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La première décharge i n t e s t i n a l e  du nouveau-né, ou méconium, 

e s t  s t é r i l e  (CORNER, 19601 (Il. La quant i té  r e c u e i l l i e  peut va r ie r  de 

60 à 200 grammes. 

Les études biochimiques sur l e  méconium ont permis d ' i s o l e r  

des substances à a c t i v i t é  de groupe sanguin spécif iques de l ' en fan t .  Les 

au t res  sources de ces composés sont l a  s a l i ve ,  l e s  larmes, l e  suc g a s t r i -  

que, l e  l a i t  e t  sur tout  l e  l iquide  des kystes ovariens. 

Malgré une grande r ichesse  en substances ac t ives ,  l ' é tude du 

méconium s ' e s t  peu développée, l e  modèle biologique préféré  des auteurs 

r e s t an t  l e  l iquide  des kystes ovariens. 

Notre t r a v a i l  a  consis té  à i s o l e s  l e s  const i tuants  glucidiques 

du méconium, essentiel lement de nature oligosaccharidique, dans l e  but 

de l e s  ca rac té r i se r  e t  d'en é tud ie r  l a  s t r uc tu r e  chimique, avant de l e s  

u t i l i s e r  à des f i n s  immunologiques. 





On appel le  méconium l e s  matières qui apparaissent dans l ' i n t e s -  

t i n  dès l e  troisième mois de ges ta t ion e t  que l ' en f an t  évacue imnédiate- 

ment après l a  naissance. 

Sa formation r é s u l t e  de l'accumulation, dans l a  lumière du 

tube d i g e s t i f ,  de matériaux divers  comme des c e l l u l e s  desquamées de 

l 'épithélium i n t e s t i n a l ,  des éléments d 'o r ig ine  ga s t ro - i n t e s t i na l e ,  hépato- 

b i l i a i r e  e t  amniotique. 

En  1928, YOSIDA (21 démontre l a  présence d'une s p é c i f i c i t é  

de groupe sanguin AB0 dans l e  méconium. 

Constatant que ce r t a i n s  échant i l lons  de méconium ont une 

f o r t e  a c t i v i t é  de groupe t and i s  que d ' au t r e s  n'en révèlent  pratiquement pas, 

SEKINOTO (19401 (31 c lasse  l e s  nouveau-nés en "sécréteurs" e t  "non sécré-  

t eu r s "  . 
E n  1950, é tudiant  l a  composition chimique du méconium, RAPOPORT 

e t  BUCHANAN (41 mettent en évidence u n  matér ie l  mucopolysaccharidique analo- 

gue aux substances de groupe é tudiées  par LANDSTEINER e t  HARTE (19401 (51.  

Continuant l eurs  travaux,  BUCHANAN e t  RAPOPORT (19511 [61 entreprennent 

l ' é tude  de l ' a c t i v i t é  spécif ique du méconium, par inh ib i t ion  de l'hémagglu- 

t i na t i on ,  selon l a  methode de MORGAN e t  KING (19431 ( 7 1 .  I ls  démontrent 

a i n s i  que l e s  substances i so lées  sont r i ches  en galactose ,  hexosamines, 

fucose e t  qu ' e l l e s  ont une a c t i v i t é  de groupe ABO. Ces composés borrespon- 

dent au groupe sanguin da 1 'enf at i t  e t  non b calui  do l o  rniit-ri. Lon r f i ou l -  

t a t s  de l ' ena lyse  chimique s o n t  r6sum6s dans l e  tableau I page 4 ,  

I l  epparai t  que l e s  polysaccharides du méconium montrent dans 



Tableau 1 Analyse  du méconium e t  d e  s e s  e x t r a i t s  p u r i f i é s  (BUCHANAN e t  RAPOPORT, 195 
S.R : s u c r e  r é d u c t e u r .  H.A : hexosamine,  F : f u c o s e .  A : a z o t e .  L ' a c t i v i t é  
d e  g roupe  sangu in  e s t  exprimée en microgrammes pour  0.1 m i l l i l i t r e  d e  
l a  s o l u t i o n  t e s t é e .  Ba(OH1 -ZnSO : procédé  d e  p u r i f i c a t i o n  a v e c  d e s  a g e n t  
d é p r o t é i n i s a n t s  ; Sevag 1 ~ ~ 1 1 .  141 : f r a c t i o n s  p u r i f i é e s  p a r  l e  procédé d e  
SEVAG (1934) ( 8  1 ; Morgan 1. II. III : f r a c t i o n s  p u r i f i é e s  p a r  l e  procédé 
de  MORGAN e t  K I N G  (1 9431 ( 1 . 



l e u r  composi t ion chimique une g r a n d e  a n a l o g i e  a v e c  ceux e x t r a i t s  d ' a u t r e s  

s o u r c e s ,  e n  p a r t i c u l i e r  d e  l i q u i d e  d e  k y s t e  o v a r i e n  p a r  AMINOFF e t  a2 

(19501 (10) . Mais l e s  p r é p a r a t i o n s  s e  s o n t  r é v é l é e s  ê t r e  contaminées  p a r  

d e s  p r o t é i n e s .  

En 1954, KUHN e t  KIRSCHENLOHR (111 o n t  p u r i f i é  d e s  s u b s t a n c e s  

s p é c i f i q u e s  A e t  B du méconium. Mais, a p r è s  h y d r o l y s e  a c i d e  p a r t i e l l e ,  c e s  

composés s o n t  apparus  h é t é r o g è n e s .  

COTE (1963  (121 ; 1970 ( 1 3 ) )  i s o l e  du méconium t r o i s  f r a c t i o n s  

g l y c o p r o t é i q u e s  de  c o m p o s i t i o n s t r è s  d i f f é r e n t e s l e s  unes d e s  a u t r e s .  La 

p remiè re  c o n t i e n t  d e s  g l y c o l i p i d e s  à a c t i v i t é  d e  groupe sangu in  ABO. Ce t  

e x t r a i t  g l y c o l i p i d i q u e  comporte a u s s i  d e s  s u b s t a n c e s  i n h i b i t r i c e s  v i s - à - v i s  

d e s  sérums humains anti--M e t  a n t i - N .  La deuxième f r a c t i o n  s e  compose [Je 

g l y c o p r o t é i n e s  a c i d e s  ou " s i a l o m u c i n e s "  à f a i b l e  a c t i v i t é  ABH e t  p o s s é d a n t  

un r é c e p t e u r  pour l e  v i r u s  I n f l u e n z a .  PUSTZAI e t  MORGAN (1961 1 (141 a v a i e n t  

d é j à  i s o l é  du l i q u i d e  o v a r i e n  d e s  s u b s t a n c e s  r i c h e s  en a c i d e  s i a l i q u e .  

La t r o i s i è m e  f r a c t i o n  c o n t i e n t  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  n e u t r e s  à f o r t e  a c t i v i t é  

ABH. Ces s u b s t a n c e s  p r é s e n t e n t  l e s  mêmes c a r a c t é r i s t i q u e s  physico-chimiques  

que c e l l e s  i s o l é e s  du l i q u i d e  d e s  k y s t e s  o v a r i e n s  ; i l  e s t  à n o t e r  t o u t e f o i s  

q u ' e l l e s  s o n t  moins r i c h e s  en f u c o s e .  

En 1975, FRASER e t  CLAMP 6 5 1  , é t u d i a n t  l a  composi t ion b i o c h i -  

mique d e s  méconiums, i s o l e n t  deux f r a c t i o n s  g l y c o p r o t é i q u e s .  La p r e m i è r e  

de  t y p e  mucine,  e s t  t r è s  r i c h e  e n  g a l a c t o s e ,  f u c o s e ,  N-acé ty l  g lucosamine ,  

N-acétyl  g a l a c t o s a m i n e ,  a c i d e  N-acétyl  neuraminique,  e t  ne c o n t i e n t  p a s  d e  

mannose. La p a r t i e  p e p t i d i q u e  comporte e s s e n t i e l l e m e n t  l a  s é r i n e  e t  l a  

t h r é o n i n e .  C e t t e  f r a c t i o n  p r é s e n t e  une a c t i v i t é  d e  groupe ABO. L ' a u t r e  

f r a c t i o n  e s t  r i c h e  e n  mannose, pauvre  en N-acétyl  g a l a c t o s a m i n e .  Ces g l y c o -  

p r o t é i n e s  s e r a i e n t  d e s  p r o d u i t s  d e  s é c r é t i o n  de  l ' é p i t h é l i u m  i n t e s t i n a l  

s e l o n  DISCHE e t  a2 (39691 (163 . De nombreux t r a v a u x  o n t  pe rmis  d ' i s o l e r  d e s  

g l y c o p r o t é i n e s  à mannose d ' a u t r e s  s o u r c e s  muqueuses : l a  s a l i v e  ISCHRAGER 

e t  aZ, 1971 1  (1 71  , l a  b i l e  (BOUCHIER e t  CLAMP, 1971 1 0 8  1 , l e  mucus 

g a s t r i q u e  (OATES e t  SCHRAGER, 19651 (191 , l a  s a l i v e  p a r o t i d i e n n e  d e  c h i e n  

[DISCHE e t  al, 19691 [ 2 @  . 
Cont inuan t  l e u r s  t r a v a u x  sur l e  méconium humain, COTE e t  VALET 

(49761 (211 i s o l e n t  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  n e u t r e s  à s p g c i f i c i t é  ABH e t  Lewis, 

d o n t  l a  composi t ion b ioch imique  e s t  donnée d a n s  l e s  t a b l e a u x  II e t  III page 6. 

La p r o p o r t i o n  d e  méconiums "non s é c r é t e u r s "  (19 % )  r e f l è t e  l e s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  avec  l e  k y s t e  o v a r i e n  ou l a  s a l i v e ,  e t  conf i rme  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  

gène  s é c r é t e u r  q u i  s ' e x p r i m e r a i t  uniformément d a n s  t o u t  l ' o r g a n i s m e  (ÇZULMAN 



Tableau II.- Composit ion en s u c r e s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  n e u t r e s  à a c t i v i t é  
de g roupe  sangu in  [COTE e t  VALET1 19761 
Les r é s u l t a t s  s o n t  expr imés  en g/100 g de  g l y c o p r o t é i n e .  

1 Glucosamine 

1 Galactosamine 

Acide  neuraminique 

Acide u r o n i q u e  

Groupes s a n g u i n s  

A 1  
B AB H L ea 



Tableau III.- Composit ion en a c i d e s  aminés d e s  g l y c o p r o t é i n e s  n e u t r e s  à 
a c t i v i t é  de  g roupe  s a n g u i n  (COTE e t  VALET, 1976) 
Les r é s u l t a t s  s o n t  expr imés  en g/100g de  g l y c o p r o t é i n e .  

Acides  aminés Groupes s a n g u i n s  

Acide  g l u t a m i q u e  

I s o l e u c i n e  



e t  al, 1973) 1221 . Les g lycopro té ines  i so lées  ressemblent en quelques 

p o i n t s  aux substances trouvées dans l e s  kystes ovariens (WATKINS, 1972) 1231 . 
E l l e s  possèdent un chainon pept id ique commun, on t  un rappor t  s tab le  

a  
N-Acétylglucosamine/N-Acétylgalactosamine pour l e  m a t é r i e l  8 ,  H e t  Le , 

a 
un rappor t  s t a b l e  N-Acétylglucosamine/galactose pour l e  m a t é r i e l  A, H e t  L e  . 

1 Tous ces composés comportent moins de fucose que ceux des kystes ovar iens,  

des facteurs génétiques exp l iquant  ce phénomène. Cet te  p a r t i c u l a r i t é  e s t  
b  

c a r a c t é r i s t i q u e  du méconium. En f i n ,  l ' a c t i v i t é  Lewis n 'appara i t  pas auss i  

élevée que chez l ' a d u l t e .  Une i n t e r p r é t a t i o n  poss ib le  s e r a i t  l ' i m m a t u r i t é  

du système Lewis au niveau des sécré t ions  foe ta les ,  observat ion f a i t e  pa ra l -  

lè lement avec l e s  hématies [RACE e t  SANGER, 1968) (241 . Les auteurs penserit 

que l a  première enzyme q u i  apparaî t ,  une fucosy l - t rans férase,  l i a n t  l e  
B - 1  3  

fucose en a-1,4 sur  l 'osamine des précurseurs de type 1 I G a l . ~ > ~ l c N A c l  

a g i t  en compét i t ion  avec l e s  enzymes du système ABH. 

En 1927, LANDSTEINER e t  LEVINE (251 met tent  en évidence deux 

ant icorps,  an t i -M e t  ant i -N,agglut inant  une c e r t a i n e  p ropo r t i on  des hématies 

humaines. Ces substances de groupe é t a i e n t  supposées ê t r e  l oca l i sées  exclu-  

sivement sur  l e s  éry th rocy tes .  

Cependant, en 1964, SPRINGER e t  HOTTA ( 2 6 )  réussissent  à e x t r a i r e  

du méconium une substance ayant des p r o p r i é t é s  sérologiques, b io log iques e t  

chimiques communes avec l ' a n t i g è n e  é r y t h r o c y t a i r e  NN. La présence de c e t  

antigène, appelé auss i  Me-Vg, a  é t é  montrée dans l e s  méconiums de nouveau-nés 

de t o u t  groupe sanguin. L ' o r i g i n e  exacte du Me-Vg es t  encore inconnue. 

En 1966, SPRINGER e t  a2 (27) comparent l e s  p rop r ié tés  physiques, 

chimiques e t  b io log iques de l ' a n t i g è n e  Me-Vg e t  de l ' a n t i g è n e  é r y t h r o c y t a i r e  

NN. Comme l ' a n t i g è n e  NN, l ' a n t i g è n e  Me-Vg, de poids molécu la i re  520 000, 

e s t  une g l ycop ro té ine  dont  l e s  composit ions g luc id ique  e t  pept id ique son t  

données dans l e s  tableaux I V  e t  V page g . Les pr inc ipaux  cons t i t uan ts  

g luc id iques  sont l e  galactose, l a  glucosamine, l a  galactosamine, l ' a c i d e  

neuraminique e t  l e  fucose. La th réon ine  e t  l a  s é r i n e  représentent  35 % de 

l a  composit ion pept id ique J l e  tryptophane e t  l a  cys t i ne  sont complètement 

absents. 

Les deux ant igenes réag issent  spécif iquement avec une l e c t i n e  

e x t r a i t e  de Vicia graminea. Cependant, ils n 'on t  pas absolument l e s  mêmes 

p r o p r i 6 t 6 s  s6rologiques. L1ent igBno Me-Vg es t  incapable de i i u u t r a l i u u r  Iuo 

immunsérums humains ant i -N,  à l ' i n v e r s e  de c e r t a i n s  de ses haptènes obtenus 
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p a r  hydrolyse .  Le s i te  a n t i g é n i q u e  d e  s p é c i f i c i t é  N p r é s e n t  dans  l a  

macromolécule Me-Vg semble i n a c c e s s i b l e  à l ' a n t i g è n e  c o r r e s p o n d a n t .  Se lon  

SPRINGER, l ' a n t i g è n e  Me-Vg p o u r r a i t  ê t r e  un  p r é c u r s e u r  d e s  s u b s t a n c e s  N 

ou M. Les deux a n t i g è n e s  possèden t  a u s s i  d e s  p r o p r i é t é s  r é c e p t r i c e s  d e s  

v i r u s  I n f l u e n z a .  

En 1943, HIRST (281 d é c r i t  l e  pouvo i r  a g g l u t i n a n t  d e s  v i r u s  

g r i p p a u x  v i s - à - v i s  d e s  g l o b u l e s  rouges  d e  v e r t é b r g s .  

Con t inuan t  s e s  t r a v a u x  s u r  l ' h é m a g g l u t i n a t i o n  v i r a l e ,  HIRST 

(1942)  ( 2 9 ) c o n s t a t e  que  l e s  v i r u s  I n f l u e n z a  s o n t  rapidement  a d s o r b é s  s u r  

l e s  g l o b u l e s  r o u g e s  à 4OC.et  r e s t e n t  pendant  18 heures .  A 37OC, l ' a d s o r p -  

t i o n  e s t  p l u s  r a p i d e ,  mais  au bout d e  s i x  h e u r e s ,  l e s  v i r u s  s o n t  l i b é r é s  ; 

les hémat ies  s o n t  devenues  i n a g g l u t i n a b l e s ,  mais l e s  v i r u s  s o n t  i n t a c t s .  

HIRST émet a l o r s  l ' h y p o t h è s e  que l e  v i r u s ,  une f o i s  f i x é  s u r  l e  s i t e  

mernbranaire, m o d i f i e r a i t  l e  r é c e p t e u r  p a r  une r é a c t i o n  enzymatique.  

En 1947, BURNET e t  STONE B a 1  i s o l e n t  du l i q u i d e  d e s  k y s t e s  

o v a r i e n s  une s u b s t a n c e  i n h i b a n t  l ' h é m a g g l u t i n a t i o n  v i r a l e .  D ' a u t r e s  i n h i b i -  

t e u r s  o n t  é t é  i s o l é s  d e  d i v e r s  m i l i e u x  d e  s é c r é t i o n  : l e  mucus b ronch ique  

(CURTAIN e t  a l ,  1953 (3.1 11,  l e  méconium (ZILLIKEN e t  a l ,  1957 (32 1 ,  

CURTAIN e t  a l ,  1953 (33)) .  Ces i n h i b i t e u r s ,  d e  n a t u r e  g l y c o p r o t é i q u e ,  

e n t r e n t  en  c o m p é t i t i o n  a v e c  l e s  r é c e p t e u r s  é r y t h r o c y t a i r e s  pour  l ' a d s o r p -  

t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s .  

En 1946, BURNET e t  a 2  (341 m e t t e n t  en év idence  dans  l e  f i l t r a t  

de  c u l t u r e  d e  Vibrio choZerae une enzyme a p p e l é e  "Receptor  d e s t r o y i n g  

enzyme" ou "R.D.E.", q u i  i n a c t i v e  l e s  i n h i b i t e u r s  d e  l ' h é m a g g l u t i n a t i o n  

v i r a l e .  L ' i n a c t i v a t i o n  par l e  "R.D.E." s 'accompagne d e  l a  l i b é r a t i o n  d ' u n e  

molécu le  d e  f a i b l e  p o i d s  m a l é c u l a i r e ,  i d e n t i f i é e  à l ' a c i d e  N-acétylneurami-  

n i q u e  p a r  FAILLARD (19571 (35). 

Le "R.D.E." d e v a i t  é t r e  u l t é r i e u r e m e n t  i d e n t i f i é  à une a -neura -  

m i n i d a s e  (GOTTSCHALK, 1957 3 ( 361. 

