Leb 

- L-Fucose 
- N-Acétyl-D-Glucosa-

mine 
- D-Galnctose 

- L-Fucose 
- D-Galactose ~rpe XIV 

~\0~~--+-----------t-----------t-------­
~n ~~ila~e de Substance B - D-Galactose H 

~ ------~------~\----------------1---~-------------------+----------------
~"' 'll,~~ f Glycoprotéines A, - D-Gnlactose 

oatuc. ~ B, H1 et Lewis a - L-Fucose type XIV 

~------~~----------------------,_ __ -_._N_-_A_c_8_t._v_l---h_e_x_o_n_am_._in __ e-+--------------~ 
~. Substo.nces M et N 
~ ~. des globules rouges 

%~"------+------------------~~-----------------+----------~ 
~~~ 

- Acide N-Acétyl­
neurnminique 

Substance H - L-Fucose 
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fortemfJn t l' é1.f;Glu tina ti on des hé ma ti es Le a par l 1 an tisC:ru.'I! approprié. Le 

lacto-N-tétraose, qu:mt à lui, est inactif. Le rôle d'un résidu de fucose 

est aussi démontré dans la spc~cifici té Le a. 

Le l~cto-N-fucopentaose I est un faible inhibiteur. Ce 
1. 

fucose, spécificité de groupe Le a, ed donc lié en ex (1 J 4) sur un résidu de ·! 

GleNAc. 

Le lacto-IT-difucohexaor..e II est un irùlibi teur puissant, 

ceper:dant que le lacto-1~-difucohexaose I inhibe faiblement 1' agglutination. 

La structure Gal 
1 ~ 3)GlcNAc détermine donc la spécificité 

i' 
! : 
' ,· 
1. 

'' 1' 

Le a. ~: i 

·Fuc 

Cotte activité 'Le a est détruite par des préparations enzy .. 

matiques de Clo~~tri0:iu!"1. i•TeJ.cl~i~, Tricho"'conas foetus, B;,cjllus cereus et 

C lor.-: trirHu.11 nerfr:L'!~e!'.s, à spécificité Fuc ex 1 
) 4• Une pré par; tion puri­

fiée partielle1~1Em t de Trichor.1onos foetus coupe sélectiverr,ent le 1-fucose lié · 
1 4 en ex ) de la GlciJAc du lacto-N-fucopentaoseii • Elle est sarJs action sur' 

le fucose lié en ex 
1 J du l~cto-N-fucopcntaose I. La preuve d~finitive dei_ 

la spécificité'. a ôté établie grâce à 1 'utilL:;ation du trisaccharide isolé 

par dégradation alcEtli.l'le d'une substance Le a. 

2) D6termimmt antin:énicp<e Le b 

Les fucoses du Lacto-N-difucohéxao3e I et du l&cto-N-difu­

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

sénun humain an ti Le b. Les composés à un seul fucose sont inactifs de mêrr.e 

,)' 

le lacto-N-difucohexaose II. Deux résidus de ex 1-fucose pla.cés de façon adja·. 

cente constituent donc le sîte antigénique de la substance Le b. 

1, 

L'isolement par hydrolyse acide ménagée d'une substance Le b de : 

tétrasaccr.:.aride actif 1 

1 ~ 
~GleNAc Gal 

:l' 

t i< ' .. 

Fuc Fuc 

présent également à l'extré~ité non réductrice du lacto-N-difucobexaose I, 
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confirme la structure éiu détenrdnant Le b. 

3) Détemimtn t anti,o;<~nigtl2J::L 

Le sérum d'anguille et la pLytoagGlu tinine cl.e Lotus tetr&­

gonolobus agglutinent spc:cifiquement les hématies o. Cette réaction est inhi-
1 2 

bée pG.r de faibles quanti tés ae 0-C'(-L fuco.syl ? Ft~co.seo 

·, 

1: 
1' 

:t-bis le L•fucose est sans action sur les rhytoagglutinine';' ! : 
'' . ' 

alpimun, le si te antigénique de la substa.nce ! .i 

H s 1 étend donc au delà de l' a:-fucoside. 

L'utilisation de certains oligosaccharides du lait comme 

inhibiteur de l' hémagc;lu tina tion a permis de confirrr.er cette hypothèse. 

et 

Les trisaccharides 

1 ~ 3 
GG.l ---7 GleNAc 

":î 
Fuc 

l ~ 4 
Gal--7 GleNAc 

'. :t 
Fuc 

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

En outre, une préparation enzymatique de Q_l~Jjj~l_perfiJP~~ 

'1 

1 • 

ji ' 
''· 1 

1 
1 

l' 
1 

1 
1 
1 

i 
1 
i' 

1 
l 

1 

11. 
j 

-~ Spécificité fucosiàase a (1, 2) détruit l'activité H de ces oligosaccharideso ., 

4) Détemin.Qnt antip;énigue A 

Très tôt, le rôle de la N-acétyl-galactosamine dans la 
·• 1 

spécificité de groupe A a été reconnu par l'utilisation de l'agglutinine anti:' 
;, 

A. de Viëia cracca qui est inhibée par ce suer~. La N-acétyl-galactosamine ne , • 

Peut, par contre, inhiber l'action des isoagglutinines anti A humaines. 
': 
i 

.. 



51 

.. 
Cette iPJübition est obtor,ue avec des dü;n.ccharides et mieux encore des 

tri:Jaccharidcs proveLilllt de l'hydrolyse partielle de substances solubles de 

grcupe A. 

Une a-N-acétyl-galactos!lllinida::Je du foie de porc 

('trEISSHANN et HINRICHSJ:~, 1969 (135)) libère la GaUJAc de ces substances. 
-· 

L'activité A est détruite, po.ralJèlernent on note une augmentation de l'acti-

vité H ( TUPPY et S'J'AUDERBAUBR, 1966 ( 136). 

La structure des déterminants A est la suivante 

1 a 3 1 ~ 4 
GalNAc ---7' Gu.l-) GleNAc 

1 a 3 1 ~ 3 
GalNAc ---7 Gal ~ GleNAc 

5) ~rminr.nt_ antir;rSnüJlLC B 

li 

Aucune phyto~Lgelutinine strictorr.ent spécifique de la subs-~1 
!. 

tance cle e-roupe B n'a pu être à ce jour caractérisée. Le rôle du galactose j 
d~ns la spécificité B a été démontré par la méthode de l'inhibition de la ·1 

Précipitation d'antig8nes solubles B par un sérum hl..l.'f.ain anti B. d 
\ d 

j; 

Une a-e-alactosida·se extraite de la graine de café libère 

W•lactose en position a. L'activité B est détruite et un accroü:serwnt de 

spécificité H est observée (ZARJ'HTZ et KABAT, 1960 ( 137) VIATKINS et al., 

1962 (138) 

le! 
1 lai. 

et 

La structure ~es déterminants nest la suivante : 

l a 3 1 ~ 4 
Gal~ Gal ~GleNAc 

a ~ 
1 3 1 3 

Gal--7 Gal--'> GleNAc 

Nous avons rassemblé dans le tableau xrx(p. 52 );le~ 
structuree imrnunologiquement actives des polysacc.:harides de groupe sanguin., 

. LE·s enzymes qui ont permis d'établir ces spécificités sont des exoglycosida­

ses. En soumettant à la dégrad&tion séquentielle et enzymatique une glyco­

Protéine spécifique isolée d'un donneur A ou B (Le a-)b+), une interpréta­

tion des structures chimiques qui accompagnent les changements sérologiques 

est obtenue tableau xx(p. 53)d'après UATKINS et al., 1962 (139). 

1 
1 

·: 

• •• 1 

l' 
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SANGUINS 

~------------------------~----------~ 
AC 'l'lVI TE 

S'l1IWC,TtiTŒS . ;..;t_.;-;...-;" ~ -. :.· ~ r-'~_.~··~~ ;-:~.· 

!'...._ A B H Le a !Le b 
1 ~~-----------------------4--+-~~--~ 
ftrac (l--;-., 3)- ~-D-Ga1 (1-) 3) --D~G1cNAc type I -!+ 
~:J!Ac -· ·- ...... --. • 

(1_--)- 3)- ~-D-Gc..1 (1--7 4) -·D-GlcNAc - R type 2 -!+ 

[~t:ac (1~ 3) '· , 

~!...l'uc . ~-D-Cal (1-) 4) -D-GlcNAc __; R 
-. (1~ 2) / . 

+++ 

r~t!Ac - . 
(1--> 3)' 

tll\c . ~-D-Gal (1-) 4) ' 
(1-> 2) /''. D-GlcNAc .... R . 

. o:-L-Fuc (1--? 3) 1 
+ 

r1c (1 . . --- -- - - -. 
~) -p-D-G[,1 (1-74)-D-G1cNAc _; R: 
~( . 

L .... ~ 7) r. ) 
· :.; - ~-D-Ga1 \.L --7' 3 -D-G1cNAc type I 

N (1 - . -· 
~ 3)- ~-D-Ga1 (1-7 4) -D-GlcNAc- R type 2 

~~ql~ 3),-. 

++ 

++ 

~-D-Gal (1-)- 4) -D-GlcNAc ~ R 

\ (1--> 2) 1 \ 
+++ 

(l'"'-;\ 3) '\ 

-?-. . ~-D-Ga1 (1~ 4) ' 
··~ (l ' 

..._-) 2) / -D-G1cNAc - R + 

r~~ o:-1-Fu.c ( 1-7 3) 
1 

(1~ 
~~- ~-D-Ga1 (1-> 4) -D-G1cNAc - R 

P~ (1 --· -------------+--+--+--t-+--1 
-.......~ 2)- ~-D-Ga1 (1-74)~-D-G1cNAc -_R: 

~ (1 ; ' --· --- - - ') .. 
") 2) •· ~-D-Gal . (1-7 4), -

- . D-GlcNAc- R 
'\ 

1-

++ - -
± - -

~ o:-1-Fu.c (1~ 3) / 

r~t(1~3)' -

r~~ (1 ... -. -D-GlcNAc 

~/. 
~ (1 

~ 2) -· ~-D-Ga1 (1~ 3) ' 

~ ~-~~~:~--(~~-~) / D-G1cNAc 

-!+ -

± ·H-

1 ' 
1 
1 

i' 

j:. 
t•' 
1,. 

:' 1 

ij 1 

1 

1 

1. 

1 

' ' ( ! 

i. 

. 
1 

i 

• 

~ 
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1 

1, 

Substance A .. 

Enzyme "A" 

11-Ac~~~l-Galacto s:::. ine 
+ 

8Ubstance II 

TABLEAU .XX 

Sub.stance B 

~Enzyme "D" 

YI 
Gr,J.actose 

+ 
substcmce H 

Enz;yme "H" 

Fucose + sub.:;tnncc Le a + substance type pneumocoque XIV 

~ Er.zyr.1o "Le a." 
~ 

substance "bJPe pnet4'Tlocoque XIV 

53 l' 
1· 
ji 

• 1 

i; 

:1 
1 

1 
l 

'l 
~3)· 
. -\ a-D-Gal (1-7 3)'\.. _ . 

~-D-Gal (1-)> 3) ' 
2) / . D-GldTAc - R a-L-Fuc 

0:-1-Fuc (1-/4) / 

D-G1cNAc- R 

(1---;)o 4) /' 

+ D-.CalllAc _ 

'} ~--D-cr~l ( 1-7 3) ' 

D-G1cNAc- R 
().._ -

t..Puc (1~ 4) / 

a-L-Fuc 

+ 
t 

~-D-Gal 6_ ~3) ' 
/ 

(1~2) D--GlcNAc~R . 

a-1-Fuc (1-----;>4) / 

tEnzyme -" B" 

'V 
( 1 ---7 2) - ~-D-Gal 

D-G1cNA~R 

a-L-Fuc Ù~4)/ 

+ -D-Ga1 

~-D-Ga1 (1 -1 3) -D-G1cNAc- R 

~-D-Ga1 (1-! 3) -D-GlcNAc- R 
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.. 
C - STimCTUJi.J::S COl'IPLE'L'ES DES ANTlGEi.iES DE Gl~OUPE: SJ..J:GUJN --

I - PRINCIPE 

=== 

Les méthodes indirectGs de l'immunologie ainsi que la 

dégrad::li;ion em;ymatique penr.ettent de préci~.er les bases moléculaires 

des d8termin.:.nts de r,Toupe sanguin.Grûce à l 1t:..tilisation des méthodes 

Î 

; :; 
i ', 

:·: 

·.: 

'' '1 
! 1 

i 
1 
1: ... 
~ i 
: 1 

; 1 

i' 
1 

chimi:ues d'hydrol:se ménagées d:s substnnces elles-rr:~mes, lesstructures 1' 

antigc::niques completes pourront etre envisagées. 1 • 

l-
I 

! 

' l' ) Dans le tableau XXI lP• 55 nous avons rasserr:blé les 

oligo::::accharides i:::.;olés par hydrolyses partielles, acide et alcaline: 

de l'ovaire. 1 

r 

d'une substance à activité A, extraite en abondance du liquide du kyde 

En accord avec les préc8dentcs observations de KA.BAT 

LESKOI'!ITZ, 1955 (141), le disaccharide(5)correspond à la structure 
~t ·1 
l!IIIT.U- 1 

\ 

nologiquement active de la substance A. La méthode d'inhibitio:r. de l'hé-

IWgglu tina ti on confirrr.e que le site antigénique s'étend au delà du di-

i 
1 

1 ' 

saccho.ride, les trisv.cchnrides (6) et (7) sont plus actifs 1 que le disac !· 

charide (5) • Les fraernents ne possÈ:dent aucune activité sérologique. 

Les mêmen muthodes appliquées à une substance B, H ou Le a, Le b four­

nissent des oligosaccharides identiques provenant donc de l'intérieur 

de la chaîne glyc:mnique, comm1.m à toutes lE':S substances actives. 

!! - RESULTATS 

Selon LlOYD et KABAT, 1968 (143) les substances solubles 

de groupe A B H, ont une structure g8nérale qui est donn8e dans le 

tableau XXII(P,.56 )• Récemment, ROVIS et al., 1973 (144) et ROVIS et_gl. 

1973 (145) en traitant par déeradation alcaline en milieu réducteur deux 

glycoprotéines du kyste de l'ovaire: N-1 (d'activité Levris a) et JS 

(d'activité H, et Let-ris b) ont établi l:'l. structure de 19 d 1oligosaccha-

j 1 



CO.M:POS.IT.IO.N ET ACT .IV.IT.E SE.RO.LOC.IQUE .D'UNITES OLIGOSACCHA.RLDIQUb'S O.ETE1\ Ub-..s A PARTIR .DE 

SUESTAKCES DE GROUPE S.A.VGUIN h7Jli"..AIN A D 1APRES MORG.A.lv ~., ~964 (~42) 

Quw ti tés minlrrrun de 
' substance èo~~~t 

u.'1.e inhibi tian 
(pg pour 0,1 ml ) 

/ (a) (b) 

(1) 0-~-D-Galactosyl (1~3)-N-Aèétyl-D-Ga1actos~~ine 1000 -
(2) 0-~_-D-Galactosyl (1-7 3)-N-.Acétyl-D-G1ucosanine 1000 1000 

(3) 0-~-D-Galactosyl (1 ~4)-N-Acétyl-D-Glucosamine 1000 1000 

(4) 0-~-N-Acétyl-D-Glucosaminoyl (1~3)-D-Galactose 1000 "r" 

(5) 0-a-N-Acétyl-D-Galactosaminoyl (1~ 3)-D-Ga1actose 60 250 

(6) O-a-N-Acéty1-D-Galactosaminoyl (1~ 3)-0-a-D-Galactosyl ' 
60 30 

(1~ 3)-N-Acétyl-Glucosamine 

(7) 0-a-N-Acétyl-D-Galactosaminoyl (1~ 3)-0-~-D-Ga1actosyl 

(1~ 4)-N-Acétyl-G1ucosamine 
60 15 

(8) Tétrasaccharide obtenu par dégradation alcaline 

(Ga~~c, Gal, GNAc, et fucose) 
15 7,5 

----

a : Inhibi tioro. de 1' isoagglutination 

b : Inhibi tian de la lyse de cellules de mouton par une hémolyse an ti-A de lap:in 

~ 

Of 

1 

I..Jl 
1..:1 



TABLEAU XXII 

.. 

~~-B" 0 GE!·!ERALE DES SUBSTJJ~CES SOL1J13LES DE GROtJPES SANGUINs( D 1 .APIŒS LlOYD 

ET KA.ilAT Xl9G8) 

1.<•1
' ~rnr intrral'lion product 

jlllGnl 

1 
Il ~rnc Le ~<·no l 
aJ.t'uc 1 aJ.t'uc 1 4 

•~>r;nl~.\r(l- 3 )} ~ ! . fiuGl~~Ac 
"' finGal(l-~)JlnGlc:'oL\c(l-.1) l 1 

•••r;al(l-~) \ 6 

p nGal(l- 3)/)oGJc~ Ac(l- 1)/)nGol(l- 3la nGal:-1 ,\c- "'rÎn<• 

1 4 nr 
Oll(;al:--1.\dl-~l} thr<•nninc 
-'" flnGAI(l-4)/)IJGicN,\c(l-6) 1 

1 
•llGaJ(I-~) 2 3 1 

1 1 [/)nG •. 

1

J

1

cNAc] tti.Fuc 1 al.~'uc 1 ., 
Il ~··ne now ~~·no 

J><<s.ihl" n<'w ~cnr interaction prnduct /)nGal 

56 
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rides posG8dant les ac ti vi tés des glycoprotéines de départ. Ces 

structures sont doru16es dans 1~ tableau XXIII (p. 58). 

57 

J,f.:S substances érythrocytaires et tis::mlaires d 1 acti­

vité de groupe sanguin sont des glycolipides. La str~cture de certains 

d'entre eux a été établie voir par exemple KOSCI8LAK et al., 1973 (147) 

tableau Xrf (p. 41) et HAKO!<:ORI et A1JDI1E~1S, 1970 (148) : tableau XVI 

(p. 44). 



13-D-Gal (1-7 3) :.- N-Acétyl-Galn.ctosaminitol · 38,7 ID€ 

13-D-Gal (1 __ ?_~)- !~D-GlcNAc (1 ~ 6) " 

13-D-Gal (1~ 3) "'-

N-Acétyl-Galacto5ami_~itol 10,8 mg 
13-D-Gle-TilAc (1~ 6)/ 

N-Acétyl-GalactosamL~itol 13-D-Ga1 ( 1 -:-7 ? ) "' 
13-D-Gal (i --7 3) / 44rr.g 

13~D-G~cNAc (1 ~ 6)_ '-. 

a-L-Fuc (1---;? 4)/ I~-~céty1-Ga1actos~inito1 
{3-D-Gal (1--? 3) "\. . / 5,3 n:g 

~-D-Ga1 ( 1--7 3) ' . 
13-D-GlcNac (1~ 3) _: 13-D-Gal 

a-L-Fuc (1--74) 
/ 

a-I-Fuc (1----;3-4)' 

{3-D-Gl~"lAc (1~ 3)\ 
. / 

{3-D-Gal (r ~ 3) 

(1---74)- {3-D-GleNAc (1 ~ 6) ""' 

N-Acétyl-Galactosa:ninitol 

{3-D-Gal (1 ~ 3) / 

- ·-

14,5 mg 

{3-D-Gal (1--;'73)- {3-D-GleNAc (1---7 3)- {3-D-Gal Ü--?> 3)- N-Acétyl-Galactoseminitol 4, 

fl-D-Gal (1-;)-4), . . 1 
{3-D-GleNAc (1 ~ 6) 

a-L-Fuc (1~ 3) / 

Structures et.quantités d'oligosaccharides isol~s à. partir de 2,56 gr dela glycoprotéine.JS (activité H, Le b) 

-- _. _____ :.. ___ ._- ··---- ------- ------- - --· 

' 
1 - . 

~~D-Gal · (1--7 3) ~ N-Acétyl-Galactosaminitol 2,9 mg ~-D-Gal (1--74)-=- ~-D-GlcNÀ~ (1-). 6) ~ 

13-D-Gal (1--7 4) '· 

· tt-L-Fuc ( 1 __._.;:;. 3) / 

13-D-GlCl"'Ac (1 --7 6) "' 

/' 
13-D-Gal (1--+-3) 

N-Acétyl-GalactosamL~itol 2,7 mg 

a-L-Fuc (1~ 2)- p-D-Gal (1---74) -·{3-D-GleNAc (1~ ~) "\,_. 

.'li 

N-Acéty1-Ga1actosaminito1 

. . j· ' 21- mg 

f3-D-Ga1 (1---7 3) 

a-L-?uc (1----> 2)- 13-D-Gal (1---)- 3) - N-Acéty1-Galactosa.r.:inito1 · 23,7 mg 
--· 

a-L-Fuc (1--) 2)- 13-D-Gal (1~ 3) - ~-D-G1cNAc (1--:). 3)- ~-D-Ga1 (1-7 3)- N-Acétyl-Ga1actosaminito1 
2;8mg 

o:-L-Fuc (1--7-2) _ ~-D-Gal (17 4)""'-
ou . 

.., (
1

--} 
3

) f3-D-GlcNAc (1---7- 3)- f3-D-Ga1 (1--t 3) - N-Acétyl-Ga1actosaminito1 10 mg 

a-L-fuc. (1~ 3) 1 
ou 

li ____ ~--------------~(l~-7~4~)--------------------------------------~ 
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GBlil':.TIQUS ET BIOSYN'.ùiESE DES GUKlT/J!CES 

DE GROUFF. StJJGUIN 

On sni t de puis les travaux de \·JATn;js et NOEGAI'l, 1959 

(149) que la biosynth~se des substances de groupe s;.1.:1guin cor:unence par 

une substance précurseur caractérisée pé,r le ch:.1înon ~-D-Galac tose 1~ 4 

N-Acétyl-Glucosamine qui est d'ailleurs un co!T'p0~3[mt de la ca poule du pneu­

mocoque de type XIVo 

La biosynthi:se est corJ.forme au schéma rr.ain ten.:mt a<L":!is : 

- 1 gène-)1 enzyn:e, Cette enzyme modifiant la substance prr::curseur suiv<:>..nt 

le g6no type de 1' individu. 

Dans un premier ter.!p:J, nous étudierons la g0n8tique de la 

bior>ynthè·se, et dans un second teeps, les filiations m8taboliqu<::s exbtant 

entre les diverses substances de groupe sanguino 

A. - HJi~LNriONS GEl·ŒTIQUES DANS LA BIOSYNTHESE DES SŒSTAlJCES A)BJH ET LEWIS 
:::.·.-===-===:=::::--==--:::.-==:.==---==-===-==--===========-=======--======-==========--::: 

Suivant \vATKINS, 19GG (150), il est possible de distinguer 

6 types d'individus didincts du point de vue gôn~tique et du point de vue 

de leur réaction de lou.rs hématies et de leurs secrétions avec des anti­

corps anti-A, anti-B, anti-H, anti-Le a, anti-Le b. (Voir à ce sujet le 

tableau xxrv(p. 60 )o 

Le phénotype de l'individu est sotill la dépendance de 4 

systèmes de gènes allèles :Sese, IIh, Lele, A, B ou Oo 

L'analyse de ces phénotypes a pennis de préciser l' encha1-

nerr.ent des processus gc~nétiques qui abot:tissent à la synthèse des substan­

ces à activité de groupe sanguin. Cet enchaînement est totalement différent 

suivant que l'on s'adresse à une cellule muqlleuse (responsE:.ble des sècré-



T tJ3LEAU XXIV 

~-.s .. 
D 

1 
DID IVIDUS QUE L 1 OK PE:r'r D ISTBGVI<;R D 1 APIŒS LES REAC TION:J DE LEURS 

c~BU 
jJ LES ROUGES ET DE LEURS S1~CI\ETIONS AVEC DES AWriCORPS JJITI-A., ANTI-B, 

AlfTI-H, M:TI Le a et At-:TI Le b(D'_ATltES !'IATKTI.fS, 1966)(151) 

Probable 
gene 

combinat ion 

Antigens dctectable 
on red cells 

ADH Le" 

-1no,• 1~. Se, Le + + + ++ 
A.Bo, Il, se.)·e, Le + + + + + +' 
A.Bo, JI, Se, tele + + + 
A.no, H, se se, tele + + + 

Specificitics 
detcctaule 

in secretions 

ABH 

+++ 

+++ 

+ 
+++ 

Le" 

++ 

A.~ o. lzh, Le, (Se or .se se) + + + + + + 
~ -1Bo, hh, lt!le (Se or sese) - - · - - - . - - · 
~~ ~diy· -----·---~~~~ t~~dua.J has two of the ABO !Scn..:s, one recoived frorn either parent. I~. groups 1 to 4 

~al, Ofell antigens, and groups 1 and 3 for the secreted substances, H acUV!ty b strooi in 
the genotype 00 and usually much weakcr for the ether ABO senotypes •. 

\ 
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tions) ou à'"l'ôr~rthro~bsteo 

Suivor.o 1 1 expr·e:Jo;ion gl:nétique d:.ms une cellule _muqueuse .. 

Dans cotte cellule, il y a jusqu 1 a 5 systèrr:os e;énétiquen qui agü-;sent 

succcssivc11:ent pour aboutir à lu spécificité de groupe sc...'1(}J.in désire§. 

En pc::rtant de la substance précurseur pneuH:ocoque xrr' le 

premier sys t(:me géndique qui a,csit est le système Lewis. Si 1 1 ac ti vi té 

du gène Le n'est pas indispensc.ble à l'expre~;ston des spécificités AB et 

H, ces dernières n 1 appnrai2sent p~:ts s&J'.s l'intervention du gène Se qui 

aei t en s:'lnorgie avec le gène H. T<:ctldis qt1e duns l'érythroblaste, le e;ène 

Se e~;t inutile. 

Irous avons donc ici un modèle de la différenciation cellu­

laire. Le gène Se indispensable.à l'expresdon du gène II dans la salive 

ne l'est prts au niveau de l'érythrocyte. D'autre pE.rt, nol.J.S notor~s qtle la 

substance Le b ne résulte pas de l'action hypothétique d'un gène Le b mais 

de l'interaction du gène Le, synthétisant la ::;ubstance Le a, et du gène H. 

La présronce des deux fucoses ereffés par les gènes précédents sur la etai­

ne polysaccbarifique donne la spécificité Le b. Ceci est résumé dm1s le 

tableau XXV(!!• 62 )d'après viA'i'XINS, 1966 (152)., 

Il - LA RELA'riON 1 GENE--;;> 1 ENZll<IE DANS LA BIOSYNTIIESE DES SUBSTAt'JCES 
~=====~~=====-===~~========~~================================== 

DE GROUPE SANGUIN 
===========--== 

Les glycosyltransf6raoes sont des systèmes multienzymati­

ques cataly::Jant la biosynthè~se des chaînes olieosaccharidiques des glyco­

protéines ou des glycolipides. On les trouve soit dana les secrétions : 

colostrum, lait,(KOJWl'A _!Ù al., 1968 (154)]/Joit dans les tissus : foie, 

SCIIACETER et al., 1970 (155), les glandes sous-maxillains,G'1c GUDlE, 1970 

(156) J la muqueuse géwtrique et intestinale. Ces enzymes sont, s;i t aoso­

ciées aux membranes intracellulaires frscHACH'l'En et al., 1970 (157)et 

Mc GUIIlli, 1970 (158)] ou sont solubles comrr.e celles du lait ou du colos­

trum. L'étude des glyco8yltransférases solubles du lait et celles liées 

1' 
! ' 
.1 

' 

., 

j: 
1 

'· 
1 



~L'A!.lLEAU XXY 

iU\tAnol'l~ ,. 
~ GETI:~TIQDES FO~;JilliE8 D!Jm LA BIOS11iTII8SE DES Sl.'TIS'l'J.J~CES, A, 13, 

H E~ LF.:H.s (_n'AIRES. lvA'IKllJ S, 1966) ( 153) 

SUTISTANCE 

~CURSF~ 
subotunce ~ substance Précurseur 

~, .. 
ou 

uu 

subst, H eubst, ·aubst, 

r-r~~r· '[ ·~i ·{ 
~~~~~~ subst.B subst',lt subst, 1uh3t, 
H .. ,, (+ll+l..c'· (+I.e• \ Le,• te•. 

