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INTRODUCTION



Depuis de nombreusés années les recherches entreprises au
'laboratoire ont porté, sur la structure des groupements glycanniques des
glycoprotéines d'origine sérique et lactée , sur la maternisation des laits
et plus particuliérement sur la défense de l'intestin du nourrisson.
I1 semble, en effet, que celle-ci soit assurée par l'association de trois
protéines présentes dans le lait de Femme: les immunoglobulines IgA,
la lactotransferrine et le lysozyme. Comme les glycannes présents dans les
IgA pourraient jouer un rdle important dans les intéractions avec les
técepteurs cellulaires ou avec la 1actot;angferrine, nous nous sommes
intéréssées & 1'analyse détaillée de la structure de ces glycannes.

Les travaux antéfieurement_effectués sur les IgA de sécrétion
(sIgA) par DESCAMPS (1974) ont porté sur la purification et la caractérisation
des sIgA. En outre, les résultats préliminaires obtenus par DESCAMPS (1974)
ont montré que les IgA du lait de Femme possé&dent 12 gréupements glycanniques
liés & la chalne polypeptidique par des liaisons de type asparaginyl-N-
acétyl glycosaminique et 7 groupements glycanniques alcali-labiles liés i 1la
chaine polypeptidique par des liaisons O-glycosidiques faisant intervenir
les résidué de N-acétylgalactosamine et les résidus de sérine et de |
thréonine.

Nous avons repris cette étude. En effet, la comparaison entre
les constituants glucidiques présents dans les sIgA du lait de Femme.-et.ceux
des IgA sériques my&lomateuses (BAENZIGER et kORNFELD, 1974) montre qu'il
existe de profondes différences. Notre travail a donc consisté 3 isoler les
glycopeptides des IgA du lait de Femme, dans le but de caractériser et d'en
analyser la structure chiﬁique, afin d'étudier par la suite, 1'intéraction

de ces glycannes dans les différents rdles biologiques des IgA de sécrétionm.



Nous présenterons én premier lieu, dans le chapitre des

} généralités, 1'état actuel de nos connaissances sur les propriétés

physico-chimiques des IgA et de ses constituants, ainsi que les différents

r6les des IgA de sécrétion. En second lieu nous présenterons nos travaux
personnels. Ils concernent la préparation rapide et quantitative des sIgA,
leur caracteristiques physico-chimiques et en particulier les structures
des glycannes 1iés N-glycosidiquement et O-glycosidiquement & la protéine.

Jusqu'3d présent, nos travaux ont fait 1'objet des communications
orale ' et par affiche suivantes: _

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

’ "Isolement et détermination de 1a_séructure des groupements glycanniques
des IgA du lait dé Femme".-Forum des Jeunes de la Société de Chimie
Biologique, Villeneuve D'Ascq, 27-29 Juin 1978.

2. "Heterogeneity of the glycans O-glycosidically linked to the hinge region

- of secretory IgA isolated from human milk". - Kiel (cinquiéme symposium
international des glycoconjugués)- Septembre 1979.

et des puBlications suivants:

1. A. CRETEL, M. PAMBLANCO, H. EGGE, G. STRECKER, J. MONTREUIL et G. SPiK,
1979, dans " Glycoconjugates — Proceedings of the Fifth International
Symposium ‘'. (R. Schauer, P. Boer, E. Buddecke, M.F. Kramer, J.F.G.
Vliegenthart and H. Wiegandt eds.) pp. 26-27, Georg Thieme, Stuttgart.

2. CRETEL A., PAMBLANCO M., STRECKER G., DECOTTIGNIES J.P., MONTREUIL J.
et SPIK G. 1979, Biochimie (mémoire soumis & publication).

3. STRECKER G., CRETEL A., FOURNET B., SPIK G. et MONTREUIL J.,1979,

Biochimie (sous presse).



GENERALITES



Trés riche en composants divers, le lait humain a &té &tudié
depuis de nombreuses années. Ainsi en 1901, MORO décrit pour la premiére
fois des réactions de précipitation entre une préparation de lait humain
et un sérum humain anti-lait total. Ces études se poufsuivent en 1903
par SCHLOSSMAN et MORO, en 1909 par THOMSEN, en 1910 par BAUER et en
1955 par DU PAN et al., pour analyser par des techniques immunologiques,
les relations qui existent entre les protéines du lait et les protéines
sériques. Il faut cepéndant attendre les &tudes immunologiques faites
par HANSON en 1960 pour qu'une douzaine de protéines communes au sérum
et au lait soiént identifiées chez 1'Homme. Parmi ces 12 protéines il

-faut citer en particulier les immunoglobulines et notamment les immuno-—

globulines IgA dont nous poursuivons 1'étude.

La présence des immunoglobulines dans les IgA du lait de
Femme a été démontrée par de nombreux auteurs : LUNSFORD et DEUTSCH (1957),
GUGLER et "al. (1958), SKVARIL et REJNEK (1958), FILIPE DA SILVA et
MONTEIRO (1959-1960), FERRI et TUTIYA (1959), HANSON (1959), KARTE (1959),
SCHWICK et al. (1959), MONTREUIL et al. (1960), Von MURALT et al. (1961),
TOMAST et al. (1963), LUBIN et al. (1964), AXELSSON et al. (1966),

CEDERBLAD et al. (1966).

Les immunoglobulines IgA ont &té isolées 3 partir du lait
humain par MONTREUIL et al. pour la premiére fois en 1960. Elles ont
té caractérisées par la suite dans divers liquides biologiques :
sérum, colostrum, salive, urine, fluide nasal, bronchial et duodénal

provenant de 1'Homme ou de différents mammiféres.



Des différencgs structurales ont &té mises en évidence entre
les IgA sériques et les IgA de sécrétion appelées S IgA. La masse
moléculaire ét la constante de sédimentation de ces derniéres sont
plus élevées, Eﬁ plus d'une piéce de sécrétion tSC) caractérisée pour
la premiéré fois par HAVEZ et al. (1966) elles poss&dent une pigdce de
jonction (J) {HALPERN et KOSHLAND (1970)}. La formule structurale des

IgA du lait qui a &té proposée, a été la suivante : (IgA),.SC.J..

Les IgA sé@riques représentent 20 7 de la population des
immunoglobulines. Leur taux est de 1,8 mg/ml. Elles sont monomériques
chez 1'Homme ét souvént dimériques et sans pidce dé sécrétion chez la
plupart des autres mammif&res. Cependant, selon BRANDTZAEG (1971),
THOMPSON et ASQUITH (1970) ét WALDMAN et al. (1970) 1,5 7 des IgA_
sériques possédéraient une piéce de sécrétion. Dans les sé@crétions
le taux des IgA est parfois plus important. Il est de 2 g/l dans le

lait humain par exemple.

Les S IgA existent sous une forme monomérique et sous une
forme polymérique. Dans le colostrum, 20 7 des IgA sont monomériques
(TOMASI, 1965) et 20. 7 sont sous forme de hauts polyméres'{TOMASI,'(1965),

BRANDTZAEG (1970)}.

Lés IgA de sécrétion et les IgA sériqﬁes sont constitﬁées
dé deux sous—classés appelées IgA; et IgA,. Elles sont différenciées
~par la nature antigéniqu§ spécifique des chaTnes lourdes a]'et ag.
Le rapport IgAj : IgA) varie suivant 1'origine des immunogloﬁulines: 11
est de 1 ﬁour 3 dans le colostrum (MOTA, 1977) et dé 9 pour 1 dans le

sérum (RIESEN et al. 1976).



Durant ces vingt derniéres années, 1'apport des connaissances
sur les immunogloﬁulines a été considérable et les pfogrés réalisés
facilitent la compréhension de leur structure molécuiaire et du
contralé génétiqué de leur biosynth&se. La plupart de ces comnnaissances
sont relatées dans lés revués générales de TOMASI ét BIENENSTOCK (1968),
HOPPER et NISONOFF (1971), TOMASI et GREY (1972), GALLY et EDELMAN (1972),
NATVIG ét KUNKEL (1973), VAERMAN (1973), HEREMANS (1974), NISONOFF et al.

(1975), CAPRA et KEHOE (1975), LAMM (1976), BAZIN (1976) et TOMASI (1976).

Nous nous intéresserons plus particulidrement aux IgA de
sécrétion, 3 leur structure, leur rdole, leur biosynthése et nous les

différencierons des IgA sériques.

I - PREPARATION DES s IeA

Nous ne nous intéressons qu'aux méthodes de préparation des

IgA de sécrétion.

Dé trés nomBreuses méthodes ont &té décrites pour préparer des

IgA 3 partir dé sécrétion d'origine diverses (HEREMANS, 1974). Les. IgA
lactéés ont été isolées pour la premiére fois en 1960 ﬁar MONTREUIL et coll.
par fractionnement du lactosérum humain au sulfate d'ammonium et
cﬁromatograpbie sur Amberlite XE-64. Ce procédé a été modifié par
DESCAMPS (1974) en introduisant une chromatographie de gel filtfation

- sur des fractions énrichies en IgA. La préparation des IgA a partir du
colostrum délipidé et décaséiné peut se fairé par chromatographie sur

échangeurs d'ions : DEAE-cellulose ; CM-cellulose (KOBAYASHI, 1971) ou



par précipitation du lactosérum a 30-40 7 de saturation en sulfate
d'ammonium suivie de chromatographie de gel filtration sur colonne

de Séphadex G-200 (MOTA, 1977).

I1 - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES sIcA

A - PROPRIETES PHYSIQUES

L'ultracentrifugation analytique et la chromatographie de
gel filtration ont permis de déterminef que la masse moléculaire des
IgA de sécrétion d'origine humaine, est comprise entre 375.000 et
394.000 daltons (TOMASI et CALVANICO, 1968; NEWCOMB EE_il' 1968,
HURLINAMLQE;EL. 1969). Ces valeurs sont identiques aux valeurs
trouvées pour les IgA d'origine animale (VAERMAN, 1973). La masse -
moléculaire des IgA de sécrétion différe de celle des IgA sériques
monomériques qui ést de '150.000 daltons. Le coefficient de sé&dimentation
des IgA monomériques est de 7 S, alors qu'il est de 10,5 S pour les
IgA dimériques ét dé 11,4 S pour lés IgA de sécrétion (TOMASI et

BIENENSTOCK, 1968).

Le coefficient d'extinction molaire est le méme pour les

' 17
différents types d'IgA : E est égal a 13,9 (TOMASI et

280 nm
BIENENSTOCK, 1968), quant au volume spécifique partiel il est de
0,723 pour TOMAST et BIENENSTOCK (1968). Ces valeurs sont retrouvées

par CEBRA et ROBBINS (1966) pour les IgA de sécrétion de Labin.

B - PROPRIETES CHIMIQUES

Les IgA de sécrétion sont trés résistantes aux enzymes
protéolitiques et aux agents de réduction. En particulier, les Igh,

sont résistantes a 1'action de la papaine (MOTA, 1977). Elles sont



également plus résistantes aux pH acides (CEDERBLAD et al. 1966, KENNY

et al. 1967, TOMASI et CZERWINSKY, 1967).

I1 n'existe pas de différences appréciables dans la composition
p

en acides aminds des IgA sériques et des IgA de sécrétion (Tableau I p.10}.

‘Le taux de glucides (Tableau II p.11) est plus faible dans le
cas des IgA sériques. Ceci s'explique par l'apportven glucides de 1la
piéce de jonction et surtout de la pi&ce de sécrétion. Les IgA de
sécrétion possédent environ 11 7 de glucides totaux, 5 % d'oses neutres,

5 7 d'hexosamines et environ 1 7 d'acide N-acétylneuraminique.

II1 - ETUDE DES DIFFERENTS CONSTITUANTS DES" slcA

Les sIgA sont formées d'un dimére d'IgA insérant une piéce
de jonction et une piéce de sécrétion. Un monom@re d'IgA est constitué
par deux chalnes 1égdres et deux chalnes lourdes reliées entre-elles

par des ponts disulfure.

A - ETUDE DES CHAINES LEGERES

-1 = PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

Les chalnes légéres sont de nature peptidique, elles possédent
selon ZIKAN‘EE;él. (1972) une masse moléculaire de 22.000 daltons.
Dans une moléculé d'IgA de sécrétion il y a 4 chalnes légéres (Fig. 20
p..5S1). Ellés sont de type x ou A. Les deux types de chafnes n'ont pas
de déterminant antigénique commun et leur structure primaire est trés
différengé, bién que 1'on retrouve suffisamment d'homologies pour qu'une
origine commune soit &évidente (DE PREVAL, 1976). Leslchaines K représentent

66 7 des chaines légéres des immunoglobulines humaines,
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Les chaTnes légéres se retrouvent dans chaque classe
d'immunoglobulines mais un seul type est présent par molécule :
ainsi les IgA ont pour formule oji, ou ajkp. Un individu peut

posséder les 2 types de chalnes.

2 = ETUDE ' STRUCTURALE

La chalne légére est constitude d'une région constante (CL)
et d'une région variable (Vt). La région variable est formée, quelque
soit l'allotypé, par environ 110 acides aminés NH, terminaux. Les
différences de séquénce sont dues 3 des permutations d'acides aminés
mais dans de nombreux cas, il.y a conservation des propriétés physico-
chimiques des résidus modifiés. Il y a 3 zones variables différenciées
les zonés hypervariaﬁles, les régions conservées et les régions définissant
1és sous—groupés dé variaﬁilité. I1 y a 3 zones hypervariables pour les
chainés légéres aux positionms Ly : 25-34, Ly : 55-60 et Ly : 89-97

(KABAT et WU, 1971).

En régroupant les séquences Vk humaines, MILSTEIN et PINK (1970)
ont subdivisé& la zone variable dés chalnes légéres k en 3 groupes :
Vk I, Vk II, Vk III. Les résultats oBtenus sur les chalnes A humaines ne
permettent pas uné classification aussi simple. Cependant il est possible

de distinguer au moins 5 sous—groupes : V3 I & Vy V.

Ces résultats n'ont été obtenusque grice i la détermination
compléte de la séquence peptidique des chalnes.

a - Etude de 1a chaine peptidique :

o — Etude de la chalne «
L'analyse de 2 chaines 18g@res «k appartenant soit 3 des IgA
sériques, soit 3 des IgG sériques d'un méme individu a montré que ces

deux molécules sont identiques sur la base des critéres suivants :
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mobilité électrophorétique & différents pH, composition en acides aminés,
"fingerprint" des peptides trypsiques et des peptides chymotrypsiques,
séquences des 40 premiers résidus d'acides aminés situés en position

N-terminale (FAIR et al., 1975).

La struétufe primaire compléte d'une chaine k d'IgG; humaine
(Fig. 1 p. 14) a été déterminée par EDELMAN et al. en 1969, celle d'une
IgG4 humaine par PINK et al. en 1970. Ces strucﬁures, comparées avec
celle d'une chaine k d'IgM humaine (KOHLER et al. 1970), montrent que la
région constanté'de ces 3 chalnes est identique. De nombreuses homologies
sont trouvées d'autré part, dans la région variable, les différences

portent en général sur la modification d'un seul résidu d'acide aminé.

B - Etudé de la chalne A

La structure primaire d'une éhainé légére de type X d'IgA
sériqués myélomatéuses a &té déterminée partiellement par SHINODA EE;EL'
1970. |

LIU et al. (1976) donnent la structure compl&te d'une chafne
légére A (BUR) d'uné IgA; myélomateuse : la chaine légére posséde 213
acides aminés 2 ponts disulfure intrachalne, elle est liée & la chaine o

par 1 pont disulfure au niveau de 1'avant dernier acide aminé (Fig. 2 p. 15).

b - Etude de la partie glucidique :

I1 n'y a,sur les chalnes légéres, que dans les cas pathologiques,
que les auteurs trouvent des glucides. SOX et HOOD (1970) trouvent environ
15 7 de glucides sur les chalnes légéres de patients atteints de myélomes

multiples. Dans les 5 cas étudiés, le glycanne se trouve fixé au niveau
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1
ASP- |LE-GLN-MET-THR-GLN-SER-PRO-SER-THR-LEU-SER-ALA-SER-VAL -GLY-ASP-ARG-VAL -THR-

lLEoTHR— ARG-ALA - SER-GLN-SER-ILE-ASN-THR-TRP-LEU-ALA-TRP-TYR-GLN-GLN-LYS-PRO-

50

20

40

60

GLY-LYS-ALA-PRO-LYS-LEU-LEU-M_E_’I_’-TYR-LYS—ALA- SER-SER-LEU-GLU-SER-GLY-VAL-PRO~SER-

80

ARG-PHE- ILE-GLY-SER-GLY-SER-GLY-THR-GLU-PHE-THR-LEU-THR- |LE-SER-SER-LEU-GLN-PRO-

' 90
ASP-ASP-PHE-ALA-THR - TYR - TYR-[CYS]- GLN-GLN-TYR~ASN - SER -ASP - SER - LYS - MET - PHE - GLY - GLN -

110

100

120

GLY -THR-LYS-VAL -GLU-VAL -LYS-GLY-THR-VAL-ALA-ALA-PRO-SER-VAL - PHE - ILE-PHE - PRO - PRO -

140

130
SER~-ASP-GLU-GLN-LEU-LYS-SER-GLY-THR-ALA-SER-VAL -VAL‘--LEU-LEU-ASN-ASN' PHE=TYR-

150

160

PRO-ARG-GLU-ALA-LYS-VAL-GLN-TRP-LYS-VAL-ASP-ASN-ALA-LEU-GLN-SER-GLY~ASN-SER-GLN-

180

GLU- SER-VAL - THR - GLU - GLN - ASP - SER-LYS-ASP- SER-THR - TYR - SER - LEU - SER- SER- THR- LEU - THR -

190

200

LEU- SER-LYS-ALA-ASP-TYR-GLU-LYS-HIS-LYS-VAL-TYR-ALA —-GLU-VAL- THR-H1S-GLN-GLY~

210 .
LEU-SER-SER-PRO-VAL -THR-LYS-SER-PHE-ASN-ARG-GLY- GLU-CYSl

FIGURE 1

Structure primaire d’une chalne k d'IgGJ

‘et al, (1969).

214

humaine d'aprés EDELMAN

14 -
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¢ 30 ) 40 . 50 |
ASP-TYR-LYS-TYR-VAL~-SER-TRP-TYR-CEX-GLX-HIS~-PRO-CLY-LYS-ALA-PRO-LYS-LEU-ILE- ILE-TYR-CLU-VAL-SER-SER-ARG-PRO-SER-CLY-VAL S
60 ' 70 80
PRO-ASP-ARG-PHE-SER-GLY~-SER-LYS-SER-GLY~ASX-THR-ALA-SER-LEU-THR-ILE-SER~GLY-LEU~GLN-ALA-GLU~ASP-GLU-ALA-ASX~TYR-TYR-CYS
90 100 110
CYS-SER —— —— TYR-ILE-GLY-SER —— TYR-VAL-PHE-GLY-THR-GLY-THR-LY$-VAL-LEU-VAL-ILE-GLY-GLX~PRO-LYS~ALA~ASN-PRO~THR-VAL
120 130 [ 140 . !
THR-LEU~PHE~PRO-PRO-SER~SER-CLX-GLX-LEU-GLX-ALA-ASX-LYS~ALA-THR-LEU-VAL-CYS-LEU-ILE-SER-ASX-PHE~-TYR~PRO-GLY-ALA~VAL-THR 55
150 160 170 5'.)
VAL-ALA-TRP-LYS-ALA-ASP~GLY-SER-PRO-VAL-LYS-ALA-GLY-VAL-GLX-THR-THR-LYS-PRO-SER-LYS-GLN-SER-ASX-ASX-LYS-TYR~-ALA-ALA~SER ]
180 190 | 200

SER-TYR-LEU~SER~LEU-THR~PRO-GLX~GLX~-TRP-LYS-SER~HIS-ARG-SER-TYR-SER-CYS-GLN~VAL-THR-HIS-GLX~-CLY-SER-THR-VAL-GLX-LYS~THR

S

210 !
YAL-ALA-PRO-THR-GLX-CYS~SER~COOH

FIGURE 2

Structure primaire complédte d’'une chaine 1légére de type A d'une

IgA} sérique my&lomateuse d’aprés LIU et al. (19748).



d'une séquence Aén-X—Ser dans la zone variable des chaines légéres. Ces
dtudes sont confirmées par celles de TOMANA et al. (1972), qui montrent,
dans la composition en monosaccharides des IgA sériques de patients atteints
de myélome, l'absénce constante de résidus de N-acétylgalactosamine et

une absence occasionnelle de résidus de fucose.