4 - R a d o m  auba&wcu de ghaupe et LnhLbLtem de 1' hémagg&u/tuzdon 

En q964, KIMURA e t  N A G A I  (371 mont ren t  que  l e s  s u b s t a n c e s  d e  

g roupe  e t  l e s  i n h i b i t e u r s  d e  l ' h é m a g g l u t i n a t i o n  s o n t  é t r o i t e m e n t ' l i é s .  I ls  

i s o l e n t  d e s  f r a c t i o n s  "sialomucopolysaccharidiques" du méconium c o n s t i -  

t u é e s  chacune d ' e n v i r o n  10 % d e  p e p t i d e s  e t  80 à 90 % de g l u c i d e s .  Ces 



s u b s t a n c e s  possèden t  une a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  l ' h é m a g g l u t i n a t i o n  v i r a l e  

e t  une s p é c i f i c i t é  de  groupe ABO. 

Un a n  p l u s  t a r d ,  SCHACHTER e t  D I X O N  ( 3 8 )  i s o l e n t  un m a t é r i e l  

mucopolysacchar id ique r i c h e  en hexosamines,  g a l a c t o s e ,  f u c o s e ,  a c i d e  neura-  

minique,  t h r é o n i n e ,  s é r i n e ,  p r o l i n e  e t  a c i d e  a s p a r t i q u e .  C e t t e  "mucopro- 

t é i n e "  s e  r é v è l e  p ra t iquement  i d e n t i q u e  à l ' u n e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  exemptes 

d e  mannose i s o l é e s  p a r  PUSZTA1 e t  MORGAN (19611 (391. SCHACHTER e t  D I X O N  ( 4 0 )  

conc luen t  que l e  m a t é r i e l  g l u c i d i q u e  i s o l é  possède  à l a  f o i s  une a c t i v i t é  

d e  groupe sangu in  e t  d e s  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s  d e  l ' h é m a g g l u t i n a t i o n  

v i r a l e .  

L ' a n t i g è n e  Me-Vg, i s o l é  p a r  SPRINGER e t  a2 (19661 (411, p e u t  

i n h i b e r  à l a  f o i s  l e s  immuns6rums anti-N e t  l ' h é m a g g l u t i n a t i o n  v i r a l e .  Le 

s i t e  p o r t e u r  d e  l a  s p é c i f i c i t é  a n t i - a g g l u t i n i n e  s ' e s t  a v é r é  d i s t i n c t  du 

s i t e  r é c e p t e u r  v i r a l .  

A i n s i ,  i l  est démontré que l e s  deux p r o p r i é t é s  " s u b s t a n c e  spAci- 

f i q u e  d e  groupe"  et " i n h i b i t i o n  d e  l ' h é m a g g l u t i n a t i o n  v i r a l e "  peuvent  ê t r e  

p o r t é e s  p a r  une s e u l e  e t  même molécule .  

117 - COMPOSANTS LlPiV12UES 

1 '- G i h d W a  

Rares  s o n t  l e s  t r a v a u x  c o n s a c r é s  à l ' é t u d e  de  l a  compos i t ion  

l i p i d i q u e  d e s  méconiums. Les r e c h e r c h e s  e f f e c t u é e s  p a r  BERNHARD e t  L I N D L A R  

[19561 1121 comblent u n  peu c e t t e  l acune .  D ' a p r è s  c e s  a u t e u r s ,  l e  m a t é r i e l  

l i p i d i q u e , e x t r a i t  à l ' é t h e r , c o n s t i t u e  8 . 7  % du p o i d s  s e c  d e  méconium. Les 

a c i d e s  g r a s  ( 2  % )  peuvent  ê t r e  l i b r e s  ou e s t é r i f i é s  ; ce s o n t  d e s  a c i d e s  

g r a s  s a t u r é s ,  comme l ' a c i d e  p a l m i t i q u e  e t  s t é a r i q u e ,  ou i n s a t u r é s .  

La f r a c t i o n  i n s a p o n i f i a b l e  s e  compose e s s e n t i e l l e m e n t  d e  c h o l e s -  

t é r o l  e t  de  squa lène .  L ' impor tance  t o u t e  r e l a t i v e  du s q u a l è n e  semble c o n f i r -  

mer l ' h y p o t h è s e  d ' u n e  s y n t h è s e  a c c r u e  d e  c e  p r o d u i t  pendant l a  v i e  f o e t a l e .  

D ' a p r è s  c e s  mêmes a u t e u r s ,  l e  méconium s e r a i t  dépourvu d e  p h o s p h o l i p i d e s .  

2 - Skékoh 

En 1968, MIETTINEN e t  LUUKKAINEN (431 é t u d i e n t  l a  compos i t ion  

s t 8 r o l i q u e  du méconium, du v e r n i x  c a s e o s a  e t  du l i q u i d e  amniot ique.  

Le 7 - d é h y d r o c h o l e s t é r o l  e t  l e  d e s m o s t é r o l ,  p r é c u r s e u r s  du 

c h o l e s t é r o l ,  semblent  c a r a c t d r i s e r  l e  méconium. 

En 1969, ENEROTH e t  a$ (44 ,  4 5  1 i s o l e n t  l e  2 2 - h y d r o x y c h a l e s t é r o l ,  

q u i  semble prédominer  d a n s  l e  méconium, a l o r s  que l e  p r i n c i p a l  composé 

i d e n t i f i e  d a n s  l e s  f è c e s  a u - d e l à  d e  l a  p remiè re  année e s t  l e  24-hydroxy- 

C 



c h o l e s t é r o l .  Ce f a i t  p o u r r a i t  r e f l é t e r  une immatur i t é  d e  l a  s y n t h è s e  f o e t a l e  

d e s  a c i d e s  b i l i a i r e s .  

L ' o r i g i n e  d e s  s t é r o l s ,  l i b r e s  ou e s t é r i f i é s ,  du méconium n ' e s t  

pas  connue avec  p r é c i s i o n .  Les s t é r o l s  p r o v i e n d r a i e n t  en p a r t i e  du v e r n i x  

caseosa  e t  d e  c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  desquamées, i n g é r é e s  p a r  l e  f o e t u s  

avec  l e  l i q u i d e  amnio t ique  (MIETTINEN e t  L U U K K A I N E N ,  1968) ( 4 6 ) .  Une 

f r a c t i o n  non n é g l i g e a b l e  d e s  s t é r o l s  p r é s e n t s  o n t  une o r i g i n e  m a t e r n e l l e .  

Le méconium e s t  un m a t é r i e l  r e l a t i v e m e n t  r i c h e  en m é t a b o l i t e s  

hormonaux s t é r o i d i e n s .  L ' o e s t r i o l ,  d ' o r i g i n e  amnio t ique  e t  b i l i a i r e  

[DICZFALUSY e t  al ,  19591 (471 en e s t  l e  p r i n c i p a l  r e p r é s e n t a n t  s e l o n  

FRANCIS e t  KINSELLA (19551 & B I  . De nombreux a u t r e s  s t é r o ï d e s  o n t  é t é  m i s  

en é v i d e n c e  : l a  t e s t o s t é r o n e  (KINSELLA e t  FRANCIS, 1971 (49) 1 ,  l a  prégné-  

nolone (FRANCIS e t  al, 1962 (501 1 . 
Les composés d é c e l é s ,  pour l a  p l u p a r t  s o u s  forme de  d é r i v é s  

g l y c u r o -  e t  s u l f o - c o n j u g u é s ,  s o n t  ceux m i s  en év idence  d a n s  l e s  tissus e t  

l e s  m i l i e u x  l i q u i d e s  du f o e t u s  e t  du nouveau-né. Ces p r o d u i t s  r e p r é s e n t e -  

r a i e n t  d e s  m é t a b o l i t e s  terminaux e x c r é t é s  comme t e l s  d a n s  l e  t r a c t u s  g a s t r o -  

i n t e s t i n a l  où i l s  se c o n c e n t r e r a i e n t  t o u t  au long d e  l a  v i e  f o e t a l e .  

Ce n ' e s t  q u e  t r è s  récemment que  SHARP e t  a l  (1971) (51 1  o n t  

r e c h e r c h é  la p r é s e n c e  d ' a c i d e s  b i l i a i r e s  d a n s  l e  méconium. I l s  o n t  a i n s i  

m i s  en é v i d e n c e  d e s  a c i d e s  b i l i a i r e s  p r i m a i r e s  ( a c i d e  c h o l i q u e )  e t  secon-  

d a i r e s  ( a c i d e  désoxycho l ique l  . Ces a c i d e s ,  d ' o r i g i n e  m a t e r n e l l e ,  p a r v i e n -  

d r a i e n t  au f o e t u s  p a r  v o i e  p l a c e n t a i r e .  

La p a u v r e t é  du méconium en p r o t é i n e s  e s t  un f a i t  connu d e  longue 

d a t e .  En 1952,  BUCHANAN e t  RAPOPORTC521 e s t i m e n t  l a  t e n e u r  en a z o t e  du méco- 

nium à 6 , 9  % du p o i d s  s e c .  

Les  p r o t é i n e s  du méconium, peu é t u d i é e s  q u a n t i t a t i v e m e n t ,  o n t  

f a i t  l ' o b j e t  d ' é t u d e s  q u a l i t a t i v e s  p l u s  complè tes ,  notamment p a r  é l e c t r o -  

phorèse .  

En 1968, SCHUTT e t  ISLES 1531 o b t i e n n e n t  deux bandes d a n s  l a  



l a  r é g i o n  d e s  a e t  B g l o b u l i n e s ,  a p r è s  t r a i t e m e n t  d'homogénat de  méconiums 

s u r  G s u i v i  d ' u n e  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  a c é t a t e  d e  c e l l u l o s e .  Des r é s u l -  
2 5 

t a t s  comparables s o n t  o b t e n u s  p a r  HOBBS en 1969 G 4 1  . 
La même année ,  KNAUFF e t  ADAMS (551 o n t  é t u d i é  q u a n t i t a t i v e m e n t  

l e s  p roké ines .  Pour ces a u t e u r s ,  la composi t ion p r o t é i q u e  du méconium e s t  

d e  9,s g  pour  100 g  d e  p o i d s  s e c .  

L ' a n a l y s e  immunoé lec t rophoré t ique  s u i v a n t  l e  procédé d e  GRABAR 

e t  WILLIAMS 11953, (513 ; 1955 [571 1 e s t  l a  méthode l a  p l u s  u t i l i s é e  pour  

l ' é t u d e  q u a l i t a t i v e  d e s  p r o t é i n e s  du méconium, notamment l e s  a lbumines ,  

les a e t  B g l o b u l i n e s  e t  l e s  immunoglobulines.  

En 1962, BARANDUN e t  a l  (581 é t u d i e n t  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  méco- 

niums normaux et p a t h o l o g i q u e s  ( s u j e t s  a t t e i n t s  d ' a t r é s i e  oesophag ienne) ,  

a i n s i  que  les f è c e s  d e  n o u r r i s s o n s  d e  10 j o u r s  n o u r r i s  au l a i t  de  vache  ou 

au l a i t  m a t e r n e l .  Avec l'immun-sérum équ in ,  i l s  o b t i e n n e n t  l e s  r é s u l t a t s  

s u i v a n t s  pour  l e s  s u j e t s  normaux e t  p a t h o l o g i q u e s  : 

- une l i g n e  d e  p r é c i p i t a t i o n  d a n s  l a  zone albumine 

- deux l i g n e s  d e  p r é c i p i t a t i o n  d a n s  l a  zone a  
1 a2 

- une  l i g n e  d e  p r é c i p i t a t i o n  d a n s  l a  zone y g l o b u l i n e s  

Avec l a  t e c h n i q u e  d'OUCHTERLONY I l 9 5 8 1  (591 , les a u t e u r s  

é t u d i e n t  l a  s t r u c t u r e  a n t i g é n i q u e  d e s  y g l o b u l i n e s  d e s  d i v e r s  é c h a n t i l l o n s .  

Les y g l o b u l i n e s  du méconium normal e t  p a t h o l o g i q u e  s e  r é v è l e n t  a n t i g é n i -  

quement i d e n t i q u e s  à c e l l e s  d e s  f è c e s  d e  n o u r r i s s o n s  n o u r r i s  au l a i t  de  

vache  ou au l a i t  m a t e r n e l .  I ls mont ren t  que c e s  y g l o b u l i n e s  s o n t  c a r a c t é -  

r i s é e s  p a r  l a  p e r t e  d ' a u  moins un d é t e r m i n a n t  a n t i g é n i q u e ,  en comparaison 

d e s  g l o b u l i n e s  i s o l é e s  du sérum d e  nouveau-né normal.  

E t u d i a n t  l a  composi t ion p r o t é i q u e  du l i q u i d e  amnio t ique  e t  du 

méconium, MURALT e t  ROULET (1964 (60) ; (611 1 mont ren t  que l e  l i q u i d e  

a m n i o t i q u e  renferme d e s  p r o t é i n e s  s é r i q u e s  r e t r o u v é e s  dans  l e  méconium, en 

p a r t i c u l i e r  l ' a l b u m i n e  e t  l e s  I g  M ,  G ,  A .  

O n  p o u r r a i t  p e n s e r  que l e s  f r a c t i o n s  p r o t é i q u e s  du méconium 

s o n t  i n g é r é e s  avec  l e  l i q u i d e  amnio t ique  e t  non d é g r a d é e s  d a n s  l e  t r a c t u s  . 

d i g e s t i f .  Mais l e s  mêmes a u t e u r s  r e f u t e n t  c o t t e  hypothase  c a r  i l s  c o n s t a -  

t e n t  une i d e n t i t 6  e n t r e  l e s  p r o t b i n e s  d e  méconium normal e t  p a t h o l o g i q u e  



( l e s  s u j e t s  a t ré t iques  ne pouvant ingérer  normalement l e  liquide amnio- 

t ique ,  l a  composition protéique du méconium devra i t  ê t r e  d i f fé ren te ]  . 
E n  1960, BARANDUN e t  a l  (62) montrent chez l ' adu l t e  l e  passage 

dans l a  lumière d iges t ive ,  de substances radioactives préalablement in jec-  

t é e s  dans l a  c i rcu la t ion  générale. 

L'hypothèse admise par MURALT e t  ROULET e s t  que l es  y globulines 

du méconium proviennent du sérum f o e t a l ,  l ' exc ré t ion  s e  f a i s an t  par l a  

muqueuse i n t e s t i n a l e  ou par d iverses  glandes diges t ives .  La perte de déter-  

minant antigénique r é s u l t e r a i t ,  selon eux, du passage de l a  ba r r i è r e  

ép i t hé l i a l e .  

a )  Composition 

La teneur moyenne en eau du méconium es t  de 76,4 %. Peu de 

travaux sur l a  composition ionique du méconium ont é t é  éffectués.  Les 

valeurs obtenues pour l e s  principaux cations par d i f f é r en t s  auteurs sont 

rassemblés dans l e  tableau V I  page 1 6  .Le taux des principaux cat ions  

va r ie  t r è s  largement d'un échant i l lon à l ' a u t r e .  

En 1962, WIDDOWSON e t  MAC CANCE (63) comparent l a  composition 

du méconium, du sérum de nouveau-né, de l ' u r i n e  foe t a l e  e t  du l iquide  amnio- 

t i que  ( tableau V I 1  page 471. Le sérum, l e  l iqu ide  amniotique e t  l ' u r i n e  

présentent une f o r t e  teneur en sodium. Le méconium e s t  relativement r i che  

en potassium, calcium e t  magnésium ; l a  teneur plus élevée en ces t r o i s  

ions l e  rapproche du milieu f éca l .  
- - 

b )  Origine des é l e c t ro ly t e s  

Le foetus d é g l u t i t  de grandes quant i tés  de l iqu ide  amniotique 

e t  réabsorbe par sa muqueuse i n t e s t i n a l e  l ' eau a t  l e s  é lec t ro ly tes .  Une 

f r ac t i on  des ions pour ra i t  représenter  l e  " res tan t  non absorbé" des é lec-  

t r o l y t e s  du l iquide  amniotique. 

D'autre p a r t ,  l e s  sécré t ions  i n t e s t i na l e s ,  b i l i a i r e s  e t  pancréa- 

t iques  contribuent certainement à l a  fourn i tu re  des ions.  

Enfin, se lon WIDDOWSON, l e s  c e l l u l e s  ép i t hg l i a l e s  desquamées 

de  l ' i n t e s t i n  reprdsenteralent  une source non ndgligsabla de magn0sium. 







2 - €téme& m Z U y u ~  

a l  Composition 

Les premiers t ravaux sont  ceux r é a l i s é s  par SHELDON e t  RAMAGE 

(19331 (661 . Les r é s u l t a t s  f o n t  appa ra î t re  une f o r t e  teneur  en manganese, 

c u i v r e  e t  une c e r t a i n e  pauvreté en f e r .  

Beaucoup p l u s  t a r d ,  KOPITO e t  SHWACHMAN [19661(67 1 analysent  

l e  contenu en z inc,  f e r ,  cu i v re ,  manganèse du méconium de nouveau-nés à 

terme [ tab leau VI11 page 191 . D 'au t res  travaux on t  é t é  r é a l i s é s  pa r  

TANAKA 11969) 1681 e t  ISHIZAWA (19701 (69 1 . t e s  tab leaux I X  e t  X pages 2 0 e t  

21 résument l e s  r é s u l t a t s  obtenus. 

Il appara i t  que l e  contenu du méconium en manganèse e t  c u i v i . ~ .  

peut  v a r i e r  en fonc t i on  du degré d ' immatu r i t é  constaté à l a  naissance. 

La concen t ra t i on  en c u i v r e  semble d 'au tan t  p l u s  élevée que l e  poids de 

naissance e s t  p lus  f a i b l e .  Le phénomène i nve rse  e s t  observé pour l e  

manganèse. 

b1 O r i g i n e  

La b i l e  f o e t a l e  représente l a  source majeur de ces éléments 

(SHELDON e t  RAMAGE, 19311 ( 7 0  1 . 
Les c e l l u l e s  desquamées de l ' é p i t h é l i u m  i n t e s t i n a l  c o n t r i -  

buent également à e n r i c h i r  l e  méconium en éléments méta l l iques .  

V I  - PIGMENTS V U  MECONlUM 

I - Pigmem pottphqItiniyue~ 

La première mise en évidence de porphyr ines t6 t raca rboxy l i ques  

e s t  due à WALDENSTROM, en 1936 (71 1. 

En 1966, FRENCH e t  THONGER ( 7 2  1 séparent l e s  porphyr ines du 

méconium en qua t re  f r a c t i o n s .  L ' i d e n t i f i c a t i o n  des pigments es t  f a i t e  par 

observa t ion  de l e u r  p i c  d ' abso rp t i on  dans l a  bande 400-410 nanomètres. I l s  

ob t iennent  a i n s i  : 

- porphyr ine  402 nanomètres 

- porphyr ine  406 nanomètres 

- porphyr ine  408 nanomètres 

- porphyr ine  411 nanomètres 

1 
E t u d i a n t  p l u s  pr6cis6ment l a  porphyr ine  411, FRENCH e t  al (1970) 

1 7 3 1  montrent q u ' i l  s ' a g i t  d'une porphyr ine  té t raca rboxy l i que .  La porphy- 

r i n e  411 p o u r r a i t  ê t r e  un composé i n t e r m é d i a i r e  du métabolisme de l 'hème 
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porphyr in ique.  