t.. +Le•) +Le') 
1 1 

j'Pt • t 
~~tf .\UIJ( 1-) ADH(-'-) AllH(-) 

t. teur I.e•(+) I.e:•(+) Le•(+) 
•n1. '-"'(+) I.e•(-) J..:•(-1 

Q~t>'Pe 
tt, Alli!(+) 

l.<:(a·· b+) 
.\DH(+) 

Lc(a;.t.-1 
,\011(-) 

l..e(:>i·b-1 

Il 
uu 

ou 
uu 

subst, 

''FBO '"f., 
subst, subat, 
Pree, Pree, 

1 • 
1 1 
t t 

ADH(;-) AUH(-) 
Le•(-) I.e•(-) 
I.e•(-) Le•(-) 

AUII(-) 
Lc(a-11-) 

Al.lll(+)· 
l..e(&-b-) 

[A 

subst.~ 
(-I·H) 

l 

Jubst, H 

t· 
.subat.B 

(+Il) 

y 
AIJH(+) 
I..e•(-1 
I.e•(-) 

Alli!(+) 
I.c:(&:-b-) 

r 
1ubst,lt 

J 

G2 



.. 
aux merr:branos des glandes r.ous-nt.::xj llaires hunaines et ùe porc (Mc GUIHE, 

1970 (159) ; ZTDEmTAN ~t al., 1967 (160) ; C1~RI.c-JON, 19'70 (lG1) ont pemis 

de confimer l'hypothèse de.'vlA'rKms et ~mR~l.Jr, 19~9 (162) concer:r1<.tnt 1~ 

rôle de elycos,yl transférases spécifiques dans la bio~yn thèse des substances 

de groupes sanguinso 

Ainsi le gène Ler;;is s 1 exprime par 1' intermédiaire dr une 

fuco:::;yl tr:~nsférase, GHO.LUJA...l'l et al.o, 1969 (163) montrent que le l.s.it de 

ferr:mesLe a+ ou Le b+, po~cède une fucosyltransférase sp2cifique que lion 

ne trouve prts dans lf·s l!.ci ts des fcr!'lT~es Le u- ou Le b-. Le gène H contrôle 

la biosynthè8e d'une autre fucosyltrom:1férase ajoutant du L-Fuco:::e p.::tr 

une liai3on a (1, 2) sur le e-d.::.ctose terminal de la chaîne, h'ATKINS, 1966 

(164). 

I
l, 

'1 

1 

1 

1. 

l' 
1·; 

1!: 

Une N-Acétyl-Galactosruninyl tr3.llsférase déterminant la spé- !': 1 

cifici tü de groupe A a été trouv{e soit sous forme soluble : lait de fenJ!le ~. · 

KOBATA et aL, 19Ci3 (165), ou li6e aux mmb1·anos du réticulum endoplasmique i:' ., 

des glandes sous-m:1xillaires humaines, HF.tJm et al., 1968 (166). . 

L'activit8 de cette enz~~1e est plus marquée chez les indi­

vidus ùe gro~pe A
1 

que chez les individus de groupe A
2 

(SCliACHTER et al., 

1971 (l67)o 

- R<icemment, plusieurs glycos:y 1 transférases impliquées dans 

la syn tt2se des glycoprotéines solubles,. à ac ti vi té de grou.pes ~ane,1 . .üns, 

ont été d8montrées : une D-G&l.:J.ctosyl transf8rase isolée du lait de fenune 

(KODATA et GINS13UTI.G, 1970 (168)) confère l'activité B à des érythrocytes 

hun1ains orieineller,1ent 0 (PACUSZKA et KOSCifo~LAK, 1972 (169) o In vitro, les 

l 
1 

1 
1 

glycosyltransférases du sérum ou de la muqueuse gastro-intGstinale d 1 indi- i 

vidus de type A et B cor.trôle la synthèse de glycolipides A et B respective.1 

ment, à partir du lacto-N-fucopentnose Dio 

Une déficience enz~natique eut observée lorsqu'on traite 

la muqueuue d'un adéno·-carcinorne (STELLNER et liAKOKORI, 1973 (170)) o 
F 
1 
(· 

\ .. 
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C - F:;:LIA'.L'IŒï KSTAI?OLIQUE DES SU~3STA~fCES DE GROCPè:S SAl!GUii'~S 

Le tablt=:au XXVI (1). G5 )repré~;ente les stn.ctures proposées 

par HO!lGlllT et v!Al'XI~JS, 1969 (171) pour les chaines oli.:;osaccr.ar:idiques 

à spécificité A, B, H~ L2 a et Le b ainsi que les enzy:;.es i!11pliquée:3 ~ 

'.· 

1:; 

Le tnblc:m signale lA. présence C:.e 2 motifs. e.."l.tigt]niques i 

com:-::<lns à tou tes lns suLs tances : '1 

1 

'1 
! 1 

1 ~ 3 
type Gal~')GldTAc 

1 ~ 4 
type 2 Gal--;7'Glci'JAc 

i 
Le type 2 a été mis en évidence p[ r S'ELLlSR et o.l., 1973 1 • 

(172) Ùa!1s les glycolipides erythrocytaires d'ur. sujet de c;roupe o.r.a fixa-·. 
,, 

tion ù 1 1.Ul résjdu de fu.Gose par 1.Ule lio..ison o: (1,4) scr la N-Acétyl-D-Cluco-: ~ 
samine conférant 1 1 ac ti vi té Le, n 1 est p.::.s possible sur les n:otifs de type 2,: 

corr:!!'le c 1 est le cas duns les glycoprotéines du kyste de l'ov~.ire,[';!A'I'KINS, 

1')6G (173~ qui possr.x!.ent les motifs 1 et 2. Le motif 1 est égaler.1ent plus 
\ 

abor.dnnt d~1n~ les olieosaccl:.arides des milieux de secr~tion. Les chaînes 

de type 2 n'ont donc pas de S}Jf:cificité sérologiqueo i: 
;1 

Le tableau XXVII(p~66\ri'après \'!ATKINS, 1966 (174) r6s1.1JUe eni: 
')" i 

foncti01: du g0notype de l'individu l'élaooration dessubst<.'.rtces de groupes 

sanguins à partir du prôcurseur commun, de type 1 ou 2~ 

Il faut signaler que les antit):·nes de groupe Séùlguin Levris 

des érythrocytes proviennent du plasma sanguin et ne sont pas synthétisés 

in si tu (r.;,iiŒLA et NAIŒLK, 1956 (176). Ces antigènes étaient des glycopro­

teines - pensait-on - mais, récemment M.A.RCUS et CASS, 1969 (177) ont montré 

que les merr.branes é1~ttrocytaires captaient des antigènes Lewis de nature 

glycolipidiqueprovenant des lipoprotéines sériqueso 

L'érythroblaste ne synthétise que des substances à activité 

A, B, ou H et l'érythrocyte n'acquiert la sp~cificité Le a ou Le b qu'après 

le contact avec le sérum. Celui-ci présente cette spécificité grâce aux 

cellules rruqueuses capables de synthétiser en grosses que.nti tés des substan­

ces à. activité A, B, H, Le a, Le b de nature glycolipi::lique ou glycoprotéi­

niqut-. 



