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Notre travail s'inscrit dans le cadre de recherches 

entreprises au laboratoire depuis de nombreuses années sur la 

structure des groupements glycanniques d2s glycoprotéines d'ori- 

gine sérique et lactée, sur la maternisation des laits et plus 

particulièrement sur la défense de l'intestin du nourrisson. 

Il semble, en effet, que celle-ci soit assurée par l'association 

de trois protéines présentes dans le lait de Femme: les immu- 

noglobulines IgA, la lactotransferrine et le lysozyme. 

Nous avons repris les expériences réalisées par 

DESCAMPS ( 1 )  sur la structure des groupements glycanniques 

des IgA du lait de Femme. Ses travaux ont montré la présence 

de 12 groupements glycanniques liés à la chaîne polypeptidique 

par des liaisons de type asparaginyl-N-acétyl glycosylaminique 

et de 7 groupements glycanniques alcali-labiles liés à la 

chaîne polypeptidique par des liaisons O-glycosidiques faisant 

intervenir les résidus de N-acétyl galactosamine, et les résidus 

de sérine et de thréonine. 
I 

Jusqu'à présent seules les structures des groupements 

glycanniques des IgA sériques myélomateuses ont été réalisées 
1 

par BAENZIGER et KORNFELD (2 ). Notre travail a donc consisté 

à isoler les glycopeptides des IgA du lait de Femme, dans le 

but de les caractériser et d'en étudier la structure chimique 

afin d'étudier par la suite, l'interaction de ces glycannes 

dans les différents rôles biologiques des IgA de sécrétion. 



Nous presénterons d'abord , dans le chapitre des 

généralités, l'état actuel des connaissances sur les propriétés 

physico-chimiques des IgA, ainsi que de ses constituants. Nous 

préciserons, d'autre part les différents rôles des IgA de sécrétion. 

Dans la partie réservée à nos travaux personnels, 

nous présenterons les résultats concernant la préparation des 

IgA, ses caractéristiques physico-chimiques, et en particulier 

les structures des glycannes liés N-glycosidiquement et O-gly- 

cosidiquement à la chaîne polypeptidique. 

Jusqu'à present, nos travaux ont fait l'objet de 

la communication par affiche suivante : 

M. PAMBLANCO, A. CRETEL et G. SPIK. 

 solem ment et détermination de la structure des groupements 

glycanniques des I g A  du lait de Femme.- Forum des Jeunes de 

la Société de Chimie Biologique, Villeneuve dlAscq, 27-28 Juin 1978. 





Pendant les quinze ou vingt dernières années, d'énormes 

progrés qui facilitent la compréhension de la structure moléculaire 

et du contrôle génétique des immunoglobulines ont été réalisés. A 

présent, nos connaissances sur les immunoglobulines de différentes 

origines : humaine, de lapiSn, de souris, ainsi que celle d'autres ver- 

tébrés sont considérablement enrichies, r e s  connaissances sont rassem- 

blées dans les révues générales de TOMASI et BIENENSTOCK (  TO TOMASI 

et GREY ( 4 ) ,  GALLY et EDELMAN (5 ) ,  HOPPER et NISONOFF (6 ) ,  NATVIG 

et KUNKEL ( 7 ) ,  VAERMAN ( 8 ), HEREMANS ( 9 ) ,  LAMM ( IO), NISONOFF 

et d. ( Il), CAPRA et KEHOE ( 12). 

Les immunoglobulines IgA sont des immunoglobulines présentes 

dans les sécrétions humaines et dans celles de la plupart des mammifères. 

Elles ont été caractérisées dans les liquides biologiques suivants : çerum, 

colostrum, lait stabilisé, salive, urine, fluide nasal, bronchial et 

duodénal. 

La différence structurale entre les IgA sériques et celles 

de sécrétion porte sur la présence, dans les dernières, de la pièce 

de sécrétion. Après la découverte de la chaîqe J dans les IgA de sécré- 

tion par HALPERN et KOSHLAND ( 131, en i970, la formule structurale 

(IgA) .SC, qui avait été proposée par différents auteurs, est changée, 2 

elle devient: (IgA)s.SC.J ; cette dernière appellation a été confirmée 

par MESTECKY et cd. ( 14), en 1972, dans le cas des IgA humaines ; et 

par O'DALY et CEBRA ( 15), en 1971, dans le cas des IgA de lapin. Une 

telle structure est présente dans les IgA de tous les mammifères. 



Dans le sérum les IgA répresentent 20 p.100 environ de 

toutes les immunoglobulines. Leur taux est de 1,8 mg/ml. La forme mo- 

nomérique est prédominante dans le sérum humain. Par contre,dans le 

sérum de la plupart des mammifères c'est le dimère, sans pièce de 

sécrétion, qui prédomine. D'autre part, 1,5 % des IgA sériques possédent 

la pièce de sécrétion, BRANDTZAEG (16 )', THOMPSON et ASQUITH (17 ) et 

WALDMAN et d. ( 1 8) . 
Dans les sécrétions,les IgA constituent le taux le plus 

important des immunoglobulines. Elles sont constituées par 2 monomères 

d'IgA, une pièce de sécrétion et une chaîne J, elles existent aussi 

sous forme monomérique et polymérique. En particulier, dans le colostrum, 

, 
20 % des IgA sont des monomères, TOMASI ( ig) ; et 20 % environ sont 

de hauts polymères, TOMASI ( 20) et BRANDTZAEG (21 ) .  

Les IgA de sécréti0.n et sériques sont constituées de deux i 
sous-classes appelées : IgAl et IgA2. Elles ont été identifiées par 

l'existence de déterminants antigéniques spécifiques des chaînes lourdes, 1 
1 

I a et a Le rapport IgA / I ~ A  varie suivant l'origine des immunoglo- i 1 2 ' 1 2 1 
1 

bulines. En particulier, dans le colostrum. il est de 1 pour 3, MOTA (22 ) ;  

et dans le sérum humain, il est de 9 IgA, pour 1 IgA2, RIESEN et d.( 23). 
1 

1 Nous nous intéresserons à montrer les différences qui exis- 

tent entre les IgA sériques et les IgA de sécrétion car ces dernières 

jouent un rôle primordial dans la protection des muqueuses. 



1 m PREPARATION DES IGA 

Nous nous intéresserons aux méthodes de préparation des 

IgA de sécrétion. 

De très nombreuses méthodes ont été décrites pour préparer 

des IgA à partir de sécrétions de divers animaux, HEREMANS ( 2 4  ) .  

En ce qui concerne les IgA lactées, elles ont .été isolées 

pour la première fois, en 1960, par MONTREUIL et coll. (25 ) par 

fractionnement du lactosérum humain au sulfate d'ammoniiim et chroma- 

tographie sur Amberlite XE-64. Ce procédé a été modifié par DESCAMPS (z6 ) 

en introduisant une chromatographie de gel filtration sur des fractio~ls 

enrichies en IgA. 

La préparation des IgA à partir du colostrum délipidé et 

décaséiné peut se faire par chromatographie sur échangeurs d'ions 

(DEAE-cellulose ; CM-cellulose ) ,  KOBAYASHI (27 ) ; ou par précipi- 

tation du lactosérum à 30-40 % de saturation en sulfate d'ammonium, 

MOTA (28 ), suivie de gel filtration sur colonne de Séphadex G-200. 

I 

I I I  ETUDE PHYSICO-CHIMIQUE DES IGA TOTALES 

1. CONFORMION GENERALE DES IGA 

Le premier modèle structural qui a été proposé pour les IgA 

de sécrétion est celui de TOMASI et BIENENSTOCK (29 ) ,  en 1968. 11 suggère 

que les IgA de sécrétion sont formées de 2 unités 7s superposées, reliées 



Figure 1 : Schéma d'une molécule dlIgA de sécrétion, selon TOMASI 

et BIENENSTOCK ! '30 ) . 
H : chaîne lourde 
L : chaîne légère 
S : pièce de sécrétion 
J : pièce de jonction 

Fab : Fragment antigen-binding 
Fc : Fragment cristallisable 
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Les études en microscopie électronique, réalisées par 

. SVEHAG et BLOTH (31 ), en 1970, révelèrent une structure en Y, 

suggérant que la molécule dlIgA de sécrétion humaine et celle de lapin l 

est formée de 2 unités 7s superposées, insérant une pièce de sécrétion. 

Un tel modèle a été consideré par BRANDTZAEG et d!.(32 ),  

TOMASI et GREY (33 ) et Van MUNSTER ( 34') dans leurs essais pour situer I 

la pièce de sécrétion dans l'ensemble de la molécule d'IgA de sécrétion. 

Les résultats des études effectuées par BJORK et LINDH (35 ), 

en 1974, montrent qu'il n'existe pas de différences conformationnelles 

entre les IgA de sécrétion et les IgA sériques dimériques. Ils pensent 

que la présence de la pièce de sécrétion n'influence pas énormemenc 

la conformation moléculaire des IgA, laquelle serait beaucoup plus 1 
l 

allongée que compacte. 

La méthode de diffraction de rayons X appliquée aux immuno- 

globulines donne des renseignements très précieux sur leur structure 

tridimensionnelle. EDELMAN ( 36 ) , en 1973, émet 1 'hypothèse de la pré- 
, 

l 
! 

sence de domaines dans les immunoglobulines, Fig.2 , p. 9 . Dans les 
chaînes légères il y a deux, domaines: un variable (V ) et un constant 

. L 

(CL) ; tandis que dans les chaînes lourdes, jl y a 1 domaine variable 

(VH) et 3 domaines constants : C 1 ,  C 2 et CH3. Les sites des domaines H H 1 

variables contribuent aux fonctions de reconnaissance de l'antigène tandis 1 
que les sites des domaines constants sont responsables des fonctions 

effectrices des immunoglobulines. 

Les études de SILVERTON et d.  ( 3 7 ) ,  montrent que les 

glucides sont les molécules responsables essentiellement des contacts 

entre les domaines C 1 et C 2, et aussi entre les régions F (fragment 
H H ab 

antigen-binding) e.t F (fragment cristallisable). 
C 



Figure  2: Présence de domaines dans l e s  immunoglobulines, 

d 'après  EDELMAN ( 3 8 ) .  

VH : domaine v a r i a b l e  dans l a  chaîne H 

VL : domaine v a r i a b l e  de l a  chaîne L 

C H I ,  C 2 e t  C 3 : domaines cons tants  de l a  chaîne H 
H H 

CL : domaine constant  de l a  chaîne l égè re .  {-$) 



11. PROPRIETES PHYSIQUES DES IGA 

La masse moléculaire des IgA des sécrétions humaines, 

étudiée par ultracentrifugation ou par gel filtration oscille entre 

375.000 et 394.000 daltons, selon différents auteurs, TOMASI et 

CALVANICO ( 39), HURLIMAN et Uk!. (40 ) et EEWCOMB et de. (4 1 ) . Les 
valeurs trouvées pour les IgA de chien, mouton, boeuf, cheval et 

lapin oscillent entre 370.000 et 415.000; voir la révue générale de 

VAERMAN ( 42) . 
Les valeurs du coefficient de sédimentation, s;~,", des 

IgA de sécrétion humaine canine ou bovine sont de 10,8 à 11,8, 

tandis que celles des IgA sériques dimériques myélomateuses sont 

d'environ 10,5S. 

Les IgA du lait de Femme ont un coefficient de sédimen- 

tation de 11,4 ou de 10,5, d'après TOMASI et BIENENSTOCK (43 ) ou 

DESCAMPS ( 44 ) . 
TOMASI et BIENENSTOCK (45 ) trouvent pour les IgA colos- 

1 % trales humaines un coefficient d'extinction molaire, E280 nm. de 13.9 

- 
et un volume spécifique partiel! v: de 0,723 ; tandis que CEBRA et 

ROBBINS (46 ) et CEBRA et SMALL (47 ) trouvknt pour les IgA colostrales 

de lapin : 13,SS et 0,703, respectivement. 