¢ - Mode de liaison des chalnes 1&géres aux chalnes lourdes :

I1 existe une hétérogénéité structurale sﬂpplémentaire pour
les immunoglobulines d'une méme classe éue au mode de iiaison des chaines
1égéres aux chafnes lourdes. Ainsi, les chalnes légéres sont reliées aux
chaines 1ourdés par des liaisons covalentes et non.covalentes, dont le
nombre et la position variént selon le sous—-groupe et 1'allotype de
l'immunogloﬁuline.

En effet pour les IgA] et certaines IgA, d'allotype Aym (2)

2
des liaisons ponts disulfure relient les chaines L aux chalnes lourdes
et les chaines lourdes entre-elles. Par contre, dans certaines IgAs

d'allotype Aom (1) ces liaisons relient les chalnes 1égéres entre-elles

et les chalnes lourdes entre-elles (Fig. 3 p. 17).

3 *'ROLE'DES‘CHAINES‘LEGERES
Différents rﬁlés ont &té attribués.aux chalnes 1égéres. Ces
roles seraient diréctement en relation, avec la structure de la chaine
peptidiqué. Ainsi, la zone dite “conservée" qui est présente lors du
repliément dé la molécule dans les principalescourﬁures de la chaine
polypeptidique sérait impliquée dans les liaisons inter et intra-
domaines, tandis que la zone variable serait responsable dé la divérsité

des anticorps et de leur contact avec 1l'antigéne.



'gAz L
H
--- S-S
O glc NH
@ gallNH
FIGURE 3

Mode de liaison des chalnes 1égéres sur les chalnes lourdes
dans les deux sous-classes d'IgA. Le nombre et la position
des ponts disulfure sont arbitraires. Position des zones

variables (V) et des zones constantes (C) sur les différentes
chafnes.

- 17 -
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B - ETUDE DES CHAINES LOURDES

! - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

Les chaines lourdes sont de nature glycoprotéinique. Il existe
4 chaines lourdes dans les IgA de sécrétion de type o. La masse moléculaire
des chaines a varie selonvleé auteurs. Elle est cémprise entre 52,000 et
58.000 daltons pour CEBRA et SMALL <l967), DORRINGTON et ROCKEY (1970),
MONTGOMERY et al. (1969), alors que ZIKAN et al. (1972) trouvent 64.000
daltons. Ces valeurs sont les mémes chez la plupart des chaines a de

différents mammiféres.

2 - ETUDE STRUCTURALE

a — Etude de la chalne peptidique

La chalne d poss&de environ 470 acides aminé&s. Elle renferme de
nombreux résidus de proline concentré dans une méme zoﬁe qui confére 3 la
molécule uﬁé grande-flexibilité, cette région est appelée "hinge region'’
ou zone charniéré.

La chaine o renferme un grand nombre de résidus de cystgine qui
permet la formation de ponts disulfure intrachaine et interchaine .

Lés différences chimiques et la présence de déterminants anti-
géniques spécifiéués au niveau des chaines o, ont permis la subdivision
des chalnes o en deux groupes aj et o, (KUNKEL et PRENDERGAST (1966),
FEINSTEIN et FRANKLIN (1966), VAERMAN et HEREMANS (1966), PUTNAM (1977)).
Deux variants allotypiques ont été caractérisés pour les chaines aj selon
le nombre et la position des ponts disulfure (KUNKEL.EE;EL. en 1969,

VYAS et FUDENBERG en 1969, TORANO et PUTNAM en 1978). En effet, il n'y
a pas dé ponts disulfure entre les chaines d et L dans le type Ajm (2)
(GREY et al. en 1968). Par contre, ces ponts existent dans le type Am (1)

(JERRY et al. 1972), (Fig. 3 p. 17).
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Dans le colostrum la forme Ajm (2) prédomine (JERRY et al. 1972)

La chaine lourde est constituée d'une région variable (VH) et
de 3 régions constantes (CH3, CHp et CH3).

Comme pour la région Vi la région Vy est constituée de 110
acides aminés NH,, términaux, différenciés en 3 zones : hypervariable,
conservée et définissant les sous—groupes de variabilité.

Les &tudes de ces différentes régions sont faites dans le

chapitre IV concernant 1'étude conformationnelle des Immunoglobulines.

o - Structure primaire d'une chalne a

Ces étudés sont effectudes sur des IgA sériques myélomateuses.
La structure primaire d'une IgA; a été réalisée par LIU et al. (1976),
KORTT _g:__gl (1978), d’une IgA, d'allotype Apm (1) par TORANO et al.
(1977), d'une IgA, d'allotype A,m (1) par TORANO'EE_EL; (1978). L'étude
comparativé de cés 3 chalnes o est rassemblée Fig. 7 p. 20; L'allotype
Aom (1) dé la chaine ag différe de la chaine o; par la position de 14
acides aminés qui sont identiques a 1'allotype Agm (2) de la chaine
ag. L'allotype Apm (2) différe en 6 positions avec 1l'allotype Agm (1)
mais est idéntique d a1. Les deux premiers changements sont situés dans
le domainé CH] et les quatre autres dans le domaine CH3. Lfallotype
Aom (l) apparait etre une chainé hybride avec une identité du domaine
CH,y avec la chalne a; et une identité des démaines CH, et CH, et de la
“hinge region” avec 1'allotype A,m (2) (Fig. 8 p. 21).

De plus, 1é polymorphisme des IgA apparait'étre restrictif.

Les deux allotypes Azm-(2) et A,m (1) s’excluent mutuellement comme le

2
montre Van . LOGHEM et al. (1976).
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Différence de la séquence en acides aminds de la région constante

des 3 chalnes o des IgA sériques humaines par TSUZUKIDA et al. en
1979, |
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B ~ Structure de la "hinge region"

Les études stfucturales effectuées par FRANGIONE et WOLFENSTEIN-
TODEL (1972) sur des IgA; et IgA, s@riques myélomateuses, nous fournissent
des renseignéménts trés intéressants sur la structure priﬁaire des chaines
0, et a,. Ainsi, ils isolent un fragment qui contient la "hinge region" ;
cette région est constituée par environ 20 acides aminés et elle se situe
au céntré dé la chaine o. Au niveau de la "hinge région" se situe le pont
disulfure qui relié léS'chaines entrg~e11es. Fig.v9’p. 23.

L'étude comparée de la séquence en acides aminés de la
"hinge région" d'une IgA, et une Igh,, effectuée par ces auteurs,
montre qu'il existe une délétion importante & ce niveau dans la chaine Oy -
11 manqué, en effét, 15 acides aminés en particulier des résidus de
sérine et de thréonine, Fig. 9 p. 22. Les éﬁudes de WOLFENSTEIN-TODEL
"gf;él} (1979) montrent que des acides éminés de la "hinge region"

participent & la formation de 2 ponts disulfure intracaténaires.

b - Etude de la partie glycannique

d - Nature aé la partie glycannique

Les premidres &tudes effectuées sur la partie glycannique des
IgA a été faite sur les IgA sériques myélomateuses. Elles possédent de
53107 de glucidés. DAWSON et CLAMP en 1968 ont caractérisé une
moléculé d'IgA contenant environ 2 résidus de fucose, 14-15 résidus de
N-acétyl glucosamine, 6 résidus de N-acétyl galac£osamine et 5 résidus d'acide
N-acétyl neuraminique. Tous ces résidus sont dist?ibués en 6 oligosaccharides
fixés sur la chalne a. Les structures proposées pour ces glycannes sont

données dans la Fig. 10 p. 24.
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En 1974,. BAENZIGER et KORNFELD montrent 1'existence de 5
glycannes de type O-glycosidique dans des IgA1 sériques myélomateuses
4 d'entré-eux ont la structure suivante : B-Gal (1 - 3) GalNAc, le
cinquiéme ne posséde qu'un résidu de N-acétylgalactosamine Fig. 11 p. 26.
Ils décrivent d'autre part, la structure des glycannes 1iés N-glycosi-
diquement 3 la protéine (Fig. 12 p. 27), seule la structure du glycopeptide
IIp a été &tabli avec certitude.
4. Les &tudes statistiques de TOMANA et al. (1976) sur les sous-—

classes IgA] et IgA le nombre de résidus de

2

notent que dans les IgA]

galactose est identique 3 celui d'acide N-acétylneuraminique. Pour les
IgA1 il est différent, quand le nombre de résidu de galactose augmgnte,
celui de 1'acide N—acétylneuraminique diminue.

La fraction glucidique des IgA de sécrétion est beaucoup moins
étudiée.

En 1968, DﬁSCAMfS'EE;El. effectuent leur travaux sur des IgA
lactées-humainés; Ils mettent en évidence 1'existence de 7 glycannes
de masse moléculairé d'énviron 1000 daltons liés O-glycosidiquement a
la protéine, 3 i des résidus de sé&rine et 4 A des résidus de thréonine.
Les autrés glycannes de masse moléculaire moyenne_sont_liés N-glycosidiquement
5.1avprotéine. En 1974, DESCAMPS donne les compositions molaires moyennes
des glycannes alcali—laBiles et alcali-stables. Ces résultats sent
rassemblés dans le tableau III p. 28.

11 faut signaler les différences importantes qui existent au
niveau de la fraction aicali—labile des IgA sériques et des IgA du
lait de Fémme. En éffét, les résultats de DESCAMPS (1974) laissent

prévoir " 1'existence de structures O-glycosidiques beaucoup plus

complexes que celles données par BAENZIGER et KORNFELD (1974).
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AS AS
a-2,6 0-2,6
Gal Gal
B—l,4$ lﬁ-l,&
GléNAc GlcNAc
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a~1 \ /—1 6(4)
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? B-1,4
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Structure des glycopeptides II

" FIGURE 12

II_ et II
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B C

d' aprés BAENZIGER et KORNFELD ( 1974 )f
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isolés des IgA myélomateuses .




TABLEAU 111
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Compositions molaires moyennes des glycannes a liaisons alcali-stables

et alcali-labiles des IgA lactées d'aprés DESCAMPS (1974).

Nature des oses

Glycannes & liaisons

alcali—stables

alcali~labiles

Fucose
Calactose

Mannose

N-acétyl glucosamine

N-acétyl galactosamine

Acide N-acétyl neuraminique

Masse moléculaire

3.000
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B - Localisation de la partie glycannique

L'étude de 1a localisation des glycannes a toujogts été faite sur des
IgA sériques humaines my&lomateuses. La sous—classe IgA] est la seule
a posséder a la fois des liaisons N- et O-glycosidiques (BAENZIGER et

KORNFELD, 1974). Pour les IgA, (Protéine BUR) les oligosaccharides sont

1
au nomﬁre de 3 et liés N-glycosidiquement a la protéine (LIU.EE_EL" 1976).
Deux des glycannes sont localisés sur le fragment Fc et le dernier sur la
zone variable. Ils sont 1iés aux r8sidus d'acide aspartique 28, 263 et

459, Les 5 O-glycannes sont situés sur ia Yhinge regioﬁ" et 1iés aux
résidus de sérine 224, 230, 232, 238 et 240.

Pour la chafne a 1'allotype A,m (2) (protéine BUT) et 1'allotype

2
A,m (1) (protéine LAN) la délétion au niveau de la "hinge region" entraine
l'aﬁsence de O-glycannes. Deux des N-glycannes présents dans la chaine

o, subsistent. Il existe d'autre part en plus, trois oligosaccharides
p p g

1
pour A2m (2) et deux de plus pour A2m (n.

La distriBution des glycannes dépend de la présenée du
tripéptide accepteur Asn—-X-Thr/Ser avech représentant tous les acides
aminés exceptés la proline. Ces résultats sont rassemblés dans la
Fig. 13 p. 30. La localisation des oligosaccharides sur les chaflnes
o est étudiée de maniére comparative avec celle d'une chaine y d'une
IgG humaine (EDELMAN et al., 1969), d'une chaine u d'une IgM humaine

(SHIMIZU et al., 1971, PUTNAM et al., 1973) et d'une chafne € d'une

IgE humaine (BENNICH et BAHR-LINDSTROM, 1974).

3 - ROLE DES CBAINES LOURDES

a — Role de la partie peptidique

La "hinge region" permet la grande flexibilité de la molécule.
Elle délimite sur la molécule d'IgA, deux fragments. Le fragment qui

participe avec la chalne légére a& la formation du site anticorps est
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FIGURE 13

Localisation des glycannes sur la chafne lourde d'une IgM, d'une IgE,
d'une IgG et de 3 IgA : Iga,, TgA, (A,m (2)) et IgA, (Azm (1)) ‘selon
TORANO et al., 1977.
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appelé fragment Fab (antigen binding). Le second fragment ne renfermant
que la chalne o est 1é fragment cristallisable Fc qui posséde

d'autres fonctions :.la.. fixation du complément et la fixation aux
cellules. Lés déterminants antigéniques des chalnes lourdes sont

retrouvés sur le fragment Fc.-

B — Role de la partie glucidique

Plusieurs r81és ont &té proposé pour lés glucides des
immunogloﬁulines. I1 a été suggéré par MARSHALL (1972), CLAMP (1975),
PUTNAM .(1977) et SILVERTON et al. (1977) que les glucides augmentent
la soluﬁilité, facilitent la sécrétion et jouent un rdle d'espaceur
‘entré lés domaines (Fig. 14 p. 325. La prééence des glycannes i des
positions homologués dans les iﬁmunéglobulines humaines et animales
n'indiqué pas seulemént que la séquencé acceptrice a &té conservée
én facé des grands changements dans la structufe primaire des immuno-
gloBulines dés différentés classes et espéces, mais suggére aussi que
1é maintien de 1éur position 3 une signification structurale ét

fonctionnelle.

C - ETUDE DE LA CHAINE DE SECRETION

La piéce de sécrétion de nature glycoprotéinique est synthétisée
principalement par les cellules épithéliales dans les membranes des
muqueusés et dans les glandes exocrines (BRANDTZAEG, 1974a, POGER et
LAMM, 1974).

Ellé ést caractérisée pour la premiére foi; par SOUTH et al.
(1966) déns la salivé dé'patients déficiénts en IgA et plus tard dans
d'autres sécrétions (HAVEZ et al., 1966) (HANSON et JOHANSSON, 1967)

(REMINGTON et SCHAFFER, 1968). Elle existe avec les IgA dans le
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 FIGURE 14

Les glycannes ont un role d'espaceurs entre les domaines

1977)

(SILVERTION et al.,
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colostrum humain (BRAﬁDTZAEG.EE_gl., 1968 ; NEWCOMin_gl., 1968) dans
1'urine (TOMASI et BIENENSTOCK, 1968) et dans les excrétions nasales
(NEWCOMB et al., 1969). Elle s'associe aux IgA dimériques TOMASI et al.
(1965) et aux IgM pentamériques BRANDTZAEG (1975). -

D'aprés WEICKER et UNDERDOWN (1975) la piéce de sécridtion i la
méme affinité pour les différentes sous—classes d'IgA ainsi que pour les
IgM. Pour BRANDTZAEG (1977) la pidce de sécrétion a plus d'affinité pour
les IgM que pour les IgA. L'affinité relative de la biéce de sécrétion

'pour les IgA et les IgM peut influencer la concentration de chacune de
ces classes dans les sécrétions externes. Cette affinité a &té &tudiée
par SOCKEN et UNDERDOWN (1978). La piéce de sécrétion se lie aux
IgM humaines 2,5 fois mieux qu'aux diméres d'IgA humaines tandis qu'elle
se lie 7 fois moins bien aux IgM de Lapin qu'aux dimd@res d'IgA de
Lapin. L'affinité dépend & la fois de lé classe de l'immunogloBuline

et de 1l'esp&ce animale.

1 - PREPARATION DE LA PIECE DE SECRETION

a - Préparation de la piéce de sécrétion libre

La piéce de sécrétion libre a été préparée 3 partir de colostrum
humain par : TOMASI et BIENENSTOCK (1968),. KOBAYASHI (1971), Van MUNSTER
"25;33. (1971), LAMM et GREENBERG (1972), BRANDTZAEG (1974 b), WEICKER et
UNDERDOWN (19755 ét UNDERDOWN et al. (1977). Les derniers auteurs utilisent
la chromatographie d'affinité sur colonne d'IgM-Sépharose. Il faut signaler
qu'un dés principaux contaminants des préparations de pi@ce de sécrétion
est la lactotransferrine; de masse moléculaire tré&s voisine, elle forme

de nombreux complexes, en particulier avec la piéce de sécrétiom.
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b - Préparation de la pi&ce de sécrétion liée

Les méthodes couramment utilisées sont celles de TOMASTI et
BIENENSTOCK (1968), KOBAYASHI ﬁ1971), BRANDTZAEG (1970), LAMM et
GREENBERG (1972); JERRY et KUNKEL. (1972). Les cénditions douces de
réduction et d'alkylation données par BRANDTZAEG (1971) permettent
d'isoler la piéce de sécrétion avec 3 déterminants antigéniques

intacts.

2 - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

a - Propriétés physiques

L'étude comparée des propriétés physico—-chimiques de la piéce
de sécrétion liée et libre montre qu'elles sont identiques.
La piéce de sécrétion a une masse moléculaire d'environ '

80.000 daltons. Eile a un coefficient de sé&dimentation, S°2 d'environ

O,W,
1p.100

' .
980 nm ° d'environ 12.

4,3 ; et un coefficient d'extinction molaire, E

b ~ Propriétés chimiques’

o — Etude de la partie peptidique

Les compositions en acides aminés de la pi&ce de sécrétion libre
et liée sont rassemblées, dans le tableau IV p.35 . Il est a noté
1'absence de méthioniné, cette absence est intéréssante, élle peut
sérvir dé critére de pureté. Lé nombré dé groupéments thiols est glevé,
il peut sérvir i uné stabilisation par covalence de la molécule avec le
) diméré d'IgA (BRANDTZAEG, 1974 c¢). Le taux de glycocolle esé trés

élevé (10 7Z des acides aminés totaux) et il confére 3 la pidce de

sécrétion une structure flexible.