Les connaissances a c t u e l l e s  sur  l a  na tu re  e t  l a  d i s t r i b u t i o n  

des pigments b i l i a i r e s  du méconium sont confuses. Les récents  t ravaux de 

RODRIGUEZ-GARAY e t  a2 (19641 (74 1 montrent l a  présence d 'une f o r t e  concen- 

t r a t i o n  en b i l i r u b i n e .  Nais l a  présence de ce pigment p a r a i t  inconstante 

d 'un  é c h a n t i l l o n  à l ' a u t r e .  

La présence d ' u r o b i l i n e ,  mise en évidence en 1964 par 

GOLDSCHMIDT e t  ADLER ( 7 5 1  e s t  contestée par  c e r t a i n s  auteurs. Selon 

WINTERNITZ (19261 (76 1 , ce pigment a u r a i t  une o r i g i n e  materne l le  e t  

p a r v i e n d r a i t  au foe tus  par  vo ie  p l a c e n t a i r e  ou amniotique. 

Récemment, des pigments d i p y r r o l i q u e s  ont  é t é  i d e n t i f i é s .  Selon 

GILBERTSEN e t  a2 (19591 (77 1 , ces composés se ra ien t  des i n te rméd ia i res  

de l a  v o i e  anabolique de l 'hémoglobine. 

l 
V I T  - LES ENZYMES DU MECONIUM 

a l  Oxydo-réductases, Transférases 

En 1970, GEYER e t  SCHNEIDER [ 781 ont dosé l e s  a c t i v i t é s  

oxyda-réductasique e t  t rans fé ras ique  du méconium. Le tableau X I  page 23 

r e p r o d u i t  l e s  r é s u l t a t s  obtenus. Les va leurs  témoignent d'une a c t i v i t é  

f a i b l e .  

b l  Hydrolases 

- Lipase 

SCHWARZ, en 1953 (79  1 s igna le  l a  présence de f a i b l e s  quan t i t és  

de l i p a s e  dans l e  méconium. 

- Phosphatase aZcatine 

Dosant l ' a c t i v i t é  phosphatase a l c a l i n e  par  l a  méthode de 

K I N G  e t  ARMSTRONG (dg341 [ 80 1, ASENSIO-BRETONES e t  a2 119561 [ 81 1 t rouvent  

une va leu r  t r è s  élevée. Pour ces auteurs, l e  m6conium se r é v è l e  ê t r e  un 

m a t g r i e l  de cho ix  pour l ' e x t r a c t i o n  de l'enzyme. 

Ces travaux ont  é t é  conf irmés ensu i te  pa r  EGGERMONT (19661 ( 8 2  1 
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e t  GEYER (19701 ( 8 3  1 . 
L ' a c t i v i t é  phosphatase augmente dans l e  méconium au cours 

de l a  ges ta t i on .  

- Phosphatase acide 

C'es t  en 1971 seulement qu '  ELIAKIS e t  COUTSELINIS ( 8 4  1 

décè len t  une a c t i v i t é  phosphatase ac ide  dans l e  méconium. Le taux ,  de 

l ' o r d r e  de 16,2 à 20,2 m i l l i m o l e s  u n i t é s  pour une s o l u t i o n  de 100 pg/ml 

de méconium, e s t  t r è s  é l e v é  en comparaison du taux  sanguin (0,9 à 4, l  

m i l l i m o l e s  u n i t é s )  . 

La mise  en évidence de S ' a c t i v i t é  amylase e s t  due aux t ravaux  

anc iens de POTTEVIN (19001 ( 8 5  1 e t  HYMANSON e t  KAHN (19191 ( 861  . 
Les études p l u s  récen tes  de GEYER e t  SCHNEIDER (19701 I ,971 

o n t  permis de r é v é l e r  une concen t ra t i on  r e l a t i v e m e n t  é levée  en a-amylase 

(5600 u n i t é d g  de méconium) . 
En 1966, DAHLQIRST e t  LINDBERG ( 881 , é t u d i a n t  l e s  d isaccha-  

r idases ,  montrent  que l ' a c t i v i t é  mal tase e s t  élevée, à l ' i n v e r s e  des 

a c t i v i t é s  lac tase ,  i n v e r t a s e  e t  saccharase. Les t ravaux  d'EGGERMONT (1966) 

( 8 9 )  on t  conf i rmé l a  n e t t e  prédominance de l ' a c t i v i t é  mal tase s u r  l e s  

au t res .  

L ' a c t i v i t é  f3-glucuronidase a é t é  montrée pa r  TAKIMOTO e t  

MATSUDA en 1971 ( g o  1 . 
- Peptide hydroZases 

Selon SCHWARZ (19531 ( 9 3  1 , l e  méconium c o n t i e n t  t r è s  peu 

de pepsine e t  d 'en té rok inase .  

En 1965, SCHACHTER e t  DIXON ( 9 2 1  é t u d i e n t  l e s  a c t i v i t é s  

t r y p s i q u e  e t  chymotrypsique. Les va leu rs  s ' avè ren t  f a i b l e s .  EGGERMONT 

(19661 (93 1 , GRUNDIG e t  a2 (19671 ( 9 4  1 on t  con f i rmé l a  grande "pauvre- 

t é "  du méconium en ces deux enzymes. 

L 'é tude  des a c t i v i t g s  d ipep t ide-hydro lases  p a r  LINDBERG 

(19661 ( 9 5  1 r é v è l e  des v a l e u r s  f a i b l e s  pour  l e s  d i f f é r e n t e s  enzymes. 

2 - O&g.Uze d u  enzgmeb 

L ' o r i g i n e  amniot ique d 'une p a r t i e  des enzymes p a r a i t  probable.  



D'après  DAHLQVIST e t  LINOBERG (19661 ( 9 6  1 .  l a  s é c r é t i o n  

p a n c r é a t i q u e  e x o c r i n e  r e p r é s e n t e r a i t  une s o u r c e  de  m a l t a s e ,  t r y p s i n e  e t  

chymotrypsine .  

La majeure  p a r t i e  d e s  a c t i v i t é s  enzymatiques o n t  pour o r i -  

g i n e  l e s  c e l l u l e s  i n t e s t i n a l e s  desquamées au c o u r s  de  l a  g e s t a t i o n  

[EGGERVONT, 1966 ( 9 7  1 ; G R U N D I G  e t  RUMLER, 1967 ( 981 1 .  

La p l u p a r t  d e s  a c t i v i t é s  enzymat iques  Isauf  l a  phospha tase  

a l c a l i n e )  o n t  une t e n e u r  f a i b l e  dans  l e  méconium à te rme.  Ce la  s ' e x p l i -  

q u e r a i t  p a r  l a  p r é s e n c e  de  p r o t é a s e s  q u i  d é g r a d e r a i e n t  l e s  p r o t é i n e s ,  

e x c e p t é e  l a  phospha tase  a l c a l i n e .  

Le méconium f a c i l i t e  l e  developpement d e s  germes b a c t é r i e n s  

[BRYAN, 1967 (99 1 ; FLORMANJ 1969 (10011. Comme l a  mucine g a s t r i q u e ,  i l  

i n h i b e  l a  m i g r a t i o n  d e s  l e u c o c y t e s  en d iminuan t  l e u r  s e n s i b i l i t é  chimio-  

t a c t i q u e .  

Inversement ,  le l i q u i d e  amnio t ique  e x e r c e  une a c t i o n  b a c t é -  

ri c i d e .  

Le méconium a  une a c t i o n  t é t a n i s a n t e  s u r  l e  muscle  u t é r i n .  

E n  1967,  ABRAHAMS e t  HAWKINS (1011 i s o l e n t  du méconium d e s  

s u b s t a n c e s  l i p i d i q u e s  à pouvoi r  exc i to -moteur .  Ces composés p r é s e n t s  

a c c i d e n t e l l e m e n t  dans  l e  l i q u i d e  amnio t ique  p o u r r a i e n t  j o u e r  un r ô l e  

a g g r a v a n t  d e s  é t a t s  d e  s o u f f r a n c e  f o e t a l e .  

En 1956, WILLER (1 021 c o n s t a t e  que l e  déroulement  normal du 

p r o c e s s u s  de  c o a g u l a t i o n  e s t  m o d i f i é  en p résence  d ' e x t r a i t s  d e  méconium. 

BROZMAN [A9621 11 03) démontre ,  i n  v i t r o ,  que l e  méconium 

renfe rme  deux t y p e s  d e  s u b s t a n c e s  c o a g u l o - a c t i v e s  : d e s  s u b s t a n c e s  à 

a c t i v i t é  th ro rnbop las t ique  e t  d e s  s u b s t a n c e s  a n t i - c o a g u l a n t e s  a n a l o g u e s  

à l ' h é p a r i n e ,  de  n a t u r e  mucopolysacchar id ique .  Les e x p é r i e n c e s  in v i v o  

ne s o n t  pas  c o n c l u a n t e s .  



ADDENDUM 

KARLSSON e t  LARÇON ( 1 9 7 8 1  ( 1 0 4 1  o n t  i s o l é  d u  

m é c o n i u m  un m é l a n g e  d e  g l y c o l i p i d e s  r i c h e s  e n  f u c o s e .  I l s  o n t  

a i n s i  i d e n t i f i é  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  u n  t é t r a g l y c o s y l -  

c é r a r n j . d e ,  g l y c o l i p i d e  j a m a i s  d é t e c t é  d a n s  Les t i s s u s  h u m a i n s  

q u i  s e r a i t  u n  p r é c u r s e u r  d e s  f u c o l i p i d e s  à a c t i v i t é  d e  g r o u p e s  

s a n g u i n s  ( M A T K I N S ,  A 9 7 4 1  (1051. 



L E S  A N T I G E N E S  D E  G R O U P E  S A N G U I N  

I - N O T I O N S  D ' A N T I G E N E S  D E  GROUPE S A N G U I N  

Découvert par  LANDSTEINER en 1900 (1061, l e  système de groupe 

sanguin AB0 a cons t i t ué  un des premiers exemples connus d ' i soant igènes 

dans l 'espèce humaine. De nombreux aut res  antigènes é r y t h r o c y t a i r e s  ont  

é t é  d é f i n i s  depuis, mais l e  système AB0 garde une importance fondamentale. 

Les substances AB0 é r y t h r o c y t a i r e s  sont des ant igènes (ou 

agglut inogènesl  capables de provoquer l a  fo rmat ion  d 'an t i co rps  spéc i f iques .  

Les études biochimiques de ces substances ont  é t é  d i f f i c i l e s  

au début ca r  l e s  ant igènes hématiques se r é v è l a i e n t  for tement  at tachés à 

l a  membrane. L 'observa t ion  de LEHRS (19301 (102 selon l a q u e l l e  75  % des 

i n d i v i d u s  excrètent  l e s  substances de groupe sanguin A, 8, H dans l e s  

m i l i e u x  de séc ré t i on  a f a c i l i t é  l e s  recherches. On d i s t i n g u e  a i n s i  deux 

groupes : 

- l e s  ant igènes c e l l u l a i r e s .  de na ture  g l y c o l i p i d i q u e ,  

e x t r a i t s  de l a  membrane é r y t h r o c y t a i r e  (HAKOMORI e t  STRYCHARZ, 1968 (108)) 

- l e s  ant igènes solubles,  de na ture  g lycoproté ique,  

i s o l é s  des m i l i e u x  de séc ré t i on  : l a  s a l i v e ,  l e  l a i t ,  l e s  méconiums, l e  

l i q u i d e  séminal, l e  suc gas t r ique,  l ' u r i n e ,  l e  l i q u i d e  des kystes ovariens. 

Les i n d i v i d u s  (75 %1 exc ré tan t  ces substances ac t ives ,  sont 

d i t s  "sécréteurs" .  D 'au t res  (25 %1  appelés "non sécréteurs"  excré ten t  

généralement une substance d i f f é r e n t e  des substances ABH : l a  substance 

Lewis a (GRUBB, 1948 (1091 1, s ' i l s  -. - possèdent . l e  génotype Lewis. 

La première mise en évidence du système Lewis es t  due à 

MOURANT en 1946 (qqa) pour l ' a n t i g è n e  Lewis a, ANDRESEN e t  a2 (1950) (1111 

pour l ' a n t i g è n e  Lewis b. 

Actuellement, de t r è s  nombreux systèmes de groupes sanguins 

sont connus : Rhésus, MN, K e l l ,  Duf fy ,  Ii...... 



II  - LES ANTIGENES DES MILIEUX DE SECRETION 

L 'étude chimique des  substances de groupe sanguin a ut6 

e n t r e p r i s e  essent ie l lement  sur l e s  composés hydrosolubles  des  s é c r é t i o n s ,  

l e s  g lycopro té ines .  Les r é s u l t a t s  montrent que l a  s t r u c t u r e  an t igénique  

de ces  composés e s t  i den t ique  à c e l l e  des  an t igènes  é r y t h r o c y t a i r e s  

g lyco l ip id iques  e t  e s t  po r t ée  par l ' e x t r ê m i t é  terminale  des  chaînes 

g luc id iques  l i é e s  aux l i p i d e s  ou p ro t é ines .  

La s a l i v e  e t  l e  l i q u i d e  des kys tes  ovar iens  son t  l e s  modèles 

l e s  p lus  u t i l i s é s  pour l ' i so l emen t  des  g lycopro té ines .  Récemment, ROVIS 

e t  a2 (19731 (a 121 ont  i s o l é  du l i q u i d e  ovarien deux g lycopro té ines  

d ' a c t i v i t é  Lewis a e t  H ,  Lewis b  j ap rès  dégradat ion a l c a l i n e ,  i l s  ont  

é t a b l i  l a  s t r u c t u r e  de 19 o l igosacchar ides  ayant l e s  a c t i v i t é s  des  g lyco-  

p r o t é i n e s  de dépa r t .  

Le l a i t  renferme des  o l igosaccha r ides  de f a i b l e  poids molé- 

c u l a i r e  doués d ' a c t i v i t é  d e  groupe sanguin ( M O N T R E U I L ,  1957 (1 1 3 )  ; 

K U H N ,  1958 (1141, 

L 'ur ine  humaine renferme 150 à 300 mg d 'o l igosaccha r ides  par  

d i u r è s e  de 24 heures. 5  à 20 mg s o n t  des  o l igosacchar ides  dont l a  présence 

e s t  fonc t ion  du groupe sanguin des  ind iv idus .  

En 1966 e t  4968, LUNDBLAD 11 1 5 , 1 1 6  la montré que ces o l igosac -  

cha r ides  n ' e x i s t e n t  que dans l e s  u r i n e s  de s u j e t s  s é c r é t e u r s .  Tou te fo i s ,  

STRECKER e t  a l ,  (1976) [ I l 7 l o n t  montré que l a  composition de  l ' u r i n e  en 

fucosyl -o l igosacchar ides  pouvai t  v a r i e r  pour des  s u j e t s  d i f f é r e n t s ,  mais 

possédant un phénotype iden t ique .  
- -- -- 

Les subs tances  de groupe sanguin des  s é c r é t i o n s  sont des  

g lycopro té ines  dont l e s  p r o p r i é t é s  e s s e n t i e l l e s  sont  l e s  su ivan te s  : 

- e l l e s  sont  t r è s  r i c h e s  en g luc ides  (85 % l  

- l e s  monosaccharides p ré sen t s  sont  : l e  D-galactose, 

L-fucose, N-Acétylglucosamine, N-Acétylgalactosamine, ac ide  neuraminique. 

La t eneu r  en fucose  e s t  t r è s  é lev6e.  

- l e s  2/3 de l a  p a r t i e  pept id ique  sont cons t i t u6s  par  

l a  th réonine ,  l a  s é r i n e ,  l ' a l a n i n e  e t  l a  pro l ine .  Les a c i d e s  aminés s o u f r é s  

s o n t  to ta lement  absents .  



Les compos i t ions  en s u c r e s  e t  a c i d e s  aminés s o n t  r a s semblées  

dans  l e  t a b l e a u  XII page  3 a -  

3 - S h d w e  

Les s t r u c t u r e s  o n t  é t é  é t u d i é e s  p a r  l e s  méthodes c l a s s i q u e s  

d ' e x p l o r a t i o n  s t r u c t . u r a l e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  e t  l e s  méthodes s é r o l o g i -  

ques  I à  l ' a i d e  d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  de  s t r u c t u r e  connue e t  à a c t i v i t é  d e  

g roupe  s a n g u i n ) .  

En 1962, WATKINS e t  a2 ( ' I ' I B ' l é t a b l i s s e n t  l a  s t r u c t u r e  chimique 

d e s  s u b s t a n c e s  a c t i v e s  e t  l e u r  f i l i a t i o n .  Les r é s u l t a t s  s o n t  r a s semblés  

d a n s  l a  f i g u r e  3 p a g e  33. 

Les i m p o r t a n t s  t r a v a u x  d e  LLOYD e t  KABAT (19681 (1 1 9  1 o n t  

pe rmis  de  p r o p o s e r ,  p a r  l a  s u i t e ,  un schéma g é n é r a l  d e  c e s  s t r u c t u r e s  

g i y c a n n i q u e s  [ f i g u r e  2 page 32). 

Les s u b s t a n c e s  d e  g roupe  AB0 e t  Lewis s o n t  t r è s  proches  les 

unes  d e s  a u t r e s ,  l e u r  s y n t h è s e  é t a n t  s o u s  c o n t r ô l e  g é n é t i q u e .  

Depuis l e s  t r a v a u x  d e  WATKINS e t  MORGAN en 1969 (1201 , on 

s a i t  que l a  s y n t h è s e  d e s  s u b s t a n c e s  de  groupe s a n g u i n  commence pa r  un 

cha înon  p r é c u r s e u r  B-D-Gal-I1-+4)-GlcNAc. composant que l ' o n  r e t r o u v e  au 

n iveau  de  l a  c a p s u l e  du pneumocoque X I V .  

Le mécanisme d ' a c t i o n  de  t o u s  l e s  g è n e s  e s t  i d e n t i q u e  : l e  

g è n e  commande l a  s y n t h è s e  d ' u n e  enzyme q u i  a j o u t e  au p r é c u r s e u r  un nouveau 

d é t e r m i n a n t  a n t i g é n i q u e .  

a )  Géné t ique  de l a  b i o s y n t h è s e  

Le phénotype d e  l ' i n d i v i d u  e s t  sous  l a  dépendance de  q u a t r e  

s y s t è m e s  d e  ghnes  a l l è l e s  : S e s e ,  Hh, Lele ,  A r  B ou O.  Ces gènes  s o n t .  

d i s p o s é s  indépendamment l e s  u n s  d e s  a u t r e s  sur l e s  chromosomes, mais l e u r s  

e f f e t s  phénotypiques  s ' a j o u t e n t .  

Les gènes  H, A ,  B e t  Le s o n t  d e s  gi3nes d e  s t r u c t u r e  d o n t  l e  

p r o d u i t  e s t  une g l y c o s y l t r a n s f 6 r a s e  q u i  m o d i f i e  l a  s u b s t a n c e  p r 6 c u r s e u r .  