~O~ri" ~ 
'-U.:J G.:.~]~'riQUI~ DB LA !3IQ0-:,.'1/i.'illi:3E DE3 STEUC'fUiiES AVEC ŒJE S?.SCU'ICITJ~ 

G~ODFE A, B, H, Le a, et Le b(D' A~P.ES r~GFG.\N ET vJATKlllS, 1969) 

Chain· 
Gene Enzyme product ending 

in pre· 
cur;or 

Type 1 
Type 2 

H a-t-Fucosyl- Type 1 
transfera~e (1) 

Type 2 

lA a-t-Fucosyl- Type 1. 

tran,fcrase (2) 

Type 2 

- H and a-L-Fucosyltrans- Type 1 
Le fera ses (1) and (2) 

'l'ype 2 

Structure Sero­
logie;,! 
spccificity 

/i'-Gai-{1-3)-GNAc­
,8-Ga1-(l-+4)-GNAc- Type XIV 

P-Gal-(1--.3)-GNAc- H 
t 1, 2 

a-Fuc 
,8-Gal-(1--+4)-GNAc- H 

t 1, 2 
a-Fuc 

P-Gal-(1-3)-GNAc-· Le• 
t(,4 

a-Fuc 
/1-Gal-(1--+4)-GNAc- Type XIV 

/1-Gal-(1 -.3)-GNAc- Leb 

t 1, 2 t 1, 4 
a-Fuc a-Fuc 
P-Ga1-(1-+4)-GNAc-- JI 

t(, 2 
a-Fuc 

H and a-L-Fucosyl!rans- \ Type 1 a-Ga1NAc-(l --•3)-P-Gal-(1· .. 3)-GNAc- A 

A fe rase (1) and '· t 1, 2 
a-N-acetyl6alactos- • a-Fuc 
aminyltransfcrase Type: 2 a-Ga!NAc-(1-+3)-/1-Ga1-(l-+4)-GNAc- A 

H and a-L-Fucosyltrans· Type 1 
· B fcrasc (1) and a-o­

gal act os y 1 trlnsferase 
Type 2 

tt. 2 
a-Fuc 

a-Gal-(1-+3)·fJ-Ga1-(1-3)-GNAc- B 
. t 1, 2 

a-Fuc 
a-Ga1-(1-+3J-/1-Gal-(l-+4)-GNAc- B 

t 1, 2 
a-Fuc 
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TABI.EAU XXVII .. 

SCiili?·:A DE LA :B'lLIATIOtl H~'i'ABOLlQlJE D-r;;s S1.JTJS7fh<CES DE GrrOriPE 

SA.:;GUllJ ~ 1 Arm;s \vA'f.tGiiS, 1966 )(175) 

PRECURSEUR 

~··l ~l.l } 1 G•l-G:-!At-Go.l· 
fi•·• {lt,) 

2(tl) Gal- G:-IA<-+ G&l· 

gène~ ~,Se,t.e 
C•l ~CNAc~ Go.!·} Gal~ G~At ~Gal·} 

(H) t" r,a (Le') f,, '·' t" 1,4 
fue Fuc Fuc 

~ r,4 ~ r,J g~ne · ~ •·• flr,J 
C•l-cSAt-G•l· Le G•I--+G:<At-Gal· 

(Il) fœ 1,2 (Il) !·' 1,1 

·~ ·~ 

gllne 
A 

Gal- G=-'At-+ C•l· 
(Le•) t~ •.• 

Fut gène 
~ 1.4 (Ir,) A 

(TH• XIV) G•l- GSAt- G•l· . 

{Il,) fit,) } 

Cai:<At ~ G•l ~ GSAe ~ G•l·} GaiS At~ G•l ~~CNAc~ G•l·f 
(A) !" 1,2 (A) l''·' 1~ q 

Fut (_.) I'uc Fuc (~'t) 

œr) {114 (Ir,) ~1.) {11,4 {Ir.) 
GaiS Ac_.:.. Gal~ CNAc- G•l· G•IN.\c- G>l- c:-:,\c- G•l·J 

(A) 1> r,z (A) l''·' 
Fuc \ l'uc 

Lea t.._ c"Œ.tnes du ~e 2 n'ont pas de spécificité s0rologique 
0 

~ forn:.ule correspondant à la substance B s'obtient en substituant la 

tt .. ~ ' 
qcetylgnlactosa~ine rnr le gnlactose. 
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T R A V A U X P E R S 0 N N E L S 

A - MAT1-:Hil~L ET I1I:'l'HODES 

l - FRAC'I.'IOKNEi·ŒNT DES UEŒNES 
======-=-==:::=-:.=...:.======:~.-:-:===== 

10 litres, 20 litrE·s, 20 litres de l'urine de sujets 

masculins appartemmt respectiver:tent au eroupe sanguin 0 Le a se, 0 Le b 

Se, A Le b Se ont été frnctionn.€s selon le proc.:Jdé de S'l'RECKER ~t_ alo, 

1970 (178) décrit par la figure 8 (Po68). 

1 - Collection des urines 

Les urines, recueillies sur un mélanee de chlorofonr,e et de 

tolu?:)ne ( 1 : 1) sont entreposés pendant 24 h à ln te1r.p6ra ture de + 4QC, afin 
\ 

de provoqt1er 1~ sédimentation d'un certain nombre de substances minérales 

peu solubles. Elles sont ensuite filtrées. 

2 - DC:rnin{ralisaticn sur échanecurs d 1 ions (1·1éthoèe de I10NTREUIL et ----·------------------------------------ -- -- - - ------
§Cf:I_l3f;;;l'f ,_l9~2 _( J.J§:X· L 

L'étude chror.mtoeraphique des oses nécessite un "dessalage" 

préalable de8 solutior..s, réalisé parpasr,;a.::;es successifs sur des color'...nes 

de résines échaneew.>es de cations (Dowex 50, "mesh" 25-50 ; forme H+) et 

d'anions (Dualite A-40 ;"mesh" 25-50 ; forme formiate). Ce rr.ode opératoire 

Permet en outre un fractionnement des dérivés glucidiques en composés 

"neutres (oses,acétyl-osamines, polyols, lactones), "basiques" (osrunines) 

et "acides'' {acides uraniques, acides sialiques). Avant leur err.ploi, les 

écha.ngeurs.d'ions sont traités selon le mode opératoire préconisé par 

COliN, 1957 (179). 
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2!-in·r~ 

Do~o:ex 50 x 8, "ncsh" 25-50, H+ 

t 
D8acidi te A 102 D "mD.sh" 25-50} formiate 

~ 
Cbarton-C.)li te 

Ethanol 3,5 Po 100 

;.>- Ethanol 7, 5 P~ 100 

~ EthDnol 50 p9 100 
\ 

tAldopcn toses 
Aldohcxoses, Urée 
DüJ::J.ccharides à pentoses 

~
"ucose 

N -Acé ty losruninen 
Cétoses 
Jac tose, Saccharose 

{Olicosaccharides neutres 
"ln = 2 à 10 

fsialosides 
lQlicosaccharides neutres supérieurs 

Procédé rapide de fractionnement des oligosaccharioes urinaireso 
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3 - Fr;lct:ior.n8r:-.en t sur charbon 

La solution effluente, concentrée à un cinquième de son 

volune initial est ajustée h pH 6 par l 1 acide ac~tique. Elle est ensuite 

fro.ctionné:c sur Ulle col01-:.ne è!.c charbon-céli te pr·é:rr~rGe selon le procédé 

de \'liiiSTLJ;:R et DUl\30, 1950 ( 180). 

Le cbarbon (ACTIVIT X 100) ost tout d'abord traité par ECl 

pur de manière à le désactiver p:1rtielle:nent et à élir:.ber les impuretés 

(ior,s rrinéraux et substances orga.nique:s). Il est em:ui te filtré sotls vide 

sur BUCHNER et soigncuse::-,el'lt rincé par de l'eau distillÉe. Ce lavA.ge est 

extr~!'lerr,ent ir:·portx1t, co.r la mob.drc trace d'acide chlorhydrique risque, 

au rr.o;;;cn t de la concentra tien à sic ci té des effluents glucidiquee, de condui­

re à des réactions de destruction ou de trunsosidation des sucres (SPIK et_ 

~, 1969 ( 181). La fonr.2 ti on de grumeaux de charbon provoque en pD.rticu.lier 

- la rétention de l'acide chlorhydrique. Le charton, lavé une pre!::ière fois, 

sera donc séché à plat sur une feuille de papier fil tl'e, puis écrnsé de r.J.a­

ni(~ro à éliminer ces gr;;mcaux. Il sera ensui te rel.~.vé aboné\.s:mr.cnt et séc!lé 

plusieurs fois de sui te. Enfin, les particules trop fines de char1,on qui 
\ 

rüoquent d 1 e:n:r.'Scher un écouler:ent norr..al des color.:nes sont éliininées par 

Ù.E~cuntatior"s succosDives. La Colite est égaler:lent tr,ütée par l'acide chlo-

l'hydrique pur, puis lavée comme le charbon. 

Les colonnes sont mont8es en mélange.:mt des volumes égaux de 

su:::.~pensior"sdecharbonet de C8lite. Les solutions glucidiques peuvent alors 

être fractionnées sur ces colonnes : 1 g de sucres totaux pour 100 ~1 de 

charbon-CélitG. La concentration en sucre ne doit pas dépasser 2 à 5 p. 100. 

Les glucides sont alors dé-sorbés par le po.ss~;.ee d'eau dis tillée (monosaccha­

rides) et d' éU,anol de concentration croissante. 

4 - Analyse des fractions obtenues 
------------------------------

Le fractionnenent sur colonne de charbon-Célite pennet de 

séparer les sucres de l'urine en 3 groupes è.on t l'analyse chrona tographique 

est fucile~ent interprétable. 
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Lo. fro.ction à 7, 5 p. lOO è 1 étL::nol prCscnto des vo.riu.tions 

sic-ni fi ca tives de corr,po:;i ti.on en olj gosnçcharideFJ d. 'un inè.ividu à l'an tl'~., . 
. Ces diff6rcnces sont lic':es en pm·ticulier à lr.t nature du t;rou:pe Silll[}tin., 

No Je re in té rê t s'est clone porté, en particulier, sur ces frac ti ons. Nous avorw! 

i:Jolé par chrom2to1.;raptie ou électrophorèse prépo.rative s11r pGpier les oligo-i 

succharicles intéréss!illtso 

a - Chrn!'Tl'ltOf>TfJ.n'cie prr5nrŒcctive ------- ~-----

L'i:::JolenJcnt de faibles quLmtités de sucres 

peut être effectur~e ù l'aide è.e la chrcmatoeraphie pr8parative sur prtpier .. 

A cet effet, la solu tian glucidic1ue (300 à 500 .J-ll) est déposée en un trait 

continu sur une feuille de papier l'lhatrr.an nQ 3. Après passage du solv.snt, 

des b.'lnùes la t(rales sont découp{cs, afin de loœliser, pEtr rév8b ti on spéci- · 

fique, les différentes subshmces. La "laneuette" centro.le correspond.ante 

est élu6e 10 à 12 heures par do l'eau bidi:"Jtillée suivant le procédé de Dl~N'r, 

1933 (182). 5 à 15 mg peuvent aim:;i être isolr5s pror chromatocraJTt'Ieo Les solu­

tions d'élution sont purifiées sur une rr.icro-colonne do charbon-Célite. Les 

oligo::;c.ccb:ridos sont dr'iplacés por une solution aqueuse d'éthanol à 50 p. lOO 

\ 

a - Systèrr.e solvcnt de PAR'l'RillGE, 1948 

(183) n -butanol 4 - acide acétique 1 -eo.u : 5 (v : v : v). 

~ - Syston;e solwmt de FISiffiR et Nl~T.f~, 

1955 (124) acétate d'éthyle : 5 - pyridine : 5 - acide acétique : 1 - eau : 3, 

(v : v : v). 
a

2 
- Rr~véla tions 

a- Réactif à l'oxalate d'aniline de 

PARTRIDGE, 1950 (let). 

~ - Réactif au chlorure de triphényltétra-

~lium de TftEVELYAN 8tlll• 1 1950 (185) • 

TIŒVELYAN .Qi_.2,9ll. 1950 (186). 
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Des ol:i c;osncchLridos ont éto égalerr,cn t pr1Spar6s 

r.ar les tcclcniques éloctrophorétiquo~>, dans u.nc cuve d 1.oloctrophor8se "en 

toit". Le d6pôt de ln f..;Olution glucidique se 1\:t t à 10 cm è.u bord de la 

feuille de papier vlho.t:nan nQ 3. 

t
1 

- J'.".c"ro~ utilL:cSs 

a - T.'l!'1J'On bor::t ~- à 1 p~ 100 de 

tütmborate de sodium (pH 9,2)~ 

~ - T:..ur.fJOU de IGCiiL, 1951 (187) 

de pH 3,9-IJyricline/acide acétique/eau (3 10 487). 

t
2 

Mxjl..<Jtio.rill_ 

Les révélations ont été effectuoes 

avec le réo.c tif à l' oxo.la te d 1 mliline de P ARTH.IDGE, 1950 ( 188) o 

ll - ETUDE DE L'l. STftUCTUIŒ DES OLIGOSACCHJilliDES IGOLES 

a - 2_:)1"1nosi ti on cen tPsj.mr: le 

L'utilisation des procédés calorimétriques classiques 

a permis do déterminer la composition centési!T'ale en chacun des types fonda­

r.,enbux de glucides qui constituent les oligosaccha.rides isolés. 

a
1 

- pof;n.ge de§_?\onof~acchr.ride~:: neutres 

Les monosncch-:œides neutres ont été dosés 

par ln méthode à 1 1 orcinol sulfurique de TILŒ.ANS .et PHILIPPI, 1928 ( 189) 

mocJifiée par RTIUNGTON, 1931 (190) selon le protocole de HON'rREUIL et SPTIC, 

1968 (191). 
,. 

a
2 

- Dosap;e des addes uronir,ues par la méthode 

au carbazol de DISCHE, 1947 (192) selor. le protocole de I·mN1.'REUIL et SPTIC, 

1968 (193). 
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a
3 

- ...l?')<:"~'.E'.2-.2S.:.:L !loxn~::.;:2!l2.2. pç,r la mrStJ:-.ode 

d 'ELSON et I.jü!{C/._:'l mod.ifit~e (Proct:d? do ESLCHE:?, §.i..eL, 1954 (194) après 

h:yèrolyse elu pclys~i.cct:lridc par HCl 4 N .pend1mt 4 h à lOOQC. 

a
4 

- Dop.;:·<~e <12~ir1ec; ::.~inlioue.2_ 

Les acides sialiqu es or. t été d o:;és p.2r la 

mJtLoèe à la diphénylarninc de v;Emil::R et ODIN, 1952 (195)o 

Les bexoses sont libérés :r:c.r une hydrolyse 

ch lorhydriq1.1.e : 2 à 5 mg d 1 olico:: .. I.!Ccharides sont dissous dar.s 2 ml cl 1 acide 

chlorhydrique 1,5 :r-i et la solution ed port~e à lOOQC dur8lt 1,5 heureo Les 

h:y<1ro1ysats sont ensuite dilués à ur~e norrr:alité d'environ 0,1 Net purifiés 

p.1.r pc ssace uur une color.ne cl' échœ:zeur d'anion (Déacidi te A-102 D ; "mesh" 

25-50 ; forme foi'IY.iate : 2 cu x 15 cm). Le liquide effluod est conceutré 

à siccit6 sous pression r{duiteo 

\ 

h0xoces 

Le résidu sec des hyclro1ysn.ts chlorhydriques 

est repris par 0,1 à 0,2 ml d'eau bidistillée et sotm,is à l'analyse cr~·o~ato­

eraphique dans le systèn:c-solvant de FISCilliR et I:TŒEL, 1955 (196) acétate 

d'éthyle-pyridine-acide acétique-eau (5 : 5 : 1 : 3)(v: v : v: v). 

Les rapports molaires des oses neutres out 

été déterminés selon le procédé de P.UGUES et JEASLOZ, 1964 (197) : des carrés 

de papier de 5 cm de c8té, encadrant les taches de glucides(révélés par le 

r8actif au phtalate d'aniline) sont découpés et élués par tme solution 

d'éthanol à 20 p. lOO.d'acid.e chlorhydrique 0,1 N, pendant 4 heures et l'ab­

sorbance des solutions est mesurée à 390 nm (DATE, 1958 (198) et HÔN'l'REUIL 

~t al_o, 1968 (199)). Sur chaque chrorw.tograrrune sont déposées latéralement .1 

dos quantités connues et crcissantes de solutions è.e sucres témoins : 
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(50, 100, 150 et 200 fg) dont l' élution con.:_\tituo une gDll!lLC ét.:üor,. Les 

valeurs sont lucs contre un t(5moin .obteriù. en éluc,nt un c~rré de p~ipier . 

révélé, rnu.is ne rcnferr.,ant pu.s de t;lucido:~. J,n précisjon du proctid8 ntteint 

1 p. 100,. 