En ce qui concerne leur mobilité électrophorétique, il 

semblerait que les IgA de sécrétion de différents mammifères possédent 

une migration moins cathodique que celle des IgA sériques correspon- 

dantes , VAERMAN (48 ). 



III. PROPRIETES CHIMIQUES DES IGA 

Les IgA de sécrétion sont les immunoglobulines, y compris 1 
l 

les IgA sériques, les plus résistantes aux enzymes protéolitiques 1 
et aux agents de réduction. En particulier, les IgA2, majoritaires 1 

l 

dans le colostrum, sont résistantes à l'action de la papaïne, MOTA ( 49). 

Les IgA de sécrétion sont également plus résistantes aux 

PH acides, CEDERBLAD et d. ( 50), KENNY et de. ( 5 1) , TOYASI et CZERTU'INSKY (52 ) 4 
En ce qui concerne la composition chimique en acides aminés 1 

des IgA de sécrétion et des IgA sériques, le Tableau 1 p12, montre 
- 1 

1 

qu'il n'existe pas de différences appréciables entre elles. 

Par contre, le taux en comme le montre le Tableau II 

p. 13 est plus faible dans le cas des IgA sériques. Ceci s'explique 

par l'apport en glucides de la pièce de sécrétion aux IgA de sécrétion. 

En ce qui concerne les IgA sériques myélomateuses, il existe 

une différence dans la composition en glucides des différentes sous-classes, ! 
l 

IgAl et IgA les IgA étant beaucoup plus riches en glucides que les 2 y 2 

IgA,, TOMANA et &. (53 ). 

I I I ,  ETUDE DES DIFFERENTS CONSTITUANTS DES IGA 

Nous allons décrire les principales caractéristiques des 

chaînes legères (L), lourdes (H), J et de la pièce de sécrétion, en 

insistant plus particulièrement sur la présence et la nature des glucides 

au niveau de chacune de ces chaînes. 



TABLEAU 1 

~ Composition en acides aminés des IgA colostrales et des IgA sériques. 
I l 

1 1 IgA colostrales 1 IgX-SFriques 

*SP 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

CY s 

Va 1 

Me t: 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

T ~ P  

LYS 

His 

Arg 

TOTAL 

DESCAMPS ( 57 ) 

g.p.100 g Résidus Moles 
p.170.000 p.100 

7,75 114 898 

7,5 126 997 

7,9 155 11,9 

10,5 140 1 O, 8 

793 125 9,9 

3,15 87 697 

3,7 8 8 6,8 

494 6 1 2,4 

4,95 8 5 6 , 6 

0, 6 8 0, 6 

197 25 2 

699 104 8 

397 85 3 

3,6 4 1 3,2 

non dosé 

49'3 5 3 4,l 

1,6 20 196 

4 9 495 3,8 

1320 

AXELSON & d. ( 54 ) 

g.p.100 g 

6,94 

6,99 

7,34 

9,79 

5,96 

3,29 

3,79 

2,74 

6,39 

0,57 

2,18 

7,66 

4,77 

3,71 

- 
4,55 

1,78 

HEIMBURGER & cd. ( 5 8 

g.p.100g Mole d'AA 
par mole 

6,15 86 

7,65 121 

7,93 146 

1 O, 52 130 

6,26 104 

3,22 90 

3,87 87 

291 3 3 

6 9 7 

O,8 1 O 

1,74 2 5 

7,76 110 

4,38 43 

3,66 40 

3,3 28 

4,57 5 7 

1,93 23 

4 7 4,55 

88,4 p . 1 0 0  1271 

J 

1 

I - 
N 

1 

MUH ( 55 

g.p.100 g Résidus 
p. 170.000 

798 115 

7,3 120 

8 155 

11,2 145 

6,3 110 

3,5 . 105 

4,6 110 

2,8 50 

592 9 5 

0,35 ' 4 

1,4 2 1 

6,7 1 O0 

4 4 1 

3,3 3 7 

non dosé 

3,9 5 0 

1,6 19 

3 9 398 

13 16 82,1 p.100 

TOMASI et 
BIENENSTOCK( 56) 

Moles p.100 

7,9 

9,2 

10,8 

IO,] 

8,4 

795 

6,9 

2,7 

7,6 

O,6 

2,2 

992 

3,2 

3,1 
- 
4,7 

1,7 

4 9 2 



TABLEAU II 

Composition centésimale en glucides des IgA de sécrétion et des IgA sériques. 

GlcNAc : N-acétyl glucosamine ; GalNAc : N-acétyl galactosamine ; ANAN : acide N-acétyl neuraminique 
" .  



-- - - - -- --p.- -- - -- - -- - p. - - - 

1 

, 
- 14 - , 

l 
1 

1. ETUDE DES CHAINES LEGERES 1 
l 
I 
l 

Les chaînes légères sont de nature peptidique, elles 1 
1 

I possédent une masse moléculaire de 22.000 daltons, selon ZIKAN et co11.(66 ). j 

Dans une molécule d'IgA de sécrétion il y a 4 chaînes 

légères , Fig. 1 ,p. 7 ; elles sont de type it ou A .  Un même individu I 
peut posséder les deux types. 

Les chaînes légères sont reliées aux chaînes lourdes, H , 
1 

par des liaisons covalentes et non covalentes, dont le nombre et l 
l 

la position varient selon le sous-groupe et l'allotype dlIgA ; de 1 
I même il existe des variants isotypiques. 1 

En effet, pour les IgA de type IgA et certaines IgA de 
1 

type IgA2 des liaisons ponts disulfure relient les chaînes L aux 

chaînes H et les chaînes H entre elles. Par contre, dans certaines 

IgA de type IgA2 ces liaisons relient les chaînes L entre elles et 

les chaînes H entre elles, Fig.3 ,p. 15 . 
La structure primaire d'une chaîne légère de type X des 

IgA myél 

De même, 

.ornateuses a 

LIU et cd. 

été entièrement déterminée par SHINODA et d.(67 ). 

(68 ) ,  donnent la structure primaire complète 

d'une IgAl rnyélomateuse ; la chalne légère bosséde 213 acides aminés, 

2 ponts disulfure intrachaîne, elle serait liée à la chaîne H par 1 

pont disulfure au niveau de l'avant dernier acide aminé. 



- - - S-S 

Figure 3 :  Mode de liaison des chaînes légères sur les chaînes lourdes 
dans les deux sous-classes d'IgA. Le nombre et la position 
des ponts disulfure sont arbitraires. Position des zones 
variables (V) et des zones constantes (C) sur les différentes 
chaînes. 



En ce qui concerne la présence de glucides dans les 

chaînes légères, SOX et HOOD ( 69), en 1970, trouvent qu'environ 

15 p.100 des chaînes légères des IgA isolées de malades atteints 

de myélomes multiples renferment un groupement glycannique. Dans 

les 5 cas étudiés , l'oligosaccharide se trouve au niveau d'une 

séquence Asn-X-Ser de la zone variable des chaînes légères. D'autre 

part, TOMANA et d. ( 70), trouvent dans des préparations de chaînes 

L des IgA myélomateuses la présence de glucides à un taux plus faible 

que dans les chaînes H. L'étude de la composition en monosaccharides 

montre une absence constante de résidus de N-acétyl galactosamine 

et une absence occasionnellede résidus de fucose; 

II. ETUDE DES CHAINES LOURDES 

e Les chaînes lourdes ou chaînes H sont de nature glycopro- 

Dans les IgA, les chaînes lourdes sont de type a. Il 

existe 4 chaînes a par molécule d' IgA de sécrétion, Fig. 1 ,p. 7 . 
. La présence de déterminants antigéniques spécifiques et 

de différences chimiques au niveau des chaînes û, a permis par conséquence 
l 

la division des IgA en deux sous-classes : IgA et IgA KUNKEL et 
3 2 ' 

PRENDERGAST ( 7 1 ) , FEINSTEIN et FRANKLIN:(72 ) , VAERMAN et HEREMANS ( 73 ) , 

PUTNAM ( 74 ) . 
De plus, 2 variants allotypiques ont été caractérisés 

dans la région Fc des chaînes a des IgA2 sériques myélomateuses : 

Am (+) et An (-) par KUNKEL et coll. ( 75) et W A S  et FUDENBERG (76 ) . 
2 2 



Ces termes correspondent à ceux proposés par TORANO et YUTNAM ( 77): 1 
1 
1 

A2m(l) et A2m(2). Chez les Caucasiens, prédomine le type Am2(+), l 
KUNKEL et coll. ( 78), lequel ne présentepas de ponts disulfure 

entre les chaînes a et les chaînes L, GREY et d. ( 79). Chez les 

I Négroides et Mongolides, c'est le type Am2(-) qui prédomine, 1 
i 

KUNKEL et coll. (80 ). Dans ce cas, des ponts disulfure existent entre 1 
les chaînes a et L, JERRY et d. ( 81), et il y a des homologies 

structurales avec les IgAI , MIHAESCO et d. (82) et (83). 
l 

Récemment, il a été identifié un isoallotype des IgA I I 
I 

I humaines, nA2m(2 j , Van LOGHEM et d. ( 84) . 
Dans le colostrum humain, la forme Am (+) prédomine, 2 

JERRY et d. ( 85). 
m 

t Au niveau de la chaîne a, il existe une zone particulière- 

ment flexible du à sa richesse en proline, appelée " hinge region " 

ou région charnière. 

1. PROPMETES PHYSICOCHIMIQUES 

La masse moléculaire des chaînes a varie selon l'origine 

des IgA. Pour les chaînes a des IgA humaines, CEBU et SMALL (86 ),  

DORRINGTON et ROCKEY (87 ) et MONTGOMERY et d. (88 ) , proposent 

une masse moléculaire comprise entre 52.000 et 58.0001 Alors que 

et a l . (  $9) trouve 64.000. Chez d'autresmammifères ces valeurs 

sont également trouvées. 



A. ETUDE DE LA PARTIE PEPTIDIQUE 

Les études structurales effectuées par FRANGIONE et 

WOLFENSTEIN-TODEL ( go), en 1972, sur des IgAl et IgA2 sériques 

myélomateuses, nous fournissent des renseignements très intéressants 

sur la structure primaire des chaînes a et a2.  Ainsi, ils isolent 
1 

un fragment qui contient la "hinge region " ; cette région est cons- 

tituée par environ 20 acides aminés et elle se situe au centre de la 

chaîne a. Au niveau de la " hinge region " se situe le pont disulfure 

qui relie les chaînes a entre elles. Fig. 4 ,p. 19. 

L'étude comparée de la séquence en acides aminés de la 

II hinge region " d'une IgA, et une IgA effectuée. par ces auteurs, 2 ' 
montre qu'il existe une délétion importante à ce niveau dans la chaîne a 2 ' 

Il manque, en effet, 15 acides aminés en particulier des résidus de 

sérine et de thréonine, Fig. 4 p. 19 . Les études de WOLFENTEIN-TODEL et cd. ( 91 

montrent que des acides aminéq de la " hinge region " participent à 

la formation de 2 ponts disulfure intracaténaires. 

La structure primaire complète d'une IgA a été rapportée 1 

par LIU et d.( 92), en 1976. Ces auteurs donnent la localisation des 

oligosaccharides. La chaîne al est constituée de 472 acides aminés, 
l 

6 ponts disulfure intrachaîne et 5 interchaînes, dont 4 d'entre eux possédent 

une position bien déterminée. L'un d'eux est present dans la chaîne 

L, 2 dans la chaîne H et 1 dans la chaîne J. Trois oligosaccharides 

seraient liés N-glycosidiquement au niveau des acides aminés 28, 263 et 

459 ; et 5 oligosaccharides seraient liés O-glycosidiquement au 

niveau de la " hinge region " aux résidus de sérine: 224, 230, 232, 238 et 240. 