TABLEAU 1V

Composition en acides aminés de la piéce de sécrétion libre et lide, selon différents auteurs

Piéce S libre (moles p. 100) Piéce S liée (moles p. 100)
ROBAYASHI | LAMM et coll | vam MINSTRR | SLETTEN et coll.| TOMAST et coll. KOBAYASHI |LAMM et coll.| MESTECKY et colll
(1971) (1972) et coll.(1971 - (1975) (1965) (1971) (1972) (1971)

Asp 10,5 9,4 10,6 10,7 7,6 10,7 9,9 8,15
Thr 5,4 5,3 5,9 5,6 8,0 5,6 6,1 g,81
Ser 7,2 12,0 8,1 8,0 9,2 7.4 9,8 11,44

| c1u 10,6 11,3 10,3 11,0 8,3 10,7 10,9 10,15
Pro 5,0 4,2 4,8 5,3 6,6 5,0 5,4 7,47
Gly 9,8 11,0 9,4 9,8 15,2 9,9 9,6 8,85

| Ala 5,6 5,7 6,1 6,1 5,7 5,7 5,4 6,57
Cystine/2 3,2 2,4 3,5 3,3 2,4 2,7 2,5 2,86
val 8,3 8,1 8,1 8,7 6,9 8,2 9,1 7,78
Met 0 0,05 < 0,06 0,0 1,4 o 0 0,84
Tle 3,4 2,9 3,6 3,9 2,1 3,4 3,1 1,97
Leu 9,7 8,0 8,7 9,1 8,3 9,5 9,2 8,88
Tyr 4,2 3,7 3,6 4,0 4,0 4,3 3,5 2,96
Phe 3,3 3,1 3,1 3,2 4,7 3,2 3,0 3,09
Trp 1,0 2,0 3,2 N.D - 2,2 2,0 -
Lys 5,7 6,2 5,6 5,5 4,0 5,7 4,8 4,47
His 5,0 1,0 0,9 0,9 1,4 0,9 1,0 1,57
Arg 2,0 3,8 4,7 4,9 4,0 4,9 4,6 4,13

_gg_
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La séquence NH, terminale de la piéce de s&crétion de nombreux

2
mammiféres a été trouvé identique (KOBAYADIU, 1971) (Van MUNSTER et al.
1971) (LAMM et GREENBERG, 1972) (BRANDTZAEG, 1974 d) (CUNINGHAM-RUNDLES
et _al. 1974) (SLETTEN et al. 1975) (THOMPSON et al. 1975) et (LABIB et al.
1976).

La pidce de sécrétion des IgA de Lapin de masse moléculaire

60.000 daltons (O'DALY et CEBRA, 1971 a) présente une délétion de l'ordre

de 10.000 daltons au niveau de la portion NH2 terminale (LAMM et al., 1977).

B - Etude de la partie glucidique

Les compositions molaire et centésimale en oses de la piéce de
s@crétion libre et liée sont rassemblées dans le tableau V p.37 . Il est
i noter l'aﬁsence de résidu de N-acétylgalactosamine donc de glycannes
liés O—glycosidiquément ad la protéine dans les 2 molécules. La piéce de
sécrétion de masse moléculaire 80.000 daltons renferme environ 18 7 de
glucides. Céci implique,bcompte'tenu que la masse moléculaire moyenne
d'un glycanne de typé N-acétyllactosaminique est d'environ 2 000 daltons,

1'existence de 5 3 6 glycannes par piéce de sécrétion.

3 - ETUDE DES DETERMINANTS ANTIGENIQUES DE LA PIECE DE SECRETION

Les IgA séridués et les IgA de sécrétion présentent des différences
immunologiques (TOMASI et al., 1965). Elles sont dues aux différents
déterminants antigéniques de la piéce de s&crétion.

La liaison non-covalente de la piéce de s&crétion aux diméres
d'IgA met en évidence un déterminant antigénique dénommé par Van MUNSTER
‘et al. (1969) et par BRANDTZAEG et al. (1970) 1le déterminant "I" ou
inacessiéle. Ce déterminant devient caché lors de la formation compléte

deg IgA de sécrétion.



TABLEAU V

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

TOMASI et coll.

KOBAYASHT  Van MUNSTER TOMANA et coll.

TAMM et coll. SLETTEN et coll.

(1965) (1971) et coll.(1971) (1972) (1972) (1975)
Gal 3,12 2,11 4,1
Man 3,95 2,16 3,6
Fuc 2,26 1,09 2,1
GlcNAc 4,36 3,56 4,8
GalNAc 0 0 Traces
ANAN 1,9 2,68 4,0
Glucides totaux 9,5 15,59 - 11,6 : 11,5 19,4 18,6

Gal : galactose
Man : mannose
Fuc : fucose

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

- lf -
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Le déterminant "A" qui est accessible existe toujours dans
la molécule. Il se divise en 2 groupes : le déterminant A] sensible aux
agents réducteurs et le déterminant A2 non sensible.

I1 exiéte de plus, un déterminant C (cbnformationnel) dans 1la
molécule d'IgA de sécrétion qui n'éxiste pas ou qui n'est pas accessible
quand la piéce de sécrétion est libre (Fig. 15 p. 39).

Un nouveau déterminant antigénique différent des précédents
a été mis en évidence par ISCAKI et al. (1978). Il est appelé R
‘(résistant au 2-mercapto-éthanol), il egt partiellement caché et

localisé prés du site de fixation de la piéce de sécrétion aux IgA.

4 - ROLE DE LA PIECE DE SECRETION

Différents rdles ont &té attribués & la pi&ce de sécrétion :
la protection des IgA vis—a-vis des enzymes prot&olytiques, LINDH k1975) 5
lé transport des IgA a travers la surface &pithéliale, SOUTH et al. (1966),
BRANDTZAEG (1974 é) 3 le transport des IgA polymériques du sérum vers la
bilé nécéssité la présente de la piéce de sécrétion (FISHER et al. 1979)
et 1'attraction des lymphocytes circulants & IgA de surface vérs les

membranes des muqueuses, GUY-GRAND et al. (1974), STROBER et al. (1976).

D - ETUDE DE LA PIECE DE JONCTION

La pigce de jonction est caractérisée bour la premiérelfois
en 1970 par HALPERN et KOSHLAND. Elle est synth&tis€e par les plasmocytes
RAAM et INMAN (1973), par les lymphocytes B, mais cependant elle ne présente
pas d'homologie avec les chaines 1&gdéres et les chalnes lourdes.

.Elle est appelée "J chalne" (joining chain) car de nombreux

auteurs lui attribuent un rdle dans la polymérisation.
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FIGURE 15

Mise en &vidence des déterminants antigéniques de la pidce de

sécrétion par BRANDTZAEG et al, en 1970,

A],AZ,C et I: déterminants antigéniques de la piéce de sécrétion.

- 39 -




-~ 40 -

Elleest associée covalentiellement aux immunoglobulines
polymérisées IgA et IgM dans le rapport stoechiométriqued'une mole
de chaine J par mole d'immunoglobuline polymérisée {(HALPERN et
KOSHLAND, 1973), (CHAPUIS et KOSHLAND, 1975), (MESTECKY et al., 1972)
et (MORRISSON ét KOSHLAND, 1972)}. Elle a été caractérisée chez de
nombreusés espéces de mammiféres par PARKHOUSE (1972) ; WEINHEIMER
et al. (1971), ZIRAN (1973) et O'DALY et CEBRA (1971a).

Cependant, les travaux récents dg BRANDTZAEG (1976) sont
én faveur dé 1'existence de 2 chaTnes J par dimére d'IgA et de 3
i 4 par pentaméré d'IgM.

La piécé de joﬁction des IéA est trés semblable 3 celle
" trouvée dans les IgM (CHAPUIS et KOSHLAND, 1975) par sa composition en acides
aminés, par sa carte peptidique, ses propriétés immunologiques et

physico-chimiques.

1 - PREPARATION DE LA CHAINE DE JONCTION

Lés-méthodés d'isolement de 1akchaine J commencent &videmment
par la coupure dés ponts disulfure qui lient cette chalne au polymére.
Ceci est fait par r&duction-alkylation ou bien par sulfitolyse. Les
étapes de purification tiennent compte surtout derl'aciditékde la
chaine J, ainsi que de sa masse moléculaire faible. Ces &tudes de
préparation ont &té effectuées sur les chalnes J humaines par
MESTECKY et al. (1972), MEINKE et SPIEGELBERG (1971), sur les chalnes
J de Lapin par O'DALY et CEBRA (1971b), de Chien par.KEHOE et al. (1972)

et de Porc par ZIKAN (1973).
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2 - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

" a =~ Propriétés physiques

L'étude de la masse moléculaire de la chalne J des IgA sériques
dimériques, des IgA de sécrétion et des IgM de différents mammiféres
souldve quelques controverses. En général, la chalne J est considérée
comme une simple chaine de masse moléculaire comprise entre 15.000 et
26.000 daltons cépendant divers éuteurs, KOWNATZKI et BAHR (1974) et
RICARDO et al. (1974) trouvent une masse moléculaire de 1'ordre de
30.000 daltons? ce qui tend 3 faire peﬁser que la chaine J existerait

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

b - Propriétés chimiques

o — Etude de la partie peptidique

L'étude comparée des compositions en acides aminés de la
chafne J de différentes origines est réalisée dans le Tableau VI p. 42.
D'aprés cés valéurs nous voyons que la chalne J renferme 130 acides
aminds environ, que son taux d'acide aspartique et d'acide glutamique
est élevé ce qui confére 3 la chalne J un caractére acide et que

d'autre part le taux de cystéine est relativement important.

B - Etude de la partie glucidique

Les compositions molaire et centésimale en glucide sont
données dans le taéleau VII p.43 . La masse moléculaire incluant le
pourcentage en glucides (7,5 7Z) est de 15.600 daltons. Il n'y aura
donc qu'un seul glycanne par chalne J. La composition molaire de ce

glycanne permet de dire‘qu'il sera de type N~acétyllactosaminique.
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TABLEAU yiy

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

et des IgA de sécrétion. et des IgM.

IgA sériques myélomateuses | IgA de sécrétion IgM
o NIEDERMEIRR et al.(1972) ee MESTECKY ef al.(1972) ‘ o NIEDERMEIER et al. (1972 BAENZIGP)IR

(1979

p.1 00 Résidus/mole p. 100 Résidus/mole p. 100 Résidus/mole Résidus/mole

Fuc 0,34 0,6 (0,5-0,8) 0,34 1 0,38 0,6 (0,5-0,8) 0
Gal 1,27 1,9 (,6~2,3) 1,27 1 1,61 . 2,3 (1 ,8-2,6) 1,9
Man ' 2,13 3,0 (2,9-3,6) 2,13 2 2,27 3,3 (2,9-3,6) 3,2
GlcNAc 2,72 3,9 (3,3-4,2) 2,72 ' 3 . ' 1,93 2,8 (2,6-2,9) 3,4

GalNAc 0 0 . o 0 0 0
ANAN 1,11 - 1,0 (0,94 ,0) 1,11 1 1,42 1,2 (1,03-11,3) - 0,9
TOTAL 7,57 10,5 7,57 8 7,611 10,2 9,4

e pour une masse moléculaire de la chaine J de 26.000 daltons

- €~

ee pour une masse moléculaire de la chaine J de 15.600 + 200 daltons
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3 - ETUDE STRUCTURALE

La structure primaire compléte d'une chaine J provenant d'IgM
a &té réalisée par MOLE et al. (1977). Elle est constituée de 129 acides
aminés et d'1 oligosaccharide 1ié sur 1'acide aspartique 43 (Fig. 16 p. 45).
BAENZIGER (1979) a déterminé la structure du glycanne de la
chaine J d'une IgM. Le glycanne de type N-acétyllactosaminique est hétérogéne.
3 types de structurés pour le glycanne qui différent par la présence ou
1'absence de résidu d'acide N-acétylneuraminique (Fig. 17 p. 46) ont &té
mises en &vidence. ‘
En 1974, MESTECKY et al., isolent & partir de la chalne J d'IgA
myé&lomateuses par rupture au bromure de cyanogéne, 3 composants. Le
premier segment qui contient 1'homosérine correspond au segment N
terminal, le second a &té identifié& au segment C terminal, quant au
dernier fragment il correspond a 1'octa§eptide C terminal présent dans
la chalne o. La chalne J est liée & 1'avant—dernier acide aminé de
1’octapéptide. D'aprds ces résultats MESTECKY et al. (1974) ont réalisé
un schéma donné dans la fig. 18 p. 47 oli 1'on peut voir le site

d'attachement de la chalne J 3 la chaine .

4 - ROLE DE LA PIECE DE JONCTION

Lé ralé de la chaine J concernant la polymérisation des immuno-
gloBulinés a été récemment remis en question, en effet, la misé en
évidence de molécule 19S sans chaine J montre qu'élle n'est pas nécéssaire
3d la polymé@risation des IgM (STOTT, 1976).

ESKELAND ét BRANDTZAEG (1974) ont émis 1'hypothé&se que la
chalne J serait plutdt impliquée dans le tranéfert épithélial des immuno-
globulinés polymériqués vers les sécrétions externes. D'autre part, les

travaux de KAJI et PARKHOUSE (1974),BRANDTZAEG (1978f) et MESTECKY et al.



PCA-Glu—-Asp~Glu~-Arg-Ile-Val-Leu-Val-Asp-Asn-Lys-Cys-Lys~Cys—-Ala-

Arg-Ile~Thr-Ser—Arg-Ser-Ser—-Glu—-Asp-Pro-Asn-Glu-Asp-Glu~Ile-Val-~

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

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

”(é{i)Cys-Asp-Pro-Thr—Glu—Va1—G1u—Leu—Asp—Asn-G1n-I1e—Va1—Thr-A1a—
Thr-Gln-Cys—-Asx—~Ile~Cys—Asp-Glu-Asn(Ser)Ala(Ser)Glu(Arg)Thr-Tyr-

Asp~Arg-Asn-Lys—Cys—-Tyr-Thr-Ala-Val-Val-Pro-Leu-Val-Tyr-Gly-Gly-

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

Asx

FIGURE 16

Structure primaire d'une chaine J humaine ,

d'aprés MOLE et al. ( 1977)
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. FIGURE 17

Structure des trois variants glycanniques de la chaine J d'une IgM
BAENZIGER (1979). Le pourcentage relatif i chacun des glycannes est

donné entre parenthése.
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(1977) montrent que la synthése de la chaine J n'est pas limitée aux
cellules productrices des IgA ou des IgM, mais qu'elle est présente
aussi dans 1és céllules qui produisent des IgG, IgD ou des chaines
légéres. Le r81é de polymérisation est donc largement remis en
question par contre ces mémes auteurs suggérent que la qhaine J
serait impliquée dans le contrdle de 1l'immunité humorale de 1la

différenciation des lymphocytes B ou méme dans les 2 phénoménes.

E - CONCLUSION

En conclusion de cette étude structurale des IgA de sédcrétion

de nombreux modéles ont &té proposés.

1 - MODELE DE TOMASI ET BIENENSTOCK
En premier lieu celui de TOMASI et BIENENSTOCK (1968) qui montre
qﬁe les IgA de sécrétion sont formées de 2 unités 7 S superposées,
reliées entre-elles par la chalne J et insérant la pidce de sécrétion
(Fig. 19 p. 49). Ce modéle a 1'avantage de donner une schématisation
simple de la molécule de sIgA. Cependaﬁt, il n’est pas satisfaisant,

il ne met pas en évidence les différentes propriétés de sIgA.

2 - MODELE DE HEREMANS

Les &tudes effectuées par UNDERDOWN (1975) "in vitro! montrent
que la piéce dé sécrétion est liée covalentiellement seulement a 1'un
des 2 monoméres qui constitue le dimére d'IgA de sécrétion. En effet,
1'association entre la éiéce de sécrétion ét la molécule dimérique
d'IgA s'effectue dans un premier temps par des liaisons non covalentes,
ce qui rend accéssiblé le déterminant "I”, et ensuite une stabilisation

par les ponts disulfure a lieu et "I" devient, de cette fagom,inaccessible.



FIGURE 19

Schéma d'une molécule d'IgA de sécrétioﬁ. selon TOMAST
et BIENENSTOCK (1968).

chalne lourde
chaine légére
piéce de sécrétion
piéce de jonction

: Fragment antigen-binding
: Fragment cristallisable
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Le molécule proposé par HEREMANS en 1974 (Fig. 20 p.51 ) tient
compte de la nature et des propriétés immunologiques de la piéce de
sécrétion. La piéce de sécrétion réagit trés fortement avec le sérum
anti-piéce de sécrétion, elle posséde des déterminants antigéniques
accessibles ou non selon la stabilisation de la molécule, elle protége
les sIgA dé la protéolyse, de plus elle est trés flexible.

Tout ceci a pérmis 34 HEREMANS d'établir un modéle dans
léquel la piéce dé sécrétion serait exposé en surface et enroulée
d'un Bout 4 1'autre des 2 fragments Fc des 2 molécules 7s faisant
ainsi contact avec les 2 "hinge region". Ce modéle eét de tous, celui
qui est le plus satisfaisant. Il a 1'avantage d'étre en accord avec

les connaissances actuelles sur les sIgA.

IV.~ CONFORMATION DES IMMUNOGLOBULINES

Les immunoglobulines sont des protéines possédant différentes
fonctions Biologiques. Durant ces derniéres annéés, différéntes gtudes
ont montré que lés immunoglobulines étaient constituées de domaines
et que chacun d'entre-eux possédait un ou plusieurs rdoles biologiques
bien définis. Ces étudés ont été jusqu'd présent bién établies dans
le cas des IgG. Comme il existe des relations entre la conformation
des IgG‘et celle du monomére des IgA nous décrifons les connaiséances

actuelles concernant la conformation des IgG.

A - NOTION DE DOMAINE

1 = CONCEPT DE BASE

Les &tudes de séquence de BOURGOIS et FOUGEREAU (1970) et de
PREVAL et FOUGEREAU (1972) ont montré que les chalnes légéres de type

K ou A comprennent deux ponts disulfure intracat@naires formant une boucle



...5]_

~ FIGURE 20

Schéma d'une molécule d'IgA de sécrétion selon HEREMANS (1974)

“5lig

VUi
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de 60 résidus d'acides aminés, disposés de la méme maniére dans les
 moitiés NH2 et COOH terminales. Les chalnes lourdes Yy possédent 4 ponts
disulfures intracaténaires réguliérement disposés dans 4 segments adjacents
(un dans chaque fragment Fab et deux dans le fragment Fc). Ces fragments
forment chacun une boucle comportant une soixantaine de résidus d'acides
aminés, comme dans le cas des chalnes légéres. Outre, ces remarques
concernant la disposition des Boucles, HILL et coll. (1966) ont observé
des homologies internes dans la structuge primaire du fragment Fc des
chaines Yy de Lapin et deux zoneé d'homologies de 110 résidus d'acides
aminés dans 1és chaines 1légéres.

Ces observationé sont confifmées par les &tudes d'EDELMAN
et al. (1969) et d'EDELMAN et GALL (1969) qui postulent que les chaines
légérés bossédent 2 domaines conformatiqnnellement semblables : V_ et C

L L
et que la chainé Y én posséde 4 : VH’ Cﬁ], Cﬁz et CH3. ie méme nombre de
domaines a été caractérisé dans la chaine o des IgA par PUINAM en 1974 et
par KRATZIN‘EE_EE, én 1975. Par contre les &tudes de la séquence de la
chafne 1 d'une TgM par WATANABE et al. (1973) et par PUTNAM et al. (1973)
et ae la chainé € d'uné IgE par BENNICH et al. (1974) ont révélé

1'existence d'un domaine constant supplémentaire : Cu4 et Ce,.

2 -~ DEFINITION DES DOMAINES

Chaqué région d'homologie (segment de 110 résidus d'acides
aminés) forme un "domaine” spatial compact stabilisé par un pont
disulfure., Ces domaines possédent une autonomie thermgdynamique,
c'ést—é-diré qué leur structure tridimentionnelle peut @tré acquise
indépendammént des autrés domaines. Cette indépendance perméttrait
uné évolution propre dé chaque domaine et expliquerait qué la sélection
puissé favoriser 1'acquisition de fonctions différentés par une méme

molécule (EDELMAN, 1970).
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B - MISE EN EVIDENCE DES DOMAINES

Les méthodes d'approche de la mise en évidence des domaines ont

été des méthodes chimiques, physiques et biologiques.