L' étucle de ln séquence des os,o;s implique : 

• l'id er. tifica tion du mono:::o.cchnride tem.inal rédu.cteur 

• les hydrolyses acide et alcaline ménPc~es 

• la pcnnéthylation de l'oli~osaccharide. 

a - Irlcntific~tion c1c l'ose terr::in"l r(rlucteu.r: 

Le f,'lucide tem.inal réducteur des oligosc:1.ccharidcs 

1 
1 

.... 

i· 
i 

1. 

a été iclentifié en déterrninant les compozi tions r::olaircs avant et après ré- l: 

d1..<ction p2.r la borohyclrure de sodium. Le protocole expérimental est le sui-

vant : 

A 2 à 5 mg d 1 oligos~ccharjde, er. solution dans 5 ml: 

' d'eau bidistill<:Se, sont ajoutés à 5 ml de solution aqucuce èe borohydrure de 

sodiu.11 à 0,5 p. 100. L'action dt.: borchydrure de sodium est prolor:g6e 15 

heures à+ 4<?C •. La réaction est alors arrêtée en d0compœant le borohydrure 

en excès par quelques gouttes d 1acide acétique. La solution est erisuite 

purifiée par déminéralisa ti on sur échD.I1gcur de cations (DoTtrex 50 x 8 ; 

"mesh" 25-50 ; forme acide ; 2 x 15 cm). La solution effluente est 8vaporée 

à siccité et le résidu est repris plusie"l~rs fois, de rr.rJJière à distiller 

l'acide borique sous fonne de borate de méthyle. La composition molaire de 

l'olicocaccharide r6duit alor:1 détenninée selon le procédé décrit précédem­

ment et le glucide réducteur identifié par différenceo 

b - Hyclrolyse partielle 

L1hyclrolyse p:1rtiolle des olie;osaccharides a été 
1 

effectuée par l'action de H
2
so

4 
0,5 N à lOOQC, pendant 15 minutes. Les so1u-l 

tions ont été déminüra1isées par pnssage sur colonne d 1 ôchangeurs d 1 émions 

(Dualite A-40, "mesh"25-50, forme formiate) puis analysées dans lfl système 

solvant de FISCI-IT·~R et NBJ3EL, 1955 (200 )-acétate d 1 éthyle/ pyridine/ acide acé-

b tique/ eau ( 5 : 5 : 1 : 3) (v : v : v : v), 
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L1 utude de la structu.re des o::::cs dcrr,2nde la pr8paration: 

d 1 un grand nomtre d 1 olic;o'~~1ccharides de petite ma3:::e moléculaire dont nous 

pouvons co:r.p&rer le comporte:rtf.m t ct.romatographique ~::tvec celui de sucres de 

structure connDe. Ces oli(So~accharides peuvent êlre obtenus par hydroly::;e 

u.cide rr.énag~e, m~tis aussi par l'action d'un acent alcalin dilué. Ce èernier 
1 

! 
! 

1Jl'OC0tlé permet contraircrccnt au précédent 1 1 isolement d 1 oligosaccharides à 

fucoé.lo ou à acide :=daliquo., j· 
Le rr::~ch::misme de ln dégrad<:: tion alcaline des chaines 

oUp;œa.ccharidiqnec3 a été 8 tabli pEtr '•llliS'rLER et DF.:ZILIER, 1958 ( 201 ) , 

BHLOU, 1954 (202). Les chaînes sont dcfgretclées d'une façon récurrente, de 

1 1 extr~ui té teminale rc]ductl'ico,. résidu après résidu, jusqu 1 à ce qu 1 une 

liaison stable soit atteinte (pr6::;ence d. 1une osardne en position 1,4 ; 

1 

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 très labile) .. ,, 
,· 

Une osomine en po si ti on terr.linr:le récluc triee est mise 

er. évidence avec le rl~actif d'Ehrlich (présence d'un chromogèr.e de KUITIIT) 

après traiterront p~1r un agent alcalin dilué. U.ne rénctior.. négç,tive est obte­

n<.:.e en pr0scnce d'un sucre aminé, en position 1,4o 

On ajoute à 500 cg de 1 1 0li[SOSaccharide lyophilisé 

5CO fl de NaOE 1 N. La dégrndation s'effectue à 20QC pendant 16 h. Les 

produits obtenus sont purifiés par pao:::et,ze sur une color.ne de Dowex 50 x 8, 

"mesh" 25-50, fom,e u+ 

d - Pc mc~ t_bx.lPcj;ion _d,!3.<LQ.l_:lJ;:.Q.;:_R.cct1~tride_!i 
dl - ProtocolG e"<P'~r:imentrJ.l 
Les oligosaccr.ariclcs sont méthylés selon le procodé dE, 

FOùHHET, 1973 (202-x·) qui comprend un cycle selon la méthode de KU1H~'- B.AER et ; 

GAt'HE, :l956 (202·lH<·) à la diméthylfo:rmamide, iodure de rr.ôthyle, oxyde d'argent : 

con:plétéopar deux cycles de méthyla tion su.ivant la tec:tniqu.e d 'HMOKORI, 1964 

• • 
(203) dans le ,DMSO. A une solution de 4 mg d 1 oligosaccharide dans 3 ml 

de Drt.FA on ajoute, par petites fractions échelonnées su.r 30 mn, 0,5 ml 
1 

d'iodure de méthyle et 0,5 g d'oxyde d'argento Le mélange, maintenu à 1 1obscu: 

rité, est agité pendant 24 h à 20Q. On ajoute alors 0,25 ml d'iodure de 

méthyle et 250 mg d 1 oxyde d 1 arr;ent et on agite encore pondant 8 h. Puis le 

b--. ..... -*~D~ESO : dim_6thylsulfoxydeo 
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mélane-e est nHré et l 1 insolul.Jle est lavé plusicm·s foL> uvee du chlora­

force. Le fil tmt est nbMclonné à + 4Q pend::tnt 24 h pœr pdcipiter les sels , 
1 

d'argent colloïd&U..'X et les forrr~yl-r:i(rivés qui crisblli::ent et qui sont. ! . . 
·éliminés p::œ filtration, il est cns,_;ite lavé 3 fois avec de l'etlU distilhe, i 

séché sur sulfate de soèium anhydre et évaporé à siccité soc.ës pression r8dui· 1 

Le r8sidu ro:pris pt:::.r 0,5 ml de DVSO e.:.;t aè.ditior.né à h 

solutior. de ùimc'Jthyl:::ulfinyl carb:.mion forrné en nélu.r,geF .. "lt SO me d'hydrure. 
1 

de socliu.:n à 5 ml de t1-l30. I~e tout est a~ité 6 h sous un lent courant d 1azote.l 

Pt;.is 1 ml d 1 iodure cle mdhyle est ajouté et le mélange o~.Jt agité toute la 

nuito 

1 
1 

1 
1 

! 
La réac ti on eG t nr rê t~e en c..ddi tio:r..nc.n t 10 ml d' eau distilléE' 

au méb.nge et les olicosQcchnridés sont oz traits pr:~r 5 fois 5 ml de chlorofoj 

me. Le:J prwse chlorofomiques sont lav~es pn.r 3 fois 10 rr.l à.e thiosulfate de 

sodium, sûct6es sur sulfate cle soditun anhydre et évaporée::; à siccité sous 

pression r8duiteo 

d
2 

- Con trô lG de h 1)üt'!'::6 th;y_}.~) tio:fl 

'. Les oliG"o::acctarides permôthylés sont cr.romr~-

tographiés GUr plAques de couche mince de silicagel G (30 g cle silicngel pom 

60 ml d'eau, plaque de 4 x 10 err.). Le développement est effectué clans le 

systèrr.c-solvant chlorofom.e-métha!1ol (9 : 1). Les olicosnccharides sont révé-

lés par pulvérisation d'une solution à 5 p. 100 d'acide sulfurique dans 

l'eau diGtillée et chnuffnge 5 minutes à 120Qo 

Les olicsosacch.:.rides méthylés ne 

;, 

i 

1 

t , , " 1 

conterllint que des mo~osacch~rides neutres son methanolyses par 1 ml de mélar. 

ge méthanol/acide chlorhydrique N à 802 pen(iant 24 h. Le rr.éthanolysat est 

séché sous un lent courant d'azote. 
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Ces olieocaccho.rides sont hyèroly:Jés 

p:lr de 1 'acide chlorhydrique 4 N à lOOQ pcnùant 4 h. L' o.cide chlorhydrique 

est él:Lrniné par codistillr.tion avec l'éthanol à l'évaporateur rotatif., 

d4 - F1·nct_io~nt c~lec trQIJhon5tJQll§~S tyrlroly_gnts 
FOUmfET ~.L . .-:1• 1973 (203-l<·) 

=-------Les hydroly~ats sont soumis à une électrophorèse · 

Pl'l~parative svr ptlpier réa1is(~e dans les conditions expr':rinentales suivantes 

cuve élcctrophor(5Urlue en toit ; papier vrha t:nan 3 EI~ ; t:=unpon de HIC HL, 1951 ; 

(20~-) de pH 3,9 (pyridine/acide acétique/eau 3 : 10 : 487) ; 7 V/cm pendant 

15 ho La révélation p&.r le réactif à 1' oxala tc d 1 aniline de PAHTEISGi~, 1950 

(205) et par le réactif à la ninh~rrlrine pcnnet de localiser la .:!:.:.:.. _1•; "b-'l._§jqt1.n: 
des 0-ri~thyl-osrunin<~s et la br, noe "nentre" dos monosaccharides no·; ~res m8thy-· 

luso Ces deux fractions sont élur':os selon la méthode de m~î\T, 1933 (206) par ': 

de l'eau dbtillée additionn{e de quelque:J gouttes d'acide acétique et les 

élua ts sont évé~por<3s à siccité dans un évapora te ur rota tif pris en excicca­

teur. 

\ 

d
5 

- I(~entifü~f:ltion des O--mr3thyl-os,qrri.Yl8S 

Le mulange des dorivés méthylés des osa~ines est 

soumis directement à l'analyse chromatocraphique selon le mode opératoire 

décrit ci-dessous 

0,1 mg des composôs de la bande électrophorétique 

"basique" sont dü.J.sous dans lOO fl de :pyridine anhydre que l'on o.dditionne de 

50 fl d'hexamdhyldisilazane et de 50 fl de triméthylchorosilaneo Le mélanee 

est a~ité très énereiquernent pendant 15 minutes puis séché sous courant 

d'azote. Le résidu est repris par 1 ml d'heptane et la solution obtenue est 

centrifueée. Le surnageant ent séché sous courant d'azoteo Le rés1~u sec est 

repris pr.r 60 ~tl d'heptane et 1 fl de solution e~t soumis à la chromatographit 

en pEase gazeuse dans les conditions expérimentales suivantes : chromatogra­

Phe Acroeraph 1 200 muni d'un détecteur à 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 ; terr.pérature 

120Q. 
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I,e:.:; méthyl ~:.:lycooi<lc;s dr)s éthers m8thyliques des mo­

nof:acch~·,ri,ies neutres oètcnus pc.r mothanolyse des olic;osacchariclcs perrnüthy-

lés ou p;::,r rn,: thyl e-lycc:'lila tion des t)thers mdhyliques de la bande éloctro­

phorétique "neutre" sont iclor .. tifiés, par une chromatographie en phD::;e ce.zeu:::;E 

rôalisée dar:s le:J conditions ouiva.ntes : chromatoc;r:1phe Aerograph 1 200 ; 

colorme de vGrec 0,3 x 300 cm, rer..plie de ch1·omo0orb vl ("mesh" 60-80) conte-:­

llant 3 % en poids de Carbm...ax 6 000 ; débit du gaz vectc'.lr (azote) : 20 mJ/rru 

te:npérature 170QC., 

lli - E'l'UJ:;E m:.~r_r;:ccnTIHQT;E DSS OLIC03ACCHAHIDES 
=========-==--=-=-==:-::====-==--_:.::~-:-:=:::..-===·~·-===-=-=====·-==:.=:=-== 

- Activit~ A, B et H ------------------

\ 

Les antisurums st;.iva.nts ont été utilisés 

o anti A htmdn, titre hc.bituel 128 

. o an ti B humain, titre habituel 64 

.. an ti H elu sérv.m d 1 o.nguille, titre habituel 32 

Il est tou te fois nGcossaj_re de vérifier les ti tres 

des antis6rur:1s afin de sto.nclardi::;or les procéclr]s d 1 étude irœnunochi:nique des 

oligosaccharicles~ A cet effet, on r6alise 1 1 expérience suivante : 

tés de 1 à 10 

On diapose une série de 10 tubes à hémolyse, numéro-

.. 1er tube 

.. 2è tube 

50 rl de sérum anti A 

50 fl de s6rum anti A + 50 ml de sérum 

physiologique 

o 3è au lOè tube : 50 fl de sérum physiologique 

Après légère ngitation, 50 fl du tube 2 sont ajoutés:· 

au tube 3. Celui-ci est agité et 50 rl sont alors déposés dans le tube 4 .. 

==========~========~=~=========================~======~===========~===~===-_; 

(-*) Not;.s re1r.ercions Monsieur B. FOUR.\ET pour les témoins des éthers méthyli­
ques des monosaccharides qu 1 il a bien voulu nov.s fournir. 
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Cdt;e ma~üpuL.lion ezt rc~péVe jusqu'au 108 tubo. On olJtient alors les 

dilutions 

1 - 1 
2 

1 1 
4 •••••••••••••••••••• 512 
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A ctacun ùe css tu "Los on ajou te alors 50 tü d 1 une suspension d 1 h{:,n'c:i.es A, 

p:céab.ble:nent b•r-'en dans le sch•um physiolozique, et à la concc:r\Tation de. 

3 p. 100. 1~..-:; dilutions des antisérum3 deviornent alor3 : 

1 
2 

1 
4 

Après 10 mn de contact à 20QC, les tubes sont cen trif<1g6s pendant 2 mn à 

2.0CO tours/mbute. Le degré d'agglutin<::.tion est alors lu en re:rcettant en 

suspc::wion lE:s cl/.lots d'hémtics. Une a~::;zlutin<.:.Uon franche est C<iractüris8e 

. 1 

1 
p;:.r la flotte.ison d 1 un culot unique, not/e par 3 croix ( +t+). Lor2que la dilu ': 

tion e.u[;mente, les culots se fr,.tgnentent: fig. 9(?. co). Lorsc;.'J.e l 1fl[[lutina­

tion n'app:::..ro.ît plus, il e~Jt possible de dôfj_nir le titre qui est l'inverse 

de la dilu tioT\,_ c1e 1 1 ar. tisér"JJ!l à lo.quelle ne se produit plus d 1 aeglutiila ti on 

de:3 h./m~-l.ties. Le titre utili.sé dans la d6termination de l 1activitü de groupe 

san€,"Uin des oli,~o:::accharidcs e:;;t de 32. Dt-ms le cas d'un sérum w.üi A de 

titre 128, le titre 32 est obtenu en diluéillt 1 vohm.e de sérum avec 2 volu­

mes de sérum phydologique., 

On dispose 3 rangr.':es de 10 tubes à hC:molyse. Dans le 

ler tube de chaq~e ran~ée sont introduits 50 fl de solution de sérw~ physio­

loeique renfenrant 1,5 mg d'oligosaccharide. Dans le 2è tube de la 1ère ran­

gée, sont introduits 150 ~.ü de solution de sérum physiologique re~fennrnt 

4,5 mg d'oligosacchA.ride. Du 2à au lOo tube de la 1è:re rangée sont introduits 

150 fl de sérum physiologique. Les dilutions sont alors réalisées co~me 

1 1 indique la figure 9 (P• 80 )· On introdu.i t ensui te èarls ch&qtïe tube 50 fl 
d'antisérum respectivement A, B ou H, de titre 32. Après un repos à + 4QC 

de 4 heures or. ajoute dans chaque tute 50 (-ll d'une suspension d'hé:r.aties 
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lavr~cs (3 l~:i.V:l[;C~> dans le sr~p.H:l ph,;.;üolc5[;:i.que) à 3 p. 100. Apl·ès un contact 

de 10 mn, le3 tubes sont centrifugés (2.CCO tour·::/:ünute : 2 mn) et les 

lee tues sont fut tes comme pr<c·Jclo:r:.n:en to 

Ezc:-c:ple : L 1 é:JD;lu~i.nation dovü,nt nécative quand or: pc.sse elu tube 6 (2:) au 

tube 5 (-) qtli renfor:ne 92 t1g <1 1 oli.:;o:=;accharüle dnns 150 fl de solu·tion fina­

le. L'activité de l'oliGOLacch'lricle e::::t donc de GO cv/lOO fl de solutiono 

2 - n,.;tenninn. ti on d c 1 1 activité Le;;is a et Le 'iris b 

A 50 fl cl 1 une solution cl' oligo::J~cd . .cwicle (de concentration 

décroissante), on int;rodui t 150 ~~1 c1e ' J.. • Levris a ou Leiïis b (titre scrc;m an~~ 

16). Apr·ès un S(~jour de 2 heur·cs· à + 40.C, on ajoute à ch1lque tube 50 rl 
d'hbl!.i.ties à 10 p. lOO de groupe 0 (Le\ÜS a ou Leil'is b). Les tubes son-t; pla-

. ' 

j. 

c€s à + 49C pendant 1 heure, puis centrifugés 2 mn à 2.COO t/r.m et repbr.(;s 
1 

5 m..>1 à + 4QC. Les lee tures sont alo1·s effectu8es corrJTie préc0dc:'lr.'.ent .. '·· 

\ 

: . 
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50 - + + ++ +++ +++ 

: 1000 500 250 125 62 31 15 7 3 1,5 

Figure 9 

1~, 
~~:i.tion des tubes à hémolyses pour la détermination de l'activité A, ,. 