L'étude effectuée par T O R A ~ O  et d. ( 9 4 ) ,  en 1977, 

sur des IgA sériqurs myélomateuses, allotype A2m(l) et A2m(2), 2 

montre que les deux ne possédent pas des oligosaccharides liés 

O-glycosidiquement. En ce qui concerne les oligosaccharides 

N-glycosidiques, les 2 allotypes ne possédent pas 2 des glycannes 

présents dans les IgAl, mais il y aurait 2 glycannes en plus dans 

les IgAl. En outre, dans l'allotype A2m(2) il y a 5 glycannes 

N-glycosidiques qui ne sont pas présents ni dans ltallotype 

A2m(l), ni dans les IgAI. 

Ces différences en nombre et nature des oligosaccharides 

dans les différentes sous-classes et allotypes des IgA sont dues 

aux différences qui existent au niveau de la séquence peptidique. 

La détermination de la structure primaire complète 

d'une a IgAt. allotype A2m(2) par T O R A ~ O  et PUTFIAM (g5), Permet de 2 ' 

la comparer avec celle d'une IgA rapportée par le même groupe de 1 ' 
chercheurs. Les différences se situent au niveau de la " hinge region" 

à propos du nombre et de la nature des oligosaccharides, et au niveau 

de 23 acides aminés présents dans la région constante des 2 chaînes. 

Fig. 5, p. 21. I 

Ces auteurs proposentque la présence de glycannes sur 

'des positions homologues dans les immunoglobulines humaines et 

animales n'indique pas seulement que la séquence de l'accepteur 

glycosidique a été conservée par rapport aux énormes changements 

qui ont eu lieu dans la structure primaire des immunoglobulines 

de différentes classes et espèces, mais elle suggère que la conser- 

vation des glycannes a une signification structurale et fonctionnelle. 



70 80 90 
S 

Tyr-Ala-Rsp-Ser-Val-Lys-Gly-Arg-Phe-Thr-!le-Ser-Arg-Asp-Asp-Ser-Arg-Asx-Thr-Val-Tyr-Leu-Gln-kt-Asr-Ser-~eu-Arg-Ala-Gl~- 

I VARIABLE ( CONSTANT - 
100 110 

1 
120 

kp-Thr-Ala-Val-Tyr-Tyr-Cys-Ala-Arg-Asp-Leu-Ala-Ala-Ala-Arg-Leu-Phe-[ . . . . .]-Gl y-Lys-Gly-Thr-Thr-Val-Thr-Val-Ser-SerfAla- 

130 140 1 19 1. 
kr-Pro-Thr-Ser-Pro-Lys-Val-Phe-Pro-Leu-Ser-Leu Asp Ser-Thr Pro-G1n Asp-Gly-Asn-Val-Val Ala-Cys-Leu-Val-Gln-Gly-Phe- S Q I 

160 170 

---- ç ------------------ ---------------- 
LlGHT 

CHAIN 
740 

H E A W  

CHAIN 

i i 
280 290 1 3 0 0 1  

Leu-Ars-Asp-Ala-Ser-Gly T h r - P h e - T h r - T r p - T h r - P r o - S e r - S e r - G l y - L y s - S e r - a - V a l - G u - G l y - P r o - P r o - u - q - A s ~ - L e - ~ s - G ~ -  S 

310 
Cys-Tyr-Ser-Val-Ser-Ser-Val-Leu-Pro-Gly-Cys-Ala-Glx-Pro-Trp-An-His-Gly 

I 4-S--- S------------------------J 
INTER cH21-cH3 350 360 
SUBUNIT Lys-Thr-Pro-Leu-Thr-Ala sn- e- r Lys-Ser-Gly-Asx-Thr-Phe Arg-Pro-Glu-Val-His-Leu-Leu-Pro-Pro-Pro-Ser-Glu-G1u-Leu-Ala- 

? 1 

440 4 50 
Ala-Glx-Asx-Trp-Lys-Lys-Gly 

J CHAIN -S-S 
4 70 

Leu-Ala-Gly-Lys-Pro-Thr-His 

Figure 5 : Structure primaire d'une chaîne a 2 (IgA2, allotype A2m(2) 

comparée à celle d'une chaîne a 1 ' dlai>rès TORGO et PUTNAM (96 ) 



B. ETUDE DE LA PARTIE GLUCIDIQUE 

Les premières études structurales effectuées sur la 

partie glucidique des IgA sériques myélomateuses ont été celles 

de DAWSON et CLAMP ( 97 ) ,  en 1968. Une molécule d'IgA contient 

environ 2 résidus de fucose, 14-15 résidus de N-acétyl glucosamine, 

6 résidus de N-acétyl galactosamine et 5 d'acide N-acétyl neura- 

minique. Tous ces résidus sont distribués en 6 oligosaccharides 

fixés sur la chaîne a. Les structures proposées pour ces glycannes 

sont données dans la Fig. 6,p. 23. 

En 1974, BAENZIGER et KORNFELD ( 98), montrent 

dans les IgA, sériques myélomateuses l'existence de 5 glycannes 

de type O-glycosidique, situés au niveau de la " hinge region ", 

et dont la structure de 4 d'entre eux est la suivante : 

Le reste ne renferme qu'un seul résidu de N-acétyl galactosamine. 

De même, la structure de la " hinge region " semble être identique 

à celle rapportée par FRANGIONE et WOLFENSTEIN-TODEL (99 ) ,  en 1972, 

Fig. 7 ,p. 24. 
s 

Ces mêmes auteurs ( 10'0) dgcrivent aussi la présence de 

glycannes N-glycosidiques dans la fraction II obtenue après digestion 

pronasique des IgA La chromatographie sur DEAE-cellulose d'une telle 1 ' 

fraction donne 3 pics renfermant les glycopeptides II IIB et IIC. A y 

Seule la structure du glycopeptide II a été établie avec cer- 
A 

titude. Fig. 8 ,p. 25. 
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Ffgtire8 Structure des glycopeptides IIA, IIB,et IIC isolés des IgA myelomateuses, 

d'après BAEZINGER et KORNFELD '( 103). 



TOMANA et d. ( 104) utilisent la chromatographie 

d'affinité sur Con4et la gel filtration pour la préparation des 

glycopeptides des IgA, sériques après digestion pepsique et pronasique. 

Ils donnent les compositions molaires des fractions glycopeptidiques 

ainsi obtenues. 

En outre, TOMANA et d.  ( 1.05) ont effectué des études 

statistiques sur les différences dans la composirion en glucides 

entre les IgA, et IgA2.0n..note l'absence de résidus de N-acétyl 

galactosamine dans les IgA et iin taux en glucides. beaucoup plus 2 

élevé, du au nombre plus élevé de résidus de fucose, mannose et 

N-acétyl glucosamine. Ils ne trouvent pas de différences entre les 

2 sous-classes concernant le pourcentage de galactose et d'acide 

N-acétyl neuraminique. De plus, dans les IgA2 il y a autant de 

galactose que d'acide N-acétyl neuraminique ; tandis que dans les 

IgAI. plus grand- est le contenu en galactose. plus petit est celui 

d'acide N-acétyl neuraminique. 

En ce qui concerne l'étude de la fraction glucidique 

des IgA lactées, les premiers travaux sont ceux effectués par 

DESCAMPS et d.  ( 106). En 1968, ces auteurs mettent en évidence 
l 

la présence de 7 glycannes, d'une masse moléculaire d'environ 

1.000 daltons, liés par des liaisons O-glycosidiques. Trois de 

ces unités oligosaccharidiques sont attachées à la fraction protéique 

par des liaisons O-séryl et les 4 autres par desliaisons 0-tréonyl-N- 

acétyl galactosaminidique alcali-labiles. 

Les autres chaînes glycanniques, d'une masse moléculaire 

moyenne de 2.500 environ, sont conjuguées par des liaisons alcali- 

stables engageant, d'une part la glucosamine et d'autre part l'aspara- 

l gine. 

I 



DESCAMPS ( 107), en 1974, donne les compositions molaires 

moyennes des glycannes à liaisons alcali-stables et alcali-labiles 

des IgA lactées. Les résultats sont rassemblés dans le Tableau IIJp.28. 

Il faut signaler les différences importantes qui existent au niveau 

de la fraction alcali-labile des IgA sériques et des IgA du lait de 

Femme. En effet, les résultats obtenus par BAENZIGER et KORNFELD ( IO8) 

sur les IgA sériques myélomateuses montrent des structures simples 

ne contenant que du galactose et de la N-acétyl galactosamine, tandis 

que les résultats obtenus par DESCAMPS (109) laissent prévoir l'exis- 

tence de structures alcali-labiles beaucoup plus complexes. 

III. ETUDE DE LA PIECE DE SECRETION - 

La pièce de sécrétion est une chaîne de nature glycoprotéinique 

qui est synthétisée principalement: par les cellules épithéliales dans 

les membranes des muqueuses et les glandes exocrines, BRANDTZAEG (110 ) 

et POGER et LAMM ( 111). 

Elle a été caracterisée pour la première fois par SOUTH et d. (112) 

dans la salive d'individus déficients en IgA et plus tard dans d'autres 

excrétions par HANSON et JOHANSSON ( 113), REMINGTON et SCHAFFER (114 ) .  
I 

Elle coexiste avec les IgA dans le colostrum humain, BRANDTZAEG et d. ( H 5  ), 

NEWCOMB et d . ( 1 1 6  ); dans l'urine, BIENENSTOCK et TOMASI (117 ), et 

dans les excrétions nasales, NEWCOMB et de. ( 118). Elle s'associe aux 

IgA diinériques, TOMASI et d.( 119) et aussi aux IgM pentamériques, 

BRANDTZAEG ( 1 20) . 
L'association entre la pièce de sécrétion et la molécule 



TABLEAU 111 

Composit5.0ns molaires moyennes des glycannes à liaisons alcali-stables 

et alcali-labiles des IgA lactées d'après DESCAMPS ( 121 ). 

r 

Nature des oses 

Fuco s e 

Galactose 

Manno s e 

N-acétyl glucosamine 

N-acétyl galactosamine 

Acide N-acétyl neuraminique 

Masse moléculaire 

Glycannes à liaisons 1 
alcali-stables 

1 

l à 2  

5 

6 

0 

1 

3.000 

alcali-labiles 

1 

4 

O 

l à 2  

1 

l à 2  

1 .800 
I 1 



dimérique d'IgA s'effectue dans un premier temps par des liaisons 

non covalentes : pont hydrogène et forces de Van der Waals, et 

ensuite une stabilisation par des ponts disulfure a lieu. HEREMANS (122) l 

a proposé un modèle structural pour les IgA de sécrétion en se 1 
fondant sur la flexibilité de la pièce de sécrétion, due à son contenu élevé 

1 
rn glycocolle. Cette flexibilité facilire la formation des ponts disulfure 

chaînes H et L de certaines IgA myélomateuses. Les études effectuées i 
i 

II in vitro " par UNDERDOWN ( 123), en 1975, montrent que la ~ièce I 

de sécrétion est liée covalentiellement seulement à ,l'un des monomères 1 
qui constituent le dimère d'IgA de sécrétion. D'après WEICKER et i 
UNDERDOWN ( 124), la pièce de sécrétion a la même-affinité pour 1 
les différentes sous-classes d11gA : IgA, et IgA2, ainsi que pour les 1 

I 

IgM. Par contre, BRANDTZAEG ( 125), en 1977, trouve que la ~ièce 
! 

de sécrétion a plus d'affinité pour les IgM que pour les IgA. ! 
1. PREPARATION DE LA PIECE DE SECRETION 

A.PREPARATION DE LA PIECE DE SECRETION LIEE 

Pour la préparation de la pièce S liée, parmi toutes les 

méthodes, nous ne citerons que celles de : TOMSI et BIENENSTOCK (126 ), 

KOBAYASHI ( 127), BRANDTZAEG ( 128 1, : @ , LAMM et 

GREENBERG ( 129), JERRY et KUNKEL ( 130). Les conditions douces de 

réduction et alkylation données par BRANDTZAEG ( 1 3 1 ) ~  permettent 

d'isoler la pièce S avec 3 déterminants antigéioriques intacts. 

B.PREPARATION DE LA PIECE DE SECRETION LIBRE 

La pièce de sécrétion libre a été grêparée à partir de 

colostrum humain par: TOMASI et BIENENSTOCK ( 132), KOBAYASHI ( 133), 



Van MUNSTER et d. ( 134), LAMM et GREENBERG ( 135), BRANDTZAEG ( 136), 1 

WEICKER et UNDERDOWN ( 137) et UNDERDOhW et coll. ( 138). Les derniers 1 
l 

auteurs utilisent la chromatographie d'affinité sur colonne d1IgM- 

Sépharose. Il faut signaler qu'undes principaux contaminants des 

préparations de pièce de sécrétion est la lactotransferrine, de masse 

moléculaire très voisine, elle forme de nombreux complexes, en par- 

ticulier avec la pièce de sécrétion. 

II. ETUDE DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES 

L'étude comparée des propriétés physico-chimiques de 

la pièce de s6crétion.liée et libre montre qu'elles sont identiques. 

La pièce de sécrétion a une masse moléculaire d'environ 

80.000 daltons . Elle a un coefficient de sédimentation, s ~ ~ ~ , ~ ,  

1 p.100 
d'environ 4,3; et un coefficient d'extinction molaire, E280 nm., 

d'environ 12. 

A. ETUDE DE LA PARTIE PEPTIDIQUE . 

Lescompositionsen acides aminés de la pièce de sécrétion 

libre et liée est rassemblée dans le Tableau IV,p. 31. Il faut 

signaler l'absence de méthionine, cette propriété est utilisée 

comme indice du degré de pureté des préparations de pièce de 

sécrétion. D'autre part, le contenu relativement élevé en groupements 

thiol libres, de 3 à 4, peut indiquer qu'après une interaction non 

covalente entre la pièce de sécrétion et le dimère d'IgA " in vitro " 

a lieu une stabilisation covalente des complexes, BRANDTZAEG ( 139). 

La séquence NH -terminale des pièces de sécrétion 2 

d'origine humaine (KOBAYASHI (140 ) ,  LAMM et GREENBERG ( 141 ) ,  



1 TABLEAU IV 
1 

i Composition en acides aminés de la pièce de sécrétion libre et liée, selon différents auteurs 

A ~ P  

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

2ystine/2 

Va 1 

Met 

Ile 

Leu 

TY r 

Phe 

T E-P 

LY s 

His 

Arg 
'7 

Pièce S liée (moles p. 100) 

SLETTEN et col1 
- (145) 

1097 

5+6 

8,O 

1 1  ,O 

593 
v 

998 

691 

393 

897 

0, 0 

399 

991 

490 

392 

N.D 

5,5 

099 

499 

KOBAYASHI 
(142) 

10,5 

5,4 

792 

10,6 

590 

998 

596 

392 

893 

O 

394 

g97 

492 

393 

1 9 0  

597 

590 

290 

MESTECKY et C O ~ L  
( 149) 

8,15 

8,81 

.11 , 44 

10,15 

7 $47 

8,85 

6,57 

2,86 

7,78 

O, 84 

1,97 

8,88 

2,96 

3 ,O9 
- 
4,47 

1,57 

4,13 

LAMM et col1 
(148) 

999 

6,1 

g98 

10,9 

594 

996 

594 

295 

991 

O 

391 

992 

395 

3,o 

2,O 

498 

1 ,O 

496 

I 

TOMASI et ~011. 
(146) 

796 

8,o 

992 

8,3 

6,6 

15,2 

597 

294 

699 

1,4 

291 

893 

490 

497 
- 
490 

1,4 

490 

Pièce S libre 

LAMM et col1 
(147) 

994 

5,3 

12,O 

11,3 

492 

11,O 

597 

294 

891 

0,05 

299 

890 

397 

391 

290 

692 

1 ,O 

398 

KOBAYASHI 
(147 1 

10,7 

5,6 

7,4 

10,7 

590 

999 

5,7 

297 

892 

O 

394 

. 995 

493 

392 

292 

597 

099 

499 

(moles p. 100) 

van. MT'YSTFR 
et ccL1. (14~J 

10.6 

5,9 

891 

10,3 

498 

994 

691 

395 

89 1 

< 0,06 

3,6 

g97 

396 

391 

392 

596 

099 

497 



Van MUNSTER et de. ( 150), CUNNINGHAM-RUNDLES et de. (151 ) , 

BRANDTZAEG ( 152), SLETTEN et de.(153 )),  d'origine canine 

(THOMPSON et cd. ( 154)) et d'origine bovine (LABIB et de. (155 ) ) 

sont très semblables. La pièce de sécrétion des IgA de lapin, d'une 

masse moléculaire de l'ordre de 60.000 (O'DALY et CEBRA ( 156)), 

présenteune délétion de l'ordre de lQ.OOO daltons au niveau 

de la portion NH2-terminale, LAMM et. d. (157 ) . 
B. ETUDE DE LA PARTIE GLUCIDIQUE 

Divers auteurs ont donné la composition centésimale 

en glucides de la pièce de sécrétion libre et liée. Les résultats 

rassemblés dans le Tableau V ,p.33, montrent que la N-acétyl galac- 

tosamine n'est pas présente dans les groupements glycanniques de 

la pièce de sécrétion. Ce résultat indique qu'il n'y a pas 

des liaisons de type O-glycosidiaue im~liauant Ta N-acétyl zal, acte- 

samine, dans la niece S. 

La pièce de sécrétion, de masse moléculaire environ 

80.000 renferme 18 % environ de glucides. Ceci implique l'existence 

d'environ 5 à 6 groupements glycanniques de type N-glycosidique. 

III. ROLE DE LA PIECE DE SECRETION 
I 

Différents rôles ont été attribués à la pièce de 

sécrétion : la protection des IgA vis-à-vis des enzymes protéo- 

lj!tiques, LINDH ( 158) ; le transport des IgA à travers la surface 

épithéliale, SOUTH et de.(159 ), BRANDTZAEG (160 ) ; et l'attraction 

des lymphocytes circulants à IgA de surface vers les membranes des 

muqueuses, GW-GRAND et d. ( 161), STROBER et d. ( 162). 



TABLEAU V 

Composition centésimale en glucides de la pièce de sécrétion libre, selon differents auteurs 

TOMASI et cols. KOBAYASHI Van MUNSTER TOMANA et col1 . LAMM et ~011. SLETTEN et col1 
( 163) ( 164) et coll. (165) ( 166) ( 167) ( 

Ga 1 

Man 

Fuc 

GlcNAc 

GalNAc 
498 

Traces 

Glucides totaux 9,5 15,59 11,6 11,5 19,4 . 18,6 

Ga1 : galactose 
Man : mannose 
Fuc : £ucose 

GlcNAc : N-ac4tyl glucosamine 
GalNAc : N-acétyl galactosamine 
ANAN : acide N-acétyl-neuraminique 



1 

IV. ETUDL DE LA CHAINE J 

La chaîne J est de nature glycoprotéique. Elle est présente 

dans les IgA et dans les IgM polymériques. Elle est synthétisée par 

les plasmocytes, RAAM et INMAN ( 169) i 
Elle a été caractérisée pour la ~remière fois, en 1970, 

par HALPERN et KOSHLAND ( 170) dans les IgA de sécrétion humaines 

.et de lapin, ainsi que dans les IgA ou IgA sériques humaines 1 2 

myélomateuses polymériques; mais elle n'existe ni dans les Ig 
i 

monomériques ni dans les IgG. Ces auteurs proposent de l'appeler 

II joining-chain " (J-chain) en faisant référence à son rôle possible 

!dans la polymérisation des monomères dlIgA. Elle existe aussi 

dans les IgM pentamériques, MESTECKY et d.( 171). La chaîne J 

a été aussi caracterisée dans différentes espèces de mam.ifères, 

PARKHOUSE ( 172), WEINHEIMER ( l73). En particulier, ZIKAN (1 74 ) 

caractérise la chaîne J dans les IgA colostrales et dans les IgM 

sériques de porc. 

La chaîne J s'associe aux IgA et IgM polymériques par 

des ponts disulfure. 

De nombreux auteurs ont trouvé une seule chaîne J 

par molécule au niveau des IgA sériques ou de sécrétion, MESTECKY 

et d. ( 175), MORRISON et KOSHLAND (176 ), O'DALY et CEBRA (177 ) ; 

des tetramères dlIgM isolés du poisson chat, WEINHEIMER et d.( 178); 

et des IgM ~entamériques humaines, MESTECKY et de.(179 ),  MORRISON 1 
et KOSHLAND ( 180). Cependant les travaux récents de BRANDTZAEG (180 ) 

sont à faveur de l'existence de 2 chaînes J par dimère d'IgA 

et 3 ou 4 par pentamére dlIgM. 



1. PREPARATION DE LA CHAINE J . 

Les méthodes d'isolement de la chaîne J commencent 

évidemment par la coupure des ponts disulfure qui lient cette chaîne 

au polymère. Ceci est fait par réduction-alkylation ou bien par 

sulfitolyse. Les étapes de purification tiennent compte surtout 

de l'acidité de la chaîne J, ainsi que de sa masse moléculaire, 

faible. Entre autre, il faut citer les méthodes de MESTECKY 

et &.( 182 ), MEINKE et SPIEGELBERG ( 183 ) ,  MORRISON et KOSHLAND ( 184 ) 

et KOBAYASHI et d.  ( 185 ) pour ies chaînes J humaines ; O'DALY et 

CEBRA ( 186 ) pour les chaînes J de lapin ; KEHOE et d. ( 187 ) 

pour celles d'origine canine et ZIKAN (188) )  pour celles d'origine 

porcine. 

II. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES 

PR étude de la masse moléculaire de la chaîne J des IgA 

sériques dimériques, des IgA de sécrétion et des IgM de différents 

mammifères soulève quelques controverses. Si, en général, la chaîne 

J est considérée comme une simple chaîne de masse moléculaire 

comprise entre 15.000 et 26.000 daltons, divers auteurs, KOWNATZKI 

et BAHR ( 189) et RICARDO et cd,.( l g o ) ,  trouvent une masse moléculaire . 
de l'ordre de 30.000 daltons, ce qui fait penser que la chaîne J existe 

sous la forme d'une double chaîne en milieu non dissociant. 

A. ETUDE DE LA PARTIE PEPTIDIQUE 

L'étude comparée de la composition en acides aminés des 

chaînes J isolées à partir dlIgA sériques myélomateuses, des IgA 

de sécrétion et des IgM, montre que la composition en acides aminés 



de ces différentes chaînes est très voisine, Tableau VI,p.37 . 
Cette chaîne peptidique renferme environ 130 acides aminés. Sa 

composition se caractérise par un taux élevé d'acide aspartique, 

d'acide glutamique ce qui lui confère un caractère acide. En 

outre, elle renferme de nombreux résidus de cystSine. 

P En ce qui concerne le site.dlattachement à la molécule 

dlIgA polymérique, MESTECKY et d. ( lg]), en 1971, ont isolé 

la chaîne J (MM 17.000+100 - daltons) à partir des IgA myélomateuses. 

Après réduction et alkylation et traitement au BrCN ils obtiennent 

trois composants: le plus grand correspond au segment N-terminal 

et il contient un résidu d'homosérine ; le second, 2 est le fragment 

C-terminal r-., il est constitué par 13-18 résidus; l e  troisième 

correspond à l'octapeptide C-terminal de la chaîne a. Les résultats 

indiquent que la chaîne J se lie aux chaînes u au niveau de l'avant 

dernier acide aminé (cystéine) de l'octapeptide. (Fig. 9 ,p.38 ) . 
A présent , seule la struûture primaire complète 

d'une chaîne J provenant des IgM est connue . Ainsi, MOLE et d.(t92) 1 
en 1977, montrent qu'elle est constituée de 129 résidus d'acides 1 
aminés et d'un oligosaccharide lié au résidu d'asparagine en position 

1 

43. Fig.10 ,p. 39. La masse moléculaire, incluant le pourcentage en 

glucides (7,5 %) est de 16.422 daltons. i 
B. ETUDE DE LA PARTIE GLUCIDIQUE 

La conposition centésimale et molaire en glucides de la 

chaîne J isolée à partir des IgA sériques et des IgA de sécrétion 

est donnée dans le Tableauv~~i). 40. I 



TABLEAU VI 

Composition en acides aminés de la chaîne J des IgA myélomateuses et de sécrétion, et des IgM , 
exprimée en résidus pour 100. 

Igk myélomateuses IgA de sécrétion IgM humaines 

(a) (b) humaines (c) porc (c) lapin (d) (el (a) 

ASP 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

CYS 

Va 1 

Met 

Ile 6,82 4,7 

Leu 692 6,18 

Tyr 4,34 4,12 

Phe 1 0,88 

LY s 4,34 4,08 

His O, 66 0,88 

Ar€? 7,25 7,45 

p- S T  
r :5 

.J' 3 (a> MoRRrsoN et KosHLAND ( 193 ) 

(b) MESTECKY d. ( 194 > 
(c) ZTKAN ( 195 ) 

(d)  Q'DALY et CEBRA ( 196) 

W 

(e) MESTECKY d. ( 197 ) u 
I 





CHO 
Arg-Ile-Ile-Val-Pro-Leu-Asp-Asn-Arg-Glu-Asn-Ile-Ser-Asp-Pro-Thr- 

Ser-Pro-Leu-Arg-Thr-Arg-Phe-Val-Tyr-His-Leu-Ser-Asp-Leu-Cys-Lys 

LY s ( )Cys-Asp-Pro-Thr-Glu-Val-Glu-Leu-Asp-Asn-Gln-Ile-VaS-Thr-Ala- 
Gln 

~hr-~ln-~~s-Asx-~le-~ys-As~-Glu-~sn(Ser)Ala(Ser)Glu(Arg)Thr-~Tyr- 

Asp-Arg-Asn-Lys-Cys-Tyr-Thr-Ala-Val-Val-Prc-Leu-Val-Tyr-Gly-Gly- 

Glu-Thr-Lys-Met-Val-Glx-Thr-Ala-Leu-Thr-Pro-Asx-Ala-Cys-Tyr-Pro- 

Asx 

Figure 10 : Structure primaire d'une chaîn'e J humaine , 
\ 

d'après MOLE git d.  ( 199 ). 



TABLEAU V-JI 

Composition centésimale et molaire en glucides de la chaîne J des IgA sériques myélomateuses 

et des IgA de sécrétion. 

Fuc 

Ga 1 

Man 

TOTAL 

l pour une masse moléculaire de la chaîne J de 26.000 daltons 

ee  pour une masse moléculaire de la chaîne J de 15 .600  + 200 daltons 

IgA de sécrétion 

l NIEDERMEIER d d. ( 202 1 
p. 1 00 ~ésidus/mole 

0,38 0 , 6  (0,5-0,8) 

1 ,6 1 2 , 3  (1 ,8-2,6) 

2,27 3 , 3  (2,9-3,6) 

1 ,93  2 ,8  (2,6-2,9) ' 

O O 

1 ,42 1 ,2 (I,Q3-11 ,3) 

7,611 10,2 

IgA sériques myélomateuses 

I 
NIEDERMEIER d ( 20° > 

p. ]  00 Résidus/mole 

0,34 0 , 6  (0,5-0,8) 

1 ,27 1 ,9 (1 ,6-2,3) 

2,l 3 3,l (2,9-3,6) 

2,72 3,9 (3,3-4,2) 

O O 

1 , I l  1,O ( 0 , 9 1  ,O) 

7,57 1 0 , s  

MESTECKY d 20 ) 

p. 1 O0 Résidus/mole 

0 ,34  1 

1 ,27 1 

2,l 3 2 

2,72 3 

O 

1 , I I  '1 

7,57 8 



La chaîne J contient environ 7,6 % de glucides. 

Pour une masse moléculaire de 26.000, il y a 1 résidu de fucose, 

3 de mannose, 2 de galactose, 3 à 4 de N-acétyl glucosamine et 

1 d'acide N-acétyl neuraminique.'Cette composition molaire en 

glucides laisse prévoir la présence d'un seul glycanne de 

type N-glycosidique par molécule de chaîne J. 

Les travaux de COLOMBIN1 ( 203 ) , en 1977, sur la 

chaîne J isolée des IgA2 sériques myélomateuses de murine, 

montrent qu'elle contient environ 8 % de glucides. La présence 

d'arabinose et xylose, ainsi qu'un excès de galactose, suggère la présence 

de. séries de courts oligosaccharides qui peuvent servir à stabi- 

liser la forme allongée de la mol.écule en facilitant ainsi la 

polymérisation. 

III. ROLE DE LA CHAINE J - 
A présent le rôle de la chaîne J concernant la poly- 

mérisation des immunoglobulines est remis en question. En 1974, 

ESKELAND et BRANDTZAEG ( 204) émettent l'hypothèse du rôle de 

la chaîne J dans le transfert épithélial des immunoglobulines 

polymériques vers les sécrétions externes. La mise en évidence de 

molé6ules 19 S sans chaîne J montre iu'elle n'est pas nécessaire 

pour la polymérisation des IgM , STOTT (205). 

D'autre part, les travaux de MESTECKY et de. ( 206 ) , 

en 1977, qui montrent que la synthèse de la chaîne J n'est pas 

limitée aux cellules productrices des IgA ou des IgM. mais qu'elle 

est présente aussi dans des cellules qui produisent des IgG ou des 

chaînes légères, remettent en question le rôle attribué à la chaîne J 

dans la polymérisation. 



I V  , FORMATION D E  L A  MOLECULE D '  I G A  D E  SECRETION 

Les plaques de Peyer sont des formations lymphoïdes 

particulières, situées au niveau des bronches, de l'intestin et 

de l'appendice, qui contiennent des lymphocytes B et T. 

La présence d'un antigène dans les plaques de Peyer 

provoque la transformation des lymphocytes en lymphoblastes. 

Après division blastique, les immunoblastes IgA migrent, d'abord 

vers la lymphe, puis à travers le conduit thoracique vers la cir- 

culation, GOWANS et KNIGHT ( 207), CR4IG et CEBRA ( 208). Certaines 

cellules vont se loger dans la lamina propia du tube respiratoire 

ou dans l'épithélium du sein, RUDZIK et d. ( 2&), GOLDBLUM et d.  ( 2x0). 

La plupart des cellules retournent à la lamina propia de l'intestin 

où elles se différencient en cellules plasmatiques, cellules qui 

synthétisent des IgA et qui ont une durée de vie d'environ 5 jours, 

GOWANS et KNIGHT ( 211), PIERCE et GOWANS '(212 ) .  La présence 

d'un antigène dans la muqueuse est un facteur déterminant du retour 

des cellules précurseur- de la synthèse d'anticorps à l'intestin, 

PIERCE et GOWANS ( 21 3 ) . 
En ce qui concerne 2'assemblagte de la chaîne J aux 

polymères d' IgA ou d' IgM , les travaux de CHAPUIS et KOSHLAND ( l 4  ) , 

montrent que dans les IgA tétramériques, la formation du dimère- 

chaîne J entraîne l'assemblage des 2 autres monomères par des ponts 

disulfure. 



Trois modèles expliquant l'assemblage des IgA de 

sécrétion dans la muqueuse intestinale sont présentés dans la révue 

générale de LAMM ( 215 ) , 1977. Fig. 11 ,p. 44 . 
Les IgA dimériques sériques dans la lamina propia 

dérivent en grande partie des cellules plasmatiques locales; il 

est possible qu'une petite partie ait son origine dans le sérum. 

Les IgA dimériques traversent la membrane basale et atteignent 

l'espace interépithélial. 

Le premier modèle d'assemblage suppose que la pièce de 

sécrétion est sécretée vers l'espace intercellulaire et que là elle 

se combine au dimère d'IgA. La molécule d'Ig~ de sécrétion entre dans 

la cellule épithéliale par un processus de pinocytose, puis elle est 

sécr-tée vers le lumen. 

Le deuxième modèle considère que la pièce de sécrétion 

est un récepteur membranaire.  assemblage s'effectue dans la 

membrane plasmatique. Une fois à l'intérieur de la cellule épithéliale, 

la molécule d'IgA de sécrétion est sécretée vers le lumen. 

Le troisième modèle suppose que la molécule d'IgA dimérique 

est pinocytée. La vésicule pinocytotique se fusionne avec une vésicule 
I 

qui dérive du Golgi et qui contient la pièce de sécrétion. Donc, 

l'assemblage est intracellulaire, la molécule d'IgA de sécrétion 

est ensuite sécretée. 

L'addition des glucides à la molécule d'IgA a été étudiée 

par DELLA CORTE et PARKHOUSE ( 216) sur des IgA myélomateuses. Ces 

résultats montrent que les résidus de fucose sont incorporés les 



L U M E N  

VAISSEAU CELLULE: 

SANGUIN PLASMATIQUE 

Figure 1 1  : Trois modèles d'assemblage des IgA de sécrétion 

1: l'assemblage pièce de sécrétion-IgA s'effectue dans 
l'espace interépithéliale 

2: la pièce de sécrétion est un récepteur membranaire 

3: l'assemblage s'effectue à 1' intérieur de' la 
cellule épiwéliale 

N = noyau 

G = golgi 

SC= pièce de sécrétion 

(IGA)* = IgA ddimériques 

sIGA = IgA de sécrétion 



derniers, juste au moment de la sécrétion. 

D'autre part, les travaux de HICKMAN et &.( 217), en 

1977, montrent que la glycosylation des IgA est nécessaire pour 

leur sécrétion. Ils utilisent la tunicamycine, antibiotique qui 

bloque la formation des intermédiaires lipidiques N-acétyl glucosa- 

minidiques , Pour bloquer la glycosylation. 

V a R O L E  B I O L O G I Q U E  D E S  I G A  

Les IgA de sécrétion jouent un rôle essentiel dans la 

protection antivirale et dans la protéction contre les bactéries. 

Elles réprésentent la première ligne de défense des muqueuses contre 

les agressions par les agents pathogènes et agissent en synergie 

avec d'autres moyens de défense de l'organisme. 

Les propriétés et les fonctions biologiques des IgA 

se distinguent sur le plan biochimique de celles des autres anticorps. 

En effet, les IgA ne sont pas de bons anticorps précipitants. Sur 

le plan fonctionnel, les nombreuses activités connues pour les 

IgM, IgG et IgE leur font également défaut: activation du complément 

à partir de Cl, opsonisation, activité homocytotropique pour les 

mastocytes ; leur affinité pour l'antigène est relativement faible. 

Les propriétés bien établies des IgA consistent en: 

- la neutralisation des virus 
- l'agglutination des bactéries 
- la limitation de l'adsorption des bactéries aux muqueuses 



- l'inhibition de l'absorption -digestive des antigènes 
- l'activation du complément par la voie alterne 
- la régulation des réponses irmnunes 
Le rôle des IgA est essentiel au niveau de l'appareil 

respiratoire situé au-dessus de la jonction broncho-alvéolaire. 

Elles agissent en synergie avec des facteurs non immunoiogiquesJ4IC~~~ 

et d, ( 219, avec d'autres immunoglobulines et avec des facteurs 

agissant au niveau de l'immunité de type cellulaire. La défense 

antivirale est la mieux connue. 

En ce qui concerne l'interaction des IgA avec le 

complément, ADINOLFI et &.(219), en 1966, montrent fa lyse 

d1E4chdckia cafi " "in citro" en présence d' IgA de sécrétion, 

du lysosyme et d'une solution diluée de sérum humain. KNOP et C d .  ( 220 1 , 

en 1971, montrent "in vivo" une action bact6ricide d'E. ca4.L" qui 

avait été traitée avec des IgA de sécrétion. KAPLAN et &. (221 ), 
en 1972, montrent que les IgA de sécrétion activent le complément. 

SPIEGELBER: et GOTZE (222 ) ,  montrent que des aggregats chimiques 

d'IgA sériques myélomateuses peuvent transformer le composant 

préactivateur C en composant C activé: activation du complément 
3 3 

l 

par la voie alterne. Les travaux de BOACKLE et d.( 223), en 1974, 

montrent que des aggrégats de fragments Fab et des IgA de sécrétion 

ou sériques réagissent avec le complément. La pièce de sécrétion 

n'étant pas nécessaire dans ces interactions. 

Nous nous intéressons plus particulièrement au rôle 



des IgA dans la défense de l'intestin du nourrisson. En effet, 

il semble qu'elle soitassurée par l'association des IgA, du lysosyme 

et de la lactotransferrine. Ainsi, BULLEN et d.  ( 2 2 4 ) ,  suggèrent 

que les immunoglobulines lactées associées aux transferrines 

inhibent "in vivo" la croissance des bactéries dans l'intestin du 

nouveau-né. 

SPIK et & . ( 2 2 5 ) ,  montrent que l'association des 

IgA du lait de Femme ou des IgGl colostrales bovines avec les 

transferrines natives, sériques ou lactées, inhibe "in vitro" 

la croissance de " Eachmichia cofi " au moins pendant 3 heures. 
Ceci n'a pas lieu lorsque les transferrines sont saturées en fer. 

Les travaux de STOLIAR et d.( 2 2 6 ) ,  en 1978,  montrent 

que les IgA du lait de Femme inhibent les entérotoxines produites 

par " Ebch&ckia c0.4.i " et l' Vib tUo c h a l m e  " . ~e transfert 
passif des IgA aux enfants nourris au sein peut expliquer 

l'absence chez ces nourrissons de diahrrées provoquées par des 

infections de "Ehch&ckia cofi ". 

VI , CONCLUSIONS 

Les résultats que nous venons d'exposer dans ce chapitre 

des généralités nous montrent que les IgA de sécrétion diffèrent 

essentiellement des IgA sériques par la présence d'un constituant 

particulier: la pièce de sécrétion, qui protége la molécule d'IgA 

et qui lui confère en même temps des déterminants antigéniques 

caractéristiques. 



Les IgA sériques et de sécrétion ont des propriétés 

physico-chimiques très semblables, les informations concernant 

leur partie glycannique sont très fragmentaires. En effet, les 

seules structures connues actuellement sont celles des IgA sériques 

myélomateuses. 

Compte tenu de l'importance des IgA dans la défense 

de l'intestin, et de leur taux élevé en glucides, notre.but 

a été de déterminer les structures glycanniques des IgA du lait 

de Femme, afin d'étudier par la suite l'interaction de ces 

glycannes dans les différents rôles biologiques des IgA. 





1 8 P R E P A R A T I O N  E T  ANALYSE DES I G A  

Nous utilisons dans ses grandes lignes le procédé de 1 

fractionnement du lait maternel, mis au point par MONTREUIL et coll. ( 227) I 
1 

modifié par DESCAMPS ( 228) qui associe un gradient de pH à un I 
1 
l 

gradient de concentration en sulfate d'ammonium. 
l 

A . PRECIPITATION AU SULFATE D'ANMONIUM 
Le lait maternel provenant du lactarium est délipidé 

l 
l , 

l par centrifugation à 10.000 tours pendant 30 minutes. Après une : 
l 

dialyse de 4 jours, il est décaséiné: le lait est amené à pH 4,6 par 

I de l1HC1 0,1 N. Le lactosérum obtenu après centrifugation à 10.000 

tours pendant 30 minutes, est amené à pH 7 par : du NH OH 4N, puis 4 

l passé directement sur une colonne de SP-Séphadex stabilisée dans 1 
l'eau distillée; la lactotransferrine reste accrochée sur la 

colonne de SP-Séphadex. 

Le lactosérum recueilli directement est lyophilisé. 

I Ensuite, il est soumis à des précipitations succesives par le l 
sulfate d'ammonium. 1 

I 

Le précipité P est obtenu pac précipitation à 33 % 
2 

de saturation en sulfate d'ammonium et à pH 4,6. Le précipité P 4 
1 

est obtenu à pH 7 et à 50 % de saturation en sulfate d'ammonium. 



B . PURIFICATION DES PRECIPITES P2 ET P 
La purification des 2 précipités s'effectue par chroma- 

tographie de gel filtration sur Ultrogel AcA44. Nous utilisons 

deux colonnes couplées de type Pharmacia (5x100 cm). Le gel est 

stabilisé dans le tampon d'élution: Tris-HC1 0,lM-NaC1 1M pH 8. 

Le débit utilisé est de 32 ml/h. Les fractions recueillies sont 

de 16 ml. 

C . CONTROLE DE L'HOMOGENEITE DES PREPARATIONS D'IGA 
Chaque fraction est analysée par éléctrophorèse sur 

acétate de cellulose et par immunoélectrophorèse sur gélose afin 

de vérifier l'homogénéité des préparations dlIgA. 

Eléctrophorèse sur acétate de cellulose _----__ ___________________------------ -----_--_-_____----__------------------ 

Les éléctrophorèses sont réalisées sur des bandes de 

2,5 cm x 16 cm fournies par POLIPHOR, dans le tampon LAURELL (229) 

pH $ , 6 ,  et sous une tension de 120 V pendant 2 heures. La révélation 

des protéides est réaliséepar le réactif à llAmidoschwartz. 

2. ~ m m ~ ~ g 5 L c ~ L ~ g ~ h ~ z E ~ e - s ~ r - g C L o ~ c  

Les immunoélectrophorèses sont effectuéeç~elon la méthode 

de GRABAR et WILLIAMS ( 230 ) , modifiée pare SCHEIDEGGER ( 231 1. 

 électrophorèse sur gélose, effectuée dans un tampon véronal pH 8,2 

et sous une tension de 30 V pendant 90 minutes, est suivie d'une 

diffusion de 48 heures contre un sérum de Lapin anti-protéides 

lactées et un sérum de Cheval anti-protéines sériques. La révélation 

des protéides2stréalis4epar le réactif à 1'Amidoschwartz. 



II 8 ETUDE PHYSICO-CHIMIQUE DES I G A  

A . COEFFICIENT DE SEDIMENTATION 

L'étude de la constante de sédimentation d'une solu- 

tion dlIgA à IO mg/ml dans untampon Tris-HC1 O,lM,NaCl 1M pH 8 

s' effectue dans une ultracentrifugeuse' Beckman modèle E. 1 

2 ...................................................... Ear-chro~atogza2hie-de-ge~-f i1 . t - ra_t ion-s~z-s~~cS~-~Lnse 

La méthode utilisée est celle effectuée dans le laboratoire 

de Mme HAYEM ( 232). 

B . MASSE MOLECULAIRE 
La masse moléculaire des IgA lactées a été déterminée 

l par équilibre de sédimentation dans une ultracentrifugeuse Beckman 

I modèle E, selon la méthode de YPHANTIS ( 233), modifiée par l 

j l 
I 

I CHERVENKA ( 234). La solution d'IgA est à une concentration 

I d'l mg/ml dans un tampon Tris-HC1 O,] My NaCl 1 M pH 8. 

C . COMPOSITION EN ACIDES AMINES 
La composition en acides aninés est déterminée à 

l'Auto-analyseur Beckman "~ultichrom-liquic column chromatograph 425S1', 

après'hydrolyse acide des IgA selon la méthode décrite par 

MONSIGNY ( 235). L'hydrolyse des IgA s'effectue en tubes scellés 

I sous vide, par l'acide chlorhydrique 5,6 N bidistillé, pendant I 
24 h, 48 h et 72 h dans une étuve à 105"~. 



D . COMPOSITION EN GLUCIDES 
1 .  cggpgsigLog_cgg&gsigg1;g ....................... 

Les oses "neutres" ont été dosés par la méthode colori- 

métrique à 1'orcino1-su1£urique de TILLMANS et PHILIPPI ( 236), 

modifiée par RIMINGTON ( 237-238). 

Les osamines sont dosées par la méthode colorimétrique 

d'ELSON et MORGAN (239), modifiée par BELCHER et coll.(240), 

après avoir été libérées par une hydrolyse effectuée en présence 

de llHC1 4 N pendant 4 heures à 100°c. 

Les acides sialiques sont dosés par la méthode à la 

diphénylamine de NIAZI et STATE (241 ) ,  modifiée par WERNER et ODIN (242). 

Les protocoles expérimentaux sont ceux préconisés par 

MONTREUIL et SPIK ( 243 ) . 
2. Cogpositiog-golgi~g ------------------- 

Les rapports molaires des glucides sont déterminés par 

chromatographie en phase gazeuse après méthanolyse, selon le 

procédé décrit par ZANETTA et d. ( 244). 

I I I  PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES 

A . ISOLEMENT DE LA HINGE REGION 

a)-rinciee 

Nous utilisons la méthode décrite par FRANGIONE et 

WOLFENSTEIN-TODEL (245 ) qui consiste à séparer la "hinge region" 



renfermant les glycannes liés O-glycosidiquement des autres glycannes 

liés N-glycosidiquement. La "hinge region" est très riche en proline 

et elle est peu sensible à l'hydrolyse par la trypsine et la pepsine. 

b)Mode ------ opératoire -------- 

Les IgA pures provenant des précipités P et P4 sont 2 

précipitées à l'éthanol afin d'éliminer des oligosaccharides libres. 

Ensuite les IgA sont soumises à une hydrolyse trypsique; puis a une 

hydrolyse pepsique. 

a)Hydrolyse trypsique: A une solution d'l g d'IgA dans 

100 ml de bicarbonate d'ammonium 0,2 M à pH 8,3 on ajoute la trypsine 

(Trypsin-DFP Worthington Biochemical Corporation) dans le rapport 1 

pour 50 ( E / S ) .   enzyme est activé par addition préalable de 2ml 

d'acétate de calcium 0,01 My pendant 30 minutes avant l'emploi. 

L'addition de trypsine est renouvelée toutes les 4 heures. L'hydrolyse 

est faite à 37OC en présence d'une goutte de toluène. Le pH est 

maintenu à 8,3 pendant 15 heures par de 1'NH OH O,] N (pH-stat). 4 

L'arrêt de l'hydrolyse se fait par abaissement du pH à 5,3. 

La solution est ensuite lyophilisée. 

$)Hydrolyse pepsique: L'hydrolysat trypsique est hydrolysé 

par la pepsine (Pepsin Krist. Lyophylisiert 100 mU/mg Merck) dans 

le rapport 1 pour 50, et dans une solution d'acide formique à 5 %, 

qui maintient le pH à 1,5 pendant l'hydrolyse. La durée de l'hydrolyse 

est de 15 heures , elle s'effectue à 37'~.  arrêt de l'hydrolyse 

se fait par élévation du pH à 3. L'hydrolysat est concentré à 

l'évaporateur rotatif, répris plusieurs fois par de l'eau et lyophilisé. 
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L'hydrolysat trypsique-pepsique est fractionné sur une 

colonne de Biogel P-30 (200-400 mesh)(2 cm x 120 cm), stabilisée 

dans une solution molaire d'acide acétique. Le débit du fractionnement 

est de 16 ml/h. Les fractions recueillies sont de 4,7 ml. Le répérage 

des fractions glycopeptidiques est effectué par le réactif au phénol- 

sulfurique, selon la méthode de DUBOIS et d.(246 ) .  

B . PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES ALCALI-STABLES 
La fraction glycopeptidique totale alcali-stable obtenue 

lors du fractionnement sur Biogel P-30 est soumise dans un premier 

temps à une hydrolyse pronasique, puis à une purification des glycopeptides. 

Nous avons appliqué dans ses grandes lignes le procédé de 

YAMASHINA et MAKINO ( 247) , modifié par MONSIGNY et d.( 248). 

A une solution d'l g de fraction glycopeptidique totale 

alcali-stable dans 100 ml d'acétate de calcium 0,01 M, on ajoute 

20 mg de pronase (Calbiochem). L'hydrolyse est effectuée à pH 7,8 

et à 3 7 ' ~ ~  sous agitation, pendant 72 heures, en présence de toluène. 

Le pH est maintenu constant par l'addition delsoude 0,15 N, controlée 

par un titrateur automatique (pH-stat TTT IC Radiometer). L'hydrolysat 

est ensuite ajusté à pH 4,5 avec l'acide acétique glacial, puis 

concentré à IO ml environ et traité par 10 volumes d'éthanol 

absolu froid. Le mélange est maintenu pendant 2 heures à la tempgrature 

du laboratoire, puis à 4'~ pendant 18 heures. Le précipité recueilli 

par centrifugation est redissous dans l'eau, puis lyophilisé. 
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L'hydrolysat pronasique est chromatographié sur 

une colonne de Biogel P-30 (200-400 mesh) (2 cm x 120 cm), 

stabilisée dans une solution molaire d'acide acétique. Les fractions 

phénol-positives sont récuperées, rassemblées, puis lyophilisées. 

La séparation des glycopeptides pronasiques se fait 

par éléctrophorèse préparative en toit, sur papier Whatman 3. 

Le dépôt est d'l mg de glycopeptide par cm. Les systèmes tampons 

utilisés sont les suivants : 

- pH 2,4 : acide acétique/eau (6 : 94, v/v) 
- pH 6 , s  : pyridine/eau/acide acétique (25 : 225: 1, v/v/v) 

Les électrophorèses sont réalisées pendant 18 heures 

sous une tension de IO V/cm. 

Après séchage du papier et répérage des glycopeptides 

par révélation des bandes latérales par le réactif à la ninhydrine- 

cadmium et par celui à l'acide periodique-benzidine, de MONTGOMERY 

et WU (249) , spécifique des glucides, les bandes de papier renfermant 

des glycopeptides sont éluées par de l'eaq distillée. 

C . PREPARATION DES GLYCANNES ALCALI-LABILES 
La fraction glycopeptidique alcali-labile ou "hinge region" 

est chromatographiée sur colonne de Biogel P-30 dans les conditions 

décrites à la p. . Ensuite elle est soumise à l'action de la soude 

et réduction, puis on proCQde à la séparation des glycannes alcali- 

labiles réduits. 



1 An~i9fi-bs-1~-seud~-et-~~d~s+-ion 

Nous avons employé deux conditions différentes d'action 

I de la soude et réduction. Les conditions utilisées sont une nodifi- 

cation de la méthode de CARLSON ( 250). 

156 mg de glycopeptides sont dissous dans 150 ml de 

I NaOH 0,l N, en présence de BH K 1 M et maintenu sous agitation 4 

l pendant 72 heures à 45Oc et à l'obscurité Au moment d'arrêter la 

réaction, la solution est placée dans un bain de glace; la réaction 

+ 
s'arrête par addition de Dowex 50x8 (25-50 mesh ; forme H ) jusqu'à 

1 .  pH 4. La solution est filtrée sur laine de verre, évaporée à sec 

et reprise par 3 fois 3 ml environ de méthanol anhydre. Le produit 

l sec est récu~éré par de l'eau distillée et lyophilisé. 

I D'autre part, 30 mg de glycopeptides sont dissous dans 

5 ml de NaOH 0,I N en présence de NaBD4 0,8 M et maintenu pendant 

1 72 heures à 37'~. Au moment d'arrêter la réaction, le produit 

1 est dilué 10 fois avec de l'eau ; la réaction s'arrête par addition 

I d'acide acétique 4 N jusqu'à pH 5. Le produit est concentré et 

purifié sur Dowex 50x2 (200-400 mesh) stabilisée dans l'acide formique 

0,OJ N. Le produit élué est concentré et lyophilisé. Ensuite il est 
l 

repris par de l'eau, évaporé à sec et .repris par 3 fois 3 ml environ 

I de méthanol anhydre. Le produit sec est récuperé par de l'eau et 

I lyophilisé . 
2. Séparation clgs-glycannes réduits ==------------------------------ 

Les méthodes utilisées sont une modification des procédés 

de SPIRO ( 2 5 1 )  et de BAENZIGER et KORNFELD ( 252). 



a)Chromatogymphie -------- sur1'g$~-£~~tratio~ 

L'ensemble des glycannes réduits au BH4K est fractionné sur 

l colonne de SG-25 fine (1,8 cm x 127 cm), stabilisée dans le'tampon I 

acétate de pyridine 0,l M à pH 5. Le débit du fractionnement est de 

La fraction réduite au BD Na est purifiée sur colonne 4 

de Biogel P-2 (1 cm x 55 cm), stabilisée dans l'eau. Le débit du 
I 

fractionnement est de 5 ml/h ; les fractions recueillies sont de 

0,8 ml. 

b) Chrornafogra~hie-~~r-~cha~fge!rs-d~io~~s 
Nous utilisons. du Dowex 1x2 (200-400 mesh ; forme acétate), 

stabilisée dans le tampon acétate de pyridine 2 mM à pH '5. .La chroma- 

tographie se réalise en utilisant 1, gradient continu de force 

ionique du tampon acétate de pyridine à pH 5, de 2 rnM à 0,35 M. : 
l 

Le débit du fractionnement est de 15 ml/h ; les fractions recueillies 

sont de 2,5 ml. 

I V  a ETUDE DES GLYCOPEPTIDES DES I G A  - 

A . CO~POSITION MOLAIRE EN ACIDES AMINES ET EN GLUCIDES 
La détermination de la composition molaire en acides aminés 

des glycopeptides a été effectuée par la méthode décrite à la p.-2 . 1 
i La composition molaire en monosaccharides des oligosaccharides , 

I est déterminée par dosage chromatographique en phase gazeuse des dérivés 
l 
1 

trifluoroacétylés des sucres libérés par méthanolyse, selon la méthode ./ 
1 

de ZANETTA et d. ( 253). L'analyse chromatographique en phase gazeuse est 

I réalisé sur une colonne de silicone OV 2 1 0  5 Z sur Varapor 30 (60--80 rnesh) 1 

à une température programmée de 1 0 3 " ~  à 2 2 0 " ~  à raison de 2°~/min sous l 
I 

1 

un débit de gaz vecteur (N ) de 7,5 ml/min. 
2 



B . ETUDE DE LA STRUCTURE DES GROUPEMENTS GLYCANNIQUES DES IGA 

La méthylation des oligosaccharides est réalisée suivant 

:la méthode de HAKOi4ORI (254 ) .  

a)Préparation --- ----------------- du sulfinylcarbanion ---------- (Standford et Conrad) (291) 

2,5 g d'une suspension à 50 % d'hydrure de sodium dans 

la paraffine sont introduits dans un flacon à penicilline de 100 ml. 

La paraffine est éliminée par 3 lavages à l'heptane (30 ml) suivies 

de décantation. Le flacon est ensuite bouché à l'aide d'une pastille 

de caoutchouc, sertie par un joint métallique. 

L'hydrure de sodium est alors séché sous azote par 

.introduction de 2 seringues. On injecte alors 30 ml de diméthyl 

sulfoxide et la réaction commence aussitôt avec dégagement 

d 'hydrogène : 

- 3. 
CH3 -SO-CH3 + HNa -CH -SO-CH2 Na + 112 H2 3 

Cette réaction est accélérée par chauffage (55"~) dans un bain ultra- 

sonique. Après arrêt du dégagement d'hydrogène, le flacon est à 

nouveau saturé d'azote et conservé au réfrigérateur. 

b)Mét.hylation ---- ------ 

1 mg d'oligosaccharide, réduit ou non réduit, est 

dissous dans 1 ml de diméthylsulfoxide,.dans un flacon à penicilline 

de 5 ml qui est ensuite scellé, puis saturé d'azote. Après une 

demi-heure d'agitation au bain ultrasonique, on ajoute au moyen 

d'une seringue 0,5 ml de sulfinylcarbanion. Après 1 h d'agitation 

au bain ultrasonique, on le congèle soit directement, soit après 



repos de 2 à 4 heures à la température ambiante. Au. produit congelé 

on ajoute 0,5 ml d'iodure de méthyle et on replace le flacon pendant 

une demi-heure au bain ultrasonique. Les produits méthylés sont , 

ensuite extraits dans le mélange chloroforme-eau. La phase chlo~o- I 

formique obtenue après extraction par 3 fois 5 ml de chloroforme, 

est ensuite lavée jar 5 fois 5 ml d'eau, puis séchée par du 

sulfate de sodium anhydre. Après filtration sur laine de verre, 

la solution est évaporée à sec. Le résidu est purifié soit sur 

colonne de LH 20, soit sur colonne de gel de silice. 

Après purification, le produit méthylé est soumis 

à une méthanolyse et les dérivés méthylés sont analysés en chro- 

matographie en phase gazeuse, ainsi qu'après peracétylation. 

c)Anal.yçe ---- ----------- chromatographique -- -- en phase ----- gazeuse ------ 

Les conditions chromatographiques utilisées sont les 

suivantes : 

- colonnes de verre (0,3 x 300 cm) remplies de Carbo~rax 6000 

3 2 sur chromosorb W (80-100 mesh).La température est programmée de 120'~ 

à 2 0 0 " ~  à raison de 2"C/min (Fournet et   on treuil (292)). 
Q> ext : 0,4 mm - colonne capillaire x 55 m) de Carbowax 

(+ int : 0,7 mm 

20 M. La température ~rogrammée est de 150"~ à 220"~ à raison de 2°C par 

min. La pression d'entrée est de 0,4 bars. 

- colonnes de verre (0,3 x 300 cm) remplies de silicone OV 

I 17 à 3 % sur chromosorb W (60-80 mesh). La température programmée est de I 
l 

l 

1 250°C à 280°C à raison de 4"C/min. Le débit du gaz vecteur (N2) est de I 

2. Spectrométrie de masse ...................... 
l 
l 

l 
I Les produits méthylés subissent une série de transformations 
i 

selon le protocole décrit par FOUREET (Communication personnelle), 

l avant d'être analysés en spectrométrie de masse. Ainsi, les oligosacchâ- 

1 rides mgthylés sont hydrolysés par l'acide chlorhydrique bidistillé 4 N 1 
- -- -- l 



pendant 4 heures à 100"~. On évapore à siccité et on élimine l'acide 

à l'aide du méthanol ou de l'éthanol distillé. Après peracétylation, 

et séchage sous azote, le produit est réduit au BH Na ou BD4Na. 4 

A 1 mg de produit méthylé dissous dans 1 goutte de méthanol distillé 

et dans 1 ml d'eau, on ajoute 10 mg environ de BD Na. La réduction 4 

s'effectue pendant 14 h environ à temperature ambiante. On arrête 

+ 
la réaction par du Dowex 50 x 8 (25-50 mesh; forme H ) ;'on filtre 

sur laine de verre. Le produit séché à l'évaporateur rotatif 

est repris par 3 fois 2 ml de méthanol anhydre et séché à siccité. 

Le produit méthylé et réduit est peracétylé. 

Une autre procédé que nous avons utilisé consiste 

à traiter l'oligosaccharide réduit au BH K et méthylé par de 
4 

1'ATFA 2N pendant 2 h à 10O0~. Le produit est séché à l'évapo- 

rateur rotatif et repris plusieurs fois par du méthanol pour 

bien éliminer l'acide. Le produit sec est peracétylé. Ensuite, 

il est désacétylé, selon la méthode décrite par KUNG et HUDSON ( 255 ) : 

le produit repris par 0,5 ml d'acétone et 2 ml de NaOH 0,l N 

est maintenu pendant 60 minutes à la température ambiante. 

On arrête la réaction par du Dowex 50 x 8 (25-50 mesh ; forme H+) 

jusqu'à pH 4. La solution filtrée sur.laine de verre est évaporée 

à sec et reprise plusieurs fois par du méthanol anhydre et évaporée 

à sec. ~nsuite, nouseffectuons une réduction au BD Na dans les 
4 

conditions décrites précedemment. 



La spectrométrie de masse a été effectuée sur un 

appareil RIBER MAG GCMS RIO-10, à filtre quadripolaire. 

Les produits analysés ont été préalablement séparés par 

chromatographie en phase gazeuse sur colonne de OV 17, la 

température du four est programmée de 140°C à 270'~ à raison 

de 4OC/min. 

L'étude de la résonance magnétique nucléaire du proton 1 

a été réalisée sur les oligosaccharides préalablement traités par 

l'eau lourde (D O) de manière à obtenir un échange des hydrogènes 2 

mobiles (fonctions hydroxyles). L'analyse des oligosaccharides et 

des glycopeptides a été effectuée sur un appareil Bruker HX 360, l 

à 360 MHz opérant en transformées de FOURIER. 1 

Les glissements chimiques ont été mesurés par rapport 

au sel de sodium du 2,2-diméthyl-2-silapentane-5-sulphonate, 

par l'intermédiaire d'un témoin interne constitué d'acétone: 

6= 2,225 ppm. 

L'interprétation des spectres a été rendue possible 

grâce à l'étalonnage préalable des déplacements chimiques des 
I 

protons à l'aide de glycopeptides et d'oligosaccharides de struc- 

ture connue. En particulier, les déplacements chimiques des 

protons obtenus avec les glycopeptides des IgA du lait de Femme 1 
1 

l ont été comparées avec les valeurs obtenues lors de l'étude des I 

glycopeptides de la sérotransferrine humaine, DORLAND et d. ( 256 ) , 

de différents sialyloligosacchârides, DORLAND et d.( 257), et 

1 1 

l 
qui ont été résumés dans la révue générale de MONTREUIL et VLIEGENTHART ( 258 ) . 1 

I 1 





1 PREPARATION ET ANALYSE DES IGA 

A . PRECIPITATION AU SULFATE D'AMMONIUM 
Après le relargage au sulfate d'ammonium du lactosérum 

on obtient environ 3,8 g de précipité P 11 de lactosérum et 1 g de 2 

précipité P par 1. de lactosérum, DEsC'AMPS (259 ) .  4 

Le pourcentage d'IgA dans les précipités P2 et P4, déterminé 1 
par immunodiffusion simple est de 30 % environ dans le précipité P 2 

et de 80 % environ dans le P 4 ' 

B . PURIFICATION DES PRECIFITES P2 ET P4 
800 mg de précipité P ou P4 dissous dans 20 ml environ 

2 

1 .  de tampon Tris 0,I M, NaCl 1 M à pH 8 .sont fractionnés à   OC selon ! 
le principe décrit à la p. . Deux types de courbe d'élution sont 
obtenus, selon qu'il s'agit du précipité P ou du précipité P .Fig. 12 ~ . 6 5  . 

2 .  4 i 
l Le précipité P se fractionne en 3 pics (Fig.12 ) .  

2 

Les études électrophorétiques montrent que la première fraction 

contient les IgA ; la seconde fraction, la sérumal.bumine et des traces 

dlIgA et que la dernière fraction correspond à 1' a-lactalbumine. 
1 

Les fractions du deuxième pic, provenant de   lu sieurs fractionnements, 

sont rassemblées et rechromatographiées dans les mêmes conditions 

afin de bien séparer la sérumalbumine. 

Le précipité P4 se fractionne en 2 pics (Fig.12 ) :  le pic 

A correspond aux IgA et le pic B à la sérumalbumine. 



Figure 12: Purification des IgA sur doubles Pharmacias dlUltrogel AcA44 

En haut: Fractionnement du précipité P 
A: IgA ; B: Sérumalbumine 

4 

En bas: Fractionnement du précipité P i-/ 
1: IgA ; II: Sérumalbumine ; 2 ~ ~ ~ :  a-lactalbumine 



Les différentes fractions sont dialysées contre de 

l'eau pendant 4 jours et sont lyophilisées. 

Le rendement du fractionnement en IgA totales provenant 

du précipité P est de 27 % ; et celui provenant du précipité P 2 4 

est de 60 % environ. 

c . CONTROLE DE L'HOMOGENEITE DES PREPARATIONS D'IGA, 
1 Eie~~ro~hor~se-ç~r-acPtate-de-cell~1ose ....................................... 

L'éle~tro~horégramme en acétate de cellulose des IgA 

pures provenant des précipités P2 ou P montre qu'elles ne donnent 4 

qu'une seule bande révélable à llAmidoschwartz.Fig. 13 ,p. 67. 

2. I%sneilect~o~hor5se-s~r-g~lose ............................... 

Les IgA isolées du précipité P ne donnent qu'un seul 4 

arc de précipitation en présence d'un sérum de Lapin anti-protéides 

lait de Femme et du sérum de Cheval anti-protéides sériques humaines. 

Les IgA du P4 sont imrnunologiquement püres. (Fig. 14 ,p .68 ) . 
L'analyse immunoélectrophorétique des IgA provenant 

du précipité P révèle la présence d'un arc supplhentaire corres- 2 

pondant à la chaîne de sécrétion libre qui est adsorbée aux IgA.(Fig.l4 ,p68 ) .  
l 

Ce résultat a été signalé précédemment par DESCAMPS (260 ), qui 

procédait à la repurification des IgA provenant du P par 2 préci- 
2 

pitations successives des IgA à 33 % de saturation en sulfate 

d'ammonium et à pH 7. Les IgA ainsi obtenues sont analogues 

immunologiquement et physicochimiquement aux IgA provenant du 

précipité P elles ont été utilisées de même dans nos travaux 
4 ' 

sur l'étude des groupements glycanniques des IgA. 



Figure 13: Electrophorèse s u r  acétate de cellulose dans lui tampon 

véronal pH 8,6. 

1.: Lactosérum 

2: Précipité P 
2 

3: IgA purifiée provenant du précipité P 
2 

4: Précipité P 
4 

5: I g A  purifiée provenant du précipité P 
4 
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Figure 1 4 :  Immunoélectrophorèse de différentes fractions du l a i t  de Femme 

en présence de sérum de Cheval anti-sérum humain (ASH) e t  de 

sérum de Lapin ant i - la i t  t o t a l  (AL) 

1: Lactosérum 

2: Précipité P 
2 

3: IgA purifiée provenant du précipité P2 

4: Précipité P 
4 

5: IgA purifiée provenant du précipité P4 



I I  8 ETJDE PHYSICO-CHIMIQLIE DES IGA . 

A . COEFFICIENT DE SEDIMENTATION 
1. Par ulgracgntrif.~gation ana.ly_tij:e 

& 
................................. 

L'étude préliminaire par ultracentrifugation a montré 

que notre préparation dlIgA renferme environ 80 % d'un composé 

ayant un S O  de 10,l S ; b5 % environ de composés plus lourds, 20 ,w 

hauts polymères dlIgA de 13 S et des traces de composés non identifiés. 

La constante de sédimentation du composé majeur avoisine donc la valeur 1 1  S 

caractéristique des IgA de sécrétion. 

L'étude du rapport IgA 7 S - 1 1  S et hauts polymères 

effectuée sur notre préparation dlIgA montre que le composé majeur 

est 1 1  S ; la présence de traces de hauts polymères a pu être 

détectée, par contre il ne semble pas exister de composés 7 S ; 

tout au moins ils ne sont pas détectables p'ar cet'te méthode. 

B . MASSE MOLECULAIRE 
La masse moléculaire de notre préparation d'IgA a été 

déterminée selon le procédé décrit à la p.52 . Elle est égale à 
l 

331.000 2 16.550. Cette valeur est en accord avec celles déjà 

citées dans la littérature. 

& 
Nous remercions A. Verbert et M. Coniez pour les études effectuées 

à l'aide de l'ultracentrifugeuse analytique. 

me 5 Nous remercions M Hayem pour l'étude chromatographique en couche mince 



C . COMPOSITION EN ACIDES AMINES 
La composition en acides aminés de la molécule dt1gA 

du lait de Femme a été déterminée dTaprès la composition de 3 

échantillons différents dfIgA après des temps d'hydrolyse de 24 h, 

48 h et 72 h. Les valeurs obtenues sont en accord avec celles déjà 

citées par di£ férents auteurs. (Tableau 1, p. 12). 

D . COMPOSITION EN GLUCIDES 
Les compositions centésimales et molaires en glucides 

obtenues pour les IgA provenant du précipité P avant ou après 2 

double précipitation au sulfate d'ammonium, et du précipité P 4 ' 

sont rassemblées dans le Tableauv~~p,.~. 71. 

L'application des méthodes de dosage colorimétrique 

décrits à la p. 53, permet de dire que les IgA provenant du P2 

sont plus riches en glucides que celles provenant du P4. De 

même, on peut remarquer que lorsque les IgA de P2 sont précipités 

par 2 fois consécutives au sulfate d'ammonium 33 % de saturation 

et à pH 7, le taux de glucides diminue sensiblement et il est 

comparable à celui des IgA provenant du P4.  Ces résultats sont 

en accord avec ceux de DESCAMPS ( 261). En plus, il semblerait 

que cette différence de contenu en glucides ne soit pas due 

seulement à la présence de la chaîne.de sécrétion mais aussi 

à la présence de glycopeptides provenant du P10 qui sont adsorbés 

sur les IgA. 



TABLEAU VI11 1 
Composition centésimale et molaire en glucides des IgA lactées totales isolées des précipités P2 et P4. 

i Composition centésimale 

IgA de P2 

Avant précipitation Après précipitation 

IgA de P4 

Oses neutres 6,41 5,54 5 1 I 
Osamines 596 

Acides sialiques 2,41 

Oses totaux 14,42 % 11,62 % 11,88 % 
1 

Composition molaire IgA de P2 

Avant précipitation Après précipitation 
au S04(NH4)2 au S04(NH4) 

Fucose 0,96 (1) oy83 (1) 

Galactose 3,57 (3-4) 

 ann no s e ' 3 (3) 

N-acétyl glucosamine 5,09 (5) 

N-acétyl galactosamine 1,17 (1) 

ANAN 6 (1) 

3 .Résultats calculés sur la. base de 3 résidus de mannose 
r i1 iC> 

IgA de P4 



La chropitographie eu phase gazerue de$ m&echaridas' 

apres d t h a a o l y s e  et triif lwroacé tp la t ion  peraiet d ' i den t i f i e r  la  

prdssnce des rgsidus de fucose, galagtosa; mannose, 8 - a d t y l  gluco- 

a d n e ,  8-acétyl ga l ac tosdnce  et d'acide N-acatyl neuraminique 

dans l e s  d i f fé ren tes  préparations dtXgA quelque s o i t  l eu r  provenance, 

on peut constater que l e s  rapports nnolaires des I$lk i so lées  a 

p a r t i r  du PI e t  pur i f iées  sont  sensiblement semblables 2 cevr 
i< 

. des IgA de Pb. 

lous  pouvons donc conclure que l a  pu r i f i ca t ion  poussise 

es IgA i i o l6es  du p réc ip i t e  P2 est necessaire lorsque ces IgA 

sont  u t i l i s é e s  pour des études de groupements glycanniqués. 

A . ISOLEMENT DE LA HINGE REGION 

dous aval-- e f f e c ~ u é  une hydrolyse trypsique, pi& urir 

hydrolyse pepdique, dans les conditions décr i tes  1 l a  p. 59,  s u r  

les IgA t o t a l e s  pures provenant des préc ip i tés  PÎ e t  Pb, a f i n  

d'obtenir l a  "hinge r e g i o ~ * * -  (Fig. 15,p. 73). . 

Le fractionnement de l 'hydrolgsat trypsique-peprique, 

des I'gB sur crdloane de Biogel P-30 [Pig. 16 ,p. 76 ) nous d a n e  

3 p i c s  phiSri01 p o s i t i f s .  Les deux pics  majeurs coptitnnand r e s p e c  

t ivement l a  f rac t ion  g l u ~ i d i q u e  alcali-1abi le e t  lo i!racrion 

glucidique aleal i -s table .  Le p i c  mineur, i n t e d d i a i r e ,  renferme 

les deux types de glycannes. 

Les quant i tés  obtenues de ces pics  aprEs le  traitement 

de 4 g d'L@ t o t a l e s  sont de: 200 mg.pour l e  p i c  1, 63 mg pour 

le p i e  mineur interiaédiair,e, e t  de our le p i e  II. 
































































































