1 - METHODE BIOLOGIQUE

L'utilisation d'enzymes a permis de mettre en évidence des
domaines et des régions inter-domaines. En effet, les enzymes scindent
la molécule de préférence dans les régions inter-domaines. Ceci
suggére que les domaines sont compacts et joints par de petites zones
de structure plus simplé.

La fragmentatioﬁ avec la paéaihe (PORTER, 1959) ou avec la
pepsine (NISONOFF et al., 1960) a permis de couper la molécule en 2,
le fragmént Fc est obtenu d'une part et le fragment F(a}))2 de 1'autre.

Ensuite, des coupurés spécifiques ont permis d'isoler un
domaine bien particulier. Ainsi, CATHOU et:DORRINGTON en 1974 ont scindé
la chaine l&gére en 2 domaines : les domaines V. et C. et ELLERSON et al.

L L

en 1972 ont obtenu les domaines CH2 et CH2 a partir du fragment Fc,

2 - METHODE CHIMIQUE

L'analyse cinétique de la dénaturation des chaines légéres a

montré que les domaines C_ et VL peuvent se dénaturer et se renaturer

L

indépendamment les uns des autres.

3 - METHODES PHYSIQUES

a — Dichroisme circulaire (D.C.) et dispersion cptique rotatoire
D.0.R.) ~
BJORK et al. (1971), GHOSE et JIRGENSONS (1971) trouvent que le
spectré théorique d'un mélange équimolairé de domaine VL et CL est

semblable au spectre obtenu expérimentallement & partir d'une chalne
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l1égére donc la chafne légére est bien composée d'une zone VL et d'une

zone CL' La comparaison des spectres (DC) de différents domaines suggére
que des différences de conformation existent entre ces domaines. L'Etude

en DC et DOR des chalnes isolées n'expliquent pas entiérement la confor-

mation de la molécule entiére.

b - Microscopie électronique’
La microscopie électronique des immunoglobulines libres ou
combinées aux antigénes révélent l'existence de régions rigides reliées

par des régions flexibles (GREEN, 1969).

¢ ~ Diffraction des rayons X

La diffraction des rayons X permet d'établir la structure tertiaire
de fragment cristallisé d'une molécule d'immunoglobuline. Les &tudes
sont en majorité faites sur les IgG. Les IgA ayant le méme nombre de

domaines auront siirement une structure globale analogue.

0 — Structure dés domaines

POLJAK et al. (1973) ont €tabli que chacun des domaines de la
région Fab d'une immunoglobuline de type IgG1 peut &tre inclus dans un
parallélépipéde de 40 x 25 x 25 A. Chaque domaine (Fig. 21 p. 55) est
composé de 7 segments i peu prés lindaires (fx1,2,3,4 et fy],2,3) qui
forment une structure B plissée aﬁti-paralléle..Ces segments sont joints
par d'autres segments (bl a b6) de longueur variable'qui possédent une
~ structure hélicoidale ou une structure random-coil. A la fiﬁ de la
séquence de chaque domaine il y a quelques résidus (e] et éz) qui ne
posséde éas-uné structure B-plissée.

Les ségments fxl,2,3,4 et fy],2,3 forment deux faces paralléles

reliées par un pont disulfure intrachaine. La face y du domaine est



FIGURE 21

Structure tridimentionnelle d'un domaine d'immunogloﬁuline établie
par diffraction des rayons X (EDMUNSON et al., 1975)
(a) domaine variable

(b) domaine constant
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allongée d'une boucle supplémentaire (E) qui établi le contact entre les
domaines. De nombréuses liaisons ponts disulfure se forment éntre les
couches B plissées. Les résidus d'acides aminés situés d 1'intérieur des
deux faces sont hydrophobes. L'un d'entre—eux est le tryptophane que
1'on retrouve toujours a cOté de 2 résidus de cystéine qui permettent

d'établir un pont disulfure intracaténaire.

B - Structure des inter—-domaines

Entré les fragments Fc et Fab il existe une zone accéssible
aux agents de prot&olyse. Cette région appelée région charniéré ou "hinge
region” comprend une quinzaine dé résidus d'acides aminés dont plusieurs
résidus de proline et de cysféine qui sont accessibles et qui sont
impliqués dans les ponts intercaténaires. Cette région allongée et
flexible permet aux deux fragments Fab de pfendre des positions différentes
ainsi la molécule Ig péut.se présenter soit sous la forme d'un T, soit

sous la forme d'un Y.

Y - Localisation des oligosaccharides

Toutes les chaTnes lourdes possé&dent des oligosaccharides. Leur
localisation est montrée dans la Fig. 22 p. 57 . Les igG ont un site de
fixation pour 1'oligosaccharide en (c¢) dans le domaine C#Z.

Lés IgM ont un site de fixation dans le domaine Cul(f) et dans
le domaine Cuz(h) et 2 dans le domainé Cu3 (a et c). Lés‘IgE ont 3 sites
de fixation dans le domaine Ce, (g, d et h), un dans le domaine Ce, (b)
et deux dans 1é domaine C€3 (c). Toutes les IgA ont un site commun dans
le domaine Cdz (é). Les autres sites sont situés au niveau de la
- "hinge region", du domaine Ca;, de la région entre les domaines Ca, et
Ca3 et de 1'éxtrémité C terminalé de la chaine polypeptidique (Fig. 19

p. 30).



FIGURE 22

Localisation des glycannes & 1'intérieur d'un domaine (EDMUNDSON

‘et al., 1975) pour les différentes classes d’'immunoglobulines.
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Les glycannes, 3 cause de leur taille et de leur hydrophilie
‘sont exclus de 1'intérieur des domaines et peuvent ainsi influencer

les contacts interdomaines.

C — CONTACTS INTER-DOMAINES

La molécule d'immunogloBuline posséde un axe central de
symétrié et deux axés latéraux au niveau des fragments Fab (Fig. 23
p. 59). Cé schéma dé DORRINGTON (1978)_montre les intéractions qui
péuvént exister : intéractions protéine-protéine, intéractions
protéine-glycanne. Les intéractions protéine-protéine sont soit des
intéractions minéurés 1ongitudinales entre les domaines CL et VL de
la chalne 1égéré ou entre lés domaines CHl et VH de la chaine lourde,

soit d'intéractions majeures entre les domaines V, et C

i L? Cﬁ et CY] et

entre les 2 domainés CY3‘(Fig- 23 p. 5§).

I1 existe dé plus, des intéractions proféine—glycanne. Les
glucides occupent uné position'fixe dans la molécule. Ils jouent un
ralé dans 1'intéraction des régions Fab et Fc (Fig. 14 p. 32). Le
domaine CY1 est en contact avec le domaine CY2 par l'intermédiaire
des glycannes. Il en est de méme pour les domaines CY2. Par contre,
le domaine C, n'a d'intéractions ni avec le domaine CH, ni avec la

L
chalne glycannique (Fig. 14 p. 32 et Fig. 23 p.59).

D - ROLE DES DOMAINES

L'hypothése d'EDELMAN et al. (1969) proposant que les différents
domaines des immunogloBﬁlines pouvaiént avoir différentes fonctions
Biologiques, s'est révéléé étre juste. En effet, les récherches actuelles
ont permis d'attribuer aux différents domaines les r8les biologiques

résumés dans la Fig. 24 p, 60,
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~ FIGURE 23

Un modéle de molécule d'IgG basée sur des données de diffraction des

rayons X. Chaque cylindre représente un domaine compact (DORRINGTON,ifgm

i

1978). ~ \\Lﬁj
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* FIGURE 24

Structure d'une immunoglobuline (WINKELHAKE, 1978), Localisation des

fonctions des différentes régions de la molécule.
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1 < ROLE ‘'DES 'DOMAINES ‘DE LA REGION VARIABLE
La régioa hypervariaﬁle ést diréctément en contact avec
1'antigéné. C'ést le site de combinaison & 1'antigéne. Le plus
souvent ce sité'sé trouvé én éurface de la molécule dans une
eﬁclave péu profondé (POLJAK‘éE;gl., 1973) ou parfois dans une

cavité plus profonde (PADLAN et DAVIES, 1975).

2 = ROLEDES DOMAINES DE ‘LA REGION CONSTANTE

Lés domaines de la région constante sont responsables
des fonctions secondaires des molécules d'immunoglobulines
(SPIEGELBERG, 1974). Ces fonctions sont restées stables au cours
de 1'évolution, commé d'ailleurs la structure deé domaines. La
position de la chaing polypeptidique sur laquelle les glycannes
sont attachés est rémarquaﬁlement conservée quelque soit 1la
classe dés immunogloﬁulines (Fig. 13 p. 30), D'autre part, ce nombre
de résidus d'acide amiﬁé hydrophoBe par molécule est invariant
(POLJAK et al., 1976).

Les ralésjoués par les différents domaines de la région

constante sont les suivants :

a) L'activation du composant Clq du complément (AUGENER‘EE_EL., 1971)

qui se fixé au nivéau du domaine CH2. L'activa;ion de la wvoie glterne

C' se fait au nivéau du fragment Fab (LOOS et al., 1972).

b) Le cytotropismé qui a lieu au niveau du fragment Fc est.particuliérement
dans les domaines CH3 et CH4. Commé éxemple de cytotropisme nous pouvons
citer la fixation du complexe. antigéne—anticorps au macrophage (AREND

et MANNIK, 1972) et celle des IgE sur les macrophagés (CAPRON et al., 1975).
La fixation des IgE aux cellules basophiles ou aux ﬁastocytes se fait

en 1'absence d'antigéne. L'intéraction des IgE adsorbées et d'un antigéne

entralne, sans dommage pour la cellule, la lib&ration de substances

chimiotactiques (HUBSCHER et al., 1974).
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¢) La régulation du métabolisme se fait également par l'intermédiaire
du fragment Fc en particulier la demi-vie des immunoglobulines circulantes

et leur production sont régulées par ce fragment.

d) Les domaines de la zone constante permettent &galement le transport
trans-placentaire des immunoglobulines, ainsi que leur transport du

sérum maternel vers le colostrum (PITTARD et al., 1977).

e) Les domaines CHl et C. ont un role d'espaceur entre le site de

L
¢ombinaison 3 1'antigéne et les autres fonctions (DORRINGTON et PAINTER,

1974) . Le rdle d'espaceur pourrait aussi €tre joué par les glycannes.

E - CONCLUSION

Les immunogloﬂﬁlines sont constituées de 4 chalnes polypeptidiques,
2 chaines lourdes ét 2 légeéres. Chaqué chalne est composée de domaines
compacts dont la structuré et le rdole commence a &tre bien connu.
La m§1écu1e d'anticorps a deux fonctions indépeﬁdantes : une fonction
de reconnaissance de 1'antigéne, et une fonction effectrice qui se
fraduit par la fixation du complément, la fixation & certaines cellules,
et le transfert placentaire. La dualité fonctionnelle des Ig se retrouve
dans la structuré, en effet, cette structuré présente une certaine
stabilité ce qui permet d'expliquer la conservation des sites effecteurs
au cours de 1'évolution et une certaine variabilité qui permet d'expliquer

la spécificité antigénique des immunoglobulines.



V - BIOSYNTHESE DE LA MOLECULE D’IGA DE SECRETION

A - ORIGINE DES IMMUNOBLASTES

Les plaques de PEYER sont dés formations lympholdes
particuliéres, situéés au nivéau dés Bronches,de 1'intestin et
de 1'appendice, qui contiennent des lymphocytes B ét T.

La présence d'un antigéne dans les plaques de PEYER
provoque la transformation des lymphocytes en lymphoblastes.
Aprés division blastiqué, lés immunoblastes IgA migrent, d'abord
vers la lymphe, puis 3 travers le conduit thoracique vers la

" circulation, GOWANS et KNIGHT (1964), CRAIG et CEBRA (1971).
Certaines cellulés vont se 1ogér dans la lamina propia du

tube réspiratoire ou dans 1'épithéliun du sein, RUDZIK et al.
(1975), GOLDBLUM’EE;gl. (1975). La plupart des cellules retournent
i la lamina propia de 1'intestin ol elles se différencient en
cellules plasmatiques, cellules qui synthétisent des IgA et qui
ont une duréé de vié d'environ 5 jours, GOWANS et KNIGHT (1964),
PIERCE et GOWANS (1975). La présence d'un antigéne dans la
muqueuse est un facteur déterminant du retour des cellules
précurseur de la synthé&se d'anticorps a l'intestin, PIERCE et

GOWANS (1975).

B - FORMATION DE LA MOLECULE D'IMMUNOGLOBULINE

L'assemblagé des chalnes se fait en plusieurs étapes,
DORRINGTON (1978) a égudié la formation d'une molécule d'IgG. La
premiére &tape consiste au plissement individuel des chalnes H et L
qui acquiérent ainsi 1éur caractéristique de structure secondaire

et tertiaire. L'unité de base est le domaine et le plissement des
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domaines peut avoir lieu avant que la chafne polypeptidique compléte ne
soit libérée du riBosome. Dans la seconde &tape il y a association non
covalente des chafnes H et L dans les citernes du réticulum endoplasmique.
La formation de la molécule & 4 chalnes, n'a lieu que lorsque les chaines
H (ou les demi-molécules HL) sont rejetés. L’association non.covalente

des chaines H et L conduit a 1;expréssion de l'activité du site
antigénique. la troisiémé étape est celle de la formation des ponts
disulfure entre les unités H et L et les unités H et H. Trois

chemins d'assemblagé covalént ont &té décrits qui dépendent de la

classe ou de la sous—~classe de 1'immunoglobuline &tudiée :

1. H+L - HL

HL + HL -~ H2L2

2. H+H ~» H

2
H2 + L = H2L
HZL + L > H2L2

3. H+ 1L - HL
HL + H > HZL

HL+L =~ H2L2

L'expression des fonctions biologiques secondaires est
permise grice & 1'intégrité des ponts disulfure interchalnes.
L'addition des oligosaccharides se fait ensuite dans une quatriéme
étape lorsque la molécule d'immunoglobuline est traﬁsportée au
travers du réticulum eﬁdoplasmique ét de 1'appareil de Golgi.

La cinquiéme étapé consiste en la polymérisation de la molécule
et en 1'addition dé chaine supplémentaire : piéce de jonction ét

piéce de sécrétion,
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C - FORMATION DE LA MOLECULE DE slGA

En ce qui concerne 1'assemblage de la chaine J aux polyméres
d'IgA ou d'IgM, les travaux de CHAPUIS et KOSHLAND (1975), montrent que
dans les IgA tétramériques, la formation du dimére-chalne J entraine
1'assemblage dés 2 autrés monomérés par des ponts disulfure.

Trois modéles expliquant 1'assemblage des IgA de sécrétion
dans la muqueuse intestinalé sont présentés déns la revue générale
de LAMM (1976) (Fig. 25 p. 66).

Les igA dimériques sériques dans le lamina propia dérivent
en grande partie des céllules plasmatiques locales ; il est possible
qu'une petite partie ait son origine dans le sérum. Les IgA
dimériques traversent la membrane basale et atteignent 1l'espace
interépithélial.

Le premiér modéle d'assemblage suppose que la piéce de
s€crétion est secrétée vers l’'espace intercellulaire et qde 12 elle
se combine au dimére d'IgA. La molécule d'IgA de sécrétion entre dans
la cellule épithélialé par un processus de pinocytose, puis elle est
secrétée vers le lumén.

Le déuxiéme modéle considére que la piéce de sécrétion est
un récépteur membranaire. L'assemblage s’efféctue dans la membrane
plasmatiqué. Une fois & 1’intérieur de la cellule &pithéliale, la
molécule d'IgA dé sécrétion est secrétée vers le lumen.

Le troisiéme modéle suppose que la molécule d'IgA dimérique
est pinocytée. La vésicule pinocytotique se fusionne avec une vésicule
qui dérive du Golgi et qui contient la piéce de sécrétioﬁ. Donc,
l'assemblage ést intracellulaire, la molécule d'IgA de sécrétion est

ensuite secrétée,
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FIGURE 25 Trois modéles d'assemblage des IgA de sécrétion

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

2: la piéce de sécrétion est un récepteur membranaire -

3: 1l'assemblage s'effectue & l'intérieur de la

cellule épithéliale
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L'addition des glucides 3 la mol8cule d'IgA a &té &tudide
par DELLA CORTE et PARKHOUSE (1973) sur des IgA myélomateuses. Ces
résultats montrent que les résidus de fucose sont incorporés les
derniers, juste au moment de la sécrétion.

D'autre part, les travaux de HICKMAN et al. (1977) montrent
que la glycosylation dés IgA est nécessaire pour leur secrétion. Ils
utilisent la tuﬁicamycine, antibiotiqué qui bquué la formation des
intermédiaires lipidiques N-acétyl glucosaminidiques, pour bloquer

la glycosylation.

VI - ROLE BIOLOGIQUE DES slcA

Les propriétés et 1és fonctions biologiques des IgA se
distinguent sur le plan Biochimique de celles des autres anticorps.
En effet, les IgA ne sont pas de Bons anticorps précipitants. Elleg
ont d'autres ralés : activation du complément & partir de C],
opsonisation, activité homocytotropique pour les mastocytes ;
leur affinité pour 1'antigéne est relativement faible.

Les propriétés Eien étaﬁlies des IgA consistent en :

- la neutralisation dés virus

-~ 1'agglutination des bactéries

- la limitation de 1l'adsorption des Bactéries aux muqueuses

- 1'inhibition dé 1'absorption digestivé des antigénés

- 1'activation du complément par la voié alterne

- 1la régulation des réponses immunes.

- 67 -
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En effet, KNOP‘EE_EL. (1971) montrent que les IgA de sécrétion
activent le complément. SPIEGELBERG et GUTZE (1972), montrent que des
aggrégats chimiques d'IgA sériques my&lomateuses peuvent transformer
en composant C, activé : activation du

3 3
complément par la voie alterne. Les travaux de BOACKLE et al. (1974),

le composant préactivateur C
montrent que des aggrégats de fragments FaB et des IgA de sécrétion ou
sériques réagissent avec le complément. La piéce de sécrétion n'étant
pas nécessaire dans ces interactions.

De plus, les IgA de sécrétion jouent un role essentiel dans

la protection antivirale et dans la protection contre les bactéries.

Les sIgA peuvenf réduire la pﬁagocytose, 1'hydrophobicité
de surface et la chargé de bactéries comme Salmonella typhimuwiium
(MAGNUSSON 35;31’ 1979). Elles ont des réactions d'opsonisation a
1'égard de certaines bactéries : Bacteroides 6ﬁagiﬁéb et Bacteroides
thetaiataoﬁicnan (BJORNSON et BJORNSON, 1978). Elles sont lides 2 des
structures particuliéres de la peau de patients atteints de dermite
herpésiforme (YAOITA,1978). Elles ont des réactioﬁs de prophylaxie
contre les méningococcés (POKROVSKI et al., 1978).

ADINOLFI Eﬁ;ii' (1966) montrent la lyse a' Eschernichia coldl
in vitno en préséncé d'IgA de sécrétion, de lysosymé et d'une solution
dilue de sérum humain;

KNOP Ef;il‘ (1971) montrent 4n v{v0 une action bactéricide
d'Ef coli qui avait été traitée avec des IgA de sécr?tion.

Les sIgA réprésentént la premiére ligne de défénse,des
muqueuses contre les aéfessions par les agents pathogénes ét agissent

en synergie avec d'autres moyens de défense de 1'organisme.
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Elles empéchent les bactéries d'adhérer & la surface des
muqueuses.

En effet, WILLIAMS et GIBBONS (1972) montrent que les IgA de
sécrétion isolées du fluide parotidal inhibent 1'adh&rence de Streptococcus
dans les cellules épithéliales. De méme, elles préviennent contre
1'adhésion d'Escherichia Coli au niveau des cellules épithéliales du
tractus urinaire (SVANBORG-EDEN et SVENNERHOLM, 1978).