· B ou H d'un oligosa.ccharide. 

, ol 

i. 
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3 - R E S U 1 T A T S ----·- -- ·--- --·-·------ -----· . 

=··-:.:.:·::::.::-:-:=::::~:.:::-::--=·==-=--=:--==--=;:..;-=:.=:=--=-== 

Le proc,Sdo de fracLior!.!:e·Clcnt sur colomw de Cl".ç~rbon­

C~litc décrit dans ln. fi<;ure 8 (p. 68) per;.,et d'obtenir, de Lçon reproduc-

ti1ilc, des C<J.::.·tos chror!<tto:.;rt>.phiques des oligo8acch.:;.ridcs uriw.ires, co::-_se 

le 11 on tre la fig".lre 10 (p. f32 ) qui pcr:e,et de co:npnrer la corr.f03i tion en 

elucides de c.le~.:.x urines de sujets re.::; pcc tiver.cent de plL~r;otyp.ô)3 A, Se, Le 

et B, Se, Le. D:ln.S le ca3 rl'une sir:11Jle nna.lyse chromo.tographique des sucres 

urin:cire;s, le::.J échantillons urinaires sont de 2CC à 300 ml et les d.incnsions 

de la colo.!".n.e de ci:ari..lon-c(:li te sont de 2 x 10 cm. 

ser des colonn;s de c!v.:..rbon-C8lite de dinendons supérieurs (5 x 40 cm), 

qui sont alors élues p.:-.r des r;r:.J.dients de concentrations éths.noliques 

V!J.riables, c::;r,~r.e le montrent los fi1;ures 11, 12 et 13 (p. 23 à 85), qui 

illustrent los résultats o'ltenus à p•.rtir d'urineG de sujets respectiver.-,ent 

de :r;hénotypes 0, se, Le ; 0, Se, Le et A, Se, Le. 

lt - ISOLEm~;KT DES OLIGOSACCIILRIDES UlUNAillES 
=-=======~=-.:--=.:·:::=====::--========--==:..::._--::-:==::=-== 

1 - Urine de sujet 0, se, Le 
------------------------
Les urines ùe sujets non sécréteurs ne renfement q~e très peu 

d'oligosu.cchç,rid_es. Nous n'avons abordé l'étude que· d'un. seul constituu.nt 

indiqué par une flèche dans la figure 11 (p. 83 ) et qui a été isolé par 

chroma.tocraphie préparative dans le système-solvant acétate d' éthylo/pyridi· 

ne/acide acôtique/eau (5 : 5 : 1 : 3). 

i. 

., ,. 

i : 
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Q - . 
a~tes chromatographiques des oligosaccharides urinaires de sujets respective-
~ . . 

nt de phénotyp~s A, Se, Le et B, Se, Le. Système-solvant : n-butanol/acide 

'cétique/eau (4 : 1 : 5). Papier Whatman nQ 3. Durée de la .chromatographie : 
3 

jours. Révélation à l'oxalate d'aniline. Témoins latéraux : Lac : lactose 
c~ . 

: galactose, Man : mannose ; Fuc : fucose 

: .. 

i . 
,, 
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., 
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Gal 
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I'Jian ü 

Figure 11 

r u 

~1\cti . onnemen t sur color..ne de cbarbon-C éli te de 10 li tres d'urine d'un 

~Jet de phénotype 0, se, Le. Système-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/ 
~t ' 

de acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) ; papier Whatman n2 3 ; durée de la 

~atographie : 16 heures ; révélation à l'oxalate d'aniline. La flèche 

~~que la position de l'oligosaccharide caractéristique de cette urine.~ 
llon:bres supérieurs indiquent les concentrations d'éthanol. 
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... 

~Ctionnement sur colonne de charbon-Célite des oligo8accharides de 

litres d'urine d'un sujet de phénotype 0, Se, Le. Système-solvant : 

::tate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) ; papier 

~ n2 3 ; durée de la migration : 16 heures ; révélation à l'oxalate 

~· ~line. Les nombres supérieurs indiquent les concentrations d'éthanol. 

,,., 
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Figure 13 

) 
l'actionnement sur colonne de charbon-Céli te de 20 li tres d'urine d'un 

~jet de.phénotype A, Se, Le. Système-solvant: n-butanol/acide acétique/ 
~ . 

~~ (5 jours) ; papier Whatman nQ 3 ; révélation à l'oxalate d'aniline. 
~ a nombres supérieurs indiquent les concentrations d'éthanol. 
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2 - UrJ~e de su~ut 0, So, Le 

--------------~---------

I1cs urines ùe su.jets sr::cr.·~teu.rs renfE:r::o;:mt m1. con t.ro.ire un nof:-.bre 

tr()s élcv é d 1 ol izosacchr.riclo::; dont le Ln.: x moyon po'.Jr chacun d 1 et: tre B'.J.x e:.: t 

do l'ordre ùo 0,2 à 5 rng Ftl' litre. Los divërc.;çs fra.ctions éù::..::wliques or.t ~té 

zou:üc.;0s succFJ~3siver::en t à de3 c!'lrom:_d;ogr::tphies OlJ. cilectrorhorr::::;es prépurr~ tiv::;s 

dc.ns les sy~-; t;J~r:cs-solvt:.tnts ou tn:;1pons suivnnts 

- lor f>'t:t:!Uo::r':-:-~f:>'lt : cltror.w. togro.phie d;::ns le .systèi'!8 solv.'lnt 

ac~tate d'éth.Jlt:;/pyridine/aciJ.e acétique/eau (5: 5: 1: 3). 

- 20 f:r~c1;~ 0'1.>:o-~''='..ci.1 : électrophorr:.'Ge dans le ta!':pon de NICEL 

do rH 3,9 

ôlectrophorè:se dC:.ns le tampon à 1 p. lOO 

de bornte de sodiun. 

LEs différetlts oligo;jaccharides isolr)s ont ensui te 

éi:é purifiés sur des petites colomws de char'ùon-Célite (1 x 2 cr:i) à partir 

do:..;qudlos les oligosaccL1rides sont dr]sorbés r~~r de 1 1 cHhonol à 50 P• lOO. 

CE-tte op;~ration a pou.r but d'élininor los consUtuants gluc:iùiques qc'-i pro­

Viennent du p3pi'er et qLJ.i sont g;;n;:ralc;nent riches en glucoseo 

Le fractiorme::~ent de 20 litres d'u.ri:'le d'un sujet 

de phunotype 0, Se, Le r.oc;s a per:nis en définitive d'isoler, dans un état de 

'Pureté sdisfaisarrt, 28 oliP-"osaccharides (figure 14 P•8'7 ) dont le comporterr.ent 

Ch:r·orr.atographique est décrit dans le tableau XVIII (p. 88). 

3 - Urine de sujet A, Se, Le ------------------------

'·· 

Les oligo2accharides urinaires de sujet A, Se, Le ont été isolés 

Solon un protocole expérimental identique. En d6finitive, 18 oligosaccharides 

0nt été obtenus dans un état ùe puretü satisfainante comr:e le montre la figure 

15 (p. 89 ) • Le con:porterr.ent chromatot;raphique de ces glucides est donné dans le 
1 

tableau XXVIII (p. 88). 
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-r ( Qtza.nti té / R*Lac f 1 1 1 R 1 
r { -y J'' 'TA l Glucide { Gal Glc li ar.. / GlcX!i2 ' isolée 

1 
Fuc ru Xyl G3.L\"22 GlcA l <.L' 

,f ,.....~..:J .... - . ..,...e·~y. l 
)-"-'...(.'-A"-' .... vl 

' 
j 

1 62 mg 1,55 1 1,08 ,. 1 
Glc 1 

2 24 rr.g . -· 1,59 1 0,96 ) Glc 1 

3 47 ::!g 1,52 1 0,95 , 
1 1 Glc ' 

4 10 mg 1,47 / 1 
1 

~ 
i 

1 1,05 
1 ! 1' 

Gd i 
5 17 mg 1,38 1 0115 1 1 

1 i 
6 168 n:g 1,40 1 1 1 

' 1 ! 

7 9rr:g 1,36 0,2 1 1 0,16 j 
1 

. 
8 16 mg 1,36 1 0,15 ; 

1 . t 

1 9 40 rr.g 0,80 l 1,~-.g '\ 0,85 
1 

1 Glc 
1 t 1 ' 10 15 mg 0,78 

1 

1· 1 1,1 i 1 Gld~Ac i 
1 < 1 . : 

11 9 mg 0,75 1 + 

1 

' ' 
' 

12 9,5 mg 0,69 1 0,95 0,90 Gle~t~c ; 

13 8 mg 0,69 1 1 1 0,~2 :ile ' 

114 7,5 mg 0,67 1 1 0,10 1,1 1 1 l i 
1 

1 
1 

115 1 
f 

85 mg 0,58 1 1 1,05 .2 
i i 

1 ' G, ~ 
16 

~ -'-'"' 
' 1 

f 1 1 . 1 1 
58 mg 0,55 ' 1 1 0,98 17 r l 1 

Glc 1 

1 
1 

18 11 mg 0,50 
1 

0,90 
! 

1 0,95 Glc:·~A.c ! 
19 7n:g 0,43 1 1,15 0,90 1,08 

1 1 
1 

Glc ! 1 : 1 

1 

! 1 

1 
1 

1 1 

20 8 mg 0,22 2 0,8 2,12 2,20 ' 1 

i 
1 i 

21 6mg 0,23 2 0,1 
1 

1,95 1 ! l 1 Gs.l 1 

1 1 

l j 1 
22 8rr;g 0,19 2 1,1 0,9 1,88 1 1 

1 
1 1 

1 23 14 mg 0,17 2 
1 

3,12 
1 

i l G<>l 
1 l ' 

24 6 mg 0,13 2,1 1 l 1 i 0,15 1 Xyl 
1 

25 22 mg 0,14 2,14 1 3,11 l ! l Glc 1 l 

26 40 mg 0,10 2, 21 0,9 3 i 

1 

1 Glc 1 

27 5 mg ' 0,05 2,20 0,93 ~ l Glc l 
* l\,ac 

Vitesse de migration par rapport au lactose dans le système solvant : acétate d'éthyle/ryridine/acide acéti~ue/eau (5 : 5 : l : 3). 

8 
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\ ~tographie sur papier des oligosaccharides isolés de l'urine d'un 
Jet 

~ de phénot.ype A, Se, Le. Papier Whatman n2 3 ; système-solvant : 

~6~te d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) ; durée de 

~ation : 18 h ; révélation à l'oxalate d'aniline • 

• 
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III - ETUDE DE I.A STWJC'WH8 rr:;s OLir..OSACCJIADTilES tn:n;u.IIŒS 

1 - Oli';os~H'chrrrirlos isol<;~, dA l'urine d'un su,lct 0, se~ Le ------- --·- ... --------------------·-------·-----------------
1 1 urine clo sujet 0, se, Le ne rcrü'errne qu 1 un no:r.bre peu 

élevé d 1 olii;oE:acch:lrides parrd lcsqvels nous avow> isolé un composé 

rr1c.jeur 7 inùiq'J.O p~tr une flèche d:.ms la figure 11 (p. 03 ) et dénor:nné 

oligosaccharide Del. d:=tns la S'Ü te de notre exposé (Del. : initiales du 

sujet 0, se, Le .. 

L 1 olicosaccl:aride Del. po~.sède Ull compor te:r,en t chrorrn. tographj , 

que identique à celui du lc.cto-N-difucohexaoce II décrit par KUHN (207) 
i 

d::;,ns la bit de feru:1e. Ho1J.s l'avon:::> effectivcr;.ent Uentifié au lucto-N-di- 1' 

fucol10x.::.ose II sur la base des r6:ml tats suivants : 

L' ol:ico::::.lcch.:cride Del. renfenr.e è.e::> hexoses et 

des bexo;-:n·dnes d:.1.ns le r.1.pport 5,25/1. L'hydrolyse cr,lorhyd.rique libè.re 

du calactose, du cluco::;e et du fuco::;e dans 1er;; pro:rortions 2 : 1,15 : 2,12 

(figure Hi, p. 91 ) • L 1 hexo~mrnine a ~té id en tifiôe à la elucosamine par 

chromatogrrrphio sur popior dans le :::;yst8me-solvant : acétate d'éthyle/py­

ridinc/ acide acétique/ e.:m ( 5 : 5 : 1 : 3). La rôduction cle 1 1 olir,-osaccha­

ride par le borohydrure de })Ob.ssiurn provoque la dispari tian tohle du rés: 

du de gluco~e, qui portait donc la fonction r8dJJ.ctrice du composé. 

Les produits de l 1 hydrolyse rr,ônaeée de l 1 oligo­

saccharide Del. et du lacto-N-difucohexaose II du lait de fcnune par 

'·· 

n
2
so 

4 
0, 5 N à lOOQ pndan t 15 mn ont été soumis à l' analyf.;e ch rom[!. togra­

phiqu.c dur:.s le systÈ;rne-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2L 
durant 20 heures. Los rcbultats, décrits dans la figure 16 (p. 91) montrent. 

que los olicosaccharidcs ainsi traités, libèrent dans des proportions ., 
y 
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A- Chromatographie sur papier de l'oligosaccharide Del. (~c = 0,155) et de ses produits d'hydrolyse (Del. H+) 

par HCl 1,5 N (1,5 h ; 1002). Système-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3). 

Gal N : galactosamine ; Glc N : glucosamine ; Gal : galactose : Glc : glucose ; Man : mannose ; Fuc : fucose. 

B- Cr~omatographie sur papier des hydrolysats partiels (H
2 

so
4
,0,5 N; 1002 C ; 15 mn) du lacto-N-difucohexaose I 

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

20 h)l : lacto-N-biose I : 2 : lacto-N-biose II ; 3 

6 : lncto-N-tétraose. 

lactose ; 4 : lacto-N-triose II ; 5 : lacto-N-triose I 

. 1 

\.0 

j 
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i:lenti•tucs, du bcto-:J-bio;.e I ((;:-a~ 1->3 Glc:JAc), du 1'-'.cLo-N-bj_o,'e II 

(Glc:;Ac P 1-_;:,. 3 Gal) du l::.ctosc, dn l."..cto-!:-trio:..;e II (rac:TAc p 1-> 3·· 

G:ü ~ 1->4 Glc) du lacto-H-tt'io,;c I (Gü r; 1->3 Glc::Ac 0 1~3 G&l_) . . 
et du ü ... cto-1T-tc5tr~'.œe (Gd P l~ 3 Glci~Ac ~ 1 ~ 3 Gd 0 1-> 4 Glc). 

L 1 oligccaccho.ride Del. :pos:.:;è.Je donc un noyau 

glu.c:i.dique constituée pcr le l:lcto-N-tétraose. 

La per::1éthybtior ... de l 1oligos:tccb.tl'ide Del. formé 

conduit à la for~ation des éthers r<thyliqucs suivants : !!idlcyl -2, 3, 4 

tri-0-tr.~thylfucodde, mét~yl -2, 3, 4, 6-tt.5tm-0-Ll:.'thylco.lactoside, méthyl- l, 

2, 4, 6-tri-0-rî.cithylzahctosiùe, méthyl-2, 6-di-0-:r.tfthylglucoside et 

6-::-.o no-0-:i.Ü th y lc,l uco DG..!":line. 

L'ense:r.ble de ces r6sulto.ts, associé au fuit que 

1 1 oli,zosacclw.ride Del. possùdc en outre 1.wc activi t8 Le:·ris a, perr.:et de 

confin~cr qu'il s'o.>:S"it bien du lacto-N-difucohezaose II, dont la ::.~tructure 
\ 

est la suivante 

Cal ~ l~ 3 GleNAc 

14 
~ 1 ~ 3 Gal P 1~ 4 Glc 

. t3 
Fuc a 1 Fuc a l 

2 - Oligosacchariùes ü;ol8s de l'urine G.' un s·ujet O, Se, Le. 
-------------------------------------------------------

Les quo.ntités respectives de chaque oliGOSacchari-' 

de isolées à prrtir de 20 litres d'urine sont données dans le bbleau 

XXVIII (p. 88 ) • 

'·· 
• 1 

1 
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L' oJ i.:~o~::::.cch:Œirle 1 ti re~n'c.!.·,::e du ,zluco~:o et d.u 

xylo~;c Ca!"t:J l.::·s prorortlor1s 1 : l,CS, et po~:~;è·c'c du [;laco.~e en :r:osition 

torminc~la rSluctric:e. I, 1,·dif!lil d.c J.a i;o<id.e lN, per.d·:r;t 24- hc"~<re:J, ~t 20~ C, 

lil:::8ro qt;o.r:tibtiv.;:;:cr.t le xylo;~:e, co:1rr::e le r.ontr·e la fig'l)::.'c 17 (p. 94 ) a'rec 

è.cstn..1ctio!.1 co:nco~"itt~LLLe du L~-l~J.co::;e. L'oli.-~o::;::,r~cb.uL'e l.r cor:::•c:Jpond dor.c a'-l 
• L 

ccmposé s~Jiv.;.!~t : Xyl a 1-? 3 Glc, dont ln stn1.eture ez:;.cte a éttS prCcisüe 

L'-·n·lT ... "' t , lrJ··r·..: ( ~u~-~) pr:.r Ul~ . ..-J..t/W g._·_Q~. , _ ,.; ~ 0 o 

L' olicosaccharide ?.H re:tf<n·::Je c~u gluco:::c et du 

fucose d·.œs lE·s prOl)Ortior.s 1 : 0, 96, et po::s::de du .s;luco..::e en position 

ter::!inde réductrice. L' actior. de la soude 1 N, pendnd 24 f'.eures, à 20Q C, 

libère totalcrrent le f~.Jcose (Fig-.i.re 17 p. 94) ce qui i:r:pliCj_'..l.e cor:~r.e pour 

l'oli{;'o::::.:-tccf>.aride une liaison oddique en 1-)>3. En outre, le r{sidu de fuco• 

ride 2H pof~sè·de donc la structure su.iw.lnte : Fuc a 1-::~ 3 GlcQ ' .. ;, 

c - 01 i -.·o:c.rccch~·rir1e 3-I 
---------- h 

\ L1 olieoflacchuric1e 3H rcnf•3n:e ùu glucose et fuco- · 

se dnns lEs proportions 1 : 0, 95 et 1)02s!:de le gl·.lco;::;e en position teminale 

rsùuctrice. L'action de la SOèl.de e:Jt SUlS effet sur ce cc-::tpos6, qtli, d'autre 

part, ne réazi t pu> &voc le réactif au chlorure de tri}Jh0nyl-t6tre.zoliurr,, ce 

qui implique une liaison osidique en 1-;:>- 2. L'a-fuco::üdase do 'I'u.rt2 • .f.9...::?-2~~~ 

libère corr.n·e précécleJ:rrnen t le fv.cose. L 1 oli~;os~ccharid.e 3H possède d one la 

structure suivante : Fuc a 1-~ 2 Glc. 

Voligosacchariùe 4H renfer-me du ga be tose et 

du fucose dans les proportions 1 : 1,05 et possède le e;::..l2.ctose en position 

terminale réductrice. L'action de la soude est sans effet sur cet,.oliGosaccha 

ride, qui ne réaGit pns avec le réactif au chlorure de triphényl-tôtrazoliwn, 

ce qui i::Jplique une lisaison osidique en 1-) 2. L'C-fucosidase de 'I'nrho cor­

~tuQ libère le fucose. L' olic;Oiè-&CGhL!.ride 4H possÈ:de donc la structure sui var·, 

te : Fuc a 1-;> 2 Gal. 



CJ t; ®® 
• • Fuc Xyl 

Figure 17 

Gal 
·Gic 

Man 

Fuc 
X yi 

Chromatographie sur papier des produits obtenus par 

dégradation alcaline des oligosaccharides ~ à 4H 

(o, Se, Le et lA et 2A (A, Se, Le) 

Système-solvant : acétate d'éthyle/P,rridine/acide 

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

' 

.. -· .. 