Les g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  s o n t  d e s  systhmes mul t i enzymat iqueç  c a t a l y s a n t  

l a  s y n t h h s e  d e s  c h a i n e s  g l u c i d i q u e s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  ou d e s  g l y c o l i p i d e s .  

On  l e s  r e n c o n t r e  dans l e s  s 6 c r é t i o n s  ou l e s  tissus. 

Les ghnes 0 ,  h  e t  l e  s o n t  d e s  gi3nes a l l 6 l o m o r p h e s  dont  l e  



Tableau XII.- Composition en sucres e t  acides aminés des glycoprotéines de sécré t ion à a c t i v i t é  de groupes sanguins 

Nature de l a  substance spéci f ique 

A B AB H L ea 

20,5 à 24,8 35,6 26,6 33,6 42,2 à 45,2 

16,3 à 19,O 15,7 à 16,O 17 à 17,7 18,O à 26,2 14 

25,O à 33.5 1710 à 2 4 ~ 0  27 ,O 22,O à 29, l  23,o à 32.0 

0,9 à 1,s 2,8 - 1,1 à 2,2 2,4 à 2,5 

OJ61 à 0,84 1,49 0,99 1,12 à 1,39 1,41 à 1,82 

1 2 1,5 1,2 3,2 

4,5 4,7 3,1 
7,5 5,3 5,6 
6,2 6,9 8,7 
3,8 4,3 4 , l  

11,l 11,8 12,3 
36,7 30,3 28,7  

3,7 6,6 5,7 
11,9 15,6 13,O 

5, l  3,1 2 , 4  
9,5 11,4 16,4 

t 

Composition 

Composition centésimale en glucides 

O-galactose 

L-fucose 

Hexosarnine 

Rapports molaires 

Glucosarnine/galactosamine 

Galactose/hexosamines 

Galactose/fucose 

Composition en acides amlnés 

Aspartique 
Glutamique 
Alanine 
Glycine 
Sérine 
Thréonine 
Valine 
Prol ine  
His t id ine  
Autres acides aminés 



Substance A Substance B 

Galactose 
+ 

Substance H Substance H 

Enzyme "H" Enzyme "H" 

Substance Le a + substance t y p e  pneumocoque X I V  + fucose  
I 
L Enzyme "Le a" 

Substance t ype  pneumocoque XIV 

Enzyme "A"  1 
a - L - F u c - ( l j 2 ) -  f3-D-Gal-(1+31 

" D-GlcNAc-R 
a-L-FUC- ( 1 4 4 )  / 

1 Enzyme "8" 

a-L-Fuc-[1-+21 - B-O-Gal-(1+31 
\ 0-GlcNAc-R 

a-L-Fuc- 11+41/ 

l 
+ D-GalNAc + D-Ga1 

Enzyme "H" Enzyme "H" 

F i g u r e  1 : S p é c i f i c i t é s  séro log iques  e t  s t r u c t u r e s  chimiques des substances 
de groupe A e t  B rgvé lées  p a r  degrada t ion  enzymatique séquentiel- 
l e  (WATKINS e t  al, 19621 

/@"-?Y 
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produi t  e s t  i n a c t i f  s u r  l e  précurseur .  

Le gène Se  con t rô l e  l ' a c t i o n  du gène H. I l  e s t  i nd i spensab le  

à l ' e x p r e s s i o n  de c e l u i - c i  dans l a  s a l i v e  e t  ne l ' e s t  pas au niveau de 

l ' é r y t h r o c y t e .  Le gène Le n ' e s t  pas sous c o n t r ô l e  du gène s é c r é t e u r .  La 

substance Lewis b r é s u l t e  de l ' i n t e r a c t i o n  des  gènes H e t  Le (CEPPELINI, 

19551 ( 3 2 1  1.  
Toutes l e s  combinaisons génotypiques e t  l e u r s  e f f e t s  phéno- 

typ iques  s o n t  p réc i sé s  dans l e  tab leau  XII1 page34 e t  dans l a  f i g u r e  3 

page 35 . 
bl F i l i a t i o n  métabolique des  subs tances  de groupe sanguin 

E n  1969, MORGAN e t  WATKINS (1221 s i g n a l e n t  l a  présence d e  

deux motifs  an t igén iques  communs à t o u t e s  l e s  substances : 

- t y p e  1  : Ga1 '3r GlcNAc 
8-1,4 - t y p e  2 : Ga1 .-3 GlcNAc 

Le motif 1 e s t  p lus  abondant dans l e s  o l igosaccha r ides  d e s  

mi l ieux  de s é c r é t i o n .  La f i x a t i o n  du fucose  en a-1-34 s u r  l a  N-acétyl-.  

glucosamine, conférant  l ' a c t i v i t é  Lewis, n ' e s t  poss ib le  qu 'avec  l e  motif 1. 

La connaissance de l a  s t r u c t u r e  des  substances de groupe 

a  permis de comprendre l e  mode d ' a c t i o n  des  gènes sur l e s q u e l s  repose  

l e u r  ex i s t ence .  Les f i g u r e s  4  e t  5 page 36 schématisent l e s  r e l a t i o n s  

s t r u c t u r a l e s  e t  métaboliques qui  e x i s t e n t  e n t r e  l e s  substances de groupe 

sanguin IWATKINS, 19701 [ 1 2 3 3 .  

Il e s t  à n o t e r  que l ' é r y t h r o c y t e  ne s y n t h é t i s e  que des  subs-  

t a n c e s  à a c t i v i t é  A ,  B ou H. I l  a c q u i e r t  l a  s p é c i f i c i t é  ~e~ ou Le b  

a p r è s  l e  con tac t  avec l e  sérum. Le sérum possède c e t t e  s p é c i f i c i t é  g r â c e  

aux c e l l u l e s  muqueuses q u i  s y n t h é t i s e n t  des  substances à a c t i v i t é  A ,  B, H 
a  b 

Le ou Le en grandes q u a n t i t é s .  
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a-FUC (substance a c t i v e  H l  

GDp-L-f ucose t r a n s f é r a s e  

( p r o d u i t  du gène H l  

gènes H e t  Le 
B-Gal- [ 1 3 3 1  -6-GlcNAc + B-Gal- (1-31 -6-GlcNAc 

(p récurseur  t y p e  II G D P - L - F U ~ ~  ~ I , Z  TI J4 
a-FUC a-FUC 

a- L - fucosy l  t r a n s f é r a s e  
(substance a c t i v e  Le b l  

GDP-L-fucose ( p r o d u i t  du gène Le)  \ B-Gal-(1-3)-B-GlcNAc 71  .Z 

a-Fuc 

(substance a c t i v e  Le a l  

F i g u r e  4 : Formation des substances de groupes HJ Le a e t  Le b 
(WATKINSJ 19701 

0 -Gal- (1-3 ou 41 -B-GlcNAc 

(p récurseurs  type  I ou II) 

a-L-f ucosy l  t r a n s f é r a s e  
GDP-Fucose 

( p r o d u i t  du gène H l  

(substance a c t i v e  H l  

a-GalNAc t rans fé rase  a-Ga1 t r a n s f é r a s e  

( p r o d u i t  du gèneA 
UDP-GalNAc / uDp-\roduit du gène B I  

a -Ga lNAc - ( l ~3 l -~ -Ga1 - [1 - )3  ou 41-B-GlcNAc a-Gal-(l-+3)-B-Gal-[I-+i ou 41-6-GlcNAc 
TI * 2  TI J Z  

a-FUC a-FUC l 

(substance a c t i v e  A l  [substance a c t i v e  81 l 
F i g u r e  5 : Format ion des substances de groupes H, A, B (WATKINSJ 19701 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



M A T E R I E L  E T  M E T H U D E S  

1 - FRACTZONNEA4ENT VU MECUNZUM 

Les méconiums (2500 grammes) s o n t  c o l l e c t é s ,  broyés  e t  d i l u é s .  

La s o l u t i o n  v i squeuse  o b t e n u e  e s t  d é p r o t é i n i s é e  p a r  p r é c i p i t a t i o n  à l ' a l c o o l  

(volume : volume) e t  c e n t r i f u g é e  à 3000 t o u r s / m i n u t e  pendant  30 m i n u t e s .  

Le s u r n a g e a n t ,  a p r è s  é l i m i n a t i o n  d e  l ' a l c o o l ,  e s t  r e p r i s  p a r  

un l i t r e  d ' e a u ,  p u i s  soumis  à une chromatographie  d ' a d s o r p t i o n  s u r  charbon 

C e l i t e ,  p r é p a r é  s e l o n  l a  méthode de  WHISTLER e t  DURS0 (19501 (1241. 
. - -. 

Après é l u t i o n  d e s  monosacchar ides ,  u r é e  e t  s e l s  minéraux 

p a r  c inq  l i t r e s  d ' e a u ,  l e  m a t é r i e l  o l i g o s a c c h a r i d i q u e  e t  g l y c o p e p t i d i q u e  

e s t  d é s o r b é  p a r  v i n g t  l i t r e s  d ' a l c o o l  à 50 %. 

3 - Fhactionnemevû ~ W L  échangeum d ' d a ~  et de. caAion~ 

Après é v a p o r a t i o n  à s i c c i t é ,  l e  r é s i d u  r e p r i s  p a r  1 , 5  l i t r e s  

d ' e a u  e s t  f r a c t i o n n é  sur d e s  c o l o n n e s  (5x40 cm) d ' é c h a n g e y r s  de c a t i o n s  

(Dowex 50x8, 200-400 mesh, forme H'I e t  d ' a n i o n s  (Dowex 1x2, 200-400 mesh, 

fo rme  C H ~ C O O -  1 . 
. Après r i n ç a g e  p a r  l ' e a u ,  l e s  co lonnes  s o n t  é l u é e s  séparément  

p a r  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  d ' a c é t a t e  de  p y r i d i n e  1 à 1000 mM. 

La f r a c t i o n  n e u t r e ,  c o n c e n t r é e  à un l i t r e , e s t  soumise à une 

chromatograph ie  d ' a d s o r p t i o n  sur charbon C e l i t e ,  co lonne  5x40 cm. Le 

m a t é r i e l  a d s o r b é  e s t  élué p a r  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  d ' a l c o o l  1 , s  à 30 %. 

La f i g u r e  6 page 3 9  résume l e  f r a c t i o n n e m e n t  du m a t é r i e l  

o l i g o s a c c h a r i d i q u e .  



Méconiums d é p r o t é i n i s é s  

Colonne de  charbon C e l i t e  (5x40 cm) 

Après r i n ç a g e  de  l a  co lonne  p a r  l ' e a u ,  l e  m a t é r i e l  adsorbé  

e s t  é l u é  p a r  20 1 d ' é t h a n o l  50 %. La s o l u t i o n  é t h a n o l i q u e  

e s t  évaporée  à s i c c i t é  ; . l e  r é s i d u  s e c ,  d i s s o u s  dans  1 , 5  1 

d ' e a u ,  e s t  soumis au o r o t o c o l e  s u i v a n t  : 

1 Ac. d e  Pyr .  
Dowex 50x2, 200-400 rnesh, H +  A Glycopep t ides  

1 à IOOOmM 

$ - Ac. d e  Pyr.  
Dowex 1x2,  200-400 mesh, CH3CO0 S i a l y l o l i g o s a c c h a r i d e s  

l 1 à 1000 mM 

F r a c t i o n  n e u t r e  

Colonne de  charbon C e l i t e  (5x40 cm1 

Après r i n ç a g e  d e  l a  co lonne  p a r  l ' e a u ,  l e  m a t é r i e l  adsorbé  

e s t  é l u é  p a r  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  d ' a l c o o l  1 , 5  % à 30 % 

O l i g o s a c c h a r i d e s  n e u t r e s  

F i g u r e  6 : Schéma du f r a c t i o n n e m e n t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  

du mgconium. 



l Notre  i n t é r ê t  s ' e s t  p o r t é  s u r  l e s  f r a c t i o n s  a c i d e  e t  n e u t r e .  

1 Nous avons  i s o l é  p a r  ch romatograph ie  ou é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  s u r  

p a p i e r  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  majeurs .  

1 - ChornaXagmphie 

a3 Systèmes s o l v a n t s  

Deux sys tèmes  s o l v a n t s  s o n t  u t i l i s é s  pour l a  ch romatograph ie  : 

- s o l v a n t  1  : FISHER e t  NEBEL (19551 11251 

a c é t a t e  d 1 é t h y l e / p y r i d i n é / a c i d e  a c é t i q u d e a u  

- s o l v a n t  2 : PARTRIDGE [1948) ('1261 

l La d u r é e  d e s  chromatograph ies  v a r i e  de  18 h e u r e s  à 2 mois.  

b l  R é v é l a t i o n  

Les chromatogrammes s o n t  r é v é l é s  a v e c  l e  r é a c t i f  à l ' o x a l a t e  

d ' a n i l i n e  d e  PARTRIDGE (19501 (1271 : a n i l i n e ,  é t h a n o l ,  s o l u t i o n  aqueuse  

d ' a c i d e  o x a l i q u e  à 2 , 5  % 12:100:1501, c h a u f f a g e  120°C pendant  15 à 2 0  

minu tes .  

2 - Eteckltophanène 

Nous avons u t i l i s é  l a  t e c h n i q u e  d ' é l e c t r o p h o r è s e  en t o i t .  

a l  Tampons 

I - tampon pH 5 ,4  : GRIMMONPREZ e t  MONTREUIL (19681 (1281 

p y r i d i n e ,  eau [15:19351, a c i d e  a c é t i q u e  

q .s .p .  pH 5 , 4  

- tampon pH 9,2  : FOSTER e t  STACEY (19531 [A291 

s o l u t i o n  à lp.lOO de t é t r a b o r a t e  d e  Na 

b l  R é v é l a t i o n  

Les élect rophorégrammes pH 5 , 4  s o n t  r é v é l é s  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e .  

Les é lec t rophorégrammes pH 9,2 s o n t  r é v é l é s  à l ' o x a l a t e  d ' a n i -  

l i n e ,  a p r è s  deux p u l v é r i s a t i o n s  s u c c e s s i v e s  d e  méthano l /  a c i d e  a d t i q u e  

[3 :1 ) ,  s u i v i e s  d ' u n  c h a u f f a g e  à 100°C pendant  5  minu tes .  



2 7 2  - ETUDES STRUCTURALES 

L ' h y d r o l y s e  t o t a l e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  (300 ug1 e s t  e f f e c t u é e  

a v e c  l ' a c i d e  t r i f  l u o r o a c é t i q u e  4 N ,  4 h ,  100°C. 

Le r é s i d u  s e c  e s t  a n a l y s é  en chromatographie  p a p i e r  d a n s  l e  

s o l v a n t  1. 

Le s u c r e  r é d u c t e u r  t e r m i n a l  e s t  i d e n t i f i é  p a r  ch romatograph ie  

s o u s  forme d ' h e x i t o l ,  a p r è s  r é d u c t i o n  au borohydrure  de po tass ium e t  hydro- 

l y s e  p a r  '1 ' a c i d e  t r i f  l u o r o a c é t i q u e  4 N ,  4 h ,  100°C. 

L e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  s o n t  d é t e r m i n é s  s u i v a n t  l a  méthode de  

ZANETTA e t  a l  ( 1  972) (1 30  1. 

Après méthanolyse  p a r  l e  mélange CH O H / H C l  0 , 5  N, 24 h  à 80°C, 
3 

les p r o d u i t s  s o n t  t r i f l u o r o a c é t y l é s  p a r  l e  mélange anhydr ide  a c é t i q u e / d i -  

chloro-méthane (200 p1/200 p l 1  

Les  r a p p o r t s  m o l a i r e s  s o n t  d é t e r m i n é s  p a r  ch romatograph ie  en 

p h a s e  gazeuse ,  Var ian  Aerograph 1440, g a z  v e c t e u r  N phase  s t a t i o n n a i r e  
2 ' 

OV21o 
à 5 % s u r  Varapor t  30,  T0 i n j e c t e u r  e t  d é t e c t e u r  220°C, T0 du f o u r  

programmée de  'lOO°C à 220°C à r a i s o n  d e  Z°C/minute. 

La m é t h y l a t i o n  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  p r é a l a b l e m e n t  r é d u i t s  au 

borohydrure  d e  po tass ium (ou a u  b o r o d e u t é r u r e  de  potass ium s ' i l s  n ' o n t  pas 

d 'osamine  r é d u c t r i c e )  e s t  f a i t e  s u i v a n t  l e  procédé d'HAKOMORI (1964)  t l31 1 .  

Chaque composé méthy lé  e s t  r e p r i s  p a r  du ch lo ro forme  e t  p u r i -  

f i é  sur co lonne  de  s i l i c e  [3x0,5  cm) ,  l a  s i l i c e  é t a n t  mise  p r é a l a b l e m e n t  à 

g o n f l e r  dans  l e  chloroforme.  L ' é l u t i o n  e s t  f a i t e  p a r  5  m l  du mélange 

CHC13/CH30H (95 :s )  pour  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  n e u t r e s ,  p a r  du méthanol  pur  

pour  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  a c i d e s .  

Chaque é t h e r  O-méthylique e s t  i d e n t i f i é  p a r  ch romatograph ie  

en phase  g a z e u s e ,  Var ian  200, gaz  v e c t e u r  N 2 ,  phase  s t a t i o n n a i r e  Carbowax 

6000 a 3 % sur Chromosorb W (AWI DMCS, T 0  i n j e c t e u r  e t  d é t e c t e u r  200°C, 

T0 du f o u r  programmée d e  130°C à 200°C à r a i s o n  d e  Z°C/minute. 



Les d i  e t  t r i s a c c h a r i d e s  n e u t r e s  r é d u i t s  au deu té r ium e t  

mé thy lés  s o n t  i d e n t i f i é s  d i r e c t e m e n t  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  masse. 

La n a t u r e  de  l a  s u b s t i t u t i o n  d e  l ' o samine  r é d u c t r i c e  t e r m i -  

n a l e  e s t  dé te rminée  p a r  a n a l y s e  d e s  chromogènes ob tenus  a p r è s  a c t i o n  du 

c a r b o n a t e  de  sodium 1 , 2 5  M pendant  15  minu tes  à 100°C (LEVY e t  MAC ALLAN.  

1959 (13211. La r é a c t i o n  au para-dimét~ylaminobenzaldéhyde/HC1 e s t  p o s i -  

t i v e  pour  l e s  s u b s t i t u t i o n s  1 -3  e t  1-6, n é g a t i v e  pour l e s  s u b s t i t u t i o n s  

1-4. 

L ' é t u d e  de  l a  r é s o n a n c e  magnét ique n u c l é a i r e  du p ro ton  a é t é  

f a i t e  s u r  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  p r é a l a b l e m e n t  t r a i t é s  p a r  l ' e a u  l o u r d e  

[D O )  de maniè re  à o b t e n i r  u n  mélange d e s  hydrogènes mobi les  ( f o n c t i o n s  
2 

hydroxy les  1. ' 

C e t t e  é t u d e  a é t é  e f f e c t u é e  s u r  un a p p a r e i l  Bruker  H X  360,  

à 360 MHz o p é r a n t  en t r a n s f o r m é e s  de  FOURIER. 

Les g l i s s e m e n t s  chimiques  o n t  é t é  mesurés p a r  r a p p o r t  au s e l  

de  sodium du 2,2-diméthyl-2-silapentane-5-sulphonate, p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  

d 'un  témoin i n t e r n e  c o n s t i t u é  d ' a c é t o n e  : 622,225 ppm. 

La s p e c t r o m é t r i e  d e  masse d e s  o l i g o ç a c c h a r i d e s  méthy les  e t  

d e  l e u r s  p r o d u i t s  de  méthano lyse  a é t é  e f f e c t u é e  sur un a p p a r e i l  RIBER MAG,  

à champ q u a d r i p o l a i r e .  Les p r o d u i t s  a n a l y s é s  o n t  é t é  p réa lab lement  s é p a r é s  

p a r  ch romatograph ie  en phase  g a z e u s e  s u r  colonne OVq7, t e m p é r a t u r e  du f o u r  

programmée d e  1 4 0 ' ~  à 290°C à r a i s o n  d e  4OC/mn. 



R E S U L T A T S  

7 . FRACTIONNEMENT OU MATERIEL G L U C I D l 2 U E  

1 - FRACTION A C I D E  

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  chromatographique d e s  o l i g o s a c c h a -  

r i d e s  a c i d e s  s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  l a  f i g u r e  7 p a g e s 4 4  e t  4 5 .  

Not re  i n t é r ê t  s ' e s t  p o r t é  s u r  l e s  f r a c t i o n s  1 ,  2 ,  5 ,  1 0  e t  50 

mM à p a r t i r  d e s q u e l l e s  nous avons i s o l é  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  majeurs .  

II - FRACTION NEUTRE 

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  chromatographique d e s  o l i g o s a c c h a -  

r i d e s  n e u t r e s  s o n t  r a s s e m b l é s  dans  l a  f i g u r e  8 p a g e s 4 6  e t 4 7  . 
Notre  é t u d e  s t r u c t u r a l e  concerne  l e s  f r a c t i o n s  5 ,  7,s e t  1 0  %. 

III - FRACTION BASIQUE 

La f i g u r e  9 page 4 8  montre  l e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  b a s i q u e s .  L ' é t u d e  d e  c e s  f r a c t i o n s  

n ' a  p a s  é t é  p o u r s u i v i e ,  compte t enu  d e  l e u r  ex t rême  complex i t é .  

Les a n a l y s e s  chromatographiques  e t  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  d e s  

f r a c t i o n s  n e u t r e  , a c i d e  e t  b a s i q u e  démontrent  l a  g rande  h é t é r o g é n é i t é  du 

mélange d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  e t  d e  g l y c o p e p t i d e s  p r é s e n t s  d a n s  l e  méconium. 
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2 . E T U D E  STRUCTURALE DES OLIGOSACCHARIDES MAJEURS D E  L A  

F R A C T I O N  A C I D E  

1 - F R A C T I O N S  1 ET 2 mM 

7 - 1aoletnen;t des a L a l y l o l i g a a a c c h a ~ i d e ~  

L ' i s o l e m e n t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  e s t  s c h é m a t i s é  

d a n s  l a  f i g u r e  1 0  p a g e  5 0 .  

L e s  d e u x  f r a c t i o n s ,  s o u m i s e s  à u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  

d e  1 0  j o u r s  d a n s  l e  s o l v a n t  1 d o n n e n t  d e u x  c o m p o s é s  m a j e u r s .  

P o u r  l ' o b t e n t i o n  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  p u r s ,  u n e  

c h r o m a t o g r a p h i e  s u p p l é m e n t a i r e  d e  2 0  e t  3 0  j o u r s  d a n s  l e  s o l v a n t  

1  a  é t é  n é c e s s a i r e .  

2 - Etude s thuc tukaCe  

L ' e n s e m b l e  d e s  r é s u l t a t s  d e  l a  m é t h a n o l y s e  s o n t  

r a s s e m b l é s  d a n s  l e  t a b l e a u  X I V  p a g e  51. 

a )  O l i g o s a c c h a r i d e  l a  

La m é t h a n o l y s e  c o n d u i t  à l a  l i b é r a t i o n  d e  g a l a c t o s e ,  

m a n n o s e ,  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  e t  a c i d e  n e u r a m i n i q u e  d a n s  l e s  

r a p p o r t s  m o l a i r e s  1 , 4 3  : 3  : 3 , 0 4  : 1  ,A1 ( t a b l e a u  X I V  p a g e  53 1.  

L a  N - a c é t y l g l u c o s a r n i n e  e s t  e n  p o s i t i o n  t e r m i n a l e  

r é d u c t r i c e .  L a  r é a c t i o n  a u  p a r a d i r n é t h y l - a m i n o b e n z a l d é h y d e  r é a -  

l i s é e  a p r è s  t r a i t e m e n t  a l c a l i n  e s t  n é g a t i v e .  La s u b s t i t u t i o n  

d e  l ' o s a m i n e  r é d u c t r i c e  e s t  d o n c  e n  4 .  

L a  r n é t h y l a t i o n  c o n d u i t  a u  m é t h y l  3 , 4 , 6 - t r i - 0 - m é t h y l -  

r n a n n o s i d e ,  a u  m é t h y l  2,3,4-tri-0-méthylgalactoside, a u  m é t h y l  

2 , 4 - d i - 0 - m 6 t h y l m e n n o s i d e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l f l i r n n  2 : 1  : 1 .  

L a  N - m 6 t h y l  3 , 4 , 6 - t r i - 0 - m 6 t h y l g l u c o s a m i n ~ 1 ,  l a  N - r n u t h y l  3 , 6 - d i -  

O - m é t h y l g l u c o s a m i n e  e t  l a  N - m é t h y l  1 , 3 , 5 , 6 - t é t r a - O - r n é t h y l g l u c o -  



Lac 

F i g u r e  1 0  : Schéma du  f r a c t i o n n e m e n t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  p r é s e n t s  
d a n s  l a s  f r a c t i o n s  a c i d e s  1 e t  2 mM. 





s a m i n i t o l  s o n t  i d e n t i f i é e s  comme é t h e r s  m é t h y l i q u e s  b a s i q u e s .  

C e s  r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  l a  s t r u c t u r e  p a r t i e l l e  s u i v a n t e  : 

b l  O l i g o s a c c h a r i d e  2 a  

La m é t h a n o l y s e  c o n d u i t  à l a  l i b é r a t i o n  d e  g a l a c t o s e ,  

m a n n o s e ,  N - a c é t y l g l u c o s a r n i n e  e t  a c i d e  n e u r a r n i n i q u e  d a n s  l e s  

r a p p o r t s  m o l a i r e s  1 , 7 8  : 3 : 3 , 2 2  : ? , O 5  ( t a b l e a u  X I V  p a g e  

La N - a c é t y l g l u c o s a r n i n e  e n  p o s i t i o n  t e r m i n a l e  r é d u c -  

t r i c e  n e  d o n n e  p a s  d e  c h r o m o g è n e s  a p r è s  t r a i t e m e n t  a l c a l i n .  

La m é t h y l a t i o n  d o n n e  l e  m é t h y l  2 , 3 , 4 , 6 - t é t r a - 0 - m é t h y l -  

g a l a c t o s i d e ,  l e  r n é t h y l  3 , 4 , 6 - t r i - 0 - m é t h y l r n a n n o s i d e ,  l e  m é t h y l  

2 , 3 , 4 - t r i - 0 - m é t h y l  g a l a c t o s i d e  e t  l e  r n é t h y l  2 , 4 - d i - 0 - r n é t h y l -  

m a n n o s i d e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  1  : 2 : 1 : 1 .  La N - m é t h y l  

3 , 6 - d i - 0 - m é t h y l g l u c o s a m i n e  e t  l a  N - m é t h y l  1 , 3 , 5 , 6 - t é t r a - 0 -  

m é t h y l g l u c o s a m i n i t o l  s o n t  i d e n t i f i é e s  comme s e u l s  é t h e r s  m é t h y -  

l i q u e s  b a s i q u e s  [ f i g u r e  11 p a g e  5 3  1 .  

L ' é t u d e  e n  r é s o n a n c e  m a g n é t i q u e  n u c l é a i r e  ( X I  a  

p e r m i s  d e  p r é c i s e r  l e s  a n o m é r i e s  s u i v a n t e s  : a - m a n n o s e  I J  - - 
1 3 2  

1 , 5  Hz), B - m a n n o s e  ( J  c 11 ,  B-Ga1 = 8 H z ) ,  6 - N - a c é t y l -  
ID2  

g l u c o s a m i n e  
% , 2  

8 H z ) .  En o u t r e ,  l e  d é d o u b l e m e n t  d e s  

g l i s s e m e n t s  c h i m i q u e s  ô I H - M ~ ~  ( 4 )  = 5 , 1 1 9  e t  5 , 1 3 6  e t  
1  ô H-Man ( 4 ' 1  = 4 , 9 2 6  e t  4 , 9 4 7  d é m o n t r e  q u e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  

1 2 a  e s t  e n  f a i t  l e  m é l a n g e  d e  d e u x  i s o m è r e s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  

s t r u c t u r e s  s u i v a n t e s  : 

6 5 4 
a - 2  6 6 - 1  4  B-1 2  I I  : A c N e u - * ~ G a l d G l c N A ~ - ~ - M a n  a - 1 , 3  

'Man'-' J ~ G I ~ N A ~  
6 - 1  2  IA 3 2 

Ga1  '-' L ~ l c ~ ~ c d M a n  a - 1 , 6  

6 5 4 
III : 

' E ~ G I C N A C  
2 

6 '  5 ' 4 ' 

[ X I  L e s  k p e c t r e s  R . M . N .  o n t  6 t h  s n r e g i s t r 6 s  e t  i n t o r p r a t h s  p a r  
l e  D L .  D O R L A N D  ( U n i v e r s i t é  d 'UTRECHT) ,  



F i g u r e  11 : D i a g r a m m e  e n  p h a s e  g a z e u s e  d e s  m é t h y l -  o s i d e s  d e s  
o l i g o ç ~ c c h a r i d e s  i s o l é s  d e s  f r a c t i o n s  1 et 2 mN. 
A : o l i g o s a c c h a r i d e  l a  ; 1 : 3,4,6-tri-0-méthyl- 
m a n n o s i d e ,  2 : 2 , 3 , 4 - t r i - 0 - m é t h y l ~ a l a c t o s i d o ,  3 : rjl;*: 
2,4-di-0-méthylmannoside, 4 : 3,4,6-tri-0-méthyl- i I L i P  

g ~ u c o s a m i n e . ,  O 
B : o l i g o s a c c h a r i d e  2 a  ; 1 : 2 , 3 , 4 , 6 - t 6 t r a - 0 - m é t t 1 y l -  
g a l a c t o s i d e ,  2 : 3 , 4 , 6 - t r i - 0 - m é t h y l m a n n o s i d e ,  3  : 
2,3,4-tri-0-méthylgalactoside, 4 : 2,4-di-0-méthyl- 

ruannoside. 



17 - F R A C T I O N  5 mM 

1 - 1dotemeflt  des o t igosacchanides  rnajeutrh 

L ' i s o l e m e n t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  e s t  s c h é m a t i s é  

d a n s  l a  f i g u r e  72 p a g e  5 5 .  

La f r a c t i o n ,  s o u m i s e  à u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  d e  8 

j o u r s  d a n s  l e  s o l v a n t  1 ,  f o u r n i t  d i r e c t e m e n t  t r o i s  o l i g o s a c c h a -  

r i d e s  m a j e u r s  1 ,  2 e t  3 .  

1 2 - Etude skkuctukaLe 

1 a )  O l i g o s a c c h a r i d e  1  

La m é t h a n o l y s e  ( t a b l e a u  X I V  p a g e  51 1 c o n d u i t  a u  

m é l a n g e  d e  g a l a c t o s e ,  m a n n o s e ,  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  e t  a c i d e  

n e u r a m i n i q u e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  1 , 2 5  : 3,O : 2 , 0 7  : 1 , 0 6 .  

La N - a c é t y l g l u c o s a m i n e ,  e n  p o s i t i o n  r é d u c t r i c e  t e r -  

m i n a l e ,  e s t  s u b s t i t u é e  e n  4 .  

La m é t h y l a t i o n  d o n n e  l e  m é t h y l  2 , 3 , 4 , 6 - t é t r a - 0 -  

m é t h y l m a n n o s i d e ,  l e  m é t h y l  3 , 4 , 6 - t r i - 0 - m é t h y l m a n n o s i d e ,  l e  

m é t h y l  2,3,4-tri-0-méthylgalactoside e t  l e  m é t h y l  2 , 4 - d i - 0 -  

m é t h y l m a n n o s i d e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  1  : 1 : 1  : 1 .  La 

N - m é t h y l  3,6-di-0-méthylglucosamine e t  l a  N-mé thy l  1 , 3 , 5 , 6 -  

t é t r a - 0 - m é t h y l g l u c o s a m i n i t o l  s o n t  l e s  s e u l s  é t h e r s  m é t h y l i q u e s  

i d e n t i f i é s  ( f i g u r e  13  p a g e  5 1 .  

Ces  r é s u l t a t s  p a r t i e l s  s u g g è r e n t  l a  s t r u c t u r e  

1 s u i v a n t e  : 

2  6 1 4  1 2  3 
I V  :Ac~eu- i~a l -GlcNAc-Man + 

1 4  

4 
Man-GlcNAc 

Man 1 ,  
3  

b )  O l i g o s a c c h a r i d e  2 

r 
La m é t h a n o l y s e  c o n d u i t  à l a  l i b é r a t i o n  d e  m a n n o s e ,  

1 N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  e t  a c i d e  n e u r a m i n i q u e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  

m o l a i r e s  1 , 4 4  : 3,O : 2,75 : 1 [ t a b l e a u  X I V  p a g e  5 1 1 ,  

La N - a c 6 t y l g l u c o s a m i n e  e n  p o s i t i o n  r é d u c t r i c e  t e r -  

m i n a l e  n e  d o n n e  p a s  d e  c h r o m o g è n e s  a p r è s  t r a i t e m e n t  a l c a l i n .  

E l l e  e s t  d o n c  s u b s t i t u é e  e n  4 .  



Lac 

F i g u r e  1 2  : S c h é m a  d u  f r a c t i o n n e m e n t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  
p r 6 s e n t s  d a n s  l a  f r a c t i o n  a c i d e  5 mM. --._ 

,"'r 



La r n é t h y l a t i o n  ( f i g u r e  1 3  p a g e  5 7  1 d o n n e  l e  r n é t h y l  

3 , 4 , 6 - t r i - 0 - r n é t h y l m a n n o s i d e ,  l e  r n é t h y l  2 , 3 , 4 - t r i - O - r n é t h y l -  

g a l a c t o s i d e ,  l e  2 , 4 - d i - 0 - r n é t h y l m a n n o s i d e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  

m o l a i r e s  2 : 1  : 1 .  La N - r n é t h y l  3 , 4 , 6 - t r i - 0 - r n é t h y l g l u c o s a r n i n e ,  

l a  N - r n é t h y l  3 , 6 - d i - 0 - r n é t h y l g l u c o s a r n i n e  e t  l a  N - r n é t h y l  1 , 3 , 5 , 6 -  

t é t r a - 0 - m é t h y l g l u c o s a m i n i t o l  s o n t  i d e n t i f i é e s  comme é t h e r s  

m é t h y l i q u e s  b a s i q u e s .  

C e s  r é s u l t a t s  p a r t i e l s  s u g g è r e n t  l a  s t r u c t u r e  

s u i v a n t e  : 

AcNeu 1 4  1 2  
J ~ ~ G ~ ~ ~ G G C N A C ~ M ~ ~  3 

*Man J L G ~ C N A C  

1 2  A-- GlcNAc-Man 1 ,  
3 

c l  O l i g o s a c c h a r i d e  3 

La m é t h a n o l y s e  c o n d u i t  à l a  l i b é r a t i o n  d e  g a l a c t o s e ,  

m a n n o s e ,  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  e t  a c i d e  n e u r a r n i n i q u e  d a n s  l e s  

r a p p o r t s  m o l a i r e s  1 , 8 9  : 3 : 3 , 2 6  : 0 , 9 7  ( t a b l e a u  X I V  p a g e  5 1 1 .  

L ' o s a m i n e  t e r m i n a l e  r é d u c t r i c e  e s t  s u b s t i t u é e  e n  4 .  

L a  r n é t h y l a t i o n  ( f i g u r e  1 4  p a g e  5 8  1 d o n n e  l e  r n b t h y l  

2,3,4,6-tétra-0-méthylgalactoside, l e  r n é t h y l  3 , 4 , 6 - t r i - 0 - r n é t h y l  

m a n n o s i d e ,  l e  m é t h y l  2 , 3 , 4 - t r i - 0 - r n é t h y l g a l a c t o s i d e  e t  l e  r n é t h y l  

2 , 4 - d i - 0 - m é t h y 1 m a n n o s i . d e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  1  : 2 : 1 : 1 .  

La N - m é t h y l  3 , 6 - d i - 0 - m é t h y l g l u c o s a r n i n e  e t  l a  N - m é t h y l  1 , 3 , 5 , 6 -  

t é t r a - 0 - m é t h y l g l u c o ç a m i n i t o l  s o n t  i d e n t i f i é e s  comme é t h e r s  m é t h y -  

l i q u e s  b a s i q u e s .  

L ' é t u d e  e n  R . M . N .  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  3  f o u r n i t  

l e s  mêmes v a l e u r s  q u e  p o u r  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  2 a .  L ' o l i g o s a c c h a -  

r i d e  3 e s t  e n  f a i t  l e  m é l a n g e  d e  d e u x  i s o m è r e s  a y a n t  l e s  s t r u c - -  

t u r e s  s u i v a n t a s  : 

a - 2  6  B- '1  4 6 - 1  2 
AcNeu 'Gal'GlcNAc'Man a - 1 , 3  

1 Man6-' J ~ G ~ C N A C  

6 - 1  2 /  al'-' e ~ l c ~ ~ c - ~ a n  a - 1 , 6  

$ - 1  4 6 - 1  2 
Gal'GlcNAc 'Man a - 1 , 3  

a - 2 6  6 - 4 4  
'Man6-' ~ G ~ C N A C  

6 - 1  2 / 
AcNeu'Gal'GlcNAc-Man a - 1 , 6  



F i g u r e  13 : D i a g r a m m e  e n  p h a s e  g a z e u s e  d e s  m é t h y l -  o s i d e s  d e s  
o l i g o s a c c h a r i d e s  i s o l é s  d e  la f r a c t i o n  5 mM. tq 4 i i  -; 

A : o l i g o s a c c h a r i d e  1. 1  : 2 J 3 J 4 J 6 - t É t r a - 0 - r n é t h y l -  \CL-;) .-A 

m a n n o s i d e ,  2  : 3,4,6-tri-0-méthylmannoside, 3 : 
2,3,4-tri-0-méthylgalactoside, 4 : 2,4-di-0-méthyl- 
m a n n o s i d e .  
B : o l i g o s a c c h a r i d e  2, 1  : 3,4,6-tri-0-méthylmanno- 
s i d e ,  2 : 2 , 3 , 4 - t r i - 0 - m é t h y l g a l a ~ t o s i d e ~  3 :2,4-di- 
O - m é t h y l m a n n o s i d e ,  4 : 3 , 4 , 6 - t r i - 0 - m é t h y l g l u c o s a m i n e ~  



F i g u r e  14 : D i a g r a m m e  en phase g a z e u s e  d e s  méthyl- o s i d e s  
d e  l'oligosaccharide 3 i s o l é  d e  la f r a c t i o n  
5 mM. 
1 : 2 , 3 , 4 , 6 - t é t r a - 0 - m é t h y l g a l a ~ t o s i d e ~  2 : 
3,4,6-tri-0-méthylmannoside, 3 : 2,3,4-tri-0- 
m$thylgalactoside, 4 : 2 , 4 - d i - 0 - m 6 t h y l r n a n n o s i d o .  



I I 1  - FRACTION 7 0  mM 

1 - Ibolemenk des ~ i a l y L o L i g o s a c c k a ~ i d e a  

L ' i s o l e m e n t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  e s t  s c h é m a t i s é  

d a n s  l a  f i g u r e  1 5  p a g e  60. 

La f r a c t i o n  e s t  d ' a b o r d  s o u m i s e  à u n e  c h r o m a t o g r a -  

p h i e  d e  2 8  h e u r e s  d a n s  l e  s o l v a n t  1 .  L e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  i s o -  

l é s  s o n t  a l o r s  s o u m i s  s o i t  à u n e  é l e c t r o p h o r è s e  d e  pH 5 , 4 ,  s o i t  

à une  c h r o m a t o g r a p h i e  d e  8 j o u r s  d a n s  l e  s o l v a n t  2 .  

2 - EXude s t k u c t u t ~ a l e  

Nous a v o n s  e f f e c t u é  u n i q u e m e n t  l a  m é t h a n o l y s e .  Les  

r é s u l t a t s  o n t  m o n t r é  q u e  s e u l s  d e u x  o l i g o s a c c h a r i d e s  2 a  e t  3 b  

s o n t  p u r s  ( t a b l e a u  X I V  p a g e  5 1 1 .  

Nous n ' a v o n s  p a s  e n c o r e  é t u d i é  l a  s t r u c t u r e  d e  c e s  

d e u x  o l i g o s a c c h a r i d e s .  

1V - FRACTION 50 mM 

Le f r a c t i o n n e m e n t  e s t  s c h é m a t i s é  d a n s  l a  f i g u r e  1 6  

p a g e  6 1 .  

La f r a c t i o n  s o u m i s e  à u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  d e  2 0  

h e u r e s  d a n s  l e  s o l v a n t  1 f o u r n i t  d e u x  c o m p o s é s  1 e t  2 .  Le p r e -  

m i e r  e s t  a l o r s  s o u m i s  à u n e  é l e c t r o p h o r è s e  d e  pH 5 , 4  ; l e  s e c o n d  

à u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  p e n d a n t  6 0  j o u r s  d a n s  l e  s o l v a n t  1 .  N O U S  

a v o n s  a i n s i  i s o l é  q u a t r e  o l i g o s a c c h a r i d e s .  

a )  Composé 1 

A p r è s  a n a l y s e  c h r o m a t o g r a p h i q u e  e t  é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  

l e  composé  s ' e s t  r é v é l é  ê t r e  l e  m é l a n g e  d e  d e u x  p r o d u i t s  : 

l ' a c i d e  n e u r a m i n i q u e  e t  l ' a c i d e  g l u c u r o n i q u e .  

6 )  O l i g o s a c c h a r i d a  26  

La r n é t h a n o l y s e  [ t a b l e a u  x I V  p a g e  51 1 c o n d u i t  à l a  

l i b é r a t i o n  d e  g a l a c t o s e ,  d e  m a n n o s e ,  d a  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  e t  

- -- - - -- -- -- -- 



F i g u r e  1 5  : Schéma d u  f r a c t i o n n e m e n t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  
p r é s e n t s  d a n s  l a  f r a c t i o n  10 mM.  



Lac 

F i g u r e  16: Schéma d u  f r a c t i o n n e m e n t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  
p r é s e n t s  d a n s  l a  f r a c t i o n  50 m M ,  



d ' a c i d e  n e u r a m i n i q u e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  2 , 0 0  : 3,OO : 

3 , 0 9  : 2 , O I .  

L ' o s a r n i n e  t e r m i n a l e  r é d u c t r i c e  d o n n e  u n e  r é a c t i o n  

n é g a t i v e  a u  p a r a d i r n é t h y l - a r n i n o b e n z a l d é h y d e .  L a  s u b s t i t u t i o n  d e  

l ' o s a m i n e  e s t  d o n c  e n  4 .  

L a  m é t h y l a t i o n  c o n d u i t  a u  r n é t h y l  3 , 4 , 6 - t r i - 0 - m é t h y l -  

r n a n n o s i d e ,  a u  2 , 3 , 4 - t r i - 0 - r n é t h y l g a l a c t o s i d e  e t  au  m é t h y l  2 , 4 -  

d i - 0 - m é t h y l m a n n o s i d e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  2 : 2  : 1 .  L e s  

o s a r n i n e s  r n é t h y l é e s  s o n t  l a  N - m é t h y l  3 , 6 - d i - 0 - r n é t h y l g l u c o s a m i n e  

e t  l a  N - m é t h y l  1,3,5,6-tétra-0-méthylglucosaminitol ( f i g u r e  1 7  p 63: 

C e s  r é s u l t a t s  p a r t i e l s  s u g g è r e n t  l a  s t r u c t u r e  s u i -  

v a n t e  : 

2 6 V : AcNeu-Ga1 
1 2  

1 ' 4 - ~ l c ~ ~ c ~ ~ a n  1 , 3  
1 1 4  Man - - A G l c N A c  

2  6  AcNeu'Gal 

cl O l i g o s a c c h a r i d e  2d 

La m é t h a n o l y s e  ( t a b l e a u  XIV p a g e  5 1  1 c o n d u i t  a u  

m é l a n g e  d e  g a l a c t o s e ,  r n a n n o s e ,  N - a c é t y l g l u c o s a r n i n e  e t  a c i d e  

n e u r a m i n i q u e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  2 , 5 6  : 3 : 3,517 : 1 , 5 6 .  

L ' o s a m i n e  t e r m i n a l e  r é d u c t r i c e  n e  d o n n e  p a s  d e  

c h r o r n o g è n e s  a p r è s  t r a i t e m e n t  a l c a l i n .  La  s u b s t i t u t i o n  d e  l ' o s a m i -  

n e  e s t  d o n c  e n  4 .  

Nous  n ' a v o n s  p a s  e n c o r e  e f f e c t u é  l a  m é t h y l a t i o n  d e  

c e t  o l i g o s a c c h a r i d e .  



F i g u r e  1 7  : D i a g r a m m e  e n  p h a s e  g a z e u s e  d e s  m é t h y l - o s i d e s  
d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  26 i s o l é  d e  l a  f r a c t i o n  
a c i d e  5 0  m M .  
1 : 3,4,6-tri-0-méthylmannosids, 2 : 2 , 3 . 4 -  , LiL:L 
m a n n o s i d e .  

-- -- -- -. -----PT 

t r i - 0 - r n t 5 t h y l g a l s c t o ç i d ~ ,  3 : 2 , 4 - d i - 0 - m é t h y l - G  

-. 



6 4  

3 . E T U P E  S T R U C T U R A L E  D E S  O L I G O S A C C f f A R l V E S  I S O L E S  U E  

L A  F R A C T I O N  N E U T R E  

1 - F R A C T I O N S  5 E T  7 , s  % 

1 - I s o l e m e n t  des al igasacchahLdea majeuhs 

La f i g u r e  1 8  p a g e  65 r é s u m e  l e  mode  d e  p u r i f i c a t i o n  

d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  n e u t r e s .  Nous  a v o n s  pu i s o l e r  e t  é t u d i e r  

6 c o m p o s é s  m a j e u r s .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  2 e s t  p u r i f i é  d i r e c t e m e n t  d a n s  l e  

s o l v a n t  1 ; l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  1, 3 e t  5 h o m o g è n e s  d a n s  l e  

s o l v a n t  1 a p p a r a i s s e n t  h é t é r o g è n e s  e n  é l e c t r o p h o r è s e  pH 9 , 2  ; 

l ' o l i g o s a c c h a r i d e  4 h o m o g è n e  d a n s  l e  s o l v a n t  1 d o n n e  d e u x  

c o m p o s é s  a  e t  b  d a n s  l e  s o l v a n t  2 .  

L e s  r é s u l t a t s  d e  l a  m é t h a n o l y s e  s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  

l e  t a b l e a u  X V  p a g e  66 .  

a l  O l i g o s a c c h a r i d e  2 

L a  m é t h a n o l y s e  ( t a b l e a u  X V  1 c o n d u i t  a u  m é l a n g e  d e  

g a l a c t o s e  e t  d e  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  

1 : 1 , O l .  

L a  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  o c c u p e  l a  p o s i t i o n  t e r m i n a l e  

r é d u c t r i c e  e t  d o n n e  d e s  c h r o m o g è n e s  a p r è s  t r a i t e m e n t  a l c a l i n .  

L a  s u b s t i t u t i o n  e s t  d o n c  e n  3 ou e n  6 .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  r 6 d u i t  a u  b o r o h y d r u r e  d e  p o t a s s i u m  

p u i s  m 6 t h y l é  a  é t é  a n a l y s é  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e .  L e  

s p e c t r e  o b t e n u  e s t  r e p r é s e n t é  d a n s  l a  f i g u r e  1 9  p a g e  6 7 .  

L e s  f r a g m e n t s  2 1 9 ,  1 8 7 ,  1 5 5  [ s é r i e  A l  s o n t  c a r a c t é -  

r i s t i q u e s  d u  p e r m é t h y l  g a l a c t o s e .  L e s  f r a g m e n t s  m / e  1 8 7  e t  1 5 5  

s o n t  o b t e n u s  p a r  p e r t e  d ' u n e  m o l é c u l e  d e  m é t h a n o l .  



F i g u r e  1 8  : Sch6ma du f r a c t i o n n e m e n t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  
p r é s e n t s  d a n s  l e s  f r a c t i o n s  n e u t r e s  5 e t  7 , 5  %. 





F i g u r e  1 9  : S p e c t r e  d e  m a s s e  d e  l'oligosaccharide 2 isolé d e s  
f r a c t i o n s  n e u t r e s  5 et 7,s %. 



Le f r a g m e n t  m / e  2 7 6  c o r r e s p o n d  au  N - a c é t y l h e x o s a m i n i -  

t o l .  L e s  f r a g m e n t s  c a r a c t é r i s t i q u e s  q u i  p e r m e t t e n t  d e  p r é c i s e r  

l a  l i a i s o n  h e x o s e  a h a x o s a m î n i t o l  s o n t  l e s  f r a g m e n t s  m/e  1 3 3 .  

4 2 2  [ M  - 8 9 )  e t  s u r t o u t . 3 7 8 .  La s t a b i l i s a t i o n  d e  l ' i o n  m / e  3 7 8  

e s t  s p é c i f i q u e  d ' u n  o l i g o s a c c h a r i d e  p o s s é d a n t  u n  N - a c é t y l - h e x o -  

s a m i n i t o l  e n  p o s i t i o n  r é d u c t r i c e  t e r m i n a l e  ; c e  f r a g m e n t  n ' a p p a -  

r a f t  j a m a i s  d a n s  l e  c a s  o ù  u n  h e x o s e  e s t  r é d u c t e u r .  

La c o n s t a n t e  d e  c o u p l a g e  J du g a l a c t o s e  t e r m i n a l  
1 8 2  

n o n  r é d u c t e u r  e s t  d e  7 , 8  Hz, c e t t e  v a l e u r  e s t  s i g n i f i c a t i v e  d e  

l J a n o m é r i e  B .  

E n  s e  f o n d a n t  s u r  c e s  r é s u l t a t s ,  l a  s t r u c t u r e  d e  

1 ' o l i g o s a c c h a r i d e  2  e s t  l a  s u i v a n t e  : 8 - G a l -  ( 1 + 3 1  -GlcNAc (VI). 

b )  O l i g o s a c c h a r i d e  3 a  

La m é t h a n o l y s e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  3 a  c o n d u i t  a u  

m é l a n g e  d e  g a l a c t o s e ,  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  

m o l a i r e s  1 . 0  : 1 . 0 9  ( t a b l e a u  xv  p a g e 6 6 .  1 .  

Le g a l a c t o s e  e s t  r é d u c t e u r  t e r m i n a l .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  r é d u i t  a u  b o r o d e u t é r u r e  d e  s o d i u m  

e t  m é t h y l é  a  é t é  é t u d i é  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  ( f i g u r e  20  

p a g e  7 0 1 .  

L e s  f r a g m e n t s  m/e  2 6 0 .  2 2 8  ( o b t e n u  p a r  p e r t e  d e  m é t h a -  

n o l ) ,  1 4 2  e t  la4 ( s é r i e  A e t  F I  s o n t  d e s  f r a g m e n t s  c a r a c t é r i s -  

t i q u e s  d e  l a  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  t e r d i n a l e  n o n  r é d u c t r i c e .  

L e  f r a g m e n t  m / e  2 3 6  c o r r e s p o n d  au  g a l a c t i t o l  r é d u i t .  

L e  c a r b o n e  2  d u  g a l a c t o s e  e s t  m é t h y l é  c a r  l e  s p e c t r e  c o m p o r t e  

l e  f r a g m e n t  9 0 .  L e s  f r a g m e n t s  m / e  8 9  e t  4 5  m o n t r e n t  q u e  l e s  

c a r b o n e s  5 e t  6  s o n t  é g a l e m e n t  m é t h y l é s .  L e s  s u b s t i t u t i o n s  

p o s s i b l e s  du g a l a c t o s e  s o n t  d o n c  e n  3  ou e n  4 .  

Le s p e c t r e  d e  m a s s e  d u  g a l a c t o s e  s u b s t i t u é  e n  3  o u  4 

d o i t  c o m p o r t e r  l e s  f r a g m e n t s  m/e  1 3 3  ou 1 3 4 .  

CHD-OMe 
I F H o - O M e  

R O - C - H  - - + -  ---- 
MeO-C-H r33 

M e O - C - H  1 3 4  
- - - l e - ,  - - - -  

R O - C - H  - - -  k W  - - - - - -  
8 9 

H-C-OJe - - - - - - -1- 
CH20Me 4 5 



Le f r a g m e n t  p r é s e n t  e s t  1 3 3 ,  l e  g a l a c t o s e  e s t  d o n c  

s u b s t i t u é  en 3 .  

L ' i o n  baJ  [m/e  2961 p r o v i e n t  d  ' u n e  f r a g m e n t a t i o n  
1  

c l a s s i q u e  : 

+ 
Le f r a g m e n t  hexosamine-O-CH-CHOMe-CHDOMe (m/e  3 7 9 1  e s t  

i c i  a b s e n t  a l o r s  q u e  s a  s t a b i l i s a t i o n  e s t  p o s s i b l e  l o r s q u ' u n  

g r o u p e m e n t  a c é t a m i d o  o c c u p e  l a '  p o s i t i o n  C du s u c r e  r é d u c t e u r .  
2 

La c o n s t a n t e  d e  c o u p l a g e  J d e  l a  N - a c é t y l g l u c o s a -  
ID2 

mine  e s t  d e  = 8 Hz,  v a l e u r  s i g n i f i c a t i v e  d ' u n e  a n o m é r i e  B .  

E n  c o n c l u s i o n ,  l a  s t r u c t u r e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  3 a  

e s t  l a  s u i v a n t e  : 6-GlcNAc-(1+31-Ga1 ( V I I I .  

c l  O l i g o s a c c h a r i d e  3 b  

La m é t h a n o l y s e  [ t a b l e a u  X V  p a g e  6 6 1  c o n d u i t  a u  

m é l a n g e  d e  g a l a c t o s e  e t  d e  N - a c é t y l g a l a c t o s a m i n e  d a n s  l e s  

r a p p o r t s  m o l a i r e s  1 : 1 .  

L ' o s a m i n e  r é d u c t r i c e  t e r m i n a l e  d o n n e  d e s  c h r o m o g è n e s  

a p r è s  t r a i t e m e n t  a l c a l i n .  La s u b s t i t u t i o n  e s t  d o n c  en  3 ou 6 .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  3 b  r é d u i t  au  b o r o h y d r u r e  d e  s o d i u m  

a  é t é  é t u d i é  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  ( f i g u r e 2 1  p a g e  7 0  1 .  

Le s p e c t r e  o b t e n u  e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  2 .  

La c o n s t a n t e  d e  c o u p l a g e  J du g a l a c t o s e  t e r m i n a l  
1 , 2  

non r é d u c t e u r  e s t  d e  = 8 Hz ,  c e t t e  v a l e u r  e s t  s i g n i f i c a t i v e  

d e  l ' a n o r n é r i e  B .  

' E n  s e  f o n d a n t  s u r  c e s  r é s u l t a t s ,  l a  s t r u c t u r e  d e  

l ' o l i g o s a c c h a r i d e  3b  e s t  l a  s u , i v a n t e  : $ - G a l -  t l+-31 -GalNAc C V I I I )  . 



Figure 20  : Spectre de masse d e  l'oligosaccharide 3 a. 

OMe 

Figure 2 1  : Spectre de masse  d e  l'oligasaccharide 3 b. 



d l  O l i g o s a c c h a r i d e  4 b  

L a  m é t h a n o l y s e  c o n d u i t  a u  m é l a n g e  d e  g a l a c t o s e ,  N - a c é -  

t y l g l u c o s a m i n e  e t  f u c o s e  d a n s  l e s  p r o p o r t i o n s  1  : 0 , 9 7  : 0 , 6 8  

[ t a b l e a u  XV p a g e  6 6 1 .  

L ' o s a m i n e  'est e n  p o s i t i o n  t e r m i n a l e  r é d u c t r i c e .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  r é d u i t  a u  b o r o d e u t é r u r e  d e  s o d i u m  

a  é t é  é t u d i é  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  [ f i g u r e  2 2  p a g e  7 2 1 .  

L e s  f r a g m e n t s  m/e 1 8 9 ,  1 5 7  e t  1 2 5  s o n t  c a r a c t é r i s t i -  

q u e s  d u  p e r m é t h y l - f u c o s e  t e r m i n a l  J l e s  f r a g m e n t s  m/e  2 1 9 ,  1 8 7  

e t  1 5 5  c o r r e s p o n d e n t  a u  p e r m é t h y l - g a l a c t o s e .  

L e s  f r a g m e n t s  m/e  1 3 1 ,  8 9  s o n t  d e s  f r a g m e n t s  c l a s s i q u e s  

d e  l a  f r a g m e n t a t i o n  d e s  o s a m i n e s  [ c a r b o n e s  1  e t  2 ) .  La p r é s e n c e  

d e s  i o n s  m/e  4 5 ,  8 9  e t  5 9  p r o u v e  q u e  l e s  c a r b o n e s  5  e t  6 s o n t  

m é t h y l é s .  L e s  s e u l e s  s u b s t i t u t i o n s  p o s s i b l e s  d e  l ' o s a m i n e  s o n t  

d o n c  e n  3  e t  4 .  

L e s  p o s i t i o n s  d u  f u c o s e  e t  d u  g a l a c t o s e  o n t  é t é  d é t e r -  

m i n é e s  à l ' a i d e  du f r a g m e n t  m/e  3 4 9 .  L ' a z o t e  a t t r a c t e u r  d ' é l e c -  

t r o n s  f a v o r i s e  l a  c o u p u r e  d e  l a  l i a i s o n  C C Nous o b t e n o n s  3  4 '  
1 ' i o n  s u i v a n t  : CHD-O-Me 

A v e c  R = f u c o s e  [M = 1 8 9 1 ,  l a  m a s s e  d u  f r a g m e n t  s e r a  3 4 9  ; a v e c  

R = g a l a c t o s e  I N  = 2 1 9 1 ,  l a  m a s s e  s e r a  3 7 9 .  S u r  l e  s p e c t r e  

n ' a p p a r a î t  q u e  l e  f r a g m e n t  m/e  3 4 9 .  L e  f u c o s e  e s t  d o n c  l i é  e n  

3 s u r  l a  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e ,  l e  g a l a c t o s e  e n  4 .  

L e  f r a g m e n t  m/e  2 9 1  v i e n t  d e  l ' i o n  4 8 1  d ' a p r è s  l e  

l m é c a n i s m e  s u i v a n t  [STRECKER, c o m m u n i c a t i o n  p e r s o n n e l l e ] :  

m/e  4 8 1  m / e  2 9 1  

C e t  i o n  e s t  c a r a c t e r i s t i q u e  d ' u n  h e x i t o l  s u b s t i t u é  

s u r  d e u x  c a r b o n e s  v o i s i n s .  



F i g u r e  2 2  : S p e c t r e s  d e  m a s s e  d e  l ' o l i g o a a c c h a r i d e  4 b  i s o l 6  d e s  
f r a c t i o n s  5 e t  7 , 5  %. 
A : 4 b  f u c o s y l é  J B : 4 b  d é f u c o s y l é .  RUS 

ULLE O 



P o u r  v é r i f i e r  l a  s t r u c t u r e ,  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  4 b  a  é t é  

d é f u c o s y l é ,  r é d u i t ,  m é t h y l é  e t  é t u d i é  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  

( f i g u r e  2 2  p a g e  7 2 1 .  

N o u s  r e t r o u v o n s  l e s  f r a g m e n t s  m/e  2 7 6 ,  1 3 0  e t  8 8  c a r a c -  

t é r i s t i q u e s  d e  l ' o s a m i n e ,  2 1 9 ,  1 8 7  e t  1 5 5  c a r a c t é r i s t i q u e s  d u  

g a l a c t o s e .  La p r é s e n c e  d e s  i o n s  m / e  3 8 1  I M  - 1 3 0 1 ,  3 4 9 ,  1 7 4  e t  

l ' a b s e n c e  d e  l ' i o n  m/e  1 3 3  c o n f i r m e n t  l a  s u b s t i t u t i o n  e n  4 d e  

l a  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  p a r  l e  g a l a c t o s e .  

L e s  c o n s t a n t e s d e  c o u p l a g e  J 
1 , 2  

du g a l a c t o s e  ( s g  H z )  e t  

d u  f u c o s e  ( =  3 , 7 0  Hz1 s o n t  c a r a c t G r i s t i q u e s ,  r o s p e c t i v e n l o n t ,  1 . i ~ ~  

a n o m é r i e s  6 e t  a .  
En c o n c l u s i o n ,  l a  s t r u c t u r e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  4 b  

e s t  l a  s u i v a n t e  : 6 - G a l -  ( 1 + 4 l  
\ 

I X  : a - F u c -  ( 1 + 3 1  / G  l c N A c  

e l  O l i g o s a c c h a r i d e  5 a  

La m é t h a n o l y s e  c o n d u i t  a u  m é l a n g e  d e  g à l a c t o s e , f u c o s e  

e t  g l u c o s e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  0 , 9 8  : 1,251 : 1 [ t a b l e a u  

X V  p a g e  6 8 ) .  

Le g l u c o s e  e s t  t e r m i n a l  r é d u c t e u r .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  5 a  r é d u i t  a u  b o r o d e u t é r u r e  d e  s o d i u m  

e t  m é t h y l é  a  é t é  m é t h a n o l y s é ,  p u i s  a c é t y l é  a v e c  l e  m é l a n g e  

a n h y d r i d e  a c é t i q u e / p y r i d i n e  11 : I l  1 5  m i n u t e s  à 1  O O ° C .  A p r è s  

é v a p o r a t i o n ,  l e  r é s i d u  s e c  r e p r i s  p a r  l e  m é t h a n o l  a  é t é  a n a l y s é  

e n  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  ( f i g u r e  2 3  p a g e  7 4  1 e t  

e n  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  ( f i g u r e  2 4  p a g e s  7 5  e t  7 6 1 .  

L e  p i c  1 c o r r e s p o n d  au  p e r m é t h y l - f u c o s e .  La p r é s e n c e  

d e s  f r a g m e n t s  m/e  1 8 9  ( M  - 3 3 )  e t  1 5 7  ( é l i m i n a t i o n  d e  m é t h a n o l 1  

p r o u v e  q u e  l e  c o m p o s é  a n a l y s é  e s t  l e  p e r m é t h y l - f u c o s e .  L e s  

f r a g m e n t s  m/e 1 2 9 ,  1 0 1 ,  7 5  e t  7 2  s o n t  d e s  i o n s  s e c o n d a i r e s  c l a s -  

s i q u e s  d e s  s é r i e s  C ,  K e t  F .  

L e s  f r a g m e n t s  m / e  2 1 9 ,  1 8 7  e t  1 5 5  d u  p i c  2 ( s é r i e  A l  

s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  d u  p e r m é t h y l - g a l a c t o s e  t e r m i n a l .  

Le  p i c  3  c o r r e s p o n d  a u  g l u c i t o l  m é t h y l é  e t  a c é t y l é .  

L a  p r é s e n c e  d e s  i o n s  m/e  4 5 ,  8 9  e t  5 9  p r o u v e  q u e  l e s  c a r b o n e s  

5 e t  6 d u  g l u c o s e  s o n t  m é t h y l é s .  De même, les f r a g m e n t s  m / e  

4 6 ,  9 0  e t  6 0  s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  c a r b o n e s  1 e t  2 m é t h y l é s .  



F i g u r e  23 : D i a g r a m m e  en p h a s e  g a z e u s e  d e s  d é r i v é s  m é t h y l é s  
o b t e n u s  a p r è s  m é t h a n o l y s e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  
5a. 
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Figure 24 : S p o c L r ~ s  de masse d e s  dGriv6s n16tI1ylds oblunus a p r 3 s  
mgthanolyse de l'oligosaccharide Sa, 
P i c  1 : perm6thyl-fucosa, pic 2 : perm6thyl-galacto- 
se terminal. 
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F i g u r e  2 4  ( s u i t e 1  : S p e c t r e  d e  m a s s e  d e s  d e r i v é s  r n g t h y l é s  o b t e n u s  
a p r è s  m 6 t h a n o l y s e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  5 a .  
P i c  3 : 3,4-0-ac6tyl-1,2,5,6-tétra-0-m~thyl~ 
g l u c i t o l .  



L e s  c a r b o n e s  3  e t  4  s o n t  d o n c  l e s  s e u l s  a c é t y l é s .  L e s  f r a g m e n t s  

m/e  2 7 7 ,  2 1 7 ,  1 8 5 ,  1 7 5 ,  1 4 3  ( d o u b l é s  d e s  i o n s  m/e 2 7 8 ,  2 1 8 ,  1 8 6 ,  

1 7 6 ,  1 4 4  à c a u s e  d e  l a  r é d u c t i o n  a u  b o r o d e u t é r u r e l  s o n t  d e s  i o n s  

c l a s s i q u e s  d e  l a  f r a g m e n t a t i o n  s e c o n d a i r e  d e s  p o l y o l s  a c é t a t e s  

p a r t i e l l e m e n t  m é t h y l é s .  

A p r è s  d é f u c o s y l a t i o n  p a r  l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  0,OSN 1 0 0 ' ~  

3 0  m i n u t e s ,  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  5 a  d o n n e  d u  l a c t o s e  i d e n t i f i é  p a r  

c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p a p i e r .  

E n  s e  f o n d a n t  s u r  c e s  r é s u l t a t s ,  n o u s  p o u v o n s  p r o p o s e r  

l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  p o u r  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  5 a  : 

X : G l c  
/ 

a - F u c - 1 1 + 3 )  

f  1 O l i g o s a c c h a r i d e  5 b  

La m é t h a n o l y s e  c o n d u i t  a u  m é l a n g e  d e  g a l a c t o s e ,  N - a c é -  

t y l g l u c o s a m i n e  e t  f u c o s e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  1 : 0 , 9 7  : 

3 , 1 9  ( t a b l e a u  X V  p a g e  6 6 1 .  

L ' o s a m i n e  e s t  t e r m i n a l e  r é d u c t r i c e .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  r é d u i t  a u  b o r o d e u t é r u r e  e t  m é t h y l é  

a  é t é  a n a l y s é  d i r e c t e m e n t  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  ( f i g u r e  25 

P a g e  7 8 1 .  

L e  s p e c t r e  o b t e n u  e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  d e  l ' o l i g o s a c -  

c h a r i d e  4 b .  S e u l  l e  f r a g m e n t  m/e  e s t  r e m p l a c é  p a r  l ' i o n  3 7 9 .  En 

n o u s  f o n d a n t  s u r  l e s  e x p l i c a t i o n s  c o n c e r n a n t  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  

4 6 ,  n o u s  p o u v o n s  c o n c l u r e  q u e  l e  g a l a c t o s e  e s t  s i t u é  e n  3 s u r  

l a  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e ,  l e  f u c o s e  e n  4 .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  d é f u c o s y l é ,  r é d u i t  e t  m é t h y l é  a  é t é  

é t u d i é  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e .  Le s p e c t r e  o b t e n u  ( f i g u r e  2 5  

p a g e  7 8  l  c o n f i r m e  l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : 

B - G a l - [ 1 + 3 )  

XI ; 
\ 

GlcNAc 

a - F u c - ( 1 + 4 1  
/ 
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mle  379 

F i g u r e  2 5  : S p e c t r e s  d e  m a s s ~  d o  l ' o l i g o a o c c t r o r l d o  5i1 1 ~ 1 ~ 1 6  I J L - I C I  
f r a c t i o n s  5 e t  7 , 5  % ,  
A : 5b f u c o s y l é  J B : 5 b  d é f u c o s y l é .  6 Il 5 

LIU2 O 



I l  - F R A C T I O N  7 0  % 

7 - IaatemenR dea a l i g a ~ a c c h a h i d e a  majeuka 

La f i g u r e  2 6  p a g e  8 0  r é s u m e  l e  f r a c t i o n n e m e n t  d e s  

o l i g o s a c c h a r i d e s  n e u t r e s .  Nous a v o n s  pu a i n s i  i s o l e r  e t  é t u d i e r  

6 c o m p o s é s  m a j e u r s .  

Chaque  o l i g o s a c c h a r i d e  d e s  f r a c t i o n s  1 0  % n o l  e t  2 

homogène d a n s  l e  s o l v a n t  1 a  d o n n é  d e u x  composés  a e t  B d a n s  l e  

s o l v a n t  2 .  

L e s  r é s u l t a t s  d e  l a  m é t h a n o l y s e  s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  

l e  t a b l e a u  X V I  p a g e  8 1 .  

a l  O l i g o s a c c h a r i d e  l a  a 

La m é t h a n o l y s e  ( t a b l e a u  X V I  p a g e  8 1  1 c o n d u i t  au  m é l a n -  

g e  d e  g a l a c t o s e  e t  d e  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  d a n s  l e s  p r o p o r t i o n s  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  r é d u i t  au  b o r o d e u t é r u r e  e t  m é t h y l é  

a  é t é  m é t h a n o l y s é  p u i s  a c é t y l é .  L e s  d i f f é r e n t s  c o m p o s é s  o b t e n u s  i 
o n t  é t é  s é p a r é s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  s u r  '"1 7 
e t  i d e n t i f i é s  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  [ f i g u r e s  2 7 ,  2 8 ,  29 

p a g e s  8'2, 8 3 ,  8 4 1 .  

Le s p e c t r e  du composé  1  e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  d e  

l ' o l i g o s a c c h a r i d e  5 a  d'es f r a c t i o n s  5 e t  7 , 5  % .  I l  c o r r e s p o n d  au 

p e r m é t h y l - g a l a c t o s e  t e r m i n a l .  

Le p i c  2 c o r r e s p o n d  au 3  m o n o - a c é t y l - 1  , 2 , 4 , 5 ,  6 - p e n t a -  

O - m é t h y l g a l a c t i t o l .  L ' e x i s t e n c e  d e s  f r a g m e n t s  m/e 4 6  e t  9 0  

d ' u n e  p a r t ,  45  e t  8 9  d ' a u t r e  p a r t  p r o u v e  q u e  l e s  c a r b o n e s  1  e t  2 ,  

5  e t  6  du g a l a c t o s e  s o n t  m é t h y l é s .  Le  g a l a c t o s e  ne  p e u t  ê t r e  

s u b s t i t u é  q u ' e n  3  ou  4 .  I l  e s t  O - a c é t y l é  en  3 comme l e  p r o u v e  

l a  p r é s e n c e  du f r a g m e n t  m/e 1 3 3  : CHO-OMe 
I 

H-C-OMe 
I LIi20Mn 

L e s  p i c s  3 e t  5 c o r r e s p o n d e n t  a l a  N - a c 6 t y l g l u c o ç a -  

m i n e  s u b s t i t u é e  en 4 ,  L ' a n a l y s e  s p e c t r a l e  e s t  f a i t e  d a n s  l e s  



F i g u r e  26 : Schéma d u  f r a c t i o n n e m e n t  d e s  o l i g o a a ç c t i a r - i d o e  p i . 6 a o i i t ~ i  
d a n s  l a  f r a c t i o n  n e u t r e  1 0  %. 





F i g u r e  27 : A n a l y s e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  en p h a s e  g a z e u s e  
s u r  O V  d e s  é t h e r s  m é t h y l i q u e s  o b t e n u s  après 
m é t h a n d l y s e  d e  1 'oligosaccharide 1 aa. 
1 : perméthyl-galactose, 2 : 3-mono-acétyl- 
1,2,4,5,6-penta-0-méthylgalactitol, 3 : 4 -  
m o n o - a c é t y l - 1 , 3 , 6 - t r i - 0 - m é t h y l g l u c o ç a m i n e  
partiellement a c é t y l é e  et méthylde, 4 : X, 
5 : 4-mono-ac~tyl-1,3,6-tri-0-rnéthylg1ucosami- 
ne. 



pic 2 

OMe 

F i g u r e  28 : S p e c t r e s  d e  masse des dérivés méthylés obtenus 
a p r è s  méthanolyse d e  l'oligosaccharide 1 0  % laa. 
P i c  1 : perméthyl-galactose terminal, pic 2 : 

tol. 



87 pic 3 

Fig u r e  29 : S p e c t r e s  d e  m a s s e  d e s  d é r i v é s  méthylés obtenus 
a p r è s  m é t h a n o l y s e  d e  l'oligosaccharide 10 % l a a .  
P i c  3 : 4-mono-acétyl-1,3,6-tri-0-méthylglucosa- 
m i n e  partiellement acétylée, pic 5 : 4-mono- 
acétyl-1 ,3,6-tri-0-méthylglucoçamine. 
- - - - 



f i g u r e s  3 0  e t  31 p a g e s  8 6  e t  8 7 .  

E n  c o n c l u s i o n ,  l a  s t r u c t u r e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  

l a a  e s t  l a  s u i v a n t e  : G a l - ( 1 + 4 ) - G l c N A c - l 1 + 3 ~ - G a l  [ X I I ] .  

b l  O l i g o s a c c h a r i d e  1  ba  

La m é t h a n o l y s e  [ t a b l e a u  X V I  p a g e  81 1 c o n d u i t  au 

m é l a n g e  d e  g a l a c t o s e  e t  d e  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  

m o l a i r e s  2  : 1 .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  r é d u i t  au b o r o d e u t é r u r e  e t  m é t h y l é  

a  é t é  m é t h a n o l y s é  p u i s  a c é t y l é .  L e s  c o m p o s é s  o b t e n u s  s é p a r é s  

p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  s u r  Carbowax 6000 [ f i g u r e  

3 2  p a g e  8 8  1 o n t é t é  é t u d i é s  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  ( f i g u r e  

3 3  p a g e s  8 9  e t  901 .  

L e s  s p e c t r e s  d e s  p i c s  1  e t  2  s o n t  i d e n t i q u e s  a u x  

s p e c t r e s  d e s  p i c s  1  e t  2  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  ' l a a .  Le p i c  2  

c o r r e s p o n d  au  3 - 0 - a c é t y l - 1 , 2 , 4 , 5 , 6 - p e n t a - O - m é t h y l g a l a c t i t o l ,  

l e  p i c  1  au  p e r m é t h y l - g a l a c t o s e .  

L e s  p i c s  3  e t  4 c o r r e s p o n d e n t  à l a  N - a c é t y l g l u c o s a -  

m i n e  s u b s t i t u é e  e n  3 .  L ' a n a l y s e  s p e c t r a l e  e s t  f a i t e  d a n s  l es  

f i g u r e s  3 0  e t  31 p a g e s  86  e t  8 7 .  

E n  s e  f o n d a n t  s u r  c e s  r é s u l t a t s ,  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  

I b a  a  l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : G a l - ~ 1 + 3 ) - G l c N A c - [ l + 3 l - G a l  [ X I I I )  . 
c l  O l i g o s a c c h a r i d e  1  bB 

La m é t h a n o l y s e  c o n d u i t  au  m é l a n g e  d e  f u c o s e ,  g a l a c -  

t o s e  e t  g l u c o s e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  2 : 1 , 2 6  : 0 , 8 7  

[ t a b l e a u  X V I  p a g e  8 1 ) .  

Le g l u c o s e  e s t  r é d u c t e u r  t e r m i n a l .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  r é d u i t  au b o r o d e u t é r u r e  e t  m é t h y l é  

a  é t é  m é t h a n o l y s é  e t  a c é t y l é .  I l  a  é t é  e n s u i t e  é t u d i é  p a r  s p e c -  

t r o m é t r i e  d e  m a s s e  [ f i g u r e s  3 4  e t  35 p a g e s  9 1 ,  9 2 ,  931. 

Le s p e c t r e  du p i c  1  e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  du p i c  1  

d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  5 a .  11 c o r r e s p o n d  a u  p e r m é t h y l - f u c o s e  

t e r m i n a l .  

Le p i c  2 p o s s è d e  l e  t e m p s  d e  r é t e n t i o n  du 2 - 0 - a c é t y l -  

3 ,  4 , 6 - t r i - 0 - m é t h y l g a l a c t o ç e .  L e s  f r a g m e n t s  m/e 2 7 8 ,  2 4 9 ,  217  

e t  2 0 7  d e  l a  s 6 r i e  A s o n t  c a r a c t 6 r i s t i q u e s  d ' u n  r i i u n o a c 6 t y l - t r i -  

O - m d t h y l h e x o s e .  La p r é s e n c e  du  f r a g m e n t  m/e 1 0 2  [ s é r i e  K I  n o u s  
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F i g u r e  3 0  : Analyse d e s  s p e c t r e s  d e  masse d e  la N-acétylgluco- 
s a m i n e  partiellement acétylée. 
A  : p i c  3 d e  l'oligosaccharide 10 % 1 a a méthylé 
et acétylé, El : p i c  3 d e  l'oligosaccharide 10 % 

'J b a m é t h y l 6  et ac6tyl6. 
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F i g u r e  31 : A n a l y s e  d e s  s p e c t r e s  d e  m a s s e  d e  l a  N - u c 6 t y l g l u c o -  
s a m i n e .  
A : p i c  5 d e  l ' 0 1 i g o s a c c h a r i . d e  1 0  % 1 a a m G t h y l 6  
e t  a c é t y l é ,  8': p i c  4 d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  1 0  % 

1 b a m é t h y l g  e t  a c 4 t y l 6 .  



F i g u r e  3 2  : A n a l y s e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  en p h a s e  g a z e u s e  
s u r  C a r b o w a x  6 0 0 0  d e s  é t h e r s  m é t h y l i q u e s  o b -  
t e n u s  a p r è s  m é t h a n o l y s e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  
1 0  % 1 ba. 
1 : p e r m é t h y l - g a l a c t o s e ,  2  : 3 - m o n o - a c é t y l -  
1 , 2 , 4 , 5 , 6 - p e n t a - 0 - m é t h y l g a l a c t i t o l ,  3  : 3 -  
m o n o - a c é t y l - 1 ,  4 , 6 - t r i - 0 - m 6 t h y 1 g 1 u c o s a m i n e  
p a r t i e l l e m e n t  a c é t y 3 6 e  et m e t h y l é e ,  4 : 3- 
m o n o - a c é t y l - 1 ,  4 , 6 - t r i - O - m é t h y l g l u c o s a m i n e ,  
X : c o m p o s 6  non i d e n t i f i 6 .  



[Y>- 
F i g u r e  3 3  : S p e c t r e s  d e  m a s s e  d e s  d e r i v é s  r n 6 t h y l é s  o b t e n u s  c:L-J a p r è s  r n é t h a n o l y s e  d e  l ' o l l g o s a c c h a r i d e  1 0  % I b q .  

P i c  1 : p e r m é t h y l - g a l a c t o s e  t e r m i n a l ,  p i c  2 : 
3-mono-acétyl-1,2,4,5,6-penta-bméthylgalacti- 
t o l  



F i g u r e  33 [suit e l  : S p e c t r e s  d e  m a s s e  d e s  d é r i v é s  m é t h y l é s  
o b t e n u s  a p r è s  m é t h a n o l y s e  d e  l'oligosac- ;?[:c 

[IL& 
c h a r i d e  10 % A b m .  
P i c  3 : 3-mono-acétyl-1,4,6-tri-O-m6thyl- 
g l u c o s a m i n e  p a r t i e l l e m e n t  a c é t y l é e ,  p i c  

O 
4 : 3-mono-acétyl-1,4,6-tri-0-méthylglu- 
c o s a m i n e .  

- - 
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F i g u r e  3 4  : A n a l y s e  s u r  O V  d e s  é t h e r s  m é t h y l i q u e s  o b t e n u s  
1 7  

a p r è s  m é t h a n o l y s e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  1 0  % I b f 3  
p e r m é t h y l é .  D é t e c t i o n  d u  c o u r a n t  i o n i q u e  t o t a l  
p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  ; i . c . i .  : i n t e n s i t é  
d u  c o u r a n t  i o n i q u e .  



pic 2 

+ 

m/e 102 mle 75 

F i g u r e  35 : S p e c t r e s  d e  m a s s e  d e s  d é r i v e s  r n 6 t h y l 6 s  o b t e n u s  a p r è s  
m é t h a n o l y s e  d e  l ' o l i ~ o s a c c h a r i d o  10  P I b B .  
P i c  i : p e r m é t h y l - f u c o s e  t e r m i n a l ,  p i c  2 : 2-mono- 
acétyl-3,4,6-tri-0-méthylgalactoçe. 



F i g u r e  3 5  ( s u i t e )  : S p e c t r e  d e  m a s s e  d e s  d é r i v é s  m é t h y l é s  o b t e n u s  
a p r è s  m é t h a n o l y s e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  1 0  % I b B .  
P i c  3  : 3,4-di-0-acétyl-1,2,5,6-tétra-O-méthyl- 
g l u c i t o l .  



p e r m e t  d e  c o n c l u r e  q u e  l e s  c a r b o n e s  4  e t  6  s o n t  m é t h y l é s .  Le  

f r a g m e n t  m/e  1 4 9  c o n d u i t  à l ' i o n  m / e  7 5  ( s é r i e  O e t  J I  s u i v a n t  

l e  m é c a n i s m e  : 6CH,-OMe n u _  

C e t t e  f r a g m e n t a t i o n  e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  d e  l a  s u b s t i t u t i o n  d u  

C 3  p a r  u n  m é t h y l .  P a r  d é d u c t i o n ,  n o u s  p o u v o n s  d i r e  q u e  l e  g r o u -  

p e m e n t  a c é t y l  e s t  s i t u é  s u r  l e  C L a  p r é s a n c e  d e  l ' i o n  m / e  1 1 6  
2  ' 

[ s é r i e  H l  c o n f i r m e  l a  p o s i t i o n  d e  l ' a c é t y l  e n  2  : 

O-Me 
+ 1 

i 0 o 3  C H  m / e  1 1 6  
I 

2 ' C H  
L 
O-Ac 

L e  s p e c t r e  d u  p i c  3 e s t  i d e n t i q u e  au  s p e c t r e  d u  

c o m p o s é  3 d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  5 a .  I l  c o r r e s p o n d  a u  3 , 4 - d i - 0 -  

a c é t y l - 1 , 2 , 5 , 6 - t é t r a - O - m é t h y l g L u c i t o 1 .  

A p r è s  d é f u c o s y l a t i o n  e t  a n a l y s e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  

s u r  p a p i e r ,  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  d o n n e  du l a c t o s e .  

E n  c o n c l u s i o n ,  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  l b @  a  l a  s t r u c t u r e  

s u i v a n t e  : a - F ~ c - [ 1 + 2 ) - $ - G a l - ( l + 4 1  
\ 

X I V  : 
G l c  

/ 
a - F u c -  [ 1 + 3 1  

d l  O l i g o s a c c h a r i d e  2 a  

La m é t h a n o l y s e  c o n d u i t  a u  m é l a n g e  d e  g a l a c t o s e ,  

N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  2  : 1 , 1 4  ( t a b l e a u  

X V I  p a g e  8 1 1 .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  r é d u i t  au b o r o d e u t é r u r e  e t  m é t h y l é  

a  é t é  m é t h a n o l y s é  e t  a c é t y l é .  L e s  c o m p o s é s  o b t e n u s  o n t  é t é  

s é p a r é s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  s u r  O V 1 ,  e t  i d e n -  

t i f i é s  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  ( f i g u r e  36  p a g e  9 5 ) .  

L e s  s p e c t r e s  s e  s o n t  a v é r é s  i d e n t i q u e s  a u x  s p e c t r e s  

d u  c o m p o s é  l a a .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  2 a  a  l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : 



F i g u r e  36 : A n a l y s e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  en p h a s e  g a z e u s e  
s u r  O V  d e s  é t h e r s  m é t h y l i q u e s  o b t e n u s  après 
rnéthanilyse d e  l ~ o l i g o s a c c h a r i d e  10 % Za. . 
1 : perméthyl-galactose, 2 : 3-mono-acétyl- 
1,2,4,5,6-penta-0-méthylgalactitol , 3 : 4 -  &,$ 
mono-acétyl-1,3,6-tri-O-méthylglucosamine par- L\L" 
t i e l l e m e n t  a c 6 t y l é e  et méthylge, .4 : X, 5 : 
4-mono-acétyl-1,3,6-tri-O-mgthylglucosamine. 

O 



e l  O l i g o s a c c h a r i d e  2 b a  

La m é t h a n o l y s e  c o n d u i t  a u  m é l a n g e  d e  g a l a c t o s e  e t  

N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  2  : 1 , 0 3  [ t a b l e a u  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e  r é d u i t  au  b o r o d e u t é r u r e ,  m é t h y l é  

p u i s  m é t h a n o l y s é  e t  a c é t y l é  a  é t é  é t u d i é  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  

m a s s e .  

L e s  s p e c t r e s  d e s  d i f f é r e n t s  c o m p o s é s  o b t e n u s  s o n t  

i d e n t i q u e s  à c e u x  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  I b a .  

En c o n c l u s i o n ,  l a  s t r u c t u r e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  

2 b a  e s t  l a  s u i v a n t e  : G a l - ~ 1 + 3 l - G l c N A c - ( l + 3 1 - G a l  

f l  O l i g o s a c c h a r i d e  2bB 

La m é t h a n o l y s e  ( t a b l e a u  X V I  p a g e  81 1 c o n d u i t  a u  

m é l a n g e  d e  f u c o s e ,  g a l a c t o s e  e t  g l u c o s e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i -  

r e s  2 , 2  : 0 , 8 3 :  1. 

L e  g l u c o s e  e s t  t e r m i n a l  r é d u c t e u r .  

L ' o l i g o s a c c h a r i d e ,  a p r è s  m é t h y l a t i o n  e t  a c é t y l a t i o n ,  

a é t é  é t u d i é  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e .  

L e s  s p e c t r e s  o b t e n u s  s o n t  i d e n t i q u e s  à c e u x  d e  

l ' o l i g o s a c c h a r i d e  I b B .  

En c o n c l u s i o n ,  l a  s t r u c t u r e  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  2bB 

e s t  l a  s u i v a n t e  : a - F u c - i l + 2 l - B - G a l - ( l + 4 1  
\ 

G l c  



P T S C U S S T O N  E T C O N C L U S I O N  

La f i g u r e  37 p a g e s  9 8  e t  99 r a s s e m b l e  l e s  s t r u c -  

t u r e s  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  é t u d i é s .  B i e n  q u e  n o t r e  é t u d e  a i t  

p o r t é  s u r  u n  n o m b r e  r e s t r e i n t  d ' o l i g o s a c c h a r i d e s ,  n o u s  p o u v o n s  

c e p e n d a n t  o b s e r v e r  q u e  c e s  d e r n i e r s  p e u v e n t  a i s é m e n t  s e  c l a s s e r  

e n  d e u x  g r o u p e s  b i e n  d i s t i n c t s  : 

- o l i g o s a c c h a r i d e s  n e u t r e s ,  d é r i v a n t  d u  c a t a b o l i s m e  d e s  

s u b s t a n c e s  d e  g r o u p e s  s a n g u i n s ,  

- s i a l y l - o l i g o s a c c h a r i d e s  r i c h e s  e n  m a n n o s e ,  d é r i v a n t  d u  

c a t a b o l i s m e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  d e  t y p e  N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e .  

L ' o r i g i n e  d e  t o u s  c e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  e s t  p r o b a b l e -  

m e n t  l i é e a u  c a t a b o l i s m e  d e s  g l y c o c o n j u g u é s  d u  t r a c t u s  d i g e s t i f  

d u  f o e t u s .  L e s  s i a l y l - o l i g o s a c c h a r i d e s  q u i  p o s s è d e n t  u n e  N - a c é -  

t y l g l u c o s a m i n e  e n  p o s i t i o n  r é d u c t r i c e  t e r m i n a l e  r é s u l t e n t  

v r a i s e m b l a b l e m e n t  d e  1 ' a c t i o n  d  ' u n e  e n d o - B - N - a c é t y l g l u c o s a m i n i -  

d a s e  a c t i v e  s u r  d e s  s i a l y l - g l y c o p e p t i d e s .  Ce t y p e  d ' e n z y m e ,  

t o u t e f o i s ,  n ' a  j a m a i s  é t é  c a r a c t é r i s é  à c e  j o u r ,  p u i s q u e  l e s  

s e u l e s  " e n d o n a s e s "  d e  m a m m i f è r e s  c o n n u e s  n e  s o n t  a c t i v e s  q u e  

s u r  d e s  g l y c o p e p t i d e s  d e  t y p e  o l i g o m a n n o s i d i q u e  ( N I S H I G A K I  e t  

a l  , 49741 (1331. 
L e s  s i a l y l - o l i g o s a c c h a r i d e s  i s o l 6 s  d u  m é c o n i u m  

s o n t  i d e n t i q u e s  à c e u x  i d e n t i f i é s  d a n s  l e s  t i s s u s  e t  l e s  u r i n e s  

d e  p a t i e n t s  a t t e i n t s  d e  s i a l i d o s e  ( d d f i c i e n c e  p r i m a i r e  e n  

a - n e u r a m i n i d a s e l  [ S T R E C K E R  et , 19771 (134). 

D ' a u t r e  p a r t ,  l e  m 6 c o n i u m  e s t  e x t r ê m e m e n t  r i c h e  e n  

e n z y m e s ,  comme n o u s  l ' a v o n s  s i g n a l 6  p a g e  2 2  . L a  g r a n d e  

r i c h e s s e  e n  s i a l y l - o l i g o s a c c h a r i d e s  l a i s s e  e s p 6 r e r  q u e  l e  m6co-  

n i u m  r e n f e r m e  6 g a l e m e n t  l ' e n d o - 6 - N - a c 6 t y l g l u c o s a m i n i d a s e .  



I V  2  6 3 4  1 2  
AcNeu-Gal'GlcNAc'Man 

3 q 
1 4  

M a n L G l c N A c  

Man 

~ Figure 37 : S t r u c t u r e  d e s  o l i g o s c l c c h a r i d e s  i s o l é s  du  méconium, 



XII Gal-~1+4)-GlcNAc-[l+3l-Gal 

XII1 Gal-[1+3l-GlcNAc-[l+3l-Gal 

F i g u r e  37 . ( s u i t . e ]  : S t r u c t u r e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  i s o l 6 s  du  
méconium.  



L ' o r i g i n e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  d o n t  l a  s t r u c t u r e  

s ' a p p a r e n t e  à c e l l e  d e s  s u b s t a n c e s  d e  g r o u p e s  s a n g u i n s  d e m e u r e  

p a r  c o n t r e  i n c o n n u e .  STRECKER a b  aZ, e n  1 9 7 6  ( 3 3 5 1  o n t  m o n t r é  

q u e  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  d e  g r o u p e s  s a n g u i n s  e x c r é t é s  d a n s  

l ' u r i n e  e t  l e  l a i t  r é s u l t a i e n t  d e  r é a c t i o n s  d e  t r a n s f e r t  s u r  

l e  g l u c o s e  o u  l e  g a l a c t o s e  l i b r e .  Ce m é c a n i s m e  p o u r r a i t  ê t r e  

r e t e n u  p o u r  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  X e t  X I V ,  q u i  e x i s t e n t  é g a -  

l e m e n t  d a n s  l e  l a i t  d e  f e m m e .  L e s  a u t r e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  

n e u t r e s  d u  m é c o n i u m ,  e t  e n  p a r t i c u l i e r  c e u x  q u i  p o s s è d e n t  u n e  

N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  ou u n e  N - a c é t y l g a l a c t o s a m i n e  r é d u c t r i c e  

t e r m i n a l e  n e  r é s u l t e n t  p r o b a b l e m e n t  p a s  d ' u n  m é c a n i s m e  i d e n -  

t i q u e  p u i s q u e  c e s  N - a a é t y l h e x a s a m i n e s  n ' e x i s t e n t  p a s  à l ' é t a t  

l i b r e  d a n s  l e s  l i q u i d e s  b i o l o g i q u e s .  C e s  p r o d u i t s  d u  c a t a b o -  

l i s m e  d e s  s u b s t a n c e s  d e  g r o u p e s  s a n g u i n s  p o u r r a i e n t  p r o v e n i r  

d e  l ' a c t i o n  d e  n o u v e l l e s  " e n d o n a s e s "  s p é c i f i q u e s  d e s  g l y c o -  

p r o t é i n e s  d e  t y p e  " m u c i n e " .  

De t e l l e s  e n z y m e s  o n t  é t é  i s o l é e s  d e s  m i l i e u x  d e  

c u l t u r e  b a c t é r i e n .  A i n s i ,  u n e  e n d o - a - N - a c é t y l g a l a c t o s a m i n i d a s e  

a  é t é  i d e n t i f i é e  c h e z  D i p l o c o c c u s  p n e u m o n i a e  (ENDO e t  a l ,  1 9 7 6  

( 1 3 6 1  ; BHAVANANDAN e t  a l ,  1 9 7 6  ( 1 3 7 1 1 .  Une  e n d o - 6 - g a l a c t o s i -  

d a s e  a  é t é  i s o l é e  d e  D i p Z o c o c c u s  p n e u m o n i a e  (TAKASAKI e t  a l ,  

1 9 7 6  1 1 3 8 1 1  e t  d e  E s c h e r i c h i a  f r a u n d i i  CFUKUDA st a l ,  1 9 7 6  

( 1 3 9 1 ) .  T o u t e s  ces  e n z y m e s  n ' o n t  p a s  les mames a c t i v i t é s ,  l e u r  

s p é c i f i c i t é  d ' a c t i o n  e s t  i l l u s t r é e  d a n s  l a  f i g u r e  3 8  p a g e  1 0 1 .  

L e  m é c o n i u m  r e n f e r m e  p l u s i e u r s  c e n t a i n e s  d ' o l i g o -  

s a c c h a r i d e s  ( p a g e s  4 4  à 4 8 1  d o n t  n o u s  p o u r s u i v o n s  a c t u e l l e m e n t  

l e  f r a c t i o n n e m e n t .  C e  m i l i e u  b i o l o g i q u e  f a c i l e  à o b t e n i r  

c o n s t i t u e  d o n c  u n  m a t é r i e l  d e  c h o i x  p o u r  l ' o b t e n t i o n  d ' o l i g o -  

s a c c h a r i d e s  d e  r é f é r e n c e  d e s t i n é s  à d e s  é t u d e s  d ' o r d r e  b i o l o -  

g i q u e ,  c h i m i q u e  o u  p h y s i q u e .  



'a, 
a 
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