Elles protégént activément la paroi intestinale. D'ailleurs
ENGSTROM et al. (1978) montrent qu'une déficience des IgA de sécrétion
existe dans le cas de maladie inflammatoire intestinale et dans le cas
de colite ulcérativé (PATRONE ég;él.; 1978) . En particulier, les sIgA
ont un role important dans la défense de 1'intestin du nourrisson.

11 semble qu'elle soit assuréé par 1'association des IgA, du lysosyme
et de la lactotransferriné. Ainsi, BULLEN'EE_EL. (]9725 suggérent que
les immunoglobulines lactées associéés aux transferrines inhibent
An vivo la croissance des bactéries dans 1'intestin du nouveau-né.

SPIK‘éE;él. (1978) montrent que 1'association des IgA du
lait de Femme ou des IgGl colostrales bovines avec les transferrines
natives, sériques ou lactées, inhibe 4n vitho la croissance de
Eschenichia cofi au moins pendant 3 heures. Ceci n'a pas lieu lorsque
les transferrinés sont saturées en fer.

Les travaux de STOLIAR et al. (1976) montrent que les IgA '
du lait de Femme inhibent les entérotoxines produites par Escherichia
coll et Vibiio cholferae. Le transfert passif des IgA.aux enfants nourris
au séin peut expliquer-i'absence chez ces nourrissons de diahrréés
provoquées par des infections de Escherichia coli.

SCHOUB EE;il' (1977) montrent que 1'allaitément au sein prévient

les gastroentérites infantiles et diminue la mortalité,
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Le principe actif antiinfectieux du laif contre les entéro-
bactéries est représénté essentiéllement par les sIgA (HANSON et al., 1978).

Enfin, des étudés récentes ont &té effectuées sur des patients
a;teints de maladies hépatiques.

Les IgA sont retrouvées sur les hépatocytes aussi bien de
sqjets normaux que dé sujets attéints dé troubles hépatiques. Cependant le taux
des IgA est plus élévé, dans lé éas de cirrhose alcoolique (HOPF, 1978)
dans les cellules hépatiques et dans le sérum.

HOPF et_al. en 1979 montrént que les IgA d'un patient adhérent
An vitno a des hépatocytés de Lapin et qué cette réaction n'a pas lieu
avec des IgA provénant d'un Sujét normal. Ils en concluent que les deux
types d'IgA différént et qué 1'hé§atocyté peut avoir trpis rdles spéci-
fiques possiblés :1'élimination des complexes Ag-IgA par le foie,
1'élimination des IgA sériqués én excéé ou le transport des IgA par

1la bile vers 1'intestin.

VII - CONCLUSION

La différencé essentielle entre IgA de séérétion et les IgA
sériques est la présencé de la piéce de sé@crétion qui protége la
molécule d'IgA et lui confére en méme temps des déterminants antigéniques
caractéristiques. La structure primairé des IgA est bien connue, il n'en
est pas de méme pour les structures glycanniques.'De plus, toutes les
8tudes de structure ont &été effectuées sur des protéines sériques
myélomateuses.

Compté tenu dé 1'importance des IgA dans la défense des
muqueuses ét de son taux élévé en glucides, notre but a été dé
déterminer les structurés glycanniqués des IgA du lait de Femme,

afin d'étudier par la suite 1'intéraction de ces glycannes dans

les différents rdles biologiques des IgA,
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I - PREPARATION ET ANALYSE DES 16a

Nous utilisons dans les grandes lignes le procédé de
fractionnement du lait maternel, mis au point par MONTREUIL et coll.
(1960) modifié par DESCAMPS (1974) qui associe un gradient de pH

id un gradient de concentration en sulfate d'ammonium.

A - PRECTPTTATION*AU"SULFATE"D'AMMONIUM

Le lait maternel provenant d; lactarium est délipidé par
centrifugation & 10.000 tours dans un rotor "Spinco Batch'" pendant
30 minutes & 4°C. Aprés une dialyse de 4.jours contré de 1'eau, il
est décaséiné : 1é lait ést améné i pH 4,6 avec de 1'HCl 0,1 N, et
centrifugé dans les mémés conditions que précédemment. Le lacto-.
sérum ainsi oBténu ést amené i pH 7 par NH40H 4N et lyophilisé.
te lactosérum lyophilisé ést redissous dans un volume d'eau distillée
nécessaire pour obtenir uné solution a3 3 7 (p/v).

Le lactosérum suﬁit une.série de précipitations au sulfate
d'ammonium. En premier lieu il est précipité a 33 Z de saturation
en sulfate d'ammonium & pH 7 afin d'obtenir le précipité P,. Le
précipité P2P4 trés riché en immunogloEulines IgA est obtenu pH 7
et & 50 7 dé saturation en sulfate d'ammoniumf Ce précipité est
redissous dans l'éau distillée, dialysé quatre jours contre de
1'eau et lyophilisé. Lé resté du lactosérum est conservé il ne.

contient pas d'IgA.
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La purification du précipité PP, s'effectue par chromatographie
de gel filtration et par chromatographie d'échanges d'ions, selon le

schéma de la Figure 26p. 74.

1 - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE QAE-SEPHADEX

La purification du précipité P s'effectue en premier lieu

sur une colonne de QAE Sephadex A—SO (Pharmacia - Fine Chemicals)

(7,5 x 40 cm) staﬁiliséé dans le tampon Tris-HCl1 0,01 M pH 8. Le
précipité P2P4 est dissous dans le méme tampon et dialysé contre

ce tampon pendant 2 jours 3 +4°C. Le dialysat est réajusté a pH 8

avec une solution de NHAOH 4N et la concentration finale est de 5 7
(p/v). L'élution dé 1; fraction non rétenue sur QAE-Sephadex s'effectue
avec le tampon de départ. Les autres fractions sont obtenues par
addition de NaCl au tampbn Tris-HC1 O,1M pH 8. La premiére fraction

est &éluée par addition de NaCl 0,1M et la seconde par addition de NaCl

IM, Le débit de 1'8lution est de 60 ml/h et les fractions recueillies

sont de 20 ml.

2 - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE SP-SEPHADEX

La fraction non retenué sur QAE-Sephadex est chromatographiée
sur colonne de SP-Séphadex (Pharmacia) (3 x 20 ém) stabilisée daﬁs
1'eau. Le débit de la colonne est de 20 ml/h et les fractions recueillies
sont de 5 ml. La fraction non retenue est directement lyophilisée.
La fraction retenue est &luée par uné solution d'acétate de sodium

a 0,4 M, dialysée contre de 1'eau et lyophilisée.
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Schéma de fractionnement du lait utilisé pour la purification

des sIgA.
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3 = CHROMATOGRAPHIE 'SUR COLONNE D'ULTROGEL AcA44

La purification de la lére fraction retenue sur QAE-Séphadex

chromatographiée sur colonne d'Ultrogel AcA44 (LKB, IBF). Nous
utilisons deux colonnes couplées de type Pharmacia (5 x iOO cm), Le
gel est stabilisé dans le tampon d'élution : Tris—HCl 0,1 M-NaCl

I M pH 8. Le débit utilisé est de 32 ml/h. Les fractions recueillies

sont de 16 ml.

C - CONTROLE DE L'HOMOGENEITE DES PREPARATIONS D'IGA

Chaque fraction est analysée par &lectrophorsse sur acétate
de cellulose et par immunoé&lectrophorése sur gélose afin de vérifier

1'homogénéité des préparations d'IgA.

1 - ELECTROPHORESE SUR ACETATE DE CELLULOSE

Les électrophoréses sont réalisées sur des bandes de
2,5 cm x 16 cm fournies par POLIPHOR,_dans le tampon LAURELL (1957)
pH 8,6, et sous une tension de 120 V pendant 2 heures. La révélation

des protéines est réalisée par le réactif & 1'Amidoschwartz.

2 - IMMUNOELECTROPHORESE SUR GELOSE

Les immunoé&lectrophoréses sont effectuées selon la méthode
de GRABAR et WILLIAMS (1955), modifiée par SCHEIDEGGER (1955).
L'électrophorése sur gélose, effectuée dans un tampon véronal pH 8,2
et sous une tension de 30 V pendant 90 minutes, est suivie d'une
diffusion de 48 heures contre un sérum de Lapin anti-prot&ides
lactées et un sérum de Cheval anti-protéines sériques. La révélation

des protéides est réalisée par le réactif & 1'Amidoschwartz.
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IT - ETUDE PHYSICO-CHIMIQUE DES 1Ga

A - COEFFICIENT DE SEDIMENTATION

1. = PAR ULTRACENTRIFUGATION ANALYTIQUE

L'étude de la constante de sédimentation d'une solution
d'IgA 3 10 mg/ml dans un tampon Tris-HCl 0,IM, NaCl 1 M pH 8

s'effectue dans une ultracentrifugeuse Beckman modéle E.

2 - PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION SUR COUCHE MINCE

La méthode utilisée est celle décrite par LAINE et al. (1977).

B - MASSE MOLECULAIRE

La masse moléculaire &es igA lactées a &té déterminée par
équilibre de sédimentation dans une ultracentrifugeuse Beckman modéle E,
selon la méthode de YPHANTIS (1964), modifiée par CHERVENKA (1970).

La solution d'IgA est & une concentration d'l mg/ml dans un tampon

Tris-HC1 0,1 M, NaCl 1 M pH 8.

C - COMPOSITION EN ACIDES AMINES

La composition én acides aminés est déterminée 3 1'Auto-
analyseur Beckman. "Multichrom S ]ZO.B" aprés hydrolyse acide des
IgA selon la méthode décrite par SPACKMAN et al. (1958) modifiée
par CHARET et al. (1973). L'hydrolyse des IgA s'effectue en tubes
scellés sous vide, par 1'acide chlorhydrique 5,6 N bidistillé,

pendant 24 h, 48 h et 72 h dans une &tuve 2 105°C.



D - COMPOSITION EN GLUCIDES

1 - COMPOSITION CENTESIMALE
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Les oses "neutres" ont &té dos@s par la méthode colorimétrique

3 1'orcinol-sulfurique de TILLMANS et PHILIPPL (1929), modifiée par
RIMINGTON (1931, 1940). |

Les osamines sont dosées par la méthode colorimétrique
A"ELSON et MORGAN (1933), modifiée par BELCHER et coll. (1954),
aprés avoir &été libérées par uné hydronsé'effectuée en présence
de 1'HC1 4 N pendant 4 heures i 100°C.

Les acides sialiqués sont dosés par la méthode a la
diphénylamine de NIAZI et STATE (1948), modifiGe par WERNER et ODIN
(1952). |

Les protocoles expérimentaux sont ceux préconisés par

MONTREUIL et SPIK (1963).

2 - COMPOSITION MOLAIRE

Les rapports molaires des glucides sont déterminés par
chromatographie en phase gazeuse aprés méthanolyse, selon le

procédé décrit par ZANETTA et al. (1972).

IT1 - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES

A - ISOLEMENT DE LA "HINGE REGION”"

1 - HYDROLYSE TRYPSIQUE ET PEPSIQUE DES sIgA

a - Principe . .

Nous utilisons la méthode décrite par FRANGIONE et WOLFENSTEIN-

TODEL (1972) qui consiste 3 séparer la "hinge région"” renfermant les

glycannes 1iés O-glycosidiquement des autres glycannes liés N-glycosidi-

quement, La "hinge region"” est trés riche .en proline et elle est peu

sensible & 1'hydrolyse par la trypsine et la pepsine.
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b - Mode opératoire

Les IgA provenant du précipité P2P4 sont précipitées 3
1'éthanol afin d'éliminer des oligosaccharides libres. Ensuite les

IgA sont soumises 3 une hydrolyse trypsique, puis 3 une hydrolyse pepsique.

a - Hydrolyse trypsique

. A une solutionvd'l g d’IgA dans 100 ml de bicarbonate d'ammouium
0,2 M a pH 8,3 on ajoute la trypsine (Trypsin-DFP Worthington Biochemical
Corporation) dans 1é rapport 1 pour 50 (E/S). L'enzyme est activé par
addition préalaﬁle de 2 ml d'acétate de calcium 0,01 M, péndant 30 minutes
avant 1'emploi. L'addition dé trypsine est renouvelée toutes les 4

heures. L'hydrolysé est faite a 37°C en présence d'une goutte de toluéne.
Le pH est mainténu asg,3 pendanf ]5 heures par dé 1'NH40H 0,1 N (pH-stat).
L'arrét de 1'hydrolysé se fait par abéissement du pH 3 5,3. La solution

est ensuite lyophilisée.

B - Hydrolyse pepsique

L'hydrolysat trypsique est hydrolysé par la pepsine (Pepsin
Krist. Lyophylisiert 100 mU/mg Merck) dans le rapport 1 pour 50, et
dans une solution d'acide formique 3 5 7, qui maintient le pH a 1,5
pendant l'hydrolysé. La durée de 1l'hydrolyse est de 15 heures, elle
s'effectue & 37°C. L'arrét dé 1'hydrolyse se fait par &lévation du
pH 4 3. L'hydrolysat est concentré a@ 1'évaporateur rotatif, repris

plusieurs fois par de 1l'eau et lyophilisé.

2 - FRACTIONNEMENT DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE~PEPSINE DES IgA

L'hydrolysat trypsique-pepsique est fractionné sur une colonne
de Biogel P-30 (200-400 mesh (Bio-Rad) (4 x 130 cm), stabilisée dans

une solution molaire d'acide acZtique. Le débit du fractionnement est
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de 23 ml/h. Les fractions recueillies sont de 7,5 ml. Le repérage des
fractions glycopeptidiques est effectué par le rdactif au phénol-

sulfurique, selon la méthode de DUBOIS et al. (1956).

B - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES ALCALI-STABLES

La fraction glycopeptidique totale alcali-stable obtenue
lors du fractionnement sur Biogel P-30 est soumise dans un premier

temps 3 une hydrolyse pronasique, puis d une purification des glycopeptides.

I — HYDROLYSE PRONASIQUE

Nous avons appliqué dans ces grandes:lignes le procédé
'de YAMASHINA et MAKINO (1952), modifié par MONSIGNY et al. (1968).

A une solution d'l g de fraction glycopeptidique totale
alcali-stable dans 100 ml d'acétate de'calciumVO,Ol M,.-on ajoute
20 mg de pronase (Calbiochem). L'hydrolyse est effectuée a pH 7,8
et 2 37°C, sous agitation, pendant 72 heures, en présence de toluéne.
Le pH est maintenu constant par 1'addition de soude 0,15 N, contrdlée
par un titrateur automatique (pH-stat TTT IC Radiometer). L'hydrolysat
est ensuite ajusté a pH 4,5 avec 1'acide acé&tique glacial, puis
concentré & 10 ml environ et traité par 10 volumes d'éthanol absolu
froid. Le mélange est maintenu pendant 2 heures & la température du
laboratoire puis a 4°C péndant 18 heures. Le précipité recueilli

par centrifugation est redissous dans 1'eau, puis lyophilisé.

2 - PURIFICATION DE LA FRACTION GLYCO?EPTIDIQUE TOTALE

L'hydrolysat .pronasique est chromatographié sur une colonne
de Biogel P-30 (200-400 mesh) (4 cm x 130 cm), stabilis@e dans une

solution molaire d'acide acétique. Les fractions phénol-positives
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sont récupérées, rassemblées, puis lyophilisées.

3 — SEPARATION DES GLYCOPEPTIDES ALCALI-STABLES

a — Par chromatographie d'échanges d'ions

‘Les glycopeptides sont chromatographiés sur une colonne de
Dowex 1 x 2 (200~400 mesh) (Bié—Rad) (3 x 22 cm) stabilisée dans
1{acétate‘de pyridiné 2 mM pH 5. La fraction neutre est obtenue par
€lution dans le méme tampon, élle est ensuite diluée‘avec de l'eau
distillée et lyophiliséé. La fraction acide est obtenue par passage
sur la colonne d'une solution d'acétate de pyridine 350 mH pH 5.
Elle est également dilue et lyophilisée.

b - Par électrophor@se sur papier

La séparation des glycopéptides pronasiques se fait ensuite
par électrophorése préparativé en toit, sur papier Whatman 3. Le
dépdt ést d'l.mg de glycopéptide par cm. Les systémes tampons utilisés
sont les suivants :

- pH 2,4 : acide acétique/eau (6 : 94 ; v/v)

- pH 6,5 : pyridine/eau/acide acétique (25 : 225 : 1 ; v/v/v).

Les électrophoréses sont réalisées pendant 18 heures sous une
tension de 10V/cm.

Aprés séchage du papier et repérage des glycopeptides par
révélation des bandes latérales par le réactif 3 la ninhydrine-cadmium
et par celui i 1'acide periodique—Benzidine, de MONTGOMERY et WU (1963),
spécifique des glucidés,‘les bandes de papier renfermant des glycopeptides -

sont &luées par de 1'eau distillée.
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C - PREPARATION DES GLYCANNES ALCALI-LABILES

La fraction glycopeptidique alcali-labile ou "hinge region” est
chromatographiée sur colonne de Biogel P-30 dans les conditions décrites
d-la p. 78 . Ensuite elle est soumise 3 1l'action de la soude et
réduction, puis on procéde & la séparation des glycannes alcali-labiles

réduits.

1 - ACTION DE LA SOUDE ET REDUCTION

Nous avons émployé deux conditions différentes d'action de la
soude et réduction. Les conditions utilisées sont une modification de
la méthode de CARLSON (1966).

150 mg de glycopeptides sont dissous dans 150 ml de NaOH 0,1 N,
en présence ‘de BHAK 1M et mainténu sous agitation péndant 72 heures &
45°C et & 1'obscurité. Au moment d’arréter la réaction, la solution est
piacée dans un bain dé glace ; 1la réaction s’arr@te par addition de
Dowex 50 x 8 (25-50 mesh ; formé H+) (Bio-Rad) jusqu'a pH 4. La
solution ést filtréé sur laine de ﬁerre, évaporée 3 sec et reprise
par 3 fois 3 ml environ de méthanol anhydre. Le produit sec est
récupéré par de l'eau distillée et lyophilisé.

D'autre part, 30 mg de glycopeptides sont dissous dans 5 ml

de NaOH 0,1 N en présence de NaBD, 0,8 M et maintenu pendant 72 heures

4
a 37°C. Au momént d'arréter la réaction, le produit esf dilué 10 fois
avec de 1'eau ; la réaction s'arréte par addition d'acide apétiqﬁe 4 N
* jusqu'a pH 5;.Le éroduit est concentré et purifié sur Dowex 50 x 2
(200-400 mésh) stabilisée dans 1'acide formique 0,01 N. Le produit
€lué est concentré et lyophilisé., Ensuite il est repris par de 1'eau,

évaporé a sec et repris par 3 fois 3 ml environ de méthanol anhydre.

Le produit sec est récupéré par de l'eau et lyophilisé.
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2 - SEPARATION DES GLYCANNES REDUITS

Les méthodes utilisées sont une modification des procédés de
SPIRO et BHOYROO (1974) et de BAENZIGER et KORNFELD (1974).

a - Chromatographie de gel filtration

L'ensemble des glycannes réduits au BH4K est fractionné sur
colonne de SG-25 finé (1,8 cm x 127 cm) (PHARMACIA), stabilisée dans
le tampon acétaté de pyridine 0,1 M & pH 5. Le débit du fractionnement
est de 12 ml/h.

La fraction réduite au BD4Na est purifiée sur colonne de
Biogel P-2 (1 cm x 55 cm), stabiliséé dans 1l'eau. Le débit du
fractionnement est de 5 nl/h ; les fractions recueillies sont de
0,8 ml.

b - Chromatographie sur &changeurs d'ions

Nous utilisons du Dowéx 1 x 2 (200-400 mesh ; forme acétate),
stabilisée ‘dans le tampon acétate de pyridine 2 mM & pH 5. La chromato-
graphie se réalisé én utilisant le gradient continu de force ionique
du tampon acétate de pyridine & pH 5, de 2 mM 4 0,35 M. Le débit du
fractionnement est de 15 ml/h.; les fractions recueillies sont de 2,5 ml.

¢ - Chromatographie de partage

Dans un premier temps, les glycannes réduits sontrchromatographiés
sur papier Whatman 3, 1 nuit dans le solvant de FISHER et NEBEL (1955) :
pyridine, acétaté d'éthyle, acide acétique,'eau (5 : 5: 1 : 3 par volume).
Les bandes latérales sont révélées par le réactif au nitrate d'argent de
TREVELYANIEEEL.(1952). Les bandes de papier renfermant les glycannes
réduits sont'éluées par'l'eau distillée. Ensuite leur.homogénéité est
analysée sur couche mincé en gel de silice (DC-Plastikfolien Kieselgel
60 F 254 3 20 x 20 cm, MERCK) dans le solvant suivant : n-Butanol, éthanol,
acide acétique, eau, pyridine (10 : 100 : 3 : 30 : 10). La révélation

est faite par le réactif & 1'orcinol sulfurique. 100 mg d'orcinol sont
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dissous dans 100 ml d'acide sulfurique 38 20 7 et la solution est
pulvérisée sur la couche mince qui est ensuite séchée i 1'étuve

pendant 10 minutes environ.

IV - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES ET DES GLYCANNES REDUITS DES sIcA

A - COMPOSITION MOLAIRE EN ACIDES AMINES ET EN GLUCIDES

La détermination dé la composition molaire en acides aminés des
glycopeptides a été éffectuée par la méthode décrite 3 la p. 76.

La composition molaire en monosaccharides des oligosaccharides
est déterminée par dosagé chromatographique en phase gazeuse des dérivés
trifluoroacétylés des sucres 1iBérés par méthanolyse, selon la méthodé
de ZANETTA’EE_EL.-(1§72). L'analyse chromatographique en phase gazeuse
est réaliséé sur uné colonne de OV 210, La température initiale est de
100°C, 1la témpérature finalé est de 220°C. Le débit du gaz vecteur (NZ)

est de 15 ml/min.

B - ETUDE DE LA STRUCTURE DES GROUPEMENTS GLYCANNIQUES

DES IGA

1 - METHYLATION
La méthylation des oligosaccharides est réalisée suivant la

méthode de HAKOMORI (1964).

a - Préparation du sulfinylcarbanion ( SANDFORD et CONRAD, 1966)

2,5 g d'une s#spension & 50 7Z d'hydrure de sodium dans la
paraffine sont introduits dans un flacon & pénicilline de 100 ml., La
paraffine est €liminée pér 3 lavages 3 1'heptane (30 ml) suiviés de
décantation. Lé flacon ést ensuité bouché a 1'aide d'uné pastille de

caoutchouc, sertie par un joint métallique.
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L'hydrure de sodium est alors séché sous azote par introduction
“de 2 seringues. On injecte alors 30 ml de diméthyl sulfoxide et la
réaction commence aussitdt avec dégagement d'hydrogéne :

CH,~S0-CH, + HNa CH,-SO~-CH, Na' + 1/2 K,
Cette réaction est accélérée par chauffage (55°C) dans un bain ultra-

sonique. Aprés arrét du dégagement d'hydrogéne, le flacon est 3

nouveau saturé d'azote et conservé au réfrigérateur.

b - Méthylation

1 mg.d'oligosaccharide, réduit ou non ré&duit, est dissous dans
1 ml de diméthylsulfoxidé,vdans un flacon a pénicilline de 5 ml qui est
ensuite scellé, puis saturé d'azoté. Aprés une demi-heure d'agitation
au bain ultrasonique, on ajouté au moyén d'une seringue 0,5 ml de
sulfinylcarﬁanion. Aprés 1 h d'agitation au bain ultrasonique, on 1le
congéle soit directement, soit aprés répos de 2 3 4 heures 3 la
température ambiante. Au produit congelé on ajoute 0,5 ml d'iodure de
méthylé et on réplace lé flacon pendaﬁt une demi-héure au Bain ultra-
sonique. Les produits méthylés sont ensuite extraits dans le mélange
chloroforme~eau. La phase chloroformique oﬁtenue aprés extraction par
3 fois 5 ml de chloroforme, ést ensuite lavée par 5 fois 5 ml d'eau,
puis séchée par du sulfate de sodium anhydre. Aprés filtration sur
laine dé verre, la solution est évaporéé a sec. Le résidu est purifié
soit sur colonne dé LH 20 (PHARMACIA), soit sur colonne de gel dé
silice (Kieselgel 60 reinst 70-230 mesh ASTM - Merck).

Aprés purification, le produit méthylé est soumis 3 une
méthanolyse et 1és dérivés méthylés sont analysés én chromatographie

en phase gazeuse, ainsi qu'aprés peracétylation.
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c - Analyse chromatographique en phase gazeuse

Différents types de colonnes, dé phases ou de supports sont
utilisés pour la résolution des analyses chromatographiques des glucides
en phase gazeuse. Ainsi les colonnes sont soit des colonﬁes de verre
soit des colonnes capillaires. Les colonnes de verre (0,3 x 300 cm)
sont remplies de Carbowax 6000 3 7 sur chromosorb W (80-100 mesh). La
température est programmée de 120°C i 200°C a raison de 2°C/min
(FOURNET et MONTREUIL, 1973), Ellés peuvént également €tre remplies de
silicone OV-17 3 3 7 sur chromosorb W (60-80 mesh). La température
programmée est de 250°C i 280°C i raison de 4°/min. Le débit du gaz

vecteur (NZ) est de 20 ml/min. Les colonnes capillaires (¢ext t 0,7 mn
¢pint : 0,4 mn

X 55 m)

sont remplies de Carbowax 20 M. La température programmée est de
150°C 3 220°C a raison de 2°C par minute. La pression d'entrée est de

0,4 bars.

2 = SPECTROMETRIE DE MASSE

Les produits méthylés subissent une sérié de transformations
selon le protocolé décrit par FOURNET (Communication personmnelle),
avant d'étre analyséé en spectrométrié de masse.

Ainsi les oligosaccharides méthylés sont hydrolysés par
1'acide chlorhydrique bidistillée 4 N pendant 4 heures & 100°C. On
évapore d siccité et on élimine 1'acide a 1'aide- du méthanol ou de
1'éthanol distillé. Aprés peracétylation, et séchage sous azote, le
produit ést réduit au BHaNa ou BDaNa. A1l mg dé produit méthylé
dissous dans 1 goutte'dé méthanol distillé et dans 1 ml d'eau, on
ajoute 10 mg environ de BDANa. La réduction s'effectue péndant 14 h
environ é,témpératuré ambiante. On arréte la réaction par du

Dowex 50 x 8 (25-50 mesh ; forme H+) ; on filtre sur laine de verre.
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Le produit séché 3 1’évaporateur rotatif est repris par 3 fois 2 ml de
méthanol anhydre ét séché 3 siccité. Le produit méthylé et réduit est
peracétylé.

Un. autre procédé que nous avons utilisé consiste i traiter
1'01igosaccharidé réduit au BHAK ét méthylé par de 1'ATFA 2N pendant
2 h a 100°C. Le produit ést séché a 1'évaporateur rotatif et repris
plusieurs fois par du méthanol pour bién éliminer 1'acide. Le produit
;ec est peracétylé. Ensuite, il est désacétylé, selon la méthode
décrite par KUNG et HUDSON (1978) le produit repris par 0,5 ml d'acétone
et 2 ml de NaOH 0,1 N est maintenu péndant 60 minutes a4 la température
ambiante. On arréte la réaction par du Dowéx 50 x 8 (25-50 mesh ; forme
H+) jusqu'a pH4. La solution filtréé sur laine de verre est &vaporée
a séc ét réprise plusiéurs fois par du méthanol anhydre et &vaporée i
sec. Ensuite, noﬁs effectuons une réduction au BD,Na dans les conditions
décrites précé&emmént.

Les oligosaccharides méthylés peuvent &tre également analysés
aprés une simple méthanolysé (ZANETTA‘EE;El, 1972).

La spectrométrie de masse a été effectuée sur un appareil
RIBER MAG GCMS R10-10, 3 filtre quadripolaire. Les prqduits analysés
ont été pféalaﬁlemént séparés par chromatographie en phasé gazeuse sur
colonne de OV 17, la température du four est programmée dé 140°C a

270°C 3 raison de 4°C/min.

3 - HYDRAZINOLYSE ET DIAZOTATION

a - Hydrazinolyse et diazotation

L'hydrazinolyse et la diazotation sont réalisées suivant la
méthode de BAYARD et MONTREUIL (1974)
1 mg de glycopeptide N-glycosidique rigoureusement anhydre’

est dissous dans 200 pl d’hydrazine. Apré&s chauffage & 100°C pendant
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24 h en tube scéllé, la solution est évaporée sous courant d'azote et
le résidu sec est s&ché sous vidé sur acide sulfurique. Le résidu est
ensuite repris sur 1 ml d'acidé acétique 2N et 10 mg de nitrite de
sodium sont ajéutés. La désamination nitreuse ést conduite pendant

3 heures 3 4°C. Aprés passage d'un courant d'azote pour &liminer

le N,0 formé, la solution est aménéé ; pH 9 avec NaOH 1 N et 20 mg

de BHANa sont ajouté&s pour réduire les oligosaccharides formés.

Aprés 2 heures de réaction, la solution est neutralisée par

1'acide acétique et lyophilisée.

b - Méthylation

Aprés déshydratation de la poudre obtenue sous le P,0; un cycle

de méthylation selon. HAKOMORI est réalisé (voir p.83).

c - Anaiyse chromatographique en phase gazeuse

Le mélange d'oligosaccharides obtenus est analysé aprés
¢ext : 0,7 mn
¢int : 0,4 m

méthylation sur colonne capillaire OV 101 ( x 40 m)

avec une programmation de tempdrature de 140°C 3 310°C i raison de
5°C/min. Le gaz vecteur est 1'azote. La pression d'entrée est de
0,4 bars. Chacun des pics ainsi séparé est analysé en spectrométrie

de masse.

4 -~ RESONANCE ‘MAGNETIQUE NUCLEAIRE

L'étude dé la résonance magnétique nuclé@aire du protoﬁ
a été réalisée sur les-oligosaccharides préalablement traités par
1’eau lourde (Dzoj de mani&re 3 obtenir un échange des hydrogénes
moBiles (fonctions hydroxyles). L'analyse dés oligosaccharides et
des glycopeptides a &té efféctuée sur un appareil Brukér HX 360,

a 360 MHz opérant en transformées de FOURIER,
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Les glissements chimiques ont été& mesurés par rapport au sel

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

d'un témoin interne constitué d'acétone : § = 2,225 ppm.

L'interprétation des spectres a été rendue possible grace
a 1'étalonnage préalablé dés déplaceménts chimiques des protons a
1'aide de glycopeptides et d'oligosaccharides de structure connue.
En particulier, les déplaceméntS'chimiqués desAprotons obtenus
avec les glycopeptidés des IgA du lait de Femme ont &té comparées
avec les valeurs obtenues lors de 1'étude des glycopeptides de la
sérotransferrine humainé, DORLAND et al. (1977), de différents

sialyloligosaccharides, DORLAND et al. (1978), et qui ont été

résumés dans la revue générale de MONTREUIL et VLIEGENTHART (1978).
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I - PREPARATION ET ANALYSE DES slcA

A - PRECIPITATION AU SULFATE D'AMMONIUM

Le relargage au sulfate d'ammonium des protéines du lactosérum
dans les conditions précisées 3 la p. 72 conduit & 1'obteﬁtion d'environ
1 g de précipité P2P4/1 de lactosérum. Le précipité est fortement enrichi
en immunoglobulines IgA, en effef une valeur de 80 p. 100 d'IgA é pu étre

déterminée par immunodiffusion simple selon MANCINI et al. (1965).

B - PURIFICATION DU PRECIPITE Po-Py

1 - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE QAE-SEPHADEX

40 g de P sont dissous dans 800 ml de tampon Tris-HCL

2%y
0,01 M pH 8 et fractionnés selon le principe décrit 3 la p. 73. Trois
fractions sont ainsi obtenues. La premiére fraction correspond & 1'élution
dé la colonne par le tampén de départ. Elle renferme des sIgA contaminées
par dé la lactotransferrine, Ld seéondg fraction obtenue pér élution de

la colonne par du tampon Tris-HCl 0,1 M - NaCl 0,1 M pH 8, contient des
sIgA, de la lactotransferrine, de la sérumalbumine, de 1'a~lactalbumine

et du lyzozyme. La derniére fraction qui correspond a 1'é@lution par un

tampon Tris-HC1 0,1 M - NaCl M pH 8, renferme les mémes protéines que

la deuxiéme fraction avec trés peu de sIgA.

2 - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DEiSP—SEPHADEX'

Les 18 g de fraction I récupérés aprds chromatographie sur
colonne de QAE-Sephadex sont chromatographiés sur une colonne de
SP-Sephadex. La lactotransferrine reste fixée sur la colonne alors

que les sIgA sont éluées par de 1'acétate de sodium 0,22 M. la
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lactotransferrine ast &luée de la colonne par le passage d'une solution
d'acétate de sodium 0,4 M. Les deux fractions sont dialysées contre de
1'eau et lyophilisées.

15 g d'sIgA et 3 g de lactotransferrine sont ainsi obtenus.

3 - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE'D'ULTROGEL'ACA44

5 g de la fraction II sont chromatographiés sur une colonne

d'Ultrogel AcA,, dans un tampon Tris-HC1 O,1 M - NaCl 0,1 M pH 8. Le

44
profil de la courbe d'élution est schématisé dans la Fig. 27 p. 92,
La premiére fraction contient 1,5 g d'sIgA. Les autres fractions sont
plus complexes.

L'étude des deux lots d'IgA obtenus soit & partir de la
fraction I, soit & partir de la fraction II (fractionnement sur une

colonne de QAE-Séphadex) a été faite par des méthodes physico-

chimiques et immunologiques.

C - CONTROLE DE L'HOMOGENEITE DES PREPARATIONS D'sIGA

1 = ELECTROPHORESE SUR ACETATE DE CELLULOSE

L'électrophorése en acétate de cellulose des sIgA pures
provenant des différents fractionnements du précipité P2P4 montre
qu'elles ne domnent qu'une seule bande révélable 3 1' Amidoschwartz.

Fig. 28 p. 93 et Fig. 30 p. 95.

2 - IMMUNOELECTROPHORESE SUR GELOSE

Les IgA isolées soit par chromatographie sur QAE-Séphadex
suivie de chromatographie sur SP-Séphadex, soit par chromatographie

sur QAE-Séphadex suivie de chromatographie sur Ultrogel AcA , he donnent

4

qu'un seul arc de précipitation en présence d'un sérum de Lapin
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FIGURE 28

Electrophorése sur acétate de cellulose (tampon véronal pH 8,6)
des différentes fractions isolées du précipitd P2P4 par chroma-
tographle sur colonne de QAE-Séphadex. (1) Lactosérum ;

(2) Précipité P2 43 (3) Fraction I ; (4) Fraction II ;
(5) Fraction III. '

- 93 -

ASH -
o Vel
1
Al
FIGURE 29 2 |
\ o .
Immunoélectrophorése de ces mémes . -
fractions en présence de sérum de '/"—‘:Ehy
Cheval anti-protéides sériques '
humaines (ASH) et de sérum de Lapin ;3.
anti-protéides du lait humain total o
(AL) . b .
. . I S —
f”"’““"’"g« ~ B
4
M
5 \ Uiz




- 94 -

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

humaines.ie zg lot d'IgA  est immunologiquement pur (Fig.31 p.95 ),présence

dé piéce de sécrétion libre dans le premier lot ( Fig. 29 p.%3) .

3 —'CONCLUSION
L'électrophorése en acétate de cellulose et 1'immuno-
électrophorése n'ont pas montré de différences entre les 2 fractions-
d'sIgA. Des &tudes physico-chimiques vont confirmer ou non 1l'identité de ces

2 lots.

IT - ETUDE PHYSICO-CHIMIQUE DES sIcA

A - COEFFICIENT DE SEDIMENTATION

1 = PAR ULTRACENTRIFUGATION ANALYTIQUE @

L'étude préliminaire par ultracentrifugation a montré que
notre préparation d'IgA renferme environ 80 7 d'un composé ayant un
SSO,W de 10,1 S ; 15 Z environ de composés plus lourds, hauts polyméres
d'IgA de 13 S . La constante \
dé sédimentation du composé majeur avoisine donc la valeur 11 S

caractéristique des IgA de sécrétion.

*
2 - PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATTION SUR COUCHE MINCE

L'étude du rapport IgA 7 S - 11 S et hauts polyméres éffectuée
sur notré préparation d'IgA montre que le composé majeur est 11 S ; la
présence de traces de hauts polyméres a pu étre détectéé, par contré
il ne semble pas éxister de composés 7 S ; tout au moins ils ne sont

pas détectables par cette méthode. .

=] ’ " -
Nous remercions A. Verbert et M. Coniez pour les &tudes effectuées i

1'aide de 1'ultracentrifugeuse analytique.

* . . . .
Nous remercions Mme Hayem pour 1'étude chromatographique en couche mince
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FIGURE 30

Electrophorése sur acétate de cellulose des constituants de la

fraction II aprés chromatographies sur colonne d'Ultrogel AcA

ASH

44

ST T

FIGURE 31

Immunoélectrophordse des différents constituants de la fraction II
en présence de sérum de Cheval anti-protéides sériques humaines (ASH)

ot de cérum de Lanin anti-protédides lait humain total (AL).
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B - MASSE MOLECULAIRE

La masse moléculaire de notre préparation d'IgA a été déterminée
selon le procédé décrited la p.76 . Elle est &gale 3 331.000 * 16.550.

Cette valeur est en accord avec celles déjd citées dans la littérature.

C - COMPOSITION EN ACIDES AMINES

La composition en acides aminés de la molécule d'IgA du lait
de Femme a été déterminée d'aprés la coﬁposition de 3 échantillons
différents d'IgA aprés des temps d'hydrolyse de 24 h, 48 h et 72 h. Les
valeurs oBtenues sont en accord avec celieé déja citées par différents

auteurs. (Tableau I, p.10).

D - COMPOSITION EN GLUCIDES

Les compositions centésimales et molaires en glucides obtenus
pour les IgA de la fraction I avant et aprés double précipitation au
sulfate d'ammonium et de la fraction II, sont rassemblées dans le

Tableau VIII p.97 .

L'application des méthodes de dosage colorimétrique décritas
a la p.77, permet de dire que les IgA provenant de la fraction II sont
plus riches en glucides que celles provenant de la fraction II. De
méme, on peut remarquer que lorsque les IgA de lé Fraction I soné
précipitées par 2 fois consécutives au sulfate d'ammonium 3BZ de
saturation et a pH 7, le-taux de glucides diminue sensiblement et il est
comparable 3 celui des IgA provenant de la fraction II. Ces résultats
sont en aecord avec ceux de DESCAMPS (1974). En plus, il semblerait que
cette différence de contenu en glucides ne soit pas due seulement 3 la

présence de la chaine de sécrétion mais aussi & la présence de glycopeptides

provenant du P10 qui sont adsorbé&s sur les IgA.



TABLEAU VIII

Composition centésimale et molaire des IgA lactées totales isolées du précipité PZPA

Composition centésimale

Oses neutres
Osamines
Acides sialiques

Oses totaux

Composition molaire

Fucose

Galactose &

Mannose
N-acétylglucosamine
N-acétylgalactosamine

Acide N-acétylneuraminique

sIgA obtenues .3 partir de la fraction I

sigA obtenus

274 Avant précipitation Aprés précipitation a partir de
.au sulfate d'ammonium au sulfate d'ammonium la fraction II
10,85 12,54 . 5,54 5,4
7,6 8,93 4,78 5,01
2,44 1,98 1,5 1,53
20,89 23,45 11,82 11,84
1,71 1,78 1,35 1,44
4 4 4 4
0,53 1,34 3,1 2,88
2,79 3,23 . 3,54 3,61
0,63 0,82 1,45 1,47
1,12 0,64 0,99 1,11

(&) Les rssultats sont calculés sur la base de 4 rééidus de galactose.

_LG_
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La chromatographie en phase gazeuse des monosaccharides
aprés méthanolyse et trifluoroacétylation permet d'identifier la
présence de résidus de fucose, galactose,mannose, N-acétyl glucosamine,
N-acétyl galactosamine et d'acide N-ac@tyl neuraminique-”dans les différentes
préparations d'IgA quelque soit leur provenance. On peut constater que
les rapports molaires des IgA isolées 3 partir de la fraction I
purifiées sont sensiblement semblébles i ceux dgs IgA de la fraction II.
Nous pouvons donc conclure que la purification poussée des IgA
isolées de la fraction I est nécessaire<lorsque ces sIgA sont utilisées

pour des études de groupements glycanniques.

Les sIgA de la fraction II et celles de la fraction I
aprés repurification par double précipitation au sulfate d'ammonium
sont rassemblées.

Ensuite, ces sIgA servent 3 la préparation des glycopeptides.

IIT - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES

A - TSOLEMENT DE LA "HINGE REGION”

Une hydrolyse trypsique et une hydrolyse pepsique sont
effectuées dans les conditions décrites i la p. 78, sur les IgA
totales provenant du précipité P,~P,, afin d'obtenir la "hinge region”

(Fig. 32 p. 99). Cette étude a été faite sur 15g d'IgA lactédes.

1 - FRACTIONNEMENT DE L’HYDROLYSAT PROTEASIQUE DES IgA

Le fractionnement de 1'hydrolysat trypsique-pepsique des
IgA sur colonne de Biogel P-30 (Fig. 33 p.100) nous donne 3 pics

phénol positifs. Les deux pics majeurs contiennent respectivement la
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IGA LACTEES

HYDROLYSE TRYPSIQUE

HYDROLYSE PEPSIQUE

l

FRACTIONNEMENT SUR COLONNE .DE BIOGEL P-30

PIC I PIC 11 PIC I1X

" HINGE REGION "

ENSEMBLE DES GLYCOPEPTIDES ENSEMBLE DES GLYCOPEPTIDES

ALCALI-LABILES OU GLYCOPEPTIDES ALCALI-STABLES OU GLYCO-

LIES 0-GLYCOSIDIQUEMENT A LA PEPTIDES LIES N-GLYCOSIDIQ

CHAINE PEPTIDIQUE | A LA CHATNE PEPTIDIQUE
FIGURE 32

SCHEMA DE FRACTIONNEMENT DES GLYCOPEPTIDES
DES IGA DE LAIT DE FEMME
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FIGURE 33

Chromatographie sur colonne de Biogel P-30 de 1'hydrolysat

trypsique et pepsique des sIgA.
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Pic I: fraction alcali-labile

Pic II: fraction intermédiaire, mélange des deux autres fractions

Pic III: fraction alcali-stable.



fraction glucidique alcali-labile et la fraction glucidique alcali-
stable. Le pic mineur, intermédiaire, renferme les deux types de
glycannes.

Les quantités obtenues de ces pics aprés le traitement
de 1 g d"IgA totales sont de 43 mg pour le pic I (soit un rendement
en oses totaux de 5,6 %), 35 mg pour le pic II (soit un rendement de
4 7 en oses totaux), et de 240 mg de pic III (soit un rendement de
76 7 en oses totaux). Le rendement total en 7 d'osesrtqtaux récupérés
est de 86 Z.

2 - ETUDE DES DIFFERENTS PICS OBTENUS

a - Composition en acides aminés

Les résultats de 1'hydrolyse acide des acides amin&s sont
rassemblés dans le tableau IX p,102. Il est intéressant de constater

que le pic T possé&de 3 fois plus de résidusde proline que le pic II
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et 5 fois plus que le pic III, et qu'il a 3 fois plus de résidus de sérine

et de thréonine que chacun des autres pics.

b - Composition centésimale et molaire en glucides

Les résultats concernant la fraction glucidique de ces 3
pics sont rassemblés dans le Tableau X p.103. Les compositions
centésimales en oses toﬁaux, déterminées par dosage chromatographique
sont les suivantes : 15,3 7 d'oses totaux pour le pic I, 13,4 7 pour
le pic II et 37,6 Z pour le pic III.

L'étude de la composition molaire en glucides montre la
présence d'un résidu de N-acétylgalactosamine et 1'absence de résidu
dé mannose dans le pic I;balors que le pic III est dépourvu de
N-acétylgalactosamine et renferme un taux €levé de mannose. Le pic IIT

quant 3 lui, possé&de les 2 types de glycannes.

’

3



TABLEAU IX

Composition en acides aminés des pics I, II et III obtenus aprés

fractionnement de 1l'hydrolysat trypsique et pepsique des IgA du

lait de Femme

Aép
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
Cys
GlcNH
GalNH,
Val
Ile
Léu
Tyr
Phe
Lys
His -

Arg

Pic I Pic II. Pic III
1 (n 1 (1) 1 ()
2,7 (3) 1,17 (1)’ 1,1 (1)
2,6 (2-3) 1,18 (1) 0,68 (1)
0,8 (1) 0,89 (1) 0,8 (1)
4,8 (5) 2,48 (2-3) 0,7 (1)
1,4 (1-2) 0,83 (1) 0,84 (1)
1,9 (2) 0,55 (0-1) 0,7 (1)
traces 1,09 (1) 0,5 (0-1)
6,2 (6) 0,68 2,4 (2-3)
3,8  (4) 0,36 0 (0)
1,8 (2) 0,94 (1) 0,6 (1)
traces traces traces
0,5 (0-5) 0,73 (1) 0,72 (1)
traces traces traces

o " "

1 B "
0,75 (1) " "
0,6 (0-1) " "

* -
Résultats calculés sur la base

d'un résidu d'acide aspartique

- 102 -




TABLEAU X

Composition centé&simale et molaire en glucides des pics I, II

et III de 1'hydrolysat trypsique et pepsique des IgA

‘Composition centésimale

Oses neutres
Osamines
Acide N-acé&tylneuraminique

Oses totaux

" Composition molaire

Fucose
Galactose
Mannose (%)
- N-acétylglucosamine
N-acétylgalactosaminé %)

Acide N-acétylneuraminique

Pic I Pic II Pic III
7,7 5,6 21,5
7,25 6,5 13,4
0,36 1,3 2,7
15,31 7 13,4 2 37,6 %
0,45 0,8 1
1,84 1,2 1,65
0 1 3
0,73 1 3,86
1 1 0

0,1 0,3 0,4

(%)

Les résultats sont calculés sur la base d'un résidu de

GalNAc pour le pic I et le pic II et de 3 résidus de

mannose pour le pic III.
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3 -~ DETERMINATION DU TYPE DE LIAISON DANS LES DIFFERENTS PICS

L'action de la soude et réduction a &té effectuée dans les
conditions décrites d la p. 81, sur les pics I, II et III.

Le pic I correspond 3 la fraction alcali—labile,'les glycannes
1ibérés contiennent du N-acétyl galactosaminitol. La fraction glycannique
et la fraction peptidique du pic III ne subissent aucune modification
au cours du traitement alcalin, elle représente la fraction alcali-
stable et correspond aux glycopeptides liés N-glycosidiquement 3 la
chaine polypeptidique. La fraction II est un mélange de ces deux
fractions. Aprés B-&limination et réduction nous avons 1ibéré un
oligosaccharide réduit conteﬁant un résidu de galactose ét un résidu
de N-acétylgalactosaminitol. La fraction glycopeptidique réstante a

été analysée, c'est une fraction alcali-stable.

B - PREPARATION DES GLYCANNES ALCALI-LABILES

La préparation des glycannes alcali-labiles 3 partir du
pic I, qui correspond & la "hinge region" est schématisée dans la
Fig. 34 p. 105.

1 - FRACTIONNEMENT DE LA "HINGE REGION"

Le fractionnement de la "hinge region" sur colonne de Biogel
P-30 dans les conditions décrites d la p. 78, donne 2 pics phénol
positifs : fraction I et fraction II. 650 mg de fraction alcali-labile
donnent 260 mg environ de fraction I, soit un rendement de 42 7 et
120 mg énviron de fraction II, soit un rendement de 19 7.

Lé dosage chroﬁatographique effectué aprés méthanolyse ét
Vtrifluoroacétylation de ces 2 fractions montre que la fraction I ést
plus riche en glucides, elle renferme 25 7 environ de glucides,

tandis que la fraction II ne renferme que 12 7 environ de glucides.



PIC I

" HINGE REGION "
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FRACTIONNEMENT SUR COLONNE DE BIOGEL P-30

FRACTION I

ACTION DE LA SOUDE

ET REDUCTION AU BH4K

FRACTION II

ACTION DE LA SOUDE

ET REDUCTION AU BD4Na

FRACTIONNEMENT SUR COLONNE PURIFICATION SUR COLONNE
DE SEPHADEX SG-25 DE BIOGEL P-2

-

SEPARATION
SUR DOWEX 1x2

/o \ Fo\

FRACTION FRACTION FRACTION FRACTION

NEUTRE ACIDE NEUTRE ACIDE Y
A B C D E
/ ; \ CHROMATOGRAPHTE
SUR
PAPIER
¢t ¢ S
FIGURE 34

SEPARATION DES GLYCANNES ALCALI-IABILES REDUITS

A PARTIR DU PIC I OU "HINGE REGION" .
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Les compositions molaires en glucides et en acides

aminés de ces 2 fractions sont rassemblées dans le Tableau XI p.l107.
Nous pouvons remarquer que la fraction I a une composition en glucides
beaucoup plus cémplexe que la fraction II. En effet, la fraction IT
renferme essentiellement du galactose et de la N-acétylgalactosamine
dans les rapports ! : 1. Par contre, sa composition en acides aminés
est plus complexe ; nous pouvons remarquer la richesse en sérine et
thréonine, mais surtout celle en proline, ainsi que la présence d'un

résidu de cystine.

2 ~ SEPARATION DES GLYCANNES REDUITS A PARTIR DE LA FRACTION I

La fraction glycannique réduite obtenue & partir de la
fraction I, dans les conditions décrites & la p. 81, est chromatographiée
sur colonne de SG-25, dans les conditions décrites i la p. 82 . Lors du
fractionnement nous obtenons 2 fractions phénol positives.

Chacune de ces 2 fractions est chromatographiée séparemment
sur colonne de Dowex 1 x 2. Dans lés 2 cas, nous obtenons une fraction :
"fraction neutre" et une fraction:"fraction acide", qui est éluée de
la colonne par du tampon acé&tate de pyridine 95 mM & pH 5. Ces quatre
fractions glycanniques -sont appelées A, B, C et D.

Les quantités totales obtenues indiquent un rendement
d'énviron 46 7. Les fractions glycanniques A et'C représentent les

fractions majeures.

3 - HOMOGENEITE DES GLYCANNES ALCALI-LABILES PRESENTS DANS

" 'LA FRACTION I

Une chromatographie couche mince a été effectuée sur les deux
fractions neutres selon la méthode décrite p. 82. Le dépdt est de 10 ug

environ et aprés une migration d'environ 6 heures et séchage & 1'étuve
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TABLEAU XI

Composition molaire en glucides et en acides aminés des fractions

I et II isolées & partir de la " hinge region ".

Composition molaire en glucides

Fraction I Fraction II
Fucose 0,5 (0-1) 0,1
Galactose 2,5 . (2-3) 0,84 (1)
N-acétyl glucosamine 2,03 (2) 0,26
@
N-acétyl galactosamine 1 @) 1 n
Acide N-acétyl neuraminique 0,2 0,2

" Composition molaire én acides aminés

Fraction I Fraction II
Asp : 0,22 0,28
Thr . 0,74 ¢)) 1,25 (1 a 2)
Ser 0,7 (n 1,3 (1 3 2)
Glu 0,1 0,3
Pro 1,09 (1) 2,6 (2-3)
Gly 0,4  (0-1) 0,37 (0-1)
Cys - 0 |
GlcNH2 1,75 (2) 0,22
CalNH, ! | I
Val 0,35 0,7 (N
Leu ) traces 0,5‘ (0-1)
Tyr - 0 0,2
Lys traces 0,1
His 0,15 0,24 {fé“’
Arg traces 0,3 A

o_. ~ ' P P .
Résultats calculés sur la base d'un résidu de N-Acétyl galactosamine



- 108 -

pendant 2 minutes & 100°C, la révélation avec le réactif i 1'orcinol
montre, (Fig. 35 p.109) que la lére fraction neutre : glycanne A

est homogéne alors que la 2éme fraction neutre se sépare en 3
composés. L'oligosaccharide qui migre le moins vite reprééente le

composé majeur.

4 - CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE SUR PAPIER

La purification de la fraction C a été réalisée par
chromatographie dans les conditions décrites 4 la p. 82. Elle permet

C et C

' . ' [ .
d’'obtenir 3 oligosaccharides CI’ 11 IIT°

5 — PURIFICATION DES GLYCANNES REDUITS A PARTIR DE LA

" FRACTION II ALCALI-LABILE

La fraction II réduite dans les conditions décrites a la
p. 81, est purifiée sur colonne de Biogel P-2 tel que nous 1'avons
décrit 3 la p. 82. Nous obtenons un glycanne alcali-labile, le

~glycanne E. Le rendement d'une telle purification est de 60 7 environm.

C - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES ALCALI-STABLES

La préparation des glycopeptides alcali-stables & partir

du pic I est schématisée dans la Fig. 36 p. 110.

1 = HYDROLYSE PRONASIQUE ET PURIFICATION DE L'HYDROLYSAT
L'hydrolyse pronasique du pic IIT ou fraction glycopeptidique
alcali-stable a été effectuée dans les conditions décrites a la p. 79.
3,5 g du pic III donnent apré&s pronase 1,8 g environ de fraction glyco-
peptidique totale, soit un rendement de 50 7 environ.
L'hydrolyse pronasique est purifiée sur colonne de Biogel P-30,
dans les conditions décrites & la p. 79. Un pic phénol pSSitif est

obtenu ; les fractions phénol positives sont rassemblées et lyophilisées.

Nous récupérons environ 1,12 g soit un rendement de 62 7.
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O

FIGURE 35

Chromatographie sur couche mince des glycannes A et C. Solvant :
n-butanol/éthanol/acide acétique/eau/pyridine (10 : 100 : 3 : 30 : 10)

Révélation : réactif 3 1'orcinol sulfurique
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FRACTION GLYCOPEPTIDIQUE ALCALI-STABLE

\

HYDROLYSE PRONASIQUE

\

PURIFICATION SUR COLONNE DE BIOGEL P-30

SEPARATION SUR COLONNE DE DOWEX 1 x 2

FRACTION NEUTRE FRACTION ACIDE
ELECTROPHORESE ELECTROPHORESE
A pH 6,5 : A pH 2,4

ZANS

I II IT1 I

FIGURE 36

Séparation des glycopeptides alcali-stables des IgA de lait de Femme
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2 - ETUDE DE LA FRACTION GLYCOPEPTIDIQUE TOTALE

a — Composition en acides aminés
L'hydrolyse des acides aminés de la fraction glycopeptidique
totale montre qu'elle n'est pas riche en acides aminés. Les résultats

obtenus sont rassembl&s dans le Tableau XII p. 112.

b - Composition en glucides

La fraction glycopeptidique totale renferme 65 7 environ de
glucides, d'aprés le dosage chromatographique. Les rapports molaires
obtenus par chfomatographie en phase gazeuse sont donnés dans le
Tableau XII p.l12 et montre que les glycopeptides peuvent se distinguer

en deux groupes : les sialo- et les asialoglycopeptides.

3 - SEPARATION DES GLYCOPEPTIDES ALCALI-STABLES

a ~ Sur colonne de résine Dowex 1 x 2

Le mélange de glycopeptides est chromatographié sur colonne de
Dowex 1 x 2, selon les conditions décrites antérieurément i la p. 80,
qui permet d'obtenir deux fractions. La premiére fraction éluée est
la fraction neutre. La fraction acide est &luée par un tampon  acétate
de pyridine 350 mM. Les deux fractions sont recueillies séparémment et

lyophilisées.

b - Par électrophorése sur papler

L'ensemble de la fraction neutre est séparée & pH 6,5. Trois
fractions sont obtenues, les fractions I et III sont majoritaires,
elles représentent 45 7 et 37Z environ, respectivement. La fraction
glycopeptidique acide est sé&parée en 4 fractions par &lectrophorése
en toit 3 pH 2,4 (Fig. 37 p.113) dans 1'acide acétique molaire. La
migration est réalisée de la cathode vers 1l'anode. Elle permet d'obtenir

4 fractions glycopeptidiques majeures révélables au réactif d la ninhydrine

et au réactif a l'Ioé—benzidine.



TABLEAU XII

Composition molaire en glucides et en acides aminés de la fraction glyco-

peptidique totale alcali-stable, de la fraction acide et de la fraction

neutre

e . . *
Composition molaire en glucides

Fucose

Galaétose

Mannose
N-acétylglucosamine

Acidé N-acétylneuraminique

FGPT

1,17

2,03

F.A.
1,46
2,22
3

3,09

0,78

)
Composition en acides aminés de la fraction glycopeptidique totale

Asp
Thr
Ser
Glu
Pro
Glu
Ala
GlcNH

Val

1

0,33

0,28

0,34
0,33
0,28

0,26

% Résultats exprimés sur la base de 3 résidus de mannose

© Résultats exprimés sur la base d'l résidu d'acide aspartique

- 112 -



F.A,

000 o

Iv

VI
VII

H 2.4

Electrophorése en toit de la fraction glycopeptidique alcali-

stable des IgA.

- 113 -

F.N.

ol
Ol
olll

FIGURE 37

PH 6.5 =




IV - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES DES slIsA

A - ETUDE DES GLYCANNES ALCALI-LABILES

1 - COMPOSITION MOLAIRE EN GLUCIDES

Les compositions molaires en glucides des glycannes alcali-
labiles réduits sont donnés dans le Tableau XIII p.115. Il faut
remarquer que le N-acétylgalactosaminitol est dosé en général par défaut.

Ces résultats montrent que 1e§ glycannes A et B sont trés
complexes. En effet, ils renferment des résidus de fucose, éalactose,
N-acétylglucosamine et N-acétylgalactosaminitol dans les rapports :

1 : 4: 3 : 1, Le glycanne B‘posséde, en outre, un résidu d'acide

sialique supplémentaire. Le glycanne C_ renferme du galactose, de

I
la N-acétylglucosamine et du N-acdtylgalactosaminitol dans les

rapports :2:1 :1etle glycanne CIIldans les rapports : 1 ¢+ 1 : 1.
LesglycannesE et D renferment du galactose et du N~acéty1galactosaminitol
dans les rapports : 1 : 1, Le giycénne D posséde, en outre,.un résidu
d'acide sialique supplémentaire. Les glycannes réduits E et CIII ont

la méme composition molaire.

2 - ETUDE DE LA STRUCTURE

La structure des glycannes alcali-labiles a été E&tablie sur
les résultats de méthylation, spectrométrie de masse et de résonance
magnétique nucléaire.

a — Etude du glvcanne A

o - Méthylation.

Les résultats concernant la méthylation du glycanne A sont
rassemblés dans le Tableau XIV p. 116. La présence de 2,3,4-tri-O-méthyl
fucoside et de 2 résidus de 2,3,4,6-tétra-0-méthyl galactoside indique

qu'ils sont en position externe. La présence de 2,4-di-O-méthyl galactoside
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TABLEAU XIII

Composition molaire en glucides des glycannes alcali-labiles r&duits dans les

IgA lactées

Nature destoses A B CI CII CIII D E
Fuc 0,93 1,2 0 0 0 0 0
Gal 4 4 2 1 - . 1 1
GlcNAc 2,8 3,1 1 1 0 0 0
calNacitol 0,5(1) 0,6(1) 0,5(1) 0,7¢1) 0,5(1)  0,89(1) 0,6(1)
ANAN 0 0,91 0 0 | 0 0,76 0

Les résultats sont calculés sur la base de 4 résidus de galactose pour les
glycannes A et B ; d'un résidu de N-acétylglucosamine pour les glycannes

C, et CII ; et d'un résidu de galactose pour les glycannes C D et E.

I Iy’

7

Son,
DAY
L,

kY



TABLEAU XIV
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Glycannes
Nature des O-méthyl osides
’ ; A CI CIII D E
2,3,4-triOMe Fuc 0,65 0 0 0
2,3,4,6-tétraOMe Gal 1,85 2 y 1
2,4,6-triOMe  Gal 1 0 0 1 0
2,4-di0Me  Gal 1,3 0 0 0 0
2 acétamido 3,4,6-triOMe Glc 0] 0 0 0 0
2 acétamido 3,6-diOMe Glc 1,05 1 0 0 0
2 acdtamido 4,6-di0OMe Gle 1,2 0 0 0 0
2 acétamido 6~monoOMe Glc 0,66 0 0 0 0
2 acétamido 4-monoOMe Glc traces: 0 0 0 0
1,4,5,6-tétraOMe GalNAcitol 0 0 0,6 0,8 0,5
1,4,5-triOMe  GalNAcitol 0,4 0,8 0 0
0 o

4,7,8,9-tétraOMe sialoside

Le glycanne B n'a pas été analysé, les quantités dont nous disposions étaient

insuffisantes

Le glycanne CII a
lation.

été analysé directement en spectrométrie de masse aprés méthy-
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indique que le glycanne A poss&de une structure branchée. En ce qui
concerne les dérivés méthylés des osamines, le 3,6-di-O-méthyl-

glucosamine et le 4,6-di-O-méthylglucosamine sont dans les rapports
1 : 1. De plus; nous avons c;ractérisé la prééence de la 6-mono~0-—
méthylglucosamine, de la 4-mono~-O-méthylglucosamine et de N-acétyl-

galactosaminitol, qui est substituée en 3 et en 6.

B - Spectrométrie de ﬁasse

De masse moléculaire élevée,-ce glycanne a du €tre analysé
sur un spectrographe de masse LKB 9000. Cette étude a 6té effectude
dans le laboratoire du Professeur EGGE (Bonn). L'analyse du spectre
>de masse (Fig. 38 p.118) du glycanne A révéle 1;existence de deux
types d'ions, ceux qui dérivent de 1'extrémité non réductrice de la
molécule et ceux qui dérivent de 1'extrémité réduite de la molécﬁle.

- Etude de 1l'extrémité non réductrice :

Les monosaccharides terminaux non réducteurs sont le galactose
(m/e 219 : 187) et le fucose (m/e 189 ; 157). D'une part m/e 464 ; 228
représentent 1'ion disaccharidique Gal (1 » 3) GleNAc & et m/e 393 ;
361 représentent 1'ion Fuc - Gal +.
Dans la région des trisaccharides m/e 638 représentent 1'ion
Gal 1 -~ 3 GlcNAc * qui aprés élimination du galactosé 1ié en 3 fournit
I 1,4
Fuc
1'ion 402. Dans un second ion trisaccharidique Gal 1 - 3 GlcNAc - Gal™
le galactose terminal Peut aussl atre 1ié en 3 (m/é 432)..
De fagon similaire deux ions tétrasaccharidiques sont observés ;
un contenant du fucose (m/e 842 et m/e 606) et 1l'autre contenant une
hexosamine’en plus (m/e 913 et m/e 677 éprés €limination du galactose

1ié en 3).
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Les ions penta- et hexasaccharidiques contiennent du fucose dérivent
tous de 1'extrémité non réductrice de la molécule. En premier lieu .

1'ion pentasaccharidique m/e 1087 a la structure suivante :

1,3 : +
Gal —*=~ GlcNAc — Gal=—GlcNAc

‘ 1,4

Aprés la perte du résidu de galactose terminal 1l'ion 851 est
observé. En second lieu, 1'ion hexasacéharidique de masse m/e 1291 a la

structure suilvante :

Gal 1,3

GlcNAe——Gal——GlcNAc = Gal *
1,4
Fuc
De méme, un ion de basse intensité de masse m/e 1536 représente

un heptasaccharide terminal. Cet ion posséde une hexosamine supplémentaire.

- Etude de l'extrémité réduite

L'ion m/e 276 représentant le galactosaminitol et 1'ion m/e 480

itol

représentant le fragment Gal — GalNAc sont présents avec une trés

faible intensité, par compte 1'ion trisaccharidique Gal — GalNAcitol

|
GlcNAc
de masse m/e 725 est trés intense. Les ions m/e'929, 1174 et 1378 peuvent
8tre expliquer par 1'addition au trisaccharide d'hexosamines et d'hexoses,

pour obtenir une unité tétra, penta ou hexasaccharidique. Ainsi 1'ion

m/e 1378 a la structure suivante :
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Gal— GalNAc Ol 480
GlcNAc . 725 > 693
Gal 929 - 897

v ol - e e m e de = -

GlcNAc 1174 > 1142
Gii 1378 » 1346

L'ion 1552 posséde un fucose supplémentaire et posséde la

structure suivante :

Fuc —! Gal -—? calNAct Ol 654 » 622
i il

189 | 393; GlcNAc 899 » 867
4o, &‘ R T

157~ 361} Gal 1103 > 1071

{ ormfed e e e = s

! GlcNAc 1348 > 1316
Gil 1552
itol

Le fragment tétrasaccharidique Fuc— Gal-— GalNAc est trés

souvént rétrouvé. chNAc +

En conclusionAde cette étude, une grande variété de formule
peut &tre proposée, cependant en tenant compte des résuléats de la
méthylation (Tableau XIV p.116) une structure branchée peut &tre présente.
Le point de branchement &tant un résidu de galactose. L'ensemble de

ces données permet de proposer 3 types de structures oligosaccharidiques

possibles dont le schéma est donnée a la fig. 39 p.121.

b - Etude du glycanne B

Compte tenu des quantités faibles de ce glycanné que nous
disposions, séule 1'analysé de ce glycanne par méthanolyse a été
réalisde. Les résultats donnés dans le Tableau XIII p.115, montre
qu'il possé&de une composition molaire identique & celle du glycanne
A avec la présence supplémentaire d'un résidu d'aciae N-acétyl
neuraminique. Il est possible de prévoir une structure voisine de celle

du glycanne A mais sialylée.
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Cal -]—i GlcNAc

' \1,3
' 1

Cal ot GleNAc e GalNActtOl (AI )
/1,6 ' f1,3
Cal =g GlcNA
a C C . Gal
fx,z.
Fuc
( AII )

. | : .
Gal —l-33>G1cNAc -]_’iGal -L’LGlcNAc -—’iGal -]-’;iGlcNAc _].:F;GalNAclt01

fl,lf 11,3

Fuc Gal

CArpp

3 ‘ ito]
Cal eipeGlcNAC o Cal wleeGleNAc aiioGal elpeGlcNAc eeip GalNAcTTO!

s

Gal

s

Fuc

" FIGURE 39

Le glycanne A est le mélange de 3 glycannes isoméres AI’ AII et AIII
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¢ - Etude du glycanne C

o - Séparation des constituants du glycanne C
L'analyse en couche mince de ce glycanne (Fig. 35 p.109)
a montré qu'il s'agissait en fait d'un mélange de 3 conmstituants :

C., C C

11’ Cr111° Ces 3 composés ont été isolés séparemment aprés

I’

chromatographie sur papier dans les conditions décrites & la page .

B - Méthanolyse

L'analyse de ces 3 glycannes en chromatographie phase gazeuse
(Tableau XIII p.l115) montre que le glycanne CI renferme du galactose,
de la N-acétylglucosamine, et du N-acétylgalactosaminitol dans les
rapports 2 : 1 : 1, que le glycanne CII renferme les mémes monosaccharides
dans les rapports 1 : 1 : 1 et que le glycanne CIII posséde un résidu

de galactose pour un résidu de N-acétylgalactosaminitol.

Y - Méthylation
Les résultats sont rassemblés dans le Tableau XIV p. 116.

. En conclusion le glycanne CIII a la structure suivante :

Cal mado GalNAcitol

§ - Spectrométrie de masse

L'analyse des spectres de masse des composés CI et CII

(Fig. 40 et 41 p. 123 et p.]12g) aprés méthylatibn a été faite.

L'étude du spectre de masse du glycanne C, a permis de dégager

I
les €léments suivants : 1'absence de 1'ion m/e 276 (correspondant 3 un

hexosaminitol terminal) permet de conclure 3 une structure branchée.

Le fragment m/e 480 correspond 3 la séquence hexose - hexosaminitol,
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tandis qu'aucun fragment caractéristique'de la seconde branche n'est
visible sur le spectre. Les fragments m/e 378 et 480 permettent
d'autre part de préciser la longueur de la premiére branche, qui se
résume 3 la liaison d'um hexosé en (1 » 3) sur 1'hexosaminitol. La
seéonde branche est caractérisée par les fragments m/e 464 et 432, qui
démontrent donc 1'existence de séquences hexose - hexosamine ou
hexosamine -+ hexose. Les ions m/e 260 e£ 228 sont ici trés faibles

et résultent probablement d'une contamination du trisaccharide CII'
La séquence hexose — hexosamine est donc déduite de 1'étude du spectre.
L'ion m/e 422 montre que le carbone 4 de 1'hexosaminitol est libre,

ce. qui permet de conclure i la structure’sﬁivante

1,3
Gal =~=sp GalNAc

f1,6

GlcNAc

Gal

itol

Ces résultats sont confirmés par 1'analyse des dérivés méthylés
aprés méthanolyse. La caractérisation de 1,4,5-tri-méthyl 3,6-diacétyl
N-acétyl(méthyl) hexosaminitol et de 3,6~di-méthyl 4-monoacétyl N-
acétyl(méthyl) glucosamine méne 3 la structure suivante :

1,3
Gal == GalNAc

' 1,6

GlcNAc

t1,4

Gal

itol
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- Etude_du_spectre_du_glycanne CII (Fig. 41 p.126)

L'oligosaccharide C té identifié sur la base des

i ?é
résultats suivants : 1'absence du fragment m/e 276 correspondant

3 1'hexosaminitol terminal, montre qu'il s'agit d'une structure

branchée, confiréée par la présence des fragmenté m/e 260
(N-acétylhexosamine externe) et m/e 213 (hexose externe). En outre,

les séquences hexosamine -hexosaminitol (m/e 521) et hexose-hexosaminitol
(m/e 480) permettent de préciser qu'il s'agit d'un trisaccharide. La
liéison hexose (1 =+ 3) hexosaminitol est.précisée par le fragment

m/e 378. L'existence du fragment m/e 422 montre en outre que le

carbone n° 4 de 1'hexosaminitol est 1ibré, ce qui implique une liaison
N-acétylhexosamine (1 > 6) hexosaminitol. L'absence de 1'ion m/e 290,

caractéristique des hexosaminitols substitués en 3 et 4 confirme cette

analyse. La structure du trisaccharide CII est donc la suivante :

Gal o Galnac®O!

b

GlcNAc

g€ — Résonance magnétique nucléaire
D'autre part, l'analyse en résonance magnétique nucléaire

du glycanne C (CI’ C ., et ) a permis de préciser que 1'anomérie

II CIII
de toutes les liaisons présentes est de type B. Ces structures sont

rassemblées dans la Fig. 42 p.127.

d - Etude du glycanne D

0 — Méthylation
" Les résultats de la méthylation du glycanne D sont rassemblés

dans le Tableau XIV p.l116.
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Glycanne CI

a1 B2 GalNacitol

' B-1,6

. GlcNAc
f B-1,4
Gal
‘Glycanne CII
g-1,3 itol

Gal e GalNAc

f B-1,6

“ GlcNAc

Glycanne CIII

ca1l 22133 cainacitol

" FIGURE 42

C et C

Structure des glycannes CI’ 11

résultats de méthylation, de spectrométrie de masse et de résonance

magnétique nucléaire.

déterminée sur la base des
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La méthylation du glycanne D suivie d'une méthanolyse et
d'une N-réacétylation a conduit & la caractérisation de 3 &thers

méthyliques. Leur étude a &té complétée en spectrométrie de masse.

B - Spectrométrie de masse

L'éther méthylique B, Fig. 43 p. 129 a &t€ identifié au
méthyl 2,4;6—tri—0—méthy1-3—mono—0-acétyl galactoside sur la base
de la mesure de son temﬁs de rétention et de 1'analyse de son spectre
de masse. Les principaux fragments ayant servi & son identification
sont décrits dans la Fig. 44 p.130., Le fragment m/e 247 (A]) est
caractéristique d'un triméthyl-mono-acétyl glycoside. Le fragment
m/é 233 obtenu par perfe du C6 porteur d'un groupement O-méthyl
('CHZOMe) précise la présence d'un groupement O-méthyl en Ce-

La présence de 1'ion m/e 102(CH3—O-CH -°CH-CH = 6Me),

2
montre que le C6 est 1ui.méme O-méthylé. Le fragment m/e 101
(Me—0—2H=gH—gH=6Me) est ici trés intense, indiquant une méthylation
sur les carbones 2 et 4. Le radical acétyl se trouve donc en position
3. Ce fait est confirmé par 1'absence de 1'ion m/e 149 et la teneur
relativement faible de 1'ion J] (m/e 75).

L'éther méthylique C, Fig. 43 p. 129 a &été identifié
au l,4,5,6-tétra—O—méthyl-3—0-acéty1—N—méth;1 acétamido galactosaminitol
sur la base de 1'analyse de son spectre de masse : le fragmént m/e 133
indiqué que les carbones 4,5,6 sont méthylés. Les fragméhts m/e 246
’et 290 confirment que 1e.radica1 acétyl substitue le éarBoné 3. L'intense
fragment m/e 88 provient de 1'ion m/e 130 par perte d'une molécule de
céténe.

L'éthér méthylique A  correspond au méthyl 4,7,8,9-tétra-
O-méthyl sialoside dont 1le schéﬁa de fragmentation est décrit dans la.

Fig. 43 p.129,
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FIGURE 43

Spectfes de masse des dérivés méthylés et

méthanolysés du glycanne D (Riber Mag GCMS R10-10)
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mfe 45  CH,=0"Me

. - ' 2
. ,OMe
m/e 74 ' ' cH .
OCH,, | _ Yo' e 75
m/e 149

\ CH.,0Me
. 2
+ MeO 0 +
MeO-CH=CH-CH,=0'Me m/e 10| <t Me
2 OAc OMe OMe
) . OAc ’
OMe

m/e 233
m/e, 278

¢ %OJrMe .

He CH,OMe MeO OAc

0
m/e 159 : Meb 2 * . )
OAc R
m/e 116
) m/e 2470Me

CH, OMe—CH--CH=0"Me

2
m/e 102 )
) CHZOMe +
MeO .
MeO N 0 Me
CH2=CH—CH=O+Me OAc  Mife
m/e 71 e o0k
m/e 187
/N
0O Me
FIGURE 44
Schéma de fragmentation du 2,4,6-tri-O-méthyl galactoside. OAc /i ?“7’3
m/e

(FOURNET. et al., 1979)
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L'ensemble de ces résultats conduit a la structure donnée

" dans la Fig. 45 p.132.

e - Etude du glycanne E

o - Méthanolyse. Méthylation

Les‘résultats de la méthanolyse et de la méthylation du
gljcanne E AOnnés dans les Tableaux XIII et XIV p.115 et p.l116
démontrent la présence d;un seul résidu de galactose et d'un seul
résidu de N-acétylgalactosaminitol substitué en 3.

La nature de la liaison du galactose sur le N-acétyl

galactosaminitol a &té confirmé par spectrométrie de masse.

Bv- Spectrométrie de mésse
Le glycénne E réduit au BDANa est méthylé et analysé
en introduction directe par spectrométrie de masse. Lé spectre de
masse est représenté dans la Fig. 46 p.133. Les fragments m/e 219
(A]), 187 (A] molins CH3OH) et 155 (A1 moins 2 (CH3OH)) sont caractéristiques
de 1'hexose terminal non ré&ducteur. Le fragment m/e 277 correspond i
1'hexosaminitol. Les fragments m/e 89 et 133 permettent de comclure -
3 une substitution portant sur le carbone 3. La nature &é cette liaison
est confirmée par la présence des fragments m/e 379, 423 et 467. Sur
la base de 1'analyse de son spectre de masse, la structure du glycanne

E a été établie comme suit
1,3 . 2
Gal ewmgpe-GalNAc-1tol-1-"H

L'étude par résonance magnétique nucléaire du glycanne E
a confirmé la structure du glycanne E donnée par la méthylatior et

la spectrométrie de masse et a permis de préciser la nature de



Glycanne D
ANAN —27223, a1 B713 | caimacttol
Glycanne E

Gal h§_:lig_5 GalNAclt01

FIGURE 45
Structure des glycannes D et E établie sur
la base des résgltats de méthylation, de
spectrométrie de masse et de la résonance

magnétique nucléaire.
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Spectre de masse du glycanne E isolé des sIgA obtenus sur 1'appareil
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1'anomérie B de la liaison.La structure compléte de |
1'oligosacchdride E est donnée dans la Fig. 45 p. 132.
La sialylation de ce glycanne doit fort probablement conduire

au glycanne D. Le glycanne E est identique au glycanne CI 1 dont la

I

structure a été déterminée précédemment.

B - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES N-GLYCOSIDIQUES NEUTRES

1 - COMPOSITION MOLAIRE EN ACIDES AMINES ET EN GLUCIDES

a - Composition en acides aminés

P

L'hydrolyse des acides aminés effectuée sur les fractions
glycopeptidiques I 3 III, Tableau XV p. 135 montre que les compositiouns
en acides aminés des glycopeptides sont trés voisines et que 1l'acide

aminé majeur est 1'acide aspartique.

b - Composition en glucides

La fraction glucidique des différents glycopeptidés a été
étudiée par chromatographie en phase gazeuse, Tableau XVI p. 136
Ces résultats montrent la présence de résidus de fucose, galactose,
mannose et de N-acétylglucosamine. Il faut remarquer 1'absence de
résidus de N-acétylgalactosamine,

| Les asialoglycopeptides possédent tous de 1 & 2 ré&sidus

de fucose, 1 3 2 résidus de galactose, 3 résidus de mannose et 3 a
5 résidus de N-acétylglucosamine. Les rapports molaires trouvés pour
" chacun d'entre eux semblent indiquer qu'ils sont des fractions glyco-
peptidiques hétérogenes. |

La présence dans la fraction glycopeptidique totale (Tableau XVII
p.138) de 2,3,4,6-tétra-0-méthyl mannoside, 2-mono-O-méthyl mannoside
et du 3,4,6 tri-O-méthyl glucosamine laisse prévoir des structures plus

complexes que celle d'une structure biantennée classique.
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TABLEