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INTRODUCTION

La premiére décharge intestinale du nouveau-né, ou méconium,
est stérile (CORNER, 1960) (1). La quantité recueillie peut varier de
60 & 200 grammes. '

7 Les études biochimiques sur le méconium ont permis d'isoler
des substances & activité de groupe sanguin spécifiques de 1l'enfant. Les
autres sources de ces composés sont la salive, les larmes, le suc gastri-
que, le lait et surtout le liquide des kystes ovariens.

Malgré une grande richesse en substances actives, 1'étude du
méconium s'est peu développée, le modeéle biologique préféré des auteurs
restant le liquide des kystes ovariens.

Notre travéil a consisté a isoler les constituants glucidiques
du méconium, essentiellemént de nature oligosaccharidique, dans le but
de les caractériser et d’en étudier la structure chimique, avant de les

utiliser a des fins immunologiques.




GENERALITES




LE MECONT UM

Proprietes chimiques et blologiques

I - DEFINITION ET ORIGINE

On appelle méconium les matiéres gui apparaissent dans 1'intes-
tin dés le troisiéme mois de gestation et gue l’enfant évacue immédiate-
ment aprés la naissance.

Sa formation résulte de 1'accumulation, dans la lumiére du
tube digestif, de matériaux divers comme des cellules desquamées de
1’épithélium intestinal, des éléments d'origine gastro-intestinale, hépato-

biliaire et amniotique.
IT - CONSTITUANTS GLUCIDIQUES DU MECONTIUM -
1 - Substances de spéclificité ABH et Lewis

En 18928, YUSIDA (2) démontre la présence d'une spécificité
de groupe sanguin ABO dans le méconium.

Constatant que certains échantillons de méconium ont une
forte activité de groupe tandis que d'autres n'en révélent pratiguement pas,
SEKIMOTO (1940) (3) classe les nouveau-nés en "sécréteurs” et "non sécré-
teurs” .

En 1950, étudiant la composition chimique du méconium, RAPOPORT
et BUCHANAN (4) mettent en évidence un matériel mucopolysaccharidigue analo-
gue aux substances de groupe étudides par LANDSTEINER et HARTE (1940) (5).
Continuant leurs tfavaux, BUCHANAN et RAPOPORT (1951) (6) entreprennent
1'étude de 1'activité spécifique du méconium, par inhibition de 1'hémagglu-
tination, selon la méthode de MORGAN et KING‘(1943] (7). Ils démontrent
ainsl que les sUbstances isolées sopt riches en galactose, hexosamines,
fucose et qu'elles ont une activité de groupe ABO. Ces composés correspon-
dent au groupe sanguin de l'enfant st non & celul de lo mdvn. Les résul-
tats de 1l'analyse chimigue sont résumés dans ls tablesu 1 page 4,

Il apparait que les polysaccharides du méconium montrent dans
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Tableau I : Analyse du méconium et de ses extraits purifiés (BUCHANAN et RAPOPORT, 1951)

S.R : sucre réducteur, H.A : hexosamine, F : fucose, A : azote. L'activité
de groupe sanguin est exprimée en microgrammes pour 0,1 millilitre de

la solution testée. Ba(OH) _-ZnSO, : procédé de purification avec des agents
déprotéinisants ; Sevag I,°II, I%I : fractions purifiées par le procédé de
SEVAG (1834) () ; Morgan I, II, III : fractions purifiées par le procédé
de MORGAN st KING (1943) ( 9). ‘ :

Echantl 1ons - % du polds sec §;E_ E;ﬁ _Ji_ Activité de groupe sanguin

Azote Sucre réducteur Hexosamine Fucose A S.R S.R A B

Matiére totale 7,1 26,2 15,3 3,8 3.8 0,586 10,145 2,5 30

Ba(DH]z-ZnSD4 , 4,3 32,1 18,8 4,5 7,5 0,585 0,140 - -

Sevag I 6.3 11.1 6,6 - 1,8 0,595 - 6.2 62

I1 7,8 23,9 17;8 - 3.1 0,744 - 1,0 100

III 6.0 42,6 25,9 5.8 7.1 0,608 0,136 0.1 18

Morgen T 5,4 34,7 23,2 - 6.4 0,669 - 10 25

II 5.1 43,8 28,4 6.0 8.6 0,647 0,137 0.5 25

L\\ III 5,8 22,4 13.5 - 3,8 0,603 - 2,5 250
N




leur composition chimique une grande analogis avec ceux extraits d'autres
sources, en particulier de liquide de kyste ovarien par AMINOFF et al
(1950) (10) . Mais les préparations se sont révélées étre contaminées par
des protéines.

En 1954, KUHN et KIRSCHENLOHR M1} ont purifié des substances
spécifiques A et B du méconium. Mais, aprés hydrolyse acide partielle, ces
composés sont apparus hétérogénes.

COTE (1863 (42) ; 1870 (13})) isole du méconium trois fractions
glycoprotéiques de compositionstrés différentesles unes des autres. La
premiére contient des glycolipides & activité de groupe sanguin ABO. Cet
extrait glycolipidique comporte aussi des substances inhibitrices vis-& vis
des sérums humains anti-M et anti-N. La deuxiéme fraction se compose de
glycoprotéines acides ou "sialomucines” & faible activité ABH et possédant
un récepteur pour le virus Influenza. PUSTZAI et MORGAN (1961) (14) avaient
déja isolé du liguide ovarien des substances riches en acide sialique.

La troisieme fraction contient des glycoprotéines neutres & forte activité
ABH. Ces substances présentent les mémes caractéristiques physico-chimiques
gue celles isolées du liquide des kystes ovariens ; il est 3 noter toutefois
qu'elles sont moins riches en fucose. '

En 1975, FRASER et CLAMP f15) , étudiant la composition biochi-
mique des méconiums, isolent deux fractions glycoprotéigues. La premiére
de type mucine, est trés riche en galactose, fucose, N-acétyl glucosamine,
N-acétyl galactosamine, acide N-acétyl neuraminique, et ne contient pas de
mannose- La partie peptidigue comporte essentiellement la sérine et la
thréonine. Cette fraction présente une activité de groupe ABO. L'autre
fraction est riche en mannose, pauvre en N-acétyl galactosamine. Ces glyco-
protéines seraient des produits de sécrétion de 1'épithélium intestinal
selon DISCHE et al (1968) (18) . De nombreux travaux ont permis d'isoler des
glycoprotéines & mannose d’autres sources muqueuses : la salive (SCHRAGER
et al, 1971) (17) , la bile (BOUCHIER et CLAMP, 1971) #8) , le mucus
gastrique (OATES et SCHRAGER, 1965) (19) , la salive parotidienne de chien
(DISCHE et al, 1969) (20 .

 Continuant leurs travaux sur le méconium humain, COTE et VALET
(1978) (21) isolent des glycoprotéines neutres a spécificité ABH et Lewis,
dont la composition biochimique est donnée dans les tableaux II et III page 6.
La proportion de méconiums "non sécréteurs” (19 %) refléte les résultats

obtenus avec le kyste ovarien ou la salive, et confirme 1'existence d'un

gene sécréteur qui s'exprimerait uniformément dans tout 1'organisme (S7ZULMAN




Tableau II.- Composition en sucres des glycoprotéines neutres & activité
de groupe sanguin (COTE et VALET, 19786)

Les résultats sont exprimés en g/100 g de glycoprotéine.

q"\\‘\‘ "N

,

" Sucres Groupes sanguins

Ay B AB H Le®
Fucose 9,9 9,3 11,4 12,2 4,8
Galactose 26,4 30,6 30,3 28,4 30,9
Glucosamine 16,8 17,5 15,8 17.8 18,8
Galactosamine 16,6 13,1 16,3 13,1 13,7
Acide neuraminigue c,8 0.8 g.,8 1,3 1,3
Acide uronique 8,6 7,4 8,2 8.0 8.4




Tableau III.— Composition en acides aminés des glycoprotéines neutres 3
activité de groupe sanguin (COTE et VALET, 1976)
Les résultats sont exprimés en g/100g de glycoprotéine.

Acides aminés , Groupes sanguins ‘
A, B AB H Le®

Lysine 0,3 0,2 0,2 0,2 0.2
Histidine 0,5 0,5 0.4 0.4 0,5
Arginine 0,2 0,3 0,2 G.,3 0.4
Asparagine 0,3 0,3 _ 0,3 0.4 0,5
Thréonine . 4,7 05,2 4,7 4,8 6,1
Sérine 2,8 3,0 2,8 2,7 4,1
Acide glutamique 0,7 0,5 0,5 0,6 0,9
Proiine 1,7 1,8 1,7 1,8 2,1
Glycine 0,3 . 0,4 3,3 0,4 0,4
Alanine 0.7 0.8 0,8 0.8 0,9
Valine 0.6 0.6 0,6 0,6 0,8
Isoleucine 0,5 0,4 0,4 0,4 0,5
Leucine 0,5 0,4 0,4 0,5 G.,6
Tyrosine 0,1 0 0 0 0,1
Phénylalanine 0,3 0,1 0,1 0.2 0,4




et al, 1973) (22) . Les glycoprotéines isolées ressemblent en guelques

points aux substances trouvées dans les kystes ovariens (WATKINS, 1972) (23)..

Elles possedent un chainon peptidique commun, ont un rapport stable
N-Acétylglucosamine/N-Acétylgalactosamine pour le matériel B, H et Lea,

un rapport stable N-Acétylglucosamine/galactose pour le matériel A, H et Le”.
Tous ces composés comportent moins de fucose gue ceux des kysteé ovariens,
des facteurs génétigues expliquant ce phénoméne. Cette particularité est
caractéristigque du méconium. Enfin, l’activité Lewisb n'apparait pas aussi
élevée que chez l'adulte. Une interprétation possible serait 1'immaturité

du systéme Lewis éu niveau des sécrétions foetales, observation faite paral-
1élement‘avec les hématies (RACE et SANGER, 13968) (94) . Les auteurs pensent
que la premiére enzyme qui apparait, une fucosyl-transférase, liant le
fucose en a-1,4 sur l'osamine des précurseurs de type 1 (Gal ELEJE?GIDNAC)

agit en compétition avec les enzymes du systéme ABH.
7 - Substances & spéelificite M, N

En 1927, LANDSTEINER et LEVINE (25) mettent en évidence deux
anticorps, anti-M et anti-N,agglutinant une certaine proportion des hématies
humaines. Ces substances de groupe étaient supposées 8tre localisées exclu-
sivement sur les érythrocytes.

Cependant, en 1964, SPRINGER et HOTTA (28) réussissent & extraire
du méconium une substance ayant des propriétés sérologiques, biologiques et
chimigues communes avec l'antigéne érythrocytaire NN. La présence de cet
antigene, appelé aussi Me-Vg, a été montrée dans les méconiums de nouveau-nés
de tout groupe sanguin; L'origine exacte du Me-Vg est encore inconnue.

En 1966, SPRINGER et al (27) comparent les propriétés physiques,
chimiques et .biologiques de 1’'antigéne Me-Vg et de l'antigéne érythrocytaire
NN. Comme 1l'antigéne NN, 1l'antigéne Me-Vg, de poids moléculaire 520 000,
est une glycoprotéine dont les compositions glucidique et peptidigue sont
données dans les tableaux IV et V page g . Les principaux constituants
glucidiques sont le galactose, la glucosamine, la galactosamine, 1'acide
neuraminique et le fucose. La thréonine et la sérine représentent 35 % de
la composition peptidique ; 1le tryptobhane gt la cystine sont complétement
absents. | -

Les deux antigénes réagissent spécifiquement avec une lectine
gxtraite de Vicid‘graminea- Cependant, ils n’ont pas absolument les mémes
propriétés sérologiques. L'antigénavMe-Vg est incapable de neulraliser las

immunsérums humains'anti-N, a8 l'inverse de certains de ses hapténes obtenus




99¢ 1]
517 .m.v
8ic a4
985 €02
iy YE P
861l , VAT R
5 €6

=14

ol

641

Z8E

41}

€Sl

ZLe

LLL

0°¢

895 %

‘sl

asoong
8s0an1g
asouue|
@sojoeieg
8UTWESOONTY

suTwesojoeTEY

enbIuTweInsu spIoy

3y,p arouw/satoy

o\°

3n-3y 8ugdTauy

3vy.p aTow/saTol

[
%

NN 8I1Te3Ao0ay3has susl3tiuy

sa1ong

a1T1ejhAooayzhas saugldtaue

(996} ‘77 22 ¥IININDS) BA-oW 318 NN
sap ssaeduoo anbtptoni3 UoT3trsodwo)

‘Al nesfqge}y

N
SN

’\ W

D

I

I




10

z8°0
SE‘0
5Z°0
SE‘D
€ED
5170
2L 0
LE*D
£5°0
2470
5570
5871
v0“1
pEL
6672
2670

92
51T
802
leez
5871
B L
0%y
252z
{0°€
lzrz
9% 1
€62
lz*y
85°€
9z°y
€62

auTUOTY3BY |

suTtutiday
BUTPTISTH
BUTSAT
sutueTeTAuayd
BUTSOJA ]
sutanaT
BUTINATOST
BUTTeA
suUTURTY
8UTOATY
BUTTOJY
anbtwe3n8 sproy
BUTJI3S
auTUOBIYY

anbrjiedse sproy

\\i
\}

9

3n-8| aualtiuy

NN axtezAoogyiAag sus81auy

SguUTWe sapToy

*augdtiue,p 8 goL/8 us SPWIJIdXa 3U0S S3EP3TNS3x s3]

(886l “7P 22 Y3IINIYJS) SA-8l 18

NN 81t1ejAoocayjzhas 8uUg3Tjue sap sauTwe §8pT0fP u& uoT3rsodwo)

-*A neelge]

W)
\

)

WM




11

par hydrolyse. Le site antigénigue de spécificité N présént dans la
macromolécule Me-Vg semble inaccessible & 1'antigene correspondant. Selon
SPRINGER, l'antigene Me-Vg pourrait &tre un précurseur des substances N
ou M. Les deux antigénes posseédent aussi des propriétés réceptrices des

virus Influenza.
3 - Substances inhibant L'hémagglutination virale

En 1947, HIRST (28) décrit le pouvoir agglutinant des virus
grippaux vis-a-vis des globules rouges de vertébrés.

Continuant ses travaux sur 1'hémagglutination virale, HIRST
(1942) (29)constate que les virus Influenza sont rapidement adsorbés sur
les globules rouges & 4°C.et restent pendant 18 heures. A 37°C, 1l'adsorp-
tion est plus rapide, mais au bout de six heures, les virus sont libérés ;
les hématies sont devenues inagglutinables, mais les virus sont intacts.
HIRST émet alors 1'hypothése que le virus, une fois fixé sur le site
membranaire, modifierait le récepteur par une réaction enzymatique.

En 1947, BURNET et STONE B0) isolent du liquide des kystes
ovariens une substance inhibant 1'hémagglutination virale. D'autres inhibi-
teurs ont été isolés de divers milieux de sécrétion : le mucus bronchigue
(CURTAIN et al, 1953 (31)), le méconium (ZILLIKEN et al, 1957 (32),
CURTAIN et al, 1953 (33)). Ces inhibiteurs, de nature glycoprotéique,
entrent en compétition avec les récepteurs érythrocytaires pour 1'adsorp-
tion des perticules virales.

En 1946, BURNET et al (34) mettent en évidence dans le filtrat
de culture de Vibfio cholerae une enzyme appelée "Receptor destroying
enzyme” ou "R.D.E."; qui inactive les inhibiteurs de 1'hémagglutination
virale. L'inactivation par le "R.D.E.” s'accompagne de la libération d'une
molécule de faible poids moléculaire, identifiée 3 1'acide N-acétylneurami-
nique par FAILLARD (4857) (35).

Le "R.D.E."” devait étre ultérieurement identifié & une a-neura-

minidase (GOTTSCHALK, 18573 (3g).
4 - Relations substances de ghoupe et inhibitewws de &'hEmagglutination

En 1964, KIMURA st NAGAI (37) montrent que les substances de
~ groupe et les inhibiteurs de 1'hémagglutination sont étroitement’ liés. Ils
isolent des fractions "sialomucopolysaccharidiques” du méconium consti-

tuées chacune d'environ 10 % de peptides et 80 & 90 % de glucides. Ces
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-substances possedent une activité inhibitrice de 1'hémagglutination virale
et une spécificité de groupe ABO.

Un an plus tard, SCHACHTER et DIXON (38) isolent un matériel
mucopolysaccharidigue riche en hexosamines, galactose, fucose, acide neura-
minique, thréonine, sérine, proline et acide aspartique. Cette "mucopro-
téine” se révele pratiquement idehtique a l'une des glycoprotéines exemptes
de mannose isolées par PUSZTAI et MORGAN (1961) (3g). SCHACHTER et DIXON (40)
concluent que le matériel glucidique isolé posséde a la fois une activité
de groupe sanguin et des propriétés inhibitrices de 1'hémagglutination
virale. k

L'antigene Me-Vg, isolé par SPRINGER et al (1966) (44)., peut
inhiber a la fois les immunsérums anti-N et 1'hémagglutination virale. Le
site porteur de la spécificité anti-agglutinine s'est avéré distinct du
site récepteur viral.

' Ainsi, il est démontré gue les deux propriétés "substance spéci-
fique de groupe” et "inhibition de 1'hémagglutination virale” peuvent é&tre
portées par une seule et méme molééule.

111 - COMPOSANTS LIPIDIQUES
1 - Généralites

Rares sont les travaux consacrés & l'étude de la composition
‘lipidique des méconiums. Les recherches effectuées par BERNHARD et LINDLAR
(1956) @2) comblent un peu cette lacune. D'aprés ces auteurs, le matériel
lipidique, extrait & 1'éther, constitue 8.7 % du poids sec de méconium. Les
~acides gfas (2 %) peuvent étre libres ou estérifiés ; ce sont des acides
gras‘saturés, comme 1'acide palmitique et stéarique, ou insaturés.

La fraction insaponifiable se compose essentiellement de choles-
térol et‘de squaléne. L'importance toute relative du squaléne semble confir-
mer 1'hypothése d'une synthése accrﬁe de ce produit pendant la vie foetale.

D'aprés ces mémes auteurs, le méconium serait dépourvu de phospholipides.
2 - Stenoks

En 1868, MIETTINEN et LUUKKAINEN (43) étudient la composition
stérolique du méconium, du vernix caseosa et du liquide amniotigue.

Le  7-déhydrocholestérol et le desmostérol, précurseurs du
cholestérol, semblent caractériser le méconium.

En 18869, ENERDTH et al (44,45) isolent le 22-hydroxycholestérol,
qui semble prédominer dans le méconium, alors que le principal composé

identifié dans les fices au-deld de la premidre année est le 24-hydroxy-
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cholestérol. Ce fait pourrait refléter une immaturité de la synthése foetale
des acides biliaires.

L'origine des stérols, libres ou estérifiés, du méconium n'est
pas connue avec précision. Les stérols proviendraient en partie du vernix
- caseosa et de celluies épithéiiales deéquamées, ingérées par le foetus
avec le liguide amniotigue (MIETTINEN et LUUKKAINEN, 1968) (46). Une

fraction non négligeable des stérols présents ont une origine maternelle.
3 - Sténoddes hormonaux

Le méconium est un matériel relativement riche en métabolites
hormonaux stéroidiens. L'oestriol, d'origine amniotique et biliaire
(DICZFALUSY et al, 1959) (47 en est le principal représentant selon
FRANCIS et KINSELLA (1955) #8) . De nombreux autres stéroides ont été mis
en évidence : la testostérone (KINSELLA et FRANCIS, 1971 @8) ), la prégné-
nolone (FRANCIS et al, 1962 (50) ) '

Les composés décelés, pour la plupart sous forme de dérivés
glycuro- et sulfo-conjugués, sont ceux mis en évidence dans les tissus et
les milieux liquides du foetus et du nouveau-né. Ces produits représente-
raient des métabolites terminaux excrétés comme tels dans le tractus gastro-

intestinal oG ils se concentreraient tout au long de la vie foetale.
4 - Acides biliaines

Ce n'est que trés récemment gue SHARP et al (1971) (1) ont
recherché la présence d'acides biliaires dans le méconium. Ils ont ainsi
mis en évidence des acides biliaires primaires (acide cholique) et secon-
daires (acide désoxycholique) . Ces acides, d'origine maternelle, parvien-

draient au foetus par voie placentaire.
IV - CONSTITUANTS PROTEIQUES DU MECONTIUM
! - Etudes lectrophondtiques

La pauvreté du méconium en protéines est un fait connu de longue
date. En 1852, BUCHANAN et RAPOPORT (52 ) esfiment la teneur en azote du méco-
nium & 6,9 % du poids sec.

Les protéines du méconium, peu étudiées quantitativement, ont
fait 1'objet d'études quaelitatives pius complétes, notamment par électro-

" phorése. 4 ‘
En 1968, SCHUTT et ISLES (53) obtiennent deux bandes dans la
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la région des a et B globulines, aprés traitement d'homogénat de méconiums
sur G25 suivi d'une électrophorése éur acétate de cellulose. Des résul-
tats comparables sont obtenus par HOBBS en 1969 54) .

La méme annge, KNAUFF et ADAMS (55) ont étudié guantitativement
les protéines. Pour ces auteurs, la composition protéique du méconium est

de 9,5 g pour 100 g de poids sec.
2 - Etudes immunoélectrophonétiques

L'analyse immunoélectrophorétique suivant le procédé de GRABAR
et WILLIAMS (1953, (58) ; 1955 (57).) est la méthode la plus utilisée pour
1'étude qualitative des protéines du méconium, notamment les albumines,
les o et B globulines et les immunoglobulines.

En 1962, BARANDUN et al (58) étudient des échantillons de méco-
niums normaux et pathologiques (sujets atteints d'atrésie oesophagienne),
ainsi gque les féces de nourrissons de 10 jours nourris au lait de vache ou
au lait maternel. Avec 1'immun-sérum équin, ils obtiennent les résultats
suivants pour les sujets normaux et pathologiques

' = une ligne de précipitation dans la zone albumine

- deux lignes de précipitation dans la zone a, a

- = une ligne de précipitation dans la zone ¥ globilines
Avec la technique d 'OUCHTERLONY (1958) (59) , les auteurs
étudient la structure antigénique des y globulines des divers échantillons.
Les ¥ globulines du méconium normal et pathologique se révélent antigéni-
guement identidues & celles des féces de nourrissons nourris au lait de
vache ou au lait maternel. Ils montrent que ces y globulines sont caracté-
risées par la perte d’au moins un déterminant antigénique, en comparaison

des globulines isolées du sérum de nouveau-né normal.
3 - Ondgine

Etudiant la composition protéigue du liquidé amniotique et du
méconium, MURALT et ROULET (1964 (60) ;3 (81) ) montrent que le liquide
amniotique renferme des protéines sériques retrouvées dans le méconium, en
‘particulier 1'albumine et les Ig M, G, A. |

On pourrait penssr que les fractions protéiques du méconium

sont ingérées avec le liquide amniotique et non dégradées dans le tractus

digestif. Mais les mémes auteurs réfutent cette hypothése car ils consta-

tent une identité entre les protéines de méconium normal et pathologique




(les sujets atrétiques ne pouvant ingérer normalement le liguide amnio-
tique, la composition protéique du méconium devrait étre différente)l.

En 1960, BARANDUN et al (62) montrent chez 1l'adulte le passage

. dans la lumiére digestive, de substances radicactives préalablement injec-
tées dans la circulation générale.

L'hypothese admise par MURALT et ROULET est que les vy globulines
du méconium proviennent du sérum foetal, 1'excrétion se faisant par la
muqueuse intestinale ou par diverses glandes digestives. La perte de déter-
minant ‘antigénique résulterait, selon eux, du passage de la barriére

épithéliale.
V - CONSTITUANTS MINERAUX
1 - Les Lonk

a) Composition

La teneur moyenne en eau du méconium est de 76,4 %. Peu de
travaux sur la composition ionique du méconium ont été éffectués. Les
valeurs obtenues pour les principaux cations par différents auteurs sont
rassemblés dans le tableau VI page 16 .Le taux des principaux cations
varie trés largement d'un échantillon & 1’autre.

v En 1962, WIDDOWSON et MAC CANCE (63) comparent la composition
du méconium, du sérum de nouveau-né, de l'urine foetale et du liguide amnio-
tigue (tableau VII page 417). Le sérum, le liguide amniotique et 1'urine
présentent une forte teneur en sodium. Le méconium est relativement riche
en potassium, calcium et magrésium ; la teneur plus élevée en ces trois

_ions le rapproche du milieu fécal.
b) Origine des électrolytes

Le foetus déglutit de grandes quantités de liquide amniotique
et réabsorbe par'sa mugueuse intestinale l'eau et les @lectrolytes. Une
fraction des ions pourrait représenter le "restant non absorbé” des élec-
trolytes du liquide amniotique.

D'autre part, les sécrétions intéstinales,'biliaires et pancréa-
tiques contribuent certainement & la fourniture des ions.

Enfin, selon WIDDOWSON, les cellules épithéliales desquamées

de 1l'lntestin représenteraient une source non négligeable de magnésium.
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2 - Elements mitalliques
a) Composition

Les premiers travaux sont ceux réalisés par SHELDON et RAMAGE
(1933) (66) . Les résultats font apparaitre une forte teneur en manganése,
cuivre et une certaine pauvreté en fer.

Beaucoup plus tard, KOPITO et SHWACHMAN (1966) (87 ) analysent
le contenu en zine, fer, cuivre. manganése du méconium de nouveau-nés a
terme (tableau VIII page 19) . D'autres travaux ont été réalisés par
TANAKA (1969) (68) et ISMIZAWA (1970) (69 ) . Les tableaux IX et X pages 20et
21 résument les résultats obtenus.

Il apparait que le contenu du méconium en manganése et cuivre
peut varier en fonction du degré d'immaturité constaté & la naissance.
La concentration en cuivre semble d'autant plus élevée gue le poids de
naissance est plus faible. Le phénoméne inverse est observé pour le

manganese.
b) Origine

La bile foetale représente la source majeur de ces éléments
(SHELDON et RAMAGE, 1931) (70 .
Les cellules desquamées de 1'épithélium intestinal contri-

buent également & enrichir le méconium en éléments métalliques.
VI - PIGMENTS DU MECONTUM
1 - Pigments porphyriniques

La prémiére mise en évidence de porphyrines tétracarboxyliques
est due & WALDENSTROM, en 1936 (71 ). |
En 1966, FRENCH et THONGER (72 ) séparent les porphyrines du
méconium en quatre fractions. L'identification des pigments est faite par
observation de leur pic d'absorption dans la bande 400-410 nanometres. Ils
obtiennent ainsi : |
- porphyrine 402 nanomeétres
- porphyrine 406 nanométres

- porphyrine 408 nanométres

porphyrine 411 nanométres
Etudiant plus précisément la porphyrine 411, FRENCH et al (1970)
{ 73) montrent qu'il s'agit d'une porphyrine tétracarboxylique. La porphy-

rine 411 pourrait 8tre un composé intermédiaire du métabolisme de 1’'héme
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porphyrinigue.
2 - Pigments biliaines

Les connaissances actuelles sur la nature et la distribution
des pigments biliaires du méconium sént confuses. Les récents travaux de
 RODRIGUEZ-GARAY et al (1864) (74 ) montrent la présence d'une forte concen-
tration en bilirubine. Mais la présence de ce pigment parait inconstante
d'un échantillon & l'autre.

La présence d'urebiline, mise en évidence en 1964 par
GOLDSCHMIDT et ADLER ( 75) est contestée par certains auteurs. Selon
WINTERNITZ (1926) (76 ) , ce pigment aurait une origine maternelle et
parviendrait au foetus par voie placentaire ou amniotigue.

Récemment, des pigments dipyrroliques ont été identifiés. Selon
GILBERTSEN et al (1958) (77 ) , ces composés seraient des intermédiaires

de la voie anabolique de 1'hémoglobine.
VI - LES ENZYMES DU MECONTUM
1 - Differentes classes d'enzymes

a)l Oxydo-réductasesf Transférases

En 1970, GEYER et SCHNEIDER ( 78) ont dosé les activités
oxydo-réductasique et transférasique du méconium. Le tableau XI page 23
reproduit les résultats obtenus. Les valeurs témoignent d'une activité

faible.
b) Hydrolases
- Lipase

SCHWARZ, en 1953 (73 ) signale la présence de faibles guantités

de lipase dans le méconium.
- Phosphafase‘alcaline

‘Dosant 1'activité phosphatase alcaline par la méthode de
KING et ARMSTRONG (1934) (80), ASENSIO-BRETONES et al (1956) (81) trouvent
une valeur trés élevés. Pour ces auteurs, le méconium se révéle &tre un
matériel de choix pour 1'extraction de 1'enzyme.

Ces travaux ont été confirmés ensuite par EGGERMONT [1988) (82)
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et GEYER (1870) (g3)

L'activité phosphatase augmente dans le méconium au cours

de la gestation.
- Phosphatase acide

C'est. en 1971 seulement qu' ELIAKIS et COUTSELINIS (84 )
décelent une activité phosphatase acide dans le méconium. lLe taux, de
1'ordre de 16,2 & 20,2 millimoles unités pour une solution de 100 pg/ml
de méconium, est trés élevé en comparaison du taux sanguin (0,9 & 4,1

millimoles unités) .
- Glycosidases

La mise en évidence de 1l'activité amylase est due aux travaux
anciens de POTTEVIN (1800) (85 ) et HYMANSON et KAHN (1919) ( 86)

Les études plus récentes de GEYER et SCHNEIDER (1970) ( g7)
ont permis de révéler une concentration relativement élevée en a-amylase
(5600 unités/g de méconium) .

En 1966, DAHLQIRST et LINDBERG ( gg) , étudiant les disaccha-
ridases, montrent que 1l'activité maltase est élevée, & l1l'inverse des
activités lactaée, invertase et saccharase. Les travaux d'EGGERMONT (1966)
(89) ont confirmé la nette prédominance de 1'activité maltase sur les
autres. A

L'activité B-glucuronidase a été montrée par TAKIMOTO et

MATSUDA en 1971 (gg)
- Peptide hydrolases

Selon SCHWARZ (1953) (91) , le méconium contient trés peu
de pepsine et d’entérokinase.

En 1965, SCHACHTER et DIXON ( 92) étudient les activités
trypsique et chymotrypsique. Les valeurs s'aveérent faibles. EGGERMONT
{1866) (g3 ) ,‘GRUNDIG et al (1967) (84 ) ont confirmé la grande "pauvre-
6" du méconium en ces deux enzymes.

L'étude des activités dipeptide-hydrolasss par LINDBERG

(1966) (95 ) révéls des valeurs faibles pour les différentes enzymes.
- 2 - Ondgine des enzymesd

L'origine amniotique d'une partie des senzymas parait probable.




25

D'aprés DAHLQVIST et LINDBERG (1966) (96 ), la sécrétion
pancréatique exocrine représenterait une source de maltase, trypsine et
chymotrypsine. _

La majeure partie des activités enzymatigques ont pour ori-
gine les cellules intestinales desquamées au cours de la gestation
(EGGERMONT ,1966 ( g7) ; GRUNDIG et RUMLER, 1367 ( 98)).

La plupart des activités enzymatiques (sauf la phosphataée
alcaline) ont une teneur faible dans le méconium & terme. Cela s'expli-
guerait par la présence de‘protéases qui dégraderaient les protéines,

exceptée la phosphatase alcaline.
VITI - PROPRIETES BIOLOGIQUES DU MECONTUM
1 - Méconium et cholsdance bactérienne

Le méconium facilite le développement des germes bactériens
{BRYAN, 1967 (99 ) ; FLORMAN, 1969 (1gg)). Comme la mucine gastrique, i1l
inhibe la migration des leucocytes en diminuant leur sensibilité chimio-
tactique.

Inversement, le liguide amniotique exerce une action bacté?

ricide.
2 - Substances actives sur Le muscle Lisse

Le méconium a une action tétanisante sur le muscle utérin.

En 1867, ABRAHAMS et HAWKINS (101) isolent du m&conium des
substances lipidiques & pouvoir excito-moteur. Ces composés présents
accidentellementvdané le liquide amniotique pourraient jouer un réle

aggravant des états de souffrance foetale.
3 - Action sur La coagulation sanguine

En 1956, WILLER {102) constate que le déroulement normal du
processus de coagulation est modifié en présence d'extraits de méconium.
BROZMAN (1962) (103) démontre, in vitro, que le méconium
renferme deuk types de substances coagulo-actives : des substances &
activité thromboplastique et des substances anti-coagulantes analogues
&4 1'héparine, de nature mucopolysaccharidique. Les expériences in viveo

ne sont pas concluantes.
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ADDENDUM

KARLSSON et LARSON (1978) (104) ont isoclé du
méconium uh mélange de glycolipides riches en fucose. Ils ont
ainsi identifié par spectrométrie de masse un tétraglycosyl-
céramide, glycolipide jamais détecté dans les tissus humains
dui serait un précurseur des fucolipides & activité de groupes
sanguins (WATKINS, 1874) (1405).
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LES ANTIGENES DE GROUPE SANGUIN

T - NOTIONS D'ANTIGENES DE GROUPE SANGUIN

Découvert par LANDSTEINER en 1900 (106), le systéme de groupe
sanguin ABO a constitué un des premiers exemples connus d'isocantigenes
dans 1l'espéce humaine. De nombreux autres antigénes érythrocytaires ont
été définis depuis, mais le systéme ABO garde une importance fondamentale.

Les substances ABO érythrocytalires sont des antigénes (ou
agglutinpgénes] capables de provoquer la formation d’anticorps spécifiques.

Les études biochimigues de ces substances ont été difficiles

au début car les antigénes hématiques se révelaient fortement attachés a
la membrane. L'observation de LEHRS (1930) (107 selon laquelle 75 % des
individus excretent les substances de groupe sanguin A, B, H dans les
milieux de sécrétion a ?acilité les recherches. On distingue ainsi deux
groupes :

- les antigeénes cellulaires, de nature glycolipidique,
extraits de la membrane érythrocytaire (HAKOMORI et STRYCHARZ, 1868 (108))

- les antigénes solubles, de nature glycoprotéique,
isolés des milieux de sécrétion : la salive, le lait, les méconiums, le
liquide séminal, le suc gastrique, 1l'urine, le liquide des kystes ovariens.

Les individus (75 %) excrétant ces substances actives, sont
dits "sécréteurs”. D'autres (25 %) appelés "non sécréteurs” excrétent
généralement une substance différente des substapces ABH : la substance

La premiére mise en évidence du systéme Lewis est due a
MOURANT en 1946 [11dJ pour l'antigéne Lewis a, ANDRESEN et al (1850) (111)
pour l'antigene Lewis b.

Actuellement, de trés nombreux systemes de groupes sanguins

sont connus : Rhésus, MN, Kell, Duffy, Ii......
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1T - LES ANTIGENES DES MILTEUX DE SECRETION

L'étude chimigue des substances de groupe sanguin a été
.entreprise essentiellement sur les composés hydrosolubles des sécrétions,
les glycoprotéines. Les résultats montrent que la structure antigénique
de ces composés est identique & celle des antigénes érythrocytaires
glycolipidiques et est portée par 1'extrémité terminale des chaines

glucidiques liées aux lipides ou protéines.
1 - Principales sources d'antigenes solubles

La salive et le liquide des kystes ovariens sont les modéles
les plus utilisés pour 1'isolement des glycoprotéines. Récemment, ROVIS
et al {1973) (112) ont isolé du liquide ovarien deux glycoprotéines
d’activité Lewis a et H, Lewis b ; apres dégradation alcaline, ils ont
établi la structure de 19 oligosaccharides ayant les activités des glyco-
protéines de départ. o

' Le lait renferme des'oligosaccharides de ?aible poids molé-

culaire doués d'activité de groupe sanguin (MDNTREUiL. 1957 (113) ;
KUHN, 1958 (114), | |

L;urine humaine renferme 150 & 300 mg d'oligosaccharides par
diurese de 24 heures. 5 & 20 mg sont des oligosaccharides dont lé présence
est fonction du groupe sanguin des individus.

En 1966 et 1968, LUNDBLAD (115 ,116J)a montré que ces oligosac-
E charides n’existent que dans les urines de sujets sécréteurs. Toutefois,
STRECKER et al, (1976) (117}ont montré que la composition de l'urine en
fucosyl-oligosaccharides pouvait varier pour des sujets différents, mais

possédant un phénotype identique.

2 - Composition chimique

Les substances de groupe sanguin des sécrétions sont des -
glycoprotéines dont les propriétés essentielles sﬁnt les suivantes :
| - elles sont trés riches en glucides (85 %)

_ - les monosaccharides présents sont : le D-galactose,
L=fucose, N-Acétylglucosamine, N-Acétylgalactosamine, acide neuraminiguse.
La teneur en fucose est trés élevés. | '

- les 2/3 ds la partie peptidique sont‘constitués par
la thréonine, la sérine, l'alanine et la proline. Les acides aminés soufrés

sont totalement absents.
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Les compositions en sucres et acides aminés sont rassemblées

dans le tableau XII page 30.
3 - Stwceture

, Les structures ont été étudiées par les méthodes classiques
d'exploration structurale des oligosaccharides et les méthodes sérologi—
ques (& 1l'aide d'oligosaccharides de structure connue et & activité de
groupe sanguin). '
| En 1962, WATKINS et al (118)établissent la structure chimique
des substances actives et leur filiation. Les résultats sont rassemblés
dans la figure 1 page 31.

' Les importants travaux ‘de LLOYD et KABAT (1968) @19) ont
permis de proposer, par la suite, un schéma général de ces structures
glycannigues (figure 2 page 32)-

Les substances de groupe ABO et Lewis sont trés proches les

unes des autres, leur synthése étant sous controle génétique.
4 - Controle génétique

Depuis les travaux de WATKINS et MORGAN en 1963 (120), on
sait que la synthése des substances de groupe sanguin commence par un
chainon précurseur B-D-Gal-(1-— 4)-GlcNAc, composant.que 1l'on retrouve au
niveau de la capsule du pneumocoque XIV.

Le mécanisme d'action de tous les génes est identique : 1le
géne commande la synthése d'une enzyme qui ajoute au précurseur un nbuveau

déterminant antigénique.
a) Génétique de la biosynthése

Le phénotype de 1'individu est sous la dépendance de quatre
systemes de genes alléles : Sese, Hh, Lele, A, B ou 0. Ces génes sont "
disposés indépendamment les uns des autrses sur les chromosomes, mais leurs
effets phénotypiqueé s'ajoutent.

Les. génes H, A, B et Le sont des g&nes de structure dont 1le
produit est une glycosyltransférase qui modifie la substance précurseur.
Les glycosyltransférases sont des systdmes multienzymafiquas cétalysant
la synthaése des chalnes glucidiques des glycoprotéines ou des glycolipides.
On les rencontre dans les sécrétions ou les tissus.

Les génes 0, h et 1le sont des génes allélomorphes dont le




Tableau XII.- Composition en sucres et acides aminés des glycoprotéines de sécrétion & activité de groupes sanguins

Nature de la substance spécifique

Composition A B : AB _ H Lea
'Cohposition centésimale en glucides
. D-galactose 20,5 & 24,8 35,8 26,6 33,8 42,2 a 45,2
L-fucose 16,3 a 19,0 15,7 & 16,0 17 a 17,7 18,0 & 26,2 14
Hexasamine 25,0 33,5 17,0 3 24,0 27,00 22,0 a 29,1 23 g & 32,0
Rapports molaires |
Glucaosamine/galactaosamine 0.8 a 1,5 2,8 : - 1,1 & 2,2 2,4 a 2,5
Galactose/hexosamines ) 0,61 a 0,84 1,49 0,99 v 1,12 a4 1,38 1,41 & 1,82

Galactose/fucose 1 2 ' 1,5 1,2 3,2

Composition en acides aminés

Aspartique 4,5 4,7 3.1
Glutamique 7,5 5,3 5,6
Alanine 6,2 6,9 8,7
Glycine 3,8 4,3 4,1
Sérine 11,1 11,8 12,3
Thréonine 36,7 30,3 28,7
Valine 3.7 6.6 5,7
Proline 11,9 15,6 13,0
Histidine 5,1 3,1 2,4
Autres acides aminés 9,5 1,4 16,4

o€
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Substance A Substance B

Enzyme "A" . Enzyme "B"
N-acétylgalactosamine : . Galactose
+ +

Substance H Substance H

Enzyme "H" Enzyme "H"”
Substance Le a + substance type pneumocoque XIV + fucose
Enzyme "Le a”

Substance type pneumocogue XIV

a-D-GalNAc-(1—3) .a-D-Gal-(1-3)

B-D-Gal- (15-3)_ ' \B—D-Gal—(1->3]\
a-L-Fuc-(1—-2) //D'GlCNAC'R u-L-FUC‘(1**2]// ’/lj‘GlCNAC“R
a-L-Fue-(1—4) . : a-L-Fuc-(1-4)
Enzyme "A” l N l Enzyme "B"
o-L-Fuc-(1-»2}- B-D-Gal-(1—+31 o-L-Fuc-(1—-2) - B-D~Gal-(1—3)
' | N p-GleNAc-R \ D-G1cNAG-R
a-L-Fuc-(1—44]’/ a-L-Fuc-(1—4)7
+ D-GalNAc . + D-Gal

Enzyme "H" Enzyme "H"

g-D-Gal- (1—3)
D-GlcNAG-R + B-D-Gal-(1—3)-D-GleNAc-R  +  L-Fuc

|

B-D-Gal- (1—3) -D-GlcNAc-R

a-L-Fuec- (1—4)~”

Figure 1 : Spécificités sérolbgiques et structures chimiques des substances
de groupe A et B révélées par dégradation enzymatique séquentiel-
le (WATKINS et al, 1962)
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produit est inactif sur le précurseur.

Le gene Se contrdle 1'action du géne H. Il est indispensable
a 1l'expression de celui-ci dans la salive et ne 1'est pas au niveau de
l'érythrocyte. Le géne Le n'est pas sous contrdle du géne sécréteur. La
substance Lewis b résulte de 1l’interaction des génes H et Le (CEPPELINI,
1955)  (121). ,

Toutes les combinaisons génotypiques et leurs effets phéno-
typiques sont précisés dans le tableau XIII page 34 et dans la figure 3

page 35,
b) Filiation métaboligque des substances de groupe sanguin

En 1869, MORGAN et WATKINS (122) signalent la présence de
deux motifs antigénigues communs & toutes les substances :

- type 1 : Gal 87123 GicNAc

- type 2 : Gal gliii GlcNAc

Le motif 1 est plus abondant déns les oligosacchafides des
milieux de sécrétion. La fixation du fucose en a-1—»4 sur la N-acétyl-.
glucosamine, conférant 1'activité Lewis, n'est possible qu'avec le motif 1.

La connaissance de la»s£FUCture des substances de groupe
a permis de comprendre le mode d'action des génes sur lesquels repose
leur existence. Les Figures 4 et 5 page 36 schématisent les relations
structurales et métaboliques qui existent entre les substances de groupe
sanguin (WATKINS, 41870) (123]..

Il est a noterlque 1'érythrocyte ne.synthétise gue des subs-
tances & activité A, B ou H. Il acquiert la spécificité Le® ou Le
apres le contactbavec le sérum. Le sérum posséde cette spécificité grace

aux cellules mugueuses qui synthétisent des substances & activité A, B, H

Le® ou Leb en grandes guantites.
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g-Gal-(1—3)-g-G1lcNAc
T1.2
a-Fuc (substance active H)

GDP-L-fucose a-L-fucosyl transférase

(produit du géne H)

génes H et Le
B-Gal- (1-33)-B-GlcNAc ——— » B-Gal-{1—31}-B-GlcNAc
GDP-L-FUcose T1.2 T1.4
a-Fuc oa-Fuc

{précurseur type I)

a- L-fucosyl transférase {substance active Le b)

GDP-L-fucose (produit du géne Le)

B-Gal-(1—»3)-8-G1lcNAc
: 11,2
oa-Fuc

(substance active Le a)

Figure 4 : Formation des substances de groupes H, Le a et Le b
(WATKINS, 1970)

g-Gal-(1—3 ou 4)-B-G1lcNAc
(précurseurs type I ou II)

a-L-fucosyl transférase

GDP-Fucose (produit du géne H)

B-Gal-(1—3 ou 4)}-B-GlcNAc
T1.2 , :
a-Fuc
(substance active H)

a-GalNAc transférase o-Gal transférase

UDP-GalNAc

UDP-Gal

a-GalNAc-(1—+33-B—Gal—(1493 ou 4)-B-GlcNAc u-Gal-[1—+3)-B-Ga1—[1—ﬂ8 ou 4}-B-GlcNAc

- T2 T11.2
a-Fuc - : a-Fuc

{produit du geneA (produit du géne B)

{substance active A) (substance active B)

'Figure 5 : Formation des sqbstances de groUpes H, A, B (WATKINS, 1870)
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MATERTEL ET METHODES

T - FRACTIONNEMENT DU MECONTUM
1 - Déprotéinisation

Les méconiums (2500 grammes) sont collectéds, broyés et dilués.

La solution visqueuse obtenue est déprotéinisée par précipitation & 1'alcool

(volume : volume) et centrifugée & 3000 tours/minute pendant 30 minutes.
2 - Purification sur charbon Celite

Le surnageant, apreés élimination de 1'alcool, est repris par
un litre d’eau, puis soumis & une chromatographie d'adsorption sur charbon
Celite, préparé selon‘la_méthode de WHISTLER et DURSO (13850) (124].

77 Apréshﬁéiaégéﬁ“‘ des monosacéharides, urée et sels minéraux
par cing litres dfeau, le matériel oligosaccharidique et glycopeptidique

est désorbé par vingt litres d'alcool & 50 %.
3 - Fractionnement Awr Echangeuns d'anions et de cations

Apres évaporation & siccité, le résidu repris par 1,5 litres
d'eau est fractionné sur des colonnes (5x40 cm) d'échangeurs de cations
(Dowex 50x8, 200-400 mesh, forme H') et d'anions (Dowex 1x2, 200-400 mesh,
forme CH,CO0 ). '

Aprés ringage par l'eau, les colonnes sont éluées séparément
par un gradient discontinu d'acétate de pyridine 1 & 1000 mM.

La fraction neutre, concentrée & un litre,est soumise a une
chromatographie d'adsorption sur charbon Celite, colonne 5x40 cm. Le
matériel adsorbé est élué par un gradient discontinu d’alcool 1,5 & 30 %.

La figure 6 page 39 résume le fractionnement du matériel

oligosaccharidique.
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Méconiums déprotéinisés

|

Colonne de charbon Celite (5x40 cm)

|

Apres ringage de la colonne par 1l'eau, le matériel adsorbé
est élué par 20 1 d’éthanol 50 %. La solution éthanoligue

est évaporée a siccité ;. le résidu sec, dissous dans 1,5 1

d'eau, est soumis au protocole suivant :

l ; Ac. de Pyr.
Dowex 50x2, 200-400 mesh, H ———————> Glycopeptides
1 1 & 1000mM

_ Ac. de Pyr.
Dowex 1x2, 200-400 mesh, CH_CO0 ——————>» Sialyloligosaccharides
3 N
l 1 & 1000 mM

Fraction neutre

1

Colonne de charbon Celite (5x40 cm)

v
Aprés ringage de la colonne par 1'esau, le matériel adsorbé

est élué par un gradient discontinu d’alcool 1,5 % & 30 %

v
Oligosaccharides neutres

Figure 6 : Schéma du fractionnement des ocligosaccharides

du méconium.
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11 - PROCEDES CHROMATOGRAPHIQUES ET ELECTROPHORETIQUES

" Notre intérét s'est porté sur les fractions acide et neutre.
Nous avons isolé par chromatographie ou électrophorése préparative sur

papier les oligosaccharides majeurs.
1 - Chrnomatographie
a) Systémes solvants

Deux systemes solvants sont utilisés pour la chromatographie :
- solvant 1 : FISHER et NEBEL (13955) (125)
acétate d'éthyle/pyridine/acide acétigue/eau
(5:5:1:3)
- solvant 2 : PARTRIDGE (1948) [126j
' n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5)

La durée des chromatographies varie de 18 heures a 2 mois.

b) Révélation

~

Les chromatogrammes sont révélés avec le réactif & 1l'oxalate
d'aniline de PARTRIDGE (1950} (127) : aniline, éthanol, solution aqueuse
d'acide oxalique & 2,5 % (2:100:150), chauffage 120°C pendant 15 & 20

minutes.
2 - Electrophonese

Nous avons utilisé la technique d’électrophorése en toit.
a) Tampons
- tampon pH 5,4 : GRIMMONPREZ et MONTREUIL (1968) (128)
' pyridine, eau (15:1935), acide acétique
g.s.p. pH 5.4
- tampon pH 8,2 : FOSTER et STACEY (1853) (129)
solution & 41p.100 de tétraborate de Na

b) Révélation

~

Les éiectrophorégrammes pH 5,4 sont révélés & 1'oxalate d'aniline.
Les électrophorégrammes pH 9,2 sont révélés a 1'oxalate d'ani-
line, apreés deux pulvérisations successives de méthanol/ acide acétique

(3:1), suivies d'un chauffage & 100°C pendant 5 minutes.
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IT1 - ETUDES STRUCTURALES
1 - Composition totale en monosaccharides

L'hydrolyse totale des oligosaccharides (300 ug) est effectuée
avec l'acide trifluoroacétigue 4 N, 4 h, 100°C.
Le résidu sec est analysé en chromatographie papier dans le

A

solvant 1.
2 - Nature du suche riducteur

Le sucre réducteur terminal est identifié par chromatographie
sous forme d'hexitol, apreés réduction au borohydrure de potassium et hydro-

lyse par 1'acide trifluorocacétique 4 N, 4 h, 100°C.
3 - Composition molaine

Les rapports molaires sont déterminés suivant la méthode de
ZANETTA et al (1972) (130). .

Aprés méthanolyse par le mélange CH3OH/HC1 0.5 N, 24 h & 80°C,
les produits sont trifluoroacétylés par le mélange anhydride acétique/di-
chloro-méthane (200 ul1/200 ul)

Les rapports molaires sont déterminés par chromatographie en
phase gazeuse, Varian Aerograph 1440, gaz vecteur Nz. phase stationnaire
oV 4 5 % sur Varaport 30, T° injecteur et détecteur 220°C, T° du four

210
programmée de 4100°C & 220°C & raison de 2°C/minute.

4 - Methytation

La méthylation des oiigosacoharides préalablement réduits au
borohydrure de potassium (ou au borodeutérure de potassium s'ils n'ont pas’
d'osamine réductrice) est faite suivant le procédé d'HAKOMORI (1964) 031).

~ Chague composé méthylé est repris par du chloroforme et puri-
fié sur colonne de silice (3x0,5 cm), la silice étant mise préalablement a
gonfler dans le chloroforme. L'élution est faite par 5 ml du mélange
CHClS/CHBUH (85:5) pour les oligosaccharides neutres, par du méthanol pur
pour les oligosaccharides acides.

Chagque éther O-méthylique est identifié par chromatographie
en phase gazeuse, Varian 200; gaz vecteur N2, phase stationnairé Carbowax
6000 & 3 % sur Chromosorb W (AW) DMCS, T° injecteur et détecteur 200°C,

~ ~

T° du four programmée de 4130°C & 200°C a raison de 2°C/minute.
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Les di et trisaccharides neutres réduits au deutérium et

méthylés sont identifiés directement par spectrométrie de masse.
5 - Substitution de L'osamine riductrice teminale (Emlich indirecte)

La nature de la substitution de 1l'osamine réductrice termi-
nale est déterminée par analyse des chromogénes obtenus aprés action du
carbonate de sodium 1,25 M pendant 15 minutes & 100°C (LEVY et MAC ALLAN,
1959 (132)). La réaction au para-diméthyl aminobenzaldéhyde/HC1 est posi-
tive pour les substitutions 1-»3 et 16, négative pour les substitutions

14,
6 - Résonance magnétique nucléaire a 360 mégahertz

L'étude de la résonance magnétique nucléaire du proton a été
faite sur les oligosaccharides préalablement traités par 1l'eau lourde
(DZO) de maniere é obtenir un mélange des hydrogénes mobiles (fonctions
hydroxyles).

Cette étude a été effectuée sur un appareil Bruker HX 360,

3 360 MHz opérant en transformées de FOURIER.

Les glissements chimiqués ont été mesurés par rapport au sel

de sodium du 2,2-diméthyl-2-silapentane-5-sulphonate, par 1'intermédiaire

d'un témoin interne constitué d'acétone : 6=2,225 ppm.
7 - Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse des oligosaccharides méthylés et
de leurs produits de méthanolyse a été effectuée sur un appareil RIBER MAG,
a champ guadripolaire. Les produits analysés ont été préalablement séparés
par chromatographie en phase gazeuse sur colonne OV17, température du four

programmée de 140°C & 290°C & raison de 4°C/mn.
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RESULTATS

1 . FRACTTIONNEMENT DU MATERIEL GLUCIDIQUE

I - FRACTION ACIDE

Les résultats de l'analyse chromatographigue des oligosaccha-
rides acides sont rassemblés dans la figure 7 pages44 et 45.
Notre intérét s'est porté sur les fractions 1, 2, 5, 10 et 50

mM & partir desquelles nous avons isolé les oligosaccharides majeurs.
1T - FRACTION NEUTRE

Les résultats de 1l'analyse chromatographigue des oligosaccha-
rides neutres sont rassemblés dans la figure 8 pages 46 et 47 .

Notre étude structurale concerne les fractions 5, 7,5 et 10 %.
111 - FRACTION BASIQUE

La figure 8 page 48 montre les résultats de 1'analyse

- électrophorétique des oligosaccharides basigues. L'étude de ces fractions
n'a pas été poursuivie, compte tenu de leur extréme complexité.

| Les analyses chromatographigques et électrophorétiques des
fractions neutre , acide et basique démontrent la grande hétérogénéité du

mélange d’oligosaccharides et de glycopeptides présents dans le méconium.
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2 . ETUDE STRUCTURALE DES OLIGOSACCHARIDES MAJEURS DE LA

FRACTION ACIDE

I - FRACTIONS 1 ET 2 mM
1 - TIs0lement des sialyloligosaccharides

L'isolement des oligosaccharides est schématisé
dans la figure 10 page 50.

Les deux fractions, soumises & une chromatographie
de 10 jours dans le solvant 1 donnent deux composés majeurs.

Pour 1l'obtention des oligosaccharides purs, une
chromatographie supplémentaire de 20 et 30 jours dans le solvant

1 a été nécessairs.
2 - Etude structunale

L'ensemble des résultats de la méthanolyse sont

rassemblés dans le tableau XIV page 51.
al Oligosaccharide 1a

La méthanolyse conduit & la libération de galactose,
mannose, N-acétylglucosamine et acide neuraminique dans les
rapports molaires 1,43 : 3 : 3,04 : 1,11 (tableau XIV page 51).

La N-acétylglucosamine est en position terminale
réductrice. La réaction au paradiméthyl-aminobenzaldéhyde réa-
lisée apreés traitement alcalin est négative. La substitution
de l'osamine réductrice est donc en 4.

La méthylation conduit au méthyl 3,4,6-tri-0-méthyl-
mannoslide, au méthyl 2,3,4-tri-0-méthylgalactoside, au méthyl
2,4-di-0—méthy1mannoside dans ies rapports molaires 2 : 1 : 1.
La N-méthyl 3,4,6-tri-0-méthylglucosamine, la N-méthyl 3,6-di-
D-méthylglucosamine et la N-méthyl 1,3,5,6-tétra-0-méthylgluco-




Figure 10

T 1mM 2mM

Lac 0

P

: Schéma du fractionnement des oligosaccharides présents

dans les fractions acides 1 et 2 mM.
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saminitol sont identifiées comme éthers méthyliques basiques;

Ces résultats suggérentila structure partielle suivante

I :AcNeu—aiLGal—LﬁLﬁlcNAc;LﬁLﬂan 1’6

\Man—L—lecNAc
////)’ ‘

G1oNAc — 2. Man 1,8

b) Oligosaccharide 2a

~ La méthanolyse conduit & la libération de galactose,
mannose, N-acétylglucosamine et acide neuraminique dans les
rapports molaires 1,78 : 3 : 3,22 : 1,05 (tableau XIV page 51),

La N-acétylglucosamine en position terminale réduc-
trice ne donne pas de chromogenes apres traitement alcalin.

La méthylation donne le méthyl 2,3,4,6-tétra-0-méthyl-
galactoside, le méthyl 3,4,6-tri-O-méthylmannoside, le méthyl
2,3,4-tri-0-méthyl galéctoside et le méthyl 2,4-di-0-méthyl-
mannoside dans les rapports molaires 1 : 2 ¢ 1 : 1. La N-méthyl
3,6-di-0-méthylglucosamine et la N-méthyl 1,3,5,6-tétra-0-
méthylglucosaminitol sont identifiées comme seuls éthers méthy-
liques basiques (figure11 pages53 ).

L'étude en résonance magnétique nucléaire [(x) a

permis de préciser les anoméries suivantes : a-mannose (J =

1,2
1,5 Hz), B-mannose (J1 5 < 1), B-Gal (J1 5 = 8 Hz), B-N-acétyl-
glucosamine (J1 5 = 8 Hz). En outre, le dédoublement des

glissements chimiques § 1H—Man (4) = 5,118 et 5,136 et
§ 1H—,Man (4') = 4,926 et 4,947 démontre que l'oligosaccharide
2a est en fait le mélange de deux isoméres correspondant aux

structures suivantes : ,
5 4
g-1,2

©-2,5 g-1.2 »Man _a-1, 3

»Gal ——w-GIlcNAC

IT :AcNeu

ManELlAiGlcNAC
- - 2
Galg—l#iGlcNAcg—lézMan o-1,6

6' 5 -4
[3 5
11T a8 a1 onAact il eZMan o-1, 3
ManglléiGlcNAc

o-2 ,/”J’ 3 2

AcNeu®2a8ca182ted g onacBilaZman 51,5
6 5! 4

(x) Les %pectres R.M.N. ont &té enreglstrés et interprétés par
le DO L. DORLAND (Université d'UTRECHT).




Figure

11 .

S D R P

Diagramme en phase gazeuse des méthyl- osides des
oligosaccharides isolés des fractions 1 et 2 mM.
A : oligosaccharide 12 ; 1 : 3,4,8-tri-O-méthyl-
mannoside, 2 : 2,3,4-trl-0~-méthylgalactoside, 3
2,4-di-0~méthylmannoside, 4 : 3,4,6-tri-0-méthyl-
glucosamine,. S

B : oligosaccharide 2a 3 1 : 2,3,4,6-tétra-0-méthyl-
galactoside, 2 : 3,4,6-tri-0-méthylmannoside, 3
2,3,4-tri-0-méthylgalactoside, 4 : 2,4-di-0-méthyl-

mannoside.

53
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IT - FRACTION 5 mM
] - Isolement des oligosaccharides majeuns

L'isolement des oligosaccharides est schématisé
dans la figure 12 page 55,
’ La fraction, soumise & une chromatographie de 8
jours dans le solvant 1, fournit directement trois oligosaboha-

rides majeurs 1, 2 et 3.
2 - Etude sthuctunrale
a) Oligosaccharide 1

La méthanolyse (tableau XIY page 51) conduit au
mélange de galactose, mannose, N-acétylglucosamine et acide
neuraminique dans les rapports molaires 1,25 : 3,0 : 2,07 :1,06.

La N-acétylglucosamine, en position réductrice ter-
minale, est substituée en 4.

La méthylation donne le méthyl 2,3,4,6-tétra-0-
méthylmannoside, le méthyl 3,4,6-tri-0O-méthylmannoside, le
méthyl 2,3,4-tri-0-méthylgalactoside et le méthyl 2,4-di-0-
méthylmannoside déns'les rapports molaires 1 ¢ 1 : 1 : 1. La
N-méthyl 3,6-di-0-méthylglucosamine et 1la N-méthyl 1,3,5,6-
tétra-0-méthylglucosaminitol sont les seuls éthers méthyligues
identifiés (figure 13 page 5 ),

Ces résultats partiels suggérent la structurese
suivante :

1,4 1,2

3
Qi
=GleNAc —=>Man 1.5 1

Man.-—’iGlcNAc ,

IV :AcNsu 2’§~Gal

b) Oligosaccharide 2

La méthanolyse conduit & la libération de mannose,
N-acétylglucosamine et acide neuraminique dans les rapports '

molaires 1,44 : 3,0 : 2,75 : 1,01 (tableau XIV page 51),
La N-acétylglucosamine en position réductrice ter-

minale ne donne pas de cﬁromogénes aprés traitement alcalin.

Elle est donc substituée en 4.




Figure

12

T

55

5mM

Lac @

3+4

-
Id
S -

20h

S1

- N W

-
- - -

Schéma du fractionnement des oligosaccharides
présents dans la fraction acide 5 mM.
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La méthylation (figure 13 page 57 ) donne le méthyl
3,4,6-tri-0-méthylmannoside, le méthyl 2,3,4-tri-0-méthyl-
galactoside, le 2,4-di<0-méthylmannoaide dans les rapports
molaires 2 : 1 : 1. La N-méthyl 3,4,6-tri-0-méthylglucosamine,
la N—méthyl 3,6~-di-0-méthylglucosamine et la N-méthyl 1,3,5,6-
tétra-0O-méthylglucosaminitol sont identifiées comme éthers
méthyliques basiques.

Ces résultats partiels suggérent la structure

suivante

AcNeu—g—‘—LGal—-j—'-jLGlcNAc-—']—’—?»Man 1.

R O

, 4
™ Man—2GlcNAc

GlcNAc—lJ-ngan/1.§

c) Oligosaccharide 3

=

La méthanolyse conduit & la libération de galactose,
mannose, N-acétylglucosamine et acide neuraminique dans les

rapports molaires 1,89 : 3 : 3,26 : 0,97 (tableau XIV page 51).

L'osamine terminale réductrice sst substituée en 4.

La méthylation (figure 14 page 58 ) donne le méthyl
2,3,4,6-tétra~0-méthylgalactoside, le méthyl 3,4,6-tri-0O-méthyl
mannoside, le méthyl 2,3,4-tri-O-méthylgalactoside et le méthyl
2,4-di-0-méthylmannoside dans les rapports molaires 1 : 2 : 1 : 1.
La N-méthyl 3,8-di-D-méthylg1ucoSamine et la N-méthyl 1,3,5,6~
tétra-0-méthylglucosaminitol sont identifiées comme éthers méthy-
liques basigues. |

L’étude en R.M.N. de 1’oligosaccharide 3 fournit
les mémes valeurs gue pour l’'oligosaccharide 2a. L'oligosaccha-

ride 3 est en fait le mélange de deux isoméeres éyant lgs struc--

tures suivantes :

AoNeuafZLﬁsalquiﬁGlcNAcéllézMan\\g:i;f :
8—114
Man—~——»G1cNAC
Gale_'bislcNACS"q’zrqanm
Ga15'1’451cNAcB_ﬂ-'>2Man°‘\"1f |
o manf=tsdc1cnAc
«-2,6. 8-1.4 B-1,2, ——

AcNgU me—tp-Galo——pGlcNAC——Man~ o-1,6




Figure 13 :

Diagramme en phase gazeuse des méthyl- osides des

oligosaccharides isolés de la fraction 5 mM. (igé
il

A : oligosaccharide 1, 1 : 2,3,4,6~tétra-0-méthyl-
mannoside, 2 : 3,4,6-tri-0O-méthylmannoside, 3
2,3,4-tri-0-méthylgalactoside, 4 : 2,4-di=0-méthyl-

. mannoside.

B : oligosaccharide 2, 1 : 3,4,6=-tri-0-méthylmanno-
side, 2 ¢ 2,3,4~-tri-C-méthylgalactoside, 3 :2,4~-di~-
D-méthylmannoside, 4 : 3,4,6~tri-0-méthylglucosamine.




Figure 14 :

Diagramme en phase gazseuse des méthyl- osides

de l'oligosaccharide 3 1so0lé de la fraction

5 mM.

1 + 2,3,4,6-tétra-0-méthylgalactoside, 2
3,4,6-tri-0-méthylmannoside, 3 : 2,3,4-tri-0-
méthylgalactoside, 4 : 2,4-di-0-méthylmannoside.

2uS
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111 - FRACTION 10 mM
1 - TsoLement des sialyloligosaccharides

L'isolement des oligosaccharides est schématisé
dans 1la Figure 15 page 60. ' ' k

La fraction est d’abord soumise a une chromatogra-
phie de 28 heures dans le solvant 1. Les oligosaccharides iso-
lés sant alors‘soumis soit & une électrophorése de pH 5,4, soit

& une chromatographie de 8 jours dans le solvant 2.

Z - Etude structurale

Nous avons effectué uniquement la méthanolyse. Les
résultats ont montré que seuls deux oligosaccharides 2a et 3b
sont purs- (tableau XIV page 51).

Nous n’avons pas encore étudié 1la structure de ces

deux oligosaccharides.

IV - FRACTION 50 mM
1 - Isolement des sialyloligosaccharides majeurs

Le fractionnement eét schématisé dans la figure 16
page ©61. ‘
La fraction soumise & une chromatographie de 20
heures dans le solvant 1 fournit deux composés 1 et 2. Le pre-
mier est alors soumis & une électrophoreése de pH 5,4 ; le second
a une chromatographie-pehdant 60 jours dans le solvant 1. Nous

avoné ainsi isolé quatre oligosaccharides.
?2 - Etude structurale

al Composé 1

Aprés analyse chromatographique et électrophorétique,

le composé‘s'est révélé etre le mélange de deux produits @

1’acide neuraminique et l'acide glucuronique.
b) Oligosaccharide 20

La méthanolyse (tableau XIV page 51 ) conduit & la

libération de galactose;'de mannose, de N—acétylglucosamine et
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Figure 15:

Schéma du fractionnement des oligosaccharides  _—
présents dans la fraction 10 mM.
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Figure 16: Schéma du fractionnement des oligosaccharides
présents dans la fraction 50 mM,
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‘d'acide neuraminique dans les rapports meolaires 2,00 : 3,00 :
3,09 : 2,01. |

L'osamine terminale réductrice donne une réaction
négative au paradiméthyl-aminobenzaldéhyde. La éubstitution de
l'osamine est donc en 4.

La méthylation conduit au méthyl 3,4,6-tri-0-méthyl-
mannoside, au 2,3,4-tri-0O-méthylgalactaoside etiau méthyl 2,4-
di-0-méthylmannoside dans les rapports molaires 2 : 2 : 1. Les
osamines méthylées sont la N-méthyl 3,6-di-0-méthylglucosamine
gt la N-méthyl 1,3,S,S-tétra-U-méthy1glucosaminitol {figure 17 p 63)

Ces résultats partiels suggérent la structure sui-

vante :

V : AcNeu—2285Gal—tdG1cNAC— 2% Man_ 1,3

Man —:'—L-‘leoNAc

2,6 1,4 1,2 /

AcNeu———4>Gal———4»GlcNAc——J—>Man 1,6

c) Oligosaccharide 2d

La méthanolyse (tableau XIV page 51 ) conduit au
mélange de galactose, mannose, N-acétylglucosamine et acide
neuramihique dans les rapports molaires 2,56 : 3 ¢ 3,57 : 1,56.

L'osamine terminale réductrice ne donne pas de
chromogénes aprés traitement alcalin. La substitution de l1'osami-
ne est donc en 4. '

Nous n'avons pas encore effectué la méthylation de

cet oligosaccharide.




Figure 17

63

Dlagramme en phase gazeuse des méthyl=-osides

de l'oligosaccharide 2b isole de la fraction
acide 50 mM. o
1 : 3,4,6~tri- O-methylmannoside, 2 : 2,3,4- O
tri-0-méthylgalactoside, 3 : 2,4-di-0-méthyl- \\;/
mannoside.




3 . ETUDE STRUCTURALE DES OLIGOSACCHARIDES ISOLES DE

LA FRACTION NEUTRE

e

1 - FRACTIONS 5 ET 7,5
1 - Is0lement des oligosaccharnides majeuns

" La figure 18 page 65 résume le mode de purification
des oligosaccharides neutres. Nous avons pu isoler et étudier
6 composés majeurs.

L'oligosaccharide 2 est purifié directement dans le
solvant 1 ; les>oligosaccharides 1, 3 et 5 homogeénes dans le
solvant 1 apparaissent hétérogeéenes en électrophorése pH 8,2 ;
l'oligosacchaeride 4 homogéne dans le soclvant 1 donne deux

composés a et b dans le solvant 2.

2 - Etude Atnuctuhazé

Les résultats de la méthanolyse sont rassemblés dans

le tableau XV page B6.
a) Oligosaccharide 2

‘La méthanolyse (tableau XV ) conduit au mélange de
galactose et de N-acétylglucosamine dans les rapports molaires
1 : 1,01, '

La N-acétylglucosamine occupe la position terminale
réductrice st donne des chromogénes aprés traitement alcalin.
La substitution est donc en 3 ou en 6.

L'oligosaccharide réduit au‘borohydrure de potassium
puis méthylé a été analysé par spectrométrie de masse. Le
spectre obtenu est représenté dans la figure 19 page 67.

Les fragments 219, 187, 155 (série A) sont caracté-
ristiques du perméthyl galactose. Les fragments m/e 187 et 155

sont obtenus par perte d'une molécule de méthanol.
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Levfragment m/e 276 éorrespbnd au N-acéfylhexosamini-
tol. Les fragments caractéristiques qui permettent de préciser
la liaison hexose—iﬁi—hexosaminitol sont les fragments m/e 133,"
422 (M - 89) et surtout 378. La stabilisation de 1'ion m/e 378
est spécifigue d'un oligosaccharide possédant un N-acétyl-hexo-
saminitol " en position réductrice terminale ;3 ce fragment n'appa-
rait jemails dans le cas ol un hexose est réducteur.

La constante de couplage J du galactose terminal

1,2
non réducteur est de 7,8 Hz, cette valeur est significative de
l1'anomérie 8. ’ 4 4

En se fondant sur ces résultats, la structure de

l'ocligosaccharide 2 est la suivante : B-Gal-(1+3)-GlcNAc (VI).
b) Oligosaccharide 3a

La méthanolyse de 1l'oligosaccharide 3a conduit au
mélange de galactose, N—aqétylglucpsamine dans les rapports
molaires 1,0 : 1,09 (tableau XV pagesﬁ ).

Le galactose est réducteur ferminal.

L’oligosaccharide réduit au borodeutérure de sodium
et méthylé a été étudié par spectrométrie de masse (figure 20
page 70). , -

Les fragments m/e 260, 228 {obtenu par perte de métha-
nol), 142 et 101 (série A et F]) sonﬁ des fragments caractéris-
tiques de la N-acétylglucosamine terminale non réductrice.

Le fragment m/e 236 correspond au galactitol réduit.
Le carbone 2 du galactose est méthylé car le spectre comporte
le fragmeht 90. Les fragments m/e 88 et 45 montrent que les
carbones 5 et 6 sont également méthylés. Les substitutions
possibles du géléctose sont donc en 3 ou en 4.

Le spectre de masse dQ galactose subgtitué en 3 ou 4

doit comporter 1les fragments m/e 133 ou 134.

CHD-OMe » CHO-0Me
H-F-UMG' H-C=-0Me a0
RO-C-H MeO-C-H 134
S e vt g S ..
‘Me0-C-H 199 ROZC-H
_t-g-ome_ 5% | -Hop-are J2E
CH,OMe 3 CH ome 45
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Le fragment présent est 133, le galactose est donc

substitué en 3.

L'ion baJ1 (m/e 296) provient d'une fragmentation
classique ' '
CH20Me CHZDMe
[N N L——U+\ 1 c=0~R
OaR o /.ND-R —_— —~0-R —p |
NLome 30Me 30fe
2CH\N baJ1
P v
CH Nac m/e 296

+
Le fragment hexosamine-0-CH-CHOMe-CHDOMe {(m/e 378} est
ici absent alors que sa stabilisation est possible lorsqu'un
- groupement acétamido occupe la'pOSition Cé du sucre réducteur.

La constante de couplage J de la N-acétylglucosa-

1,2
mine est de = 8 Hz, valeur significative d'une anomérie B.
En conclusion, la structure de l'oligosaccharide 3a

est la suivante : B-GlcNAc-(1-+3)-Gal (VII).
c) Oligosaccharide 3b

' La méthanolyse (tableau ‘XV page 66 ) conduit au
mélange de galacfose et de N-acétylgalactosamine dans les
rapports molaires 1 : 1.

: L'osamine réductrice terminale donne des chromogeénes
aprés traitement alcalin. La substituftion est donc en 3 ou 6{
L'ocligosaccharide 3b réduit au borohydrure de sodium
a été étudié par spectrométrie de masse (figure 21 page 70 ).
Le spectre obtenu est identigue & celui de l'oligosacchgride 2.

La constante de couhlage J du galactose terminal

: 1,2 v
non réducteur est de = 8 Hz, cette valeur esst significativs
de l'anomérie B.

En se fondant sur ces résultats, la structure de

l'oligosaccharide 3b est la suivante : Bg-Gal-(1+3)-GalNAc (VIII).
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d) Oligosaccharide 4b

'La méthanolyse conduit au mélange de galactose, N-acé-
tylglucosamine et fucose dans les proportions 1>: 0,87 : 0,688
(tableau XV page 66).

L'osamine est en position terminale réductrice.

- L’oligosaccharide réduit au borodeutérure de sodium
"a été étudié par spectrométrie de masse (figure 22 page 727.

Les fragments m/e 189, 157 et 125 sont caractéristi-
ques du perméthyl-fucose terminal ; les fragments m/e 218, 187
et 155 correspondaent au perméthyl-galactose. '

Les Fragmenté m/e 131, 89 sont des fragments classiques
de la fragmentation des osamines (carbones 1 et 2). La présence
des ions m/e 45, 88 et 59 prouve que les carbones 5 et 6 sont
méthylés. Les seules substitutions possibles‘de l’osamine sont
donc en 3 et 4.

. Les positions du fucose et du galactose ont été déter-

minées & 1'aide du fragment m/e 349. L'azote attracteur d'élec-

trons favorise la coupure de la liaison 8384. Nous obtenons
1'ion suivant : CHD-0-Me
’ Ac
- =N~
= -Nlch
: 3
R-0=C-H
Avec R = fucose (M = 189), la masse du fragment sera 348 ; avec
R = galactose (M = 219), la masse sera 378. Sur le spectre

n'apparait que le fragment m/e 349. Le fucose est donc lié en
3 sur la N-acétylglucosamine, le galactose en 4.
Le fragment m/e 291 vient de 1'ion 481 d'aprés le

mécanisme suivant (STRECKER, communication personnelle):

CHD-0Me o CHD-0Me
Ac ' Ac
- -\~ - -l .
=P -Mew,  cmome  TTENSeny
+C-H : : CH
| g i
=3-CH
H-?-OMe
CH20MB
m/e 481 ' m/8 291

Cet ion est caractéristidue d'un hexitol substitué

sur deux carbones voisins.
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Pour vérifier la structure, l'oligosaccharide 4b a été
défucosylé, réduit, méthylé et étudié par spectrométrie de masse
(figure 22 page 72). | |

Nous retroqvons les fragments m/e 276, 130 et 88 carac-
téristiques de 1'osamine, 219, 187 et 155 caractéristiques du
galactose. La présence des ions m/e 381 -(M - 130), 349, 174 et
1'absence de 1'ion m/e 133 confirment la substitution en 4 de
la N—acétylglubosamine'par le gélactose.

Lesconstantesde couplage J du galactose (=8 Hz) et

1,2
du fucose (= 3,70 Hz) sont caractéristiques, respectivement, des

anoméries B et «a.
En conclusion, la structure de l'oligosaccharide 4b

est la suivante : B-Gal-(1+4)
GlcNAc
IX - a-Fuc-(1+3)

e) Oligosaccharide 5a

La méthanolyse cponduit au mélange de galactose,fucose
et glucose dans les rapports molaires 0,98 : 1,25 : 1 (tableau
XV page BEB).

Le glucose est terminal réducteur.

L'oligosaccharide 5a réduit au borodeutérure de sodium
et méthylé a gté méthanolysé, puis acétylé avec le mélange
anhydride acétique/pyridine (1:1) 15 minutes & 100°C. Aprés
évaporation, le résidu sec repris par le méthanol a été analysé
en-chromatographie én phase gazeuse (figure 23 page 74 ) et
en spectrométrie de masse (figure 24 pages 75 et 76). '

Le pic 1 correspond au perméthyl-fucose, La présence
des fragments m/e 1839 (M -31) et 157 (élimination de méthanol)
prouve que le composé analysé est le perméthyl-fucose. Les
fragments m/e 1238, 101, 75 et 72 sont des ions secondaires clas-
siques des séries C, K‘et F.

Les fragments m/e 219, 187 et 155 du pic 2 (série A)
sont caractéristiques‘du perméthyl-galactose terminal.

Le pic 3 correspond au glucitol méthylé et acétylsé.

La présence des ions m/e 45, 89 et 59 prouve que les carbones
5 et 6 du glucbse sont méthylés. De méme, les fragments m/e

46, 90 et 60 sont caractéristiques des carbones 1 et 2 méthylés.
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Les carbones 3 et 4 sont donc les seuls acétylés. Les fragments
m/e 277, 217, 185, 175, 143 (doublés des ions m/e 278, 218, 186,
176, 144 & cause de la réduction au borodeutérure) sont des ions
classiques de la fragmentation secondaire des polyols acétates
partiellement méthylés.
‘Aprés défucosylation par 1'acide sulfurique 0,05N 100°C
30 minutes, l'oligosaccharide 5a donne du lactoss idehtifié par
chromatographie sur papier.
En se fondant sur ces résultats, nous pouvons proposer
la structure suivante pour l'oligosaccharide 5a :
B-Gal-(1+4)
AN
X i . Glc
' 7/
a-Fuc-(1-3)

f) Oligosaccharide 5b

La méthanolyse conduit au mélange de galactose, N-acé-
tylglucosamine et fucose dans les rapporfs molaires 1 : 0,97 :
1,19 (tableau XV page 66). '

L'osamine sst terminale réductrice.

L'oligosaccharide réduit au borodeutérure et méthylé
a été analysé directément par spectrométrie de masse (figure 25
page 78)., ‘ |

Le spectre obtenu est identique & celui de l'oligosac-
'charide 4b., Seul le fragment m/e est remplacé par l'ion 378. En
nous fondant sur leé explications concernant 1'oligosaccharide
4b, nous pouvohs conclure que le galactose est situé en 3 sur
la N-acétylglucosamine, le fucose en 4.

L'oligosaccharide défucosylé, réduit et méthylé a été
étudié par spectrométrie de masse. Le spectrg obtenu (figure 25
page 78 ) confirme la structure suivante : |

B-Gal-(1+3)
XTI GlcNAc
a-Fuc=(1+4)
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IT - FRACTION 10 %

°

N\

1 - Isolement des oligosaccharnides mafeuns

La figure 26 page 80 résume le fractionnement des
oligosaccharides neutres. Nous avons pu ainsi isoler st étudier
6 composés majeurs,

Chaque oligosaccharide des fractions 10 % n°t et 2
homogéne dans le solvant 1 a donné deux composés o et B dans le

solvant 2.
? - Etude Atnuctunqﬂe

Les résultats de la méthanolyse sont rassemblés dans

le tableau XVI page 81.
‘a) Oligosaccharide 1ao

La méthanolyse (tableau XVI page 81 ) conduit au mélan-
ge de galactose et de N-acétylglucosamine dans les proportions
2 : 1,14, | | |

[L'oligosaccharide réduit au borodeutérure et méthylé
a été méthanolysé puis acétylé. Les différents composés obtenus
ont été séparés par chromatographie en phase gazeuse sur DV1}
et identifiés par spectrométrie de masse (figures 27, 28, 28
pages 82, 83, 84). ' ‘

Le spectre du composé 1 est identique & celui de
l'oligosaccharide 5a des fractions 5 et 7,5 %. Il correspond au
perméthyl-galactose terminal.

‘Le pic 2 correspond au 3 mono—aoéty1-1,2.4,5,6¥penta-

O-méthylgalactitol. L'existence des fragments m/e 46 et S0

d'une part, 45 et 88 d'autre part prouve que les carbdnes 1 et 2,

5 et B du galactose sont méthylés. Le galactose ne peut &tre
substitué_qu'en 3 ou 4., I1 est O-acétylé en 3 comme le prouve
lavprésence du fragment m/e 133 : ?HD—OMe

’ H-?—UMe

—— —

|
H-C-0OMe
éHzﬂMm
Les pics 3 et 5 correspondent 3 la N-acétylglucosa-

mine substituée sn 4, L'analyse spectrale est faite dans 1les
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L )

Figure 27 : Analyse par chromatographie en phase gazeuse
sur OV1 des éthers méthyliques obtenus aprés
méthanoiyse de l'oligosaccharide 1aca.

1 ¢+ perméthyl-galactose, 2 : 3-mono-acétyl-
1,2,4,5,6=-penta-0-méthylgalactitol, 3 : 4=~
mono~-acétyl=1,3,6-tri-0-méthylglucosamine
partiellement acétylée et méthylée, 4 : X,

5 : 4-mono-acétyl=1,3,6-tri-0O-méthylglucosami~
ne.




83

100, a5 - pic 1
* v CH,OMe
75
N " MeO 0 on
: e
it - OMe >
T xi0 .
N ™ 149 OMe
111 ,
50 !
|
]
! 131
il 127
89| | 187
)
]
59 '
| o 219
' 159
’ : L™ 1 ' ‘
100 200 300 mle
1004 ' )
% |45 90 pic 2 |
! ——D-OMe
46 ...
249
___OM
- ‘ AcO~——
206 R D .
MeO— 206
STttt 89
o OMeas
1 _ome®
100 200 © 300 m/e

Figure 28 : Spectres de masse des dérivés méthylés obtenus
apres méthanolyse de l'oligosaccharide 10 % 1aa.
Pic 1 : perméthyl-galactose terminal, pic 2 : BUS
3-mono-acétyl-1,2,4,5,6~-penta-0-méthylgalacti- (i ;

-‘LL;_";
tol.

s




84

109?- pic 5 98 . CH,OMe
})——o0
OMe OMe
AcO (.
P
87 ! CH300Me
182 ,
504 72 _ '
115 '
228(A;—-60)
45 |86 128 ! 042
\ '
s |[88 124 ; 256 262
!
214 304 (M—15)
Al lo9 ,‘29 R 1200
6 ¢ 1L 130 . 288 |(m—31
3 Q0 w5 170 | . ( )
. ¢ 96,
1 \.
.‘ " b !
100 00 300
o - m/e
Figure 28 : Spectres de masse des dérivés méthylés obtenus
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Pic 3 :
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mine partiellement acétylés, plc 5
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figureg 30 et 31 pages 86 et 87.
En conclusion, la structure de l'oligosaccharide

1a0 est la suivante : Gal-(1+4)-GlcNAc-(1+3)-Gal (XII).
b) Oligosaccharide 1bo

La méthanolyse (tableau XVI page 81 ) conduit au
mélange de galactose et de N-acétylglucosamine dans les rapports
molaires 2 : 1.

L'oligosaccharide réduit au borodeutérure et méthylé
a été méthanolysé puis acétylé. Les composés obtenus séparés
par chromatographie enh phase gazeuse sur Carbowax 6000 (figure
32 page 88 ) ontété étudiés par spectrométrie de masse (figure
33 pages 89 et 80).

' Les spectres des pics 1 et 2 sont identiques aux
spectres des pics 1 et 2 de l'oligosaccharide 1aa. Le pic 2
correspond au 3-0O-acétyl-1,2,4,5,6-penta-0-méthylgalactitol,
le pic 1 au perméthyl-galactose. '

Les pics 3 st 4 correspondent a la N-acétylglucosa-
mine substituée en 3. L'analyse spectrale est faite dans les
figures 30 et 31 pages 86 et 87.

En se fondant sur ces résultats, l'oligosaccharide

1be a8 la structure suivante : Gal-(1>3)-GlcNAc-(1+3)-Gal (XIII).

c) Oligosaccharide 1b8B

La méthanolyse conduit au mélange de fucose, galac-
tose et glucoserdans les rapports molaires 2 : 1,26 : 0,87
(tableau XVI page 81).

‘ Le élucose est réducteur terminal.

L'oligosaccharide réduit au borodeutérure et méthylé
a été méthanolysé et acétylé. Il a &té ensuite étudié par spec-
trométrie de masse (figures 34 et 35 pages 81, 92, 83]).

Le spectre du pic 1 est identique & celui du pic 1
de l'oligosaccharide 5a. Il correspond au perméthyl-fucose
terminal. '

Le plc 2 posséde le temps ds rétention du 2-0-acétyl-
3, 4,6-tri-0-méthylgalactose. Les fragments m/e 278,‘249. 217
et 207 de la série A sont caractéristiques d'un monoacétyl-tri-
O-méthylhexose. La présence du fragment m/s 102 (série K) nous
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samine.

Analyse des spectres de masse de la N-acétylgluco-

A+ pic 5 de l'oligosaccharide 10 %

17 a o méthylé
et acétylé, B':

plc 4 de l'oligosaccharide 10 %
1b o méthylé et acétyls.
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Analyse par chromatographie en phase gazeuse
sur Carbowax 6000 des éthers méthyligques ob-
tenus aprés méthanolyse de l'oligosaccharide
10 % 1 ba.

1 :+ perméthyl-galactose, 2 : 3-mono-acétyl-
1,2,4,5,6-penta-0-méthylgalactitol, 3 : 3-
mono-acétyl=1,4,6-tri-0-méthylglucosamine
partiellement acétylés et méthylée, 4 : 3=
mono~-acétyl=-1,4,6-tri-0-méthylglucosamine,

X : composé non 1dentifis.
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Figure 33 :

Spectres de masse des dérivés méthylés obtenus ...
aprés méthanolyse de l'oligosaccharide 10 %1be.
Pic 1 : perméthylegalactoae terminal, pic 2 :
3-mono-acétyl-1,2,4,5,6~penta-0-méthylgalacti-
tol ~ '
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‘Figure 33 (suite) ! Spectres de masse des dérivés méthylés

~obtenus aprés méthanolyse de l'oligosac~

- charide 10 %1ba. . , .
Pic 3 : 3-mono-acétyl-1,4,6-tri-0-méthyl~-
glucosamine partiellement acétylée, pic
4 3-mono-acétyl-1,4,8~tri-0-méthylglu~
cosamine. . :
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Figure 34 : Analyse sur 0V des éthers méthyliques obtenus

aprés méthanolyse de l'oligosaccharide 10 % 1bg
perméthylé. Détection du courant ionique total
par spectrométrie de masse ; i.c.i. : intensité
du courant ioniqgue.
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.méthanolyse de l'oligosaccharids 10
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% 1bB.
Pic 1 : perméthyl-fucose terminal, pic 2 : 2-mono-

acétyl-3,4,6-tri~-0-méthylgalactose.
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Figure 35 (sulte)

~Pic 3
glucitol.

: Spectre de masse des dérivés méthylés obtenus
aprés méthanolyse de 1l'oligosaccharide 10 %1b8.
3,4=-di-0~acétyl=-1,2,5,6-tétra-0-méthyl-
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permet de conclure gue les carbones 4 et 6 sont méthylés. Le

fragment m/e 148 conduit & 1l'ion m/e 75 (série D et J) suivant

lé mécanisme : 6CH2—UMe
L_“ . ,OMe 1 e
H-C=0-CH” — CH
5 * ~0OMe 3 )
4Ql"le 3
m/e 149 m/e 75

Cette fragmentation est-caractéristique de la substitution du
C3 par un méthyl. Par déduction, nous pouvons dire que 'le grou-
pement acétyl est situé sur le C2' La présance de 1l'ion m/e 116

(série H) confirme la position de 1'acétyl en 2

Le spectre du pic 3 est identique au spectre du
composé 3 de l'oligosaccharide 5a. Il correspond au 3,4-di-0-
acétyl-1,2,5,6-tétra-0-méthylglucitol.

Apres défucosylation et analyse par chromatographie
sur papier, l'oligosaccharide donne du lactose.

En conclusion, l'oligosaccharide 1bB a la structure
suivante : a-Fuc-(1+2)-g-Gal-(1+4)

Gle

X1V :
o-Fuec-(1-+3)

d) Oligosaccharide 2a

La méthanolyse conduit au mélange de galactose,
N-acétylglucosamine dans les rapports molaires 2 : 1,14 (tableau

XVI page 81).

L'oligosaccharide réduit au borodeutérure et méthylé
a été méthanolysé et acétylé. Les composés obtenus ont été
séparés par chromatographie en phase gazeuse sur 0V17 et iden-
tifiés par spectrométrie de masse (figure 36 page g5).

Les spectres se sont avérés 1dent1ques aux. spectres
du composé 1ao.

L'oligosadcharide 2a a la structure suivante

Gal-(1+4)-G1lcNAc-{1+3)-Gal




Figure 36 : Analyse par chromatographie en phase gazeuse
sur DV1 des éthers méthyliques obtenus aprés
méthanoiyse de l'oligosaccharide 10 % 2a.

1 ¢ perméthyl-galactose, 2 : 3-mono-acétyl-
1,2,4,5,6=-penta-0-méthylgalactitol , 3 : 4-
mono-acétyl=1,3,6-tri-0O-méthylglucosamine par-
tiellement acétylée et méthylée, .4 : X, 5 :
4-mono-acétyl=-1,3,6-tri-0-méthylglucosamine.

a5
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e) Oligosaccharide 2ba

La méthanolyse conduit au mélange de galactose et
N—acétylglucosamine'dans les rapports molaires 2 : 1,03 (tableau
XVI page 81).

L'oligosaccharide réduit au borodeutérure, méthylé
,huis héthanolysé et acétylé a été étudié par spectrométrie de
masse . ‘ ” 7

Les spectres des différents composés obtenus sont
identiques & ceux de l'oligosaccharide 1ba.

En. conclusion, la structure dé l'oligosaccharide

2ba est la suivante @ Gal-({1+3)-GlcNAc-(1+3)-Gal
f) Oligosaccharide 2b8

La méthanolyse (tableau XVIpage 81 ) conduit au
mélange de fucose, galactose et glucose dans les rapports molai-
res 2,2 : 0,83 : 1. ‘ | o

Le glucose est terminal réducteur.

L'eligosaccharide, aprésbméthylation et acétylation,

étudié par spectrométrie de masse.

O

a éet
Les spectfes obtenus sont identiques & ceux de
l'oligosaccharide 1bg. ‘
En conclusion, la structure de l'oligosaccharide 2bR
est la suivante : oa-Fuc-(1+2)-8-Gal-(1+4)
Glec
. / N
o-Fuc-(1+3)
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DISCUSSTON ET CONCLUSTON

La figure 37 pages 98 et 99 rassemble les struc-
tures des oligosaccharides étudiés. Bien due notre étude ait
Aporté sur Qn nombre restreint d'oligosaccharides, nous pouvons
cependant observer que ces derhiers peuvent aisément se classer
en deux groupés,bien distinects |

~ oligosaccharides neutres, dérivant du catabolisme des
substances de groupes sanguilns,

-~ sialyl-oligosaccharides riches en mannose, dérivant du
catabolisme des glycoprotéines de type N—acétyllactosahinique.

L’origine de tous ces oligosaccharides est probable-
ment liéeau cataboliéme des glycoconjugués du tractus digestif
du foetus. Les sialyl—oiigosaccharides qui possedent une N-acé-
tylglucosamine en position réductrice terminale résultent
vraisemblablement de l'action d’'une endo-B—N-acétylglucosamini-
dase éctive sur des sialyl-glycopeptides. Ce type d'enzyme,
"toutefois, n'a jamais été caractérisé a ce jour, puisque les
seules "endonases” de mammiféres connues ne sont actives que
sur des glycopeptides‘de type oligomannosidique (NISHIGAKI et
al , 1974) (133), |

LBS'sialyl-oligosacéharidss 1s0lés du méconium

sont identiques & ceux identifiés dans les tissus et les urinss
~de patients atteints de sialidose (déficisnce primaire en

a-neuraminidasse) (STRECKER et al , 1977) (134).
D'autre part, le méconium est extrémément riche en

enzymes, comme nous 1'avons slgnalé bage 22 . La grandse
richesse en siaiyl—oligbsaccharides 1aisée gspérer gque ls méco~-

nium renferme également 1'’endo-B=-N-acétylglucosaminidase.
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Figure 37 (suite) : Structure des oligosaccharides isolés du

méconium.
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_ L'origine des oligosaccharides dont la structure
s'apparente & celle des substances de groupes sanguins demeure
par contre inconnue. STRECKER et al, en 1976 (135) ont montré
que les oligosaC§hafides de groupes sanguins'excrétés dans
l'urine et le lait résultaient de réactions de transfert sur
le glucose ou le galactose libre. Ce mécanisme pourrait 8&tre
retenu pour les oligosaccharides X et XIV, qui existent éga-
lement dans le lait de femme. Les autres oligosaccharides
neutres du méconium, et en particulier ceux qui possédent une
N-acétylglucosamine oau une‘N-acétylgalactosamine réductrice
terminale ne résultent probablément pés.d'Un mécanisme iden-
tique puisque ces N-~acétylhexosamines nfekistent pas a l'état
libre dans les liquides biologiques. Ces produits du catabo-
lisme des substances de groupes sanguins pourraient provenir
de l'action de nouvelles "endonases” spécifiques des glyco-
protéines de type "mucine”.

De telles enzymes ont 8té isolées des milieux de

-culture bactérien. Alnsi, une endo—d~N-acéty1galactosaminidase
a 6té identifiée chez Diplococcus pneumoniae (ENDO et al, 1976
(136) ; BHAVANANDAN et al, 1976 (137)). Une endo-B-galactosi-
dase a été isolée de Diplococcus pneumoniae (TAKASAKI et al,
1976 (138)) et de Escherichia freundii (FUKUDA et al, 1876
(139)). Toutes tes enzymes n'ont pas les m8mes activités, leur
spécificité d'action est illustrée dans la figure 38 page 101.
; Le méconium renferme plusieurs ceritaines d'oligo-
saccharides (pages 44 & 48) dont nous poursuilvons actuellement
le ?ractionnement. Ce miliesu bilologique facile & obtenir
constitue donc un matériel de choix pour 1l'obtention d'oligo-

saccharides de référence destinés & des études d'ordre biolo-

gique, ‘chimigue ou physique.
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