GaiN (D Q 
GlcN0 ooOO 0 

~~~~: w~~ -
Man - A '" ' : : · .. • •- : (6 • ·..... ·-. .. \! 

Fuc.@0@@@~ 
Figure 18 

• f 

1 

Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydrique des 

oligosaccharides 21H, 25H' 26H et 27H• 

Système solvant : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau 

(5 : 5 : 1 : 3) (15 heures). 

\0 
.p. 
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ride 5ll' qtd renfcr:tlC ùc la N-nco Lyl[;"luco::;nm:Lne, du enliic.;tu:-:e et di.l 1'\é.:.!lllO_Ge 

ckr1s les proportions 1: 1: 0,15. No1_;s avon~> G8t.tle:rent noté qu'il po::.1E/dnit 

le cu:n[.'cr lo;~.en t cl:rc:n:.J.tocrarhique do l2.. I:T-ac( ty ll2c Lo:.::arninc o 

L 'l1Jr.lrcly:;e chlor!-:ydriqL<e d.e l' olL:osacch.s.ride 6H 

ne libère qt1o du Glucose. L'hydroly:-:;e Etcide rr:énr:gée (n
2
so 

4 
; 0,1 N ; lOOQ C 

10 rrn) lïLèro du c;luco:~e et du f~J.ctose dans des q1l~-,ntit<]s {quirnoléculc.ireso 

L• olic;o::;;:ccl:uri::le po:::;~,~ède le corcpor ter,:en t ctror.!:.ltocraphique du saccho.roseo 

L 1 olir;o::;o.ccharicle 7 H renferme du ga1::-.ctone '·du elucor::e, 

du rr.-::-c..'1.110[;e et du fu co se dans les proportions 0, 2 : 1 : 1 : 0, 16. Il s 1 a[~it don< . 
- ci'un !T'/lanr:;e de plusieurs con~;tituants dont nous r_ 1 avor~s p-:~s poursuivi l'étude,_.· 

; . 

\ 
L' oligo.saccl:aride 8H est égaleruen t cons ti tua d 1 un mél:u 

ge de plusieurs ccmpo~:és, coll'rr.e en témoigneü t les rapports molaires en sucres : · 

Gluc.;use : 1 ; Fucosc : 0,15. 

L 1 olico.s:.lcch[tricle 9H renferme du galactose, du glucose 

et du fucm::e dan3 lP.s proportior.s 1 : 1,08 : 0,85. Il pos::;ède le tslucose en 

Po;Ji tian tenr.inale rédu.ctd ceo 

L'oligosaccharide lOH renferme de l'acide glycuronique 

et de 1.::. N-ac8tylglucosamine dans l8s proportions 1,1 : 1 et possède la N-acé-· 

ty lglucos::lll;ine en po :Ji tian teminale ré duc triee o 

k - 0 li.,,.,.o:-~ncr-ha:ride 1~ 

Le compoDé llH possèù.e le comportement chroma tographi- · • 

que et les propriétés chimiques de l'acide D-tslycuronique., 
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L'oljgoi:1:.J.cc'taricie l?.H renfer:::c du g~l::cto:::e, de 13. · 

N-<~c6tylclucc':-l'".ine et ùe l' u.cicle N-adi;ylne~r:.cd !lique è.:;..:'s les proportion;, 

1 : 0,95 : O,'JO, Il pos;:;èd,: ln N-ac<tyl:_;luco::;::;.~line 8!1 positi0n ter:::ine.lo r;_;,.J.û.c · 

trü~e. L'hydroly[>O ménngée pT l'acide truflu,wac•.Jtique 0,1 If ([OQ C; 30 t:'I!)l 

lib:':re un di3c:cc:,,,ri<'c qui poGsèCte le conpo:der,·,ent c!.ro:nu.to.:;r::.pr.ic;_ue de ln 

m - Ol1' ·r·-..,c,•h_..,,,1·,,e 13 . . . -· - ... H 

L' olico2.accb: .. ride 13,-I renfc.rr::e du gluco.;e et de l'acide 
.)· 

clycurcnique d:uio lE::s proportions 1 0, 92 et possèèe le e;luco.::,e en po:3i tior.. 

tormin.<tle r~du c.: triee. 

L' oli[;o:-::accharide 14H renfcr::-.o du g:ü~cto:::e, du fucosc 

et de la N-E.c6tylzluco::.;~,:;1ine dans les proportions 1 : 1,1 : 1. 

\ 

; 0 

Les olisœacch.'Jric~es 15H et l6H renfer.:;e!lt du gala.cto:::-,e, . · 

du glucose et du ~1co2e d~ns les proportions 1 : 1,05 : 2 et pcss~dent le 

e;lucose en po:::i tior~ terminale réductrice. L'hydrolyse acide r:-.6n:cgée (Hi30 
4 

0,1 N lOCQ C ; 20 mn) libb·e du laclose,' L'action de ln so·Jde 1 N (18Q C 

20 h) libsre du fucose, ce qui implique la pr-é::;ence d 1un résidu fucosyl en 

1--)3 sur la molécule de e;lucose réductrice, La p:::rméthyle.tior. d8s oligo­

f::,ccr.arides 15H et 16H conduit à un :r.dange de rr.dl-..yl-2,3,4 tri-0-mét~ylfuco­

sicle1ùe rr.ét'lyl-3,4,6 tri.-O-m8thylgalr~ctoside et de mutr.yl-2,6-de 0-méthyle;lu-

cosideo 

-La structure de ces oligosncchari~es est donc du difuco-

sido-lacto:Je li'uc a l--7> 2 Ga.l ~ 1-7 4 Glc 

r 
Fuca 1 

identifié pr0cédemrrent par MO~;TREUIL, 1960 (209) dans le lait de fe:nme et ·• 

LUNDBI~, 1968 (210) dans l 1urineo 
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p .:.. Ol.i.•>·o:·n8d~·1!'5.·lG 17 
--· ---------- •. H 

Volit3'0::acch~1ride 17H re;r,îeme du [;;c.lo.ctose, du 

c-l,lco::.;e et de l'acide .N--.·_,c(tylncnl'ard.niquo d.r1.n::J le::J proportions 1: 1 : 0,98 

e ~ po~\sè:de le gluco~;e 8n pc~.i tion tcrr.li nale r':rl:Jc Uice. V hyrl.:.-oly::;e n< 'nc6o p::tJ 

l'acide trifh•:roacdique 0,1 N ('.:OQ C ; 30 mr.) lib8re du l(.;ctose~ 

L'olico;_:acchrlricle 18H ré,nfermc du enlo.ctoc.e, de la 

N-::.c{tylgbco;;;3;aine et de l'acide N-:J.cétylneur.:..1linique dans les proportions 

0,90 : 1 : 0,98. L'hydroly::::e acir.le rr.énag8e (acirle trifluoroacétiquc 0,1 N 

80Q C ; 30 w~) libère de la N-dcét7ll~ctosamine~ 

L'olicocacdJ:ll'icle 19H renfcnne du g[ü::.:ctose, d~ glucose'. 

du ."arulo:-Je, du fuco~;e et de la N-acôtylglucosa::tine dcr.s les proportior,s 1 : "j 

1,15 : 0,00 : 1,08 : 1 et pos::::~de du glucose en position t2r7·inale rfductrice. 

Les faibLs c~ur:.ntités de substrat isolé ne nou:::. ont pa3 perniiS de pou;;L;er plus· 

loin sen 6tucle, d'müant que 1& préser~ce sir~tultan:)e dons une même mol6cule de 

g-lucof;e et de m:mno:::e, lui::J3e svppo:-.er qu'il s 1agit d'un molœlge de plusieurs 

con::; ti tuan tn. 

L'hydrolyse chlorhydrique de l' olicor,acchtlride 20H lib(~re du 

enlactose, elu glucoE-e, du manno~;e, du fucoee ct de la N-acdylglucosr.ul!ine dan3 

lE:s prop.ortions 2 : 0,8 : 2,12 : 2,20 : l. Il s'agit d'un môlange de plusieurs 

composés pui3que cet olie;œaccharide possède le comportement d...romatocraphique 

d.tun penta ou hexasaccha-ride. 

t - Olie;o::;acchnride~ 21 H 

L' oligOfJaccharide 21 H (Fi[,'·u're 18 P~ 94 ) renfenr:e du 

enb.ctose, du fucone, et la N-ac0tyl2;1ucosamine dr:JlS les proportions 2 : 1,95:1' 

et pos::::ède elu. calactoDe en position terminale réductrice. Le fait qu'il soit 

doué, d 1 ac ti vi té Lewis b permet de supr:o[:er une structure du type : 



•' ? 
G::..l 

1'2 
~ 1-)·3 Glc<'TAc ---).G.:cl 

1'4 . 
Fuc a: 1 Fnc u 1 

i 
. J 

1 1 ol 1,::-o:;o.ech<:·.ride 22H rer;fer:r:e su g~·lactœe, du c;luco::.:e, 

du manno::e, du fucose et de la tr-r,cuiylclucos.ow-:lirJe èi:Jls le8 proportior.s 

2 : 1,1 : 0,9 : 1,08 : 1. L'olie;ooacchuride 2?
1
I qui pos::o~de le cor.rporbrr.ont 

ctromutOt;":::'i.lphiqtle cl 1 un pcr,ta OU l'.exr:.sacchn.ride n 1ec.t donc en rou.lité qu'un 

m6lance de plusieurs con~1 ti tt.. an ts o 

1' oli~o:mccharide 23R reEfcm.e du g:.ÜD.ctose, du fucoc;e 

et de Ja N-<.~c-Stylgluco:>~t-'nine d~r..s l~s proportion;::; 2 : 3,12 : 1 et po::::•..:>ède le 

g;; l~,c 1.:;ose en po:.:ition tor_,,inrtle réduct:dco. Ccr:-.pte tenu du fait qu 1 il pos:oèJde 1 

b 
lJ11e activité Lo~·ris nou.3 pouvons aclraettre qu 1 il pos:sède une r~trucb.lre du 

type : 
? 

~ 1-3 GleNAc -Gal 

l4
' Î? 

Fuc Fuc a: 1 Fuc . 

w - Olirrnnncnharide 24H 

11 oligosaccharide 24H renferme du galactose, du xylor.;e, 

rlo la N-acétylc,alactosrl!lline et de l'aciè.e glycuronique dans les pre-portions 

2,1 : 1 : 1 : 1 (Figure 19 p. 99 ) et po2sGde le xylose en position tern~inale 

réductrice. Il corrcspor:d donc prob~blement à un fragment do chondroïtine sul-,. 
fate (4 ou 6) et sa structure présumée E:~st la suivante : 

GaillAc p 1->4 GlcA ~ 1--)-·3 Gal p 1~4 Gal~ 1--;)-4 Xyl 



Gal 

Glc 

Fuc 
X yi 

A 

~~=···: , ..... -

~GicA~Gall 

Figure 19 

Glc 
Man 

Fuc@ 

. ~(GicA~Gaf) 

0 ~ GlcA @v 
:· : · ..... 
......... . . 
· .. -·· 

(!}--x yi 
.····. . : · ...... · 

G) Glcone 

B 

Chromatographie sur papi.er d'hydrolysat acide (ATFA 4 N : 4 h ; 1002 C) de 1'oligosaccharide 24H• 

Systèmes-solvants : A : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3). 

' 
B : n-butano~acide acétique/eau. 

@ 
• 

\..0 
\..0 
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L' oli-~·0:-::tccc.:.;:y:·irlo 25H (Fie,m:e 18 p. 94 ) renfcrr:1o du g:.'.l:.c.
1 

· 

totJe, du. glnco:::c, ùu füco:::c et de la N-ac(ly l~_~luco:c~~ur:if:e duns l2s proportions 

2,14 : 1 : 3,11 : 1 et ro::::..:t:de elu c;l,wose en position teruinc.le rr~rluctrice. 

L1hydrolyr;e vœtielle p;_,r 1 1 L~Ciùe Slüfurique èlilu8 (H280 4 o, 5 :111 ; 10CQ c ; 
15 mn) libèrG du bctc-H-td.cnoc:e et ~;cs procll.,.i -t.s de dr':t_jr.:.~Llntion : 1:>.cto-·I'f­

blo:;e~' I et II, lactose et lr.J.cto-lT-tcio:;es I ct II (Fi,~tJ.r·e 20 p. 101) ~ Lé-!. · 

r,:rméth:yJ.:,tior. de 1' olico.:;:.lcchari.de 25H conf.ui t h un m6la:,z8 de rr.ô l;hyl-2, 3,4 

b.·i·-0-mC: tr.ylfucost,Je, rn:: l;tyl-3 ,4, 6-tri-0-rr.ét~yli~d~ctoside, rnéthy1 2,~., 6 -

tri-O-mdhylga1u.cto::;ide, méttyl-2, 6 - di-0-l;<tC tLy1glucosicle Et 6-mono-0-rcéthy1J, 

glnco:;ndnc. L'oliG"osuccL.:=::.ride 25H (voir tablEau X,'\XI p. lOB) possède en outre; 

lJr.e nctivité Le;'iis b. L'ense;r;ble'de ces dsultats perr.;et donc de lui attribua 1 

la s trcu tare scli van te 

Gal~ 1-?-3 GldiAc 

i4 12 
i 

Fuc a 1 Fuc a 1 

\ 

1-:--,-4 G1c 

Î3 
Fuc a 1 

L 1 oli,3·osacch~triùc 26Ii (Fi:~ure 18 p. 94·) renferme du 

Gnl<lcto::;e, du gluco:.::e, du fucoDe ct de la N-acé tylgluco:;;a;:.ine d&,s les 

proportions 2,21 : 0,9 : 3 : 1 et po::;sGde du r:;luco::::e en position terminale 

r0ductrice., L'hycJrolyse ménag(~e -pnr l'acide sulfurique dilué libère, corm,e 

dans le cas de l'olico:.::G.ccharidc 25, du lacto-:1-tétraose et ses p:r:oduits de 

déeradc.tion (FiL,>Ure 20 Po 101). Compte tenu du fait qu'il est ég3.lement 

"i 
1 

., 

,.l' 

1 

1 

r 
1 
l' 
1· 

doué dr activité Lc~·ria b, nous pouvons propo<:•et la strueture partielle suivan-1· 

te : ~ 

~ 
1 

j 
GleNAc 

14 
f•.:c a 1 Fuc a 1 

1 

'1 
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Chromatographie sur papier des hydrolysats partiels (H
2
so

4 
0,5 N ; lOOQ C ; 15 min) du lacto-N-dif'ucohexaose I 

(LDFHI du lait de Femme et des oligosaccharides urinaires 25H' 2~ et ZTH. Système-solvant : acétate d'éthyle/ 

pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3à (20 h) 1 : 1acto-N-biose I ; 2 : 1acto-N-biose II ; 3 : lactose 
------------4=-_"_:z._..,._'=f:~-t:r:Lose I ; 5 z 2Bct:~-t:.r:Lose II ; 6 : .2s.ct:~-t:ét:.raose. ________ .. 
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L'oli2oso.ech<'Œiae 27H Uil~u1·o 18 p. 9•1·) rcnf0:::.-:::e elu 

g:.:.J...-.e to~èG, du cl uco::.:e, t'l.U füeCJGO ct d.e lo. tl-'ëC(tylc;luco::a:Ü.110 è.::;r.s les FCO-

pm·tions 2,20 : 0,93 : 4,05 <:>t po:::s8èe du Gluco.sa er, po::;i.tion ter:dn:üe 

rdL:etriet:, L'h:;clroly:.:e r.c~~'l'lG!.e pc,r n
2
so 

4 
c1.ilu6 li V· re du be lo-r:-tc3t::.·:.o::e 

(Ficure 20 p. l~)l) et il os~ doué d 1 uutre part, d 1üctivitô Le:Jis b• Su. struc·-· 

Grü ~ 1~3 GlenAc ~ 1-->3 Gal ~ 1--~A Glc 

f 1'4 
... .. 

.';'·? r:-· ? .. . . . . 
Fuc a 1 Fuca l Ft;.C Fuc 

3 - Oli~os2cch~rides isol~s de l'urine d'un sujet A, Se, Le. --------------------·------------------------·-------. 
I.e;:: qu::.eti tés r·cspE::c lives de cha.ql~e oli.:.;-o~::-~cché,ride i2ol5es 

à _F.:J.rtir do 20 litres d 1 urir.e sont dormées dans le ta~Jleau XXIX (p. 103 ) • 

ï 

No1.:s n'avons pa~3 1,1.torclé 1 1 étude des oligo;:,;acchLricles acides (à aciè.e glycuro- ·' 

nique ou à c,eide l~-adtylneura:niniquo). 

Los oliGosacchurides lA et 2A rcmferuont du glucose e' 

du fucose do.ns les proportions 1 : 1 et possè-dent le glueo::.:e en position 

terminnlc réductrice. Ils ne réagissent pécS avec le r8actif au chlorure de 

triphényltôtmz'olium. Le fucœe ed hydrolysé pc.r 1' a: fucosidase de 'I':cf!)o_ 

eOJ'Tl.'lDJ.s. Ils pos~;èdent donc la structure suivante : Fuc a: 1-7 2 Glc~ ---
b - Oli ·>-on.·,ccr.~, t'i rle 3 __ ___,__ . - A 

L'oligosacch;;oride 3 renferme- du glucose et dtr xylose 
A 

dans les proportions 1 : 0, 96 et possède le glucor.e en position ten'!i .. Ylale 

roductrice. L'action de la soude 1 N p~=:ndant 21 heures à 20Q C libère quc.n­

titativerr.ent le X~'lO[e. L'oligosaccharide 3A correspond donc au COffiFOsé ~ 

dôcri t précéde::.ment dont la structure est la su.iva.nte : Xyl a: 1~ 3 Glc .. 



Ql;antité 
isolée 

R,. (*) 
.uS.C Gal Glc r1at1. Fuc Xyl ~1-,.--,_r Ga.u.•-'2 GlcX~:2 

GLlciie ; 
réG.uc te·._cr j 

2 1,50 1 i ~~~; 1 l 
3 1, 59 l 1 1 o, 96 i ! 

12 mg 1, 51 1 1,02 
1 ' 1 

Glc 

1 4 1, 56 1 1 1 1 
1 

1 ! 

5 i 1,12 1 
1 

/ 0,95 1 1 1 ~ 
6 0, 62 0, 5 1 0, 4 0, 8 li + l ++ 1 

7 0,57 1 1 1 2,1 1 ! ' Glc 
1 ! : ! 

8 1 0,33 1 1,05 2,1 1 i 1 : Glc 1 
1 1 . 

9 0,17 2 1,11 1,96 . 1 ' 1 1,.05 1 
· G::.c 

• 1 l 
10 0,14 1,92 0,9 l 2 . 1 ! 1,25 Î G1c 

1 1 1 ' 

11 0, 14 2 1 0, 1 0, 9 1 2' 1 . ! 1 1 1#1 1 1 

12 0,12 2,1 0,95 1 2,2 1 1 1 l 1,~6 ! 1 

13 0,08 2 1,02 2,26 1 j 1 ! 0,92 1 Glc 
1 1 1 

14 0,08 2 
1
• 0,87 1 0,28 2,30 i 1 1 1,2 ! Glc 
1 • 1 . 

15 0,05 1,84 1,12 3 j 1 1 1,16 1 Glc 
. . 1 

16 0,05 2,4 1 0,8 3,1 1 1 1 1,32 ; Glc 1 

1 ' 1 
17 0,01 3 1 0 3,16 1 1 ! 1,6 ; Glc 

1 1 . 

l 18 0, 01 - . - - 3 _ .. _ -0,: ---~-- ___j 3, 2 1 1 -- -l-' 1, 7 i J1c 1 

~ 

(*) ~ac : Vitesse de migration darill le système-sol~ant : acétate d'éthy1e/pyridine/acide acétique/e~u (5 5 : 1 : 3) 

.a- 1 

1-' 
0 
\.>J 
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L'oli,~~o:::.::cchr--rit!e 4A rer,fe;.-re du glucose et elu Ltcc::e d;;,ns 

1~::; proro-rtior;s 1: 0,9D et po~>;.;èdc le glucor:e eü position terminale r<d,;ctri-t 

ce. L 1 actio~ de la soude lib~re totnlc~ent le fuco:e, co~~o dru1s le eus de 

l'oligo;_::Jcci·!aridc 2 .. , dont il po0?:.è:,.~e le rr,êr:,c co:aportcr::cnt chrorr::~to~;~·"<')i!üque 
lJ. 

Le fuco~:e e~:t éc·:le;,(;nt libcSré sons l'action ùe l 1 o:-ft;co;_;id;1.se de 'ii<rh.Q_f.Q.I:_'Q.-· 

1.' 1 :>o Le conposé 4A poi:i:è-de donc la structure suivante : Fl:.c a 1--->3 Glco 

d - 01 i ·rn!-:ncc11·n·irle 5 
--·--------· A 

L 1 oligosaccharicle 5 A renfonce du t)üacto;:;e, du fuco.se et de, 

la 1;-"c,~t.:,rlg:.llncto:~arline è.::L."lS les ro:pports 1: 0,95 1 et po:.::sèè.e du gal2cto~ 
L 

se en pcdt:Lon tcn::i:1:üe réductriceo II ne réagit ps.s avec le réactif au 

chlorure de tripb3nyltétrawliVIT..o La peri:l6thyla tion conduit à un wélange de 

mé tLJl-2, 3, 4 tri-0-n;.·)thylfucoddc, mr)t~yl-1, 6 - di-O-rn.6tl:ylgdnctoside. 

L'l:ydroly~;e acit1e rr:6Iwt·ôe (H SO 0,1 N ; lOCQ C ; 5 mn) condllit à un dissacha-
2 4 

ride rer, fen~u.nt d;_t gulnctose et de la N-ac~~ t:y lg[ùactosarnir.e et ré~.ci:':sç,nt cei;.-

te foi:3 avec le chlor,lre de triphényltétrnzoliwn, ce qui i::tplique qv.e le 

fucose était préc..5clc~:J:i8nt lié sur le car bono n<J. 2 du g:·.l.:::.ctose. L 1 olizosaccha­
'. 

ride 5 :poc;sède er,fin une activité de grcupe s&ngu.in H et A, ce qtli permet A . 
de pdcL::0r sa st.rucblre complète : 

Gal~JAc a 1--7 3 Gal 

12 
Fuc a 1 

L 1 oligcc;::.cch.:.:.ride 6 A est cons ti tué pë.~r un mélange de plu­

sieurs con:>ti tunn ts, corrJne en térr.oignent les valeurs des rapports rwlaires 

en r;luci<les ( Tabloa.u XXIX Po 103 ) o 

L' oligosacch;..ricle 7 A renferme du g.::üac tose, du glucose et 

du fucose dans les proportions 1 : 1 2,1 et poss~dc le glucose en position 

terminale r8d-c.ctricc. Son corr.porterr,ent cbromatographique est celui de 15H" 

Il s'agit ùcnc du difucolactooe : 



.. 

G:ü 0 l-"->4 Clc 

'12 f3 
1!\;c (.( l Fuc (( l 

L' olico~~~ cc(~.:., ride GA renfen:e elu ~:;~- L:c to."G, elu ~:;luco::E · 

du ft.<CO:::G e ~ è.e la li-·_lC~tyl~;~~l:'_Ctc::,a:dne d.:.lJ',J les r:::·o;,ortic~·-3 1 : 1,08 : 2,1 

de BA ccn-:1"-üt à lJn rr:<~lanc.;e de rr_,Sthyl-2,3,4 - tri-O-r:.étl-:yl.f·J_co.3i:le, <le rLéthyl-· 

4,6 - di-0-r:/tl:yl(;<c~.lé)ctosirle ot de n:r_:thyl-2,6 -di-0-::.:it"'.ylglucosi--i_e. Il po:Js(_ 

de e~: o;;_t:;.~c une activité ùe crou:r:e sru:c:;uin A, S.s. structu:r·e est do:-,c la ::;uiva.!l.-, 
1 

te : 

Gé!.UiAc a 1---73 Gal 1~--)4 Glc 

12 Î3 
Fuc a 1 Fuc a l 

. i 

\ ) 

L 1 olizo::.nccr,ad rle 9 A renfer::-:e da G'-.lccto;_;o, elu gluco~>E 

du fuco~-;e, de la r·;-UClSi,-ylgr.bctosamine et de le. IT-acétyle;lucosa:-~ir'."3 Ùét~'l3 les 
i 

pt·opor tio:-.s 2 : l, 11 : 1, 96 : 1 : 1, 05 et ros::;ède du glucose en ro~:;i tion ter- : 
i min·:lle r.;dvctriceo _ 1 

L' olie;os<:ccharid.e 10 A rer:ferr:1e du gals.cto~e, du gluco­

se, du fL:cose, de la N-ncétyl~.':.l·~cto.sa:r.ino et de l11 1:-~c{t.:,clgluco:.:·.:'cï:ine dar.s · 

leG proportio~s 1,92 : 0,9 : 2 : 1 : 1,25 et possède du glucose er. position 

temina.le réduc triee o La perr:H~ thyln ti on de 10 A conduit à un !ll{la.n.cc de 

rr.éthyl-2,3,4 - tri-0-·:rtéth~rlfucoside, de m6thyl-2,4,6- tri-0-::-.éthyl.'S"-Ü?.,etosidE 

de rr.é u·yl-2, 3, 6- tri-0-rr.é thylgluco::::ide» de méthyl-4,'6 - cli-0-:r.ét::ylgdactosi­

de 1 de 3 ~ 4, 6- tri-0--:-~;c)thylgelrlC to1:amine ct de 6-rr..ono-0-::-:é t::ylglucos2.mino. En 
b 

outre, 1 1 oligosé:cci1oricle 10 A po::;:~ocle une activité Le , ce q·.ü per:-~d en dGfi. 

nitive de propo:;er la structu~co suivante 

Gd1Iac a 1-) 3 Gal a 

t2 
~ 1-)3 Gal ~ 1-~ 4 G1c 

Fuc a 1 
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IJe:s ~3 o1i.cc)i"J:.cccl·,é.l'id:.;s mÜYé'.n ':;s sor:t :.1:.:::.: olico;·::ccc>. !'L1c:: 

de blut poi-Js J::cl-~c-.iJ ~~ire (7 3. 10 r-•i:Jirtas d.::: r.!ot~Oc2.ccl:nrl'lc::;), q·;.i r.:::~::~-.é·:·.'0nt 

en pr.-Ol/Ortior.:-; Ve.ri'è>.ll0'~J d•.t gnl:.:èto::.;J, du cluco::::e, du ni-:.0-~ii:O~.e, du :';_·.c::-:;~1?, de 

1c. Ir-:.cC 't:;:l;:;:·LctG3~::r:Ü:8 et do 1·:, rf-eccotyl;~·LICOGél~in'-3 ('I":lble .. m /X.L( P·1G3 ) 0 

To1.:..s po~:-:~':;-~:):,t u..::e uctl·.ri té I.e1-Ti:Jb o 

4 - .Acti....-i t'::> cle ~~l'O'.).T,C:J s:<t::,"J.ins des oli.";Oé::.c~c~-_:,.!.·LJes u~·i:'.:':Lrcs --------------------- .. ~---------------------------------~----

TJes p·o:::ri 5 tés br!tWI.Oc!ümiques de 1!3. pluprt des oli,;cs·;.cc:,arièe:: 

urin::ürcs :::cd Merites d1.ü1s le t:J.blcnu X\.XL D.:ms le cas cle 1 'uri~·.e ti-u. su~cf 

do phr:r:otypc O, Sc, Le, la plup-:.rt deÊ sucres po:::::sèd.ent ur.e tr?,;s fo.rLe ncti­

vi té Le b. Les olizc:>~:~c·~tarides isolé~S de 1 'urine du sujet A, S~, le, possè­

der, t c;[;r'.lc~:e:l t mw ne Li vi té Le b, copcndu.n t tr~-s faible p.r rapport au S'J.cre 

de réf;~Te:<cc (Lo.cto--:T-difucol:exuo.:::e I du l.üt de Fen:r.e). C1e.:.>t le C!';;S en p::r-

ticc:licr des cun:::tiL:<ants UA à l8A' qui :renfer:-r.er;.t 7 à 10 résidc;.s cle rr.œ1o- • i. 

sRcctarido3, dont 3 ~ 4 ~ol~culos de fucoce. L 1 uctivit6 A de ces (luciles 

n' apr:lrél.Î. t q'J 'l.lpr:Y~ hyr1ro1yse sé-lective cles résidus fucosy1 p.:.cr 1' é:.ci :e sul- _.' 

furi:;_ue diL.léo 



-~ cr-_L-J;~·c ('1-- ~_j/ ~----p-&-:1;; ------ -· ·-· · ;~--;. .:::.r-:.T/-.A.j-....z. (..Z ~-- ;,;-"_::7-:;-=-. ..v-=u·...L.C--

~H: a-L-Fuc (1--?2)- D-Glc 14~,: a-L-E'uc (1---?5)- D-Glc ; 

4H: a-L-Fuc (1~ 2)- D-Ga1 i)A: 
! a-D-Ga1NJ..c (1-7 3)....._ 

15:n: a-1-Fuc (1~2)-p-D-G.:.1 (1--74 ) l 
' ! 

D-G1c 1 
a-1-Fuc (1-73) ./ 1 ~~7~.--------------------~------------J 

l21:é a-L-Fuc (l-72)-P-D-Ga1 (l~ 3 ) l' J: a-lr-fuc (1~2) - ~-D-Cc.l (1-?4) l 
.. ' ......._ • 1 D-Glc~·S.P_c (1-~?)·- D ; _ D-Gl.o i 

D-Ga1 

a-L-Fuc (1-~2) ./ 

a-L-Fuc (1~4)/ -Gal a-L-F;w (1-73)/ 
_ .... 

BA: a-D-GaDJAc (1--73) ' ' "' ' ! -::>-:C-G.:.l (l--)4\. l (1-72).- j3-D-Gal (1--:>3) '\. 235 : a-L-F".1c 

1 
a-lr-Fuc (1~2)/ D-Glc i 

, a..L-F'.lc (1~3)/ 1 

l . 

·D-Clc?l'Ac (1---77) ......_ 

a-L-Fuc (1___,.4)/ D-Cal 

a-L-Pue (1->?) / 

ilO A: . 1 
1-2-5:-q=-------------------------.,a-D-GalNAc(l-73\ · • j 

.x-1-Fuc (1-;>2}-~-D-Gal(l-)-3\ P-D-Gal(l~3)\. , l 

p-D-ClcNAc(l-~3};3-D-Gal (1--74}, a-L-Fuc (l-=->2 )/ ~-D-Glc;:.Ac (l-7·3)\3-D-Cal(l-;>-4)D-Cacl 

a-lr-Fuc (1-74)/ D-Glc\ a-L-Fuc (1~4-)/ \ 

~----------------~~----------------1 J---.,-------------------··cx. 1-Fuc (1=73)/ O.sr:: Le · 
2o

11
: 2 Fuc.;oses 

Lt-L-Fuc (1~2) j3-D-Gal(l~3)'\. 

~-D-Glc::iAc (l-73), 

a-lr-Fuc (1--?- 4)/ p-D-Gal (l---74\. 27 H: 3 Fucoses 

' 

:!::·el: 

p-D-Gal (1~3)'\. 

p-D-GlcKAc (l_)~3)-;3-D-Ga1 (1-)4) '­

a-L-Fuc (1--)4)/ D-G le 

a-1-:B'uc (l-----r3) / 

,.~ ~ D-Glcl 

a..~c(l~?)~-----~ L---------------~------~~--
f--' 
c~ 



DésignLtior: 
de 

1'o1igosaccharide 

(*) 

Del 

3H et lA 

4H 
~-

15H et 7A 

21H 

23:a 

25H 

26H 

51.. 

8A 

101.. 

10A traité par H2so
4
o,IN 

(100Q C, 15 minutes) 

llA à 18 
A 

i 
j 
• 
1 
i , 
~ 
~ 
: 

- î 

! 
1 

Lacto-N-diÎuco~exacse du lait 
de fe!!:me 

' 

r 

A 
1 

1 

H 

(sé~ d'an~~i1le) 

rw 100C 

r;n 10 
/ 

ND 10 

?~D 250 

I\D : 500 

' rm ~ 500 

iü) 500 

:r:n 500 

20 10 

180 250 

500 1COO 

150 ~ID 

j 

1 

lill 1 5CO 

L 

l 
1 

T a 
.L8 

b 
Le 1 

1 
i 

1 l 
1 1 - - ------~~ -r 
' 1 
1 ' ' ' ; , ,. 
! .LO ' 500 

1 

"!',.....,..... 

1 
l·J) io.LI ; t 

1 
Iill i l8 

1 i 300 50 
i 1 

t 

1 
lw 1 1,5 

j 

l l'ill i 1,5 ' . 
! ' 
1 250 1' {), 75 ~ 1 
! ' 

. ! l·2) 1 1,5 
• ' ' l·iD ! ., 1":"7" 

-'~ 

1 
1 ! 5CO 250 
1 

1 1 ' 
1 lCC 1 ED l 

J:ïD ! ~\D 

: ' 100 à 2CO 1 i 
1 

' 

l 
250 l . 1, 5 

l 
i 

( *) : Les structures de ces o1igosacc~riàes sont données da.•1s le tatleau XY.X (p. ) 
1-' 
0 
cc 
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c - co~:c LUSIOi!3 s·~ ur::;cvssrm:s 
=:.:..=::::.:::.:_..:=-==::-::-:=::·:··':':._ ::.=. -=::-:::=:..-:-.·...: ·.·:.:.;;~:...== 

olL:,osc_;cc'r.aridcs '..U'in!:!.irc::; qu'il nous a éta possil;le d'étudier. L',)LabliGD0-

n;ent dc.s strnduros de:::; co:1po:::6G llA à l8A (TnHe:mxxn: p.103) nécessitera 

en effet la robe en 08\,;.Vre de mr:Jthoclos très fines ù 1 ans lyses, de r.ILL"lière à 

con:oervor suffis:..:.r:nr;c::n t de subs trél t pour entre1)ren.dre ensui Le leur éLude 

i:r;:::tmo-chimique o 

Nos r8sulb.ts montrent nr;;t;tement qu'il existe une éln~üogie, 

de Ëb:"'cl.cture er:tre los Olit";œo.ccr.aridca du lait de Fer:;rre (Table:::u VI p. 26) 

et cc~;.x de l 1cn·ins, et, do.:'ts ce dernier CD.s, indiffr~re:r~-:;ent du se:w de l'indJ. 

vidu. Ltét;u.:.le cor:F:.:.rée de lr ... structure des olico~mcchllrides de sujets de 

rh,Snotypes è.iffé::ohts montre d 1 élutre l)Urt qt'.e la préser:ce de ces suc·es e::;t ·' 

étroi ~e:.;ent li~e a1;_x: ~Éf,otn!es ATm, Le et Seo 

La p::œfaite identité de structu1·e erttre oli;:;csacchc.ricles 

du lait et de l'urine n'existe que pour les compos·:)s l5H (ou 7A) et Dol 

(JJuc to-If-di:t'ucohcx.:::.ose II). Toutefois, les olicocacch:J.rides 25H' ?.GH et 27II 

pc;uvont être co:nfc.r6s à d.es oligosaccharides du lait, la seule différence 

consiatant dans leur decré de substitution par des résidus de fucoseo L' oli-1· 

go:;:lcch<triè.c 251I' pé.l.I' exerqüc, correspond à une combinaison des le.cto-N-difu~i 

cohe:mo:~os I et II du lait de FctrJ!le.. 1 



no 

Dc.:J~; lfC3 ur·irtci3 d::; sujets ùo gr•)up•J A Se Le, no'JS :re1To1;_·.;ons 

taire dn l'I-Ltc•)tylc:l:.:!.cto.s:_,_;nir,o, conh:._.ire;ncnt à ce q~e nous observons cL-1.ns le 

?·leM~' pouvons do•JC, en dr:- fic ti tive, consüLL'8l' les olit;t);:;accha...;· 

L1 Ô\;1J··0 i.:'!l.lmocldr:liquo a fourni do:3 r6sulbts confol~".Ci>, en. 

g{n.:rnl, ac:.x co~~ncd::;:;::tcces ql~O nou.s a·Jons de la s truc lur.·o des d0t<n:':::inc:.n ts 

o.nti;?/r:ic~1.l.Cc3 des sub;;tances A, II et Lei'iis. To,_üefois, il est int:}res::ant de 

con;:,tu.tor que l 1 oli,;n:;:1cch:~ridc lOA ne possède pélS d'activité A, bior1 que 

rcmfel'i!on.nt U.'l résid:.l de N-RcéLylco.l3.ctosarr:ine extcrrce. Cette activité ezt 

ros t~1uré8, d 1 r.t ill eu r~1, npr(:s hy;~rolyce sé-.Lec ti ve des lin.i3ons fucosyl. 

L'é1.-:tivit6 Ied~J b de lOA m;,tif o:::t ello-·~ô.r:e très f:dble. Co rr.ûrr.c r:hénoD:ène 

a 8to d,~r::rit par ;~·c::.:::;c;Œ:R, 1')73 (211) rour l 1 oligof;Ctcc;h~lri<le de structure 

\ 
Gall'!Ac 0: 1-3 Gal ~ 1-3 Gle:TAc ~ 1-4 Cal 

lj'2 l1 ~{) 

1 1 
Fuc a 1 Fuc a Fuc a 1 

et la co:npc~r:Jison de nos r8sul ta ts permet do conclure que dans co dernier CéW 

l'inhibition de l'uctivité A n'était pas ùû.e à. la prÔsE::r,ce du r(si<lu Fuco­

syl a (1---]'6) ab:Jcr,t chez lro· compor.:é lOAq 

Nous confirrr!ons donc 1 1 existence d 1 une interaction entre 
b 

l'exr>re:~~;ion des o.ctivités A et Le lorsque ces dernières coexistor..t d::;.ns une 

mênte molôcule. 



lll 

.. 

,,,, 1'1,., ~., •.. t;c ("~"or:oni ..,l......., .l!.l.d . .:..:.. • llH.h ,.,•,. .Li. :1 l'r/2 (212)) • 

1 1l11'Ïile :;on i Cll '\;OU;; poini:3 cc.-::1;Kn'LÙ1l€:J Èl. celles des 2n lié)· nes clycolipi<J:i.q_t:c:_;. 

(~e ::·:~'::ln'~;Jtr;:;. Corb::s, lJon no:d·,.r.o de cc3 strucLul'es oli.:;OGë:cctaridi.ques n'ont 

r::'c0rct3 ds E/\KOHCHI, 19'/2 (213) et de KOSC:C~LAX, l9T3 (2H-) pE:l"l:icttcnt d 1ider.-

ti:':ï::;r de::; cœ:_po::.~u {~lycolipidcs h copule clucidique do pl1JS en plus coaplexe, 

et ces rC:.::ult.,;,b; po~'ctlc:-1t cle }:O::cr en rypoth~;~e qu'en définitive, les 

oli:_:;OL\"tccl':.::,ridtm dos milieux bio1o;;iques corTGDpcnèent pr·ob[~blement t't des 

str~u:;t'J.l'GS glycolipid iques qui seront ultc]rioure::nent décri tes. 

Pvu r cc3 rnü;on.s, cl 1 aillenrs, les oliG"osaccharicles de 1 1 urine 

o:, t SQl).vent été con;~ül.Crc3s cor~·~,e les produi ~.s du ca taboli:::rr.e de;; r;lycolipides 

corre.;rord~crit, ce q'ü i!'!':plique l' exbter"ce cl 1 l.l.fle endo -~·-gluco8icluoe qui libérc 

r.:d t rb.r:s son in t<~c;r~èlité la C<)pule elucidiq_t'.e. Cotte notion n'est pé.s cunfor...:. 
\ 

r::e, to~üeîois, à ce 'que nous s-1.vons du cutatolisme des elycolipiàcs, Lel q_t< 1 il< 

a pu être éi1;clié à propo:J t'le;::; rr:éüadies lyso~;ow[lles, où l'ab::;er:ce d'une set.;.le 

exO-i.;)JCG:Jid,;;.se (o:-fucosi.rln.so, a-e.<ü<lctosidase, ~-c;al,1cto~ddase, ~-N-acétyl­

hexo;èC>'-lirli131-l.se) p:rovoque l 1 accn:m.la tion ùe qw:m ti tés m·tssi ves de elycolipicles 

dc-..r.s le3 tissus hu;r,ains. 

Ausd 11cnsons-nous :r:,lutôt, avec S'.!'!FCKEH. et §-1.• 1973 (215) q1..-:.e 

oliGose~ccharir1es de l'urine sont los prod\.:.ib de tron:.:c;lycosylntion sur le 

gluco::e, et cette bypothè:Je est justifiée pé,r les o'J2ervations suivante;:~ 

les 

- Les urines de sujets !.yper[;lycérnique3 renferment des 

qu:1.YJ.ti Lf;~3 notlc!~.cnt élevées. (5 à 10 fois le kux nomal) cl 1 oligo::::o.ccharides 

qui exü:~teat en faible quanti tô dans les urines de sujots sains (Tableau X 

p. 31) et Fieure 21 p.U2). Tons ces sucres po~-;rJ-:dent du glucose en pooition 

te~nin~le réductriceo 

J 

i 

1 
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Figure 21 
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~ 
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Raf 

lac 

Sac 

Gal 
Glc 

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

groupe A ; 7 à 11 : sujets sains de groupe 0 ; 12 à 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 n2 3 ; système-solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) 

(4 jours) ; révèlation à l'oxalate d'aniline. 

' ..... 
..... 
1\: 
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r·',:;ul·LLc1;r epi rc.::;te à ùole::::lii1er, des r{:.tct:L'Yls de tr:lnsglycos:y·L,tion qui 

s 1 cffeccl~cnt sur l';:; ~L1cicl8;:3 "in·lt~cteur;.;" C:;lucor:~c, l~!.cto,;o., ou g:cl:\ctosc). 

Ces ré:,é:tionG c;,;,,J,~i:~cmt à le. forr.."l.tion d 1 oli;;osncchrti'ic~es doClt 1-:-, structure 

dr:.rts la bioGy::d,hr.::;e des s~b:Jt~nces de ~roupe f}.;u.G'Jino Il est d':.:.d."..leurs · 

GC!;;Llable q1). 1 Un r.:•:car,iGr::e idcrLtique de tr·.Lm;~lycosylé,tion sur le lncto::c ;c;o.L 

q1:i fl'u:;C!"l~Ont, COT~.IN:l nOU;3 l'avons c1/:r:ontrc5, ÙeS i.lllalogics struclur:ÜCS D.VeC 

les oli~o~acclœriJuo de l 1urineo 

. 
Dnnn le:J con.cli tion;3 pLy::üolo:_:;iqnGs nor;:m.les, lG r;luco~e est 

le <;cul rr.ono;:_·.:-: ccL~h.des libre tle 1 1 orc:.>ni::ln,e, et sa f~(;;,_;cnce pr~.):;ri'...10 Enclu.si V•. 

o:·:pli:po quo la plUJ.'!;rt des oli1 ~o::;accr.1Lcidns excr6t0s dé,~1s 1 1 urine norL:1n.le 

po::;:)>le cu gl'lc:i clc en position terminale réJuc triee. Tou tc fois, 1 1 Uf'ine h:.J:n::.i· 

ne n.or71iLle r,;n C'c r·r;:-3 (~c;alcr..en t de très fu.ibles quwti tss d. 1 oligo~;accharides F.t 

(Tabl()!lU XXX p.lO 7) o 

Le lieu do synthèse de ces olic;osaccharides derêeure pnr 

contre inconnu. Los con~=;tituants urir.:üros ne sont en effet prob.~tblmnent !'::·.s 

d'origine sc'riquo, puis'l.u'il a été montré pE.r SCI~'S111ŒL-Bl~tji'JI:ER .Qi..Lllo 1 (217) 

que l'a (1-/'2) fucosylt~un:.;f,)rase du sérum était preSsente rnê:r:e chez les 

sujets de c;ueotypc sc/se, alors que la proser;.ce de sucres urinaires à activi-
. 1 

' . t ' ' t " 1" I l' t'-' de ~rouves f:.'u\;t.uns es an contraire dopcml<...nte du gc:no ype 00/ 0e. ,e J.eu 

da ,;~ P thèce des oligo::;ac.::h:J.ridcs urinaires est clone à rcchorchor au niveau da: 

tif:. su;; soumis à 1 1 action du .syi> tème w5nc~tiquo Sc /sc, comrne c 1 est le cas en 

p::.TLicuLier de~~ gl.-mrlcs su.liv:ürea et de la couche la plus mrporficielle de 

1['. r:mr11.tCUGO gG;J tro·-intos tin:lleo 
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ror;'!is él 1 i30J.<;r plu~;; d'une qun.!'rt!lhlino d 1olicos:<CChiŒi,les et de d~temincr 

la stractu::.'<: do 18 d'entre ec;x. I.os concl1..1::.:ions q\.::.e nous povvt~n.s tirer de 

noLro P.bt:e ::;onl; les .sui·."antes : 

1) L:i u trJ.ctm:e do l~ rlup:trt des olicoEacchr.trid.os de 1 'urine hurraine er:;t 

Jir:;cbJr-.8nt liSe au croupe: c.:'Jn;;uin de l'incliviclu (systf::mes A, B, H, Se et Le). 

2) Les c .. '1G.lo:)-'~s de st:cur~ Lure qu 1 il:> pï:/:ocJÜel:. t avec lns oli[:OiJu.cch:-Ll'icles du • · 

3) L'orit;irte do.3 oligo:,;:·,cd:~.l'idcs n 1eot P"-'Obablemc::nt pas liée .2u catabolüJrrce 

dGs Glycoli:_Ji,les, m::üs pGro.Ît plutôt ~~s::.:oci~e à cles phéno;r.ènos cle tr·~.J:s;:;lyecoy 

L"tion q~li s' cffoctuont S'-èr le eluco.::e libr·G lui-rr.Cme. Cet te Lypothhe est 

en tout cas b. pl1.l8 plawJible pour expl iqucr les ob;;crvntions effectuées p::.r 

S'l'll.:~~ciŒil et al. 1973 (218) à propos des n:1.Jliturics qui s 1accciT'racncnt 

d'uao (:lüvatio;1 im:r:'ortnnte du taux des olicoso.ccb.J.riüos urine.ireo~ 

4) Lez strt.tC~l.lros des ol:i.,';o;;acchnrides urin,::..ires sont de toute façcn iderlti­

Cf.'GS ou voü;i>:les de colle~3 .des ccpules glucldiques cles elycolipicles des tisc~u3 

" el:mdul:dres. Bien quG n' é bu1 t pus dos p.eodui ts d1~ cR. tabolismc de ces dorniers 

let:.r étude n 1 en deme<;re p[,s moim; très in tôressante cla.ns la mo;~ure où ils 

con:; ti tueror2t cle pr8cioux mod(:les mol;)cul8.ires qui seront utilü-,és déûls le 

c~·,dre de trrJ.Vi.,UX d'ordre irr~n.unochinic~ue., 
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t~J.:.LYI.ts D'li;.~::5.-. ..l.~<r.tcs ur·i~v.!ll·es con~:islc·I''J è.~~!.C à t'·t 1.~~tj_~r C8~;tc not:·\··t;l_1_; cJ!·~-~:_;o 

clo con·:;o;/:J, t8.nt cl 1 \i•l _poir:t do vue; str,lcb;;·;~-1 qL 1 Ïr::!c_,:r~ocl:i;·-~:i.c:_'.-:.e, et à 

r0chr;rc::er I''Jl"::1i co[; dC'r,,icr:J de no1X./PllE's r:cctbi~C:s de c;rou;::es G:::.:.·yin.s 

él;'fé<l't8'1.~;llt à d 1 ::>.utre~ sysLfè:~o:.; C07:l'O'C les f3JSt~;;;;(S m:/:o~1J:3, l'-2!, Ii, po·Jr J:'L3 

citer que les plus i~rorLnnts~ 

\ 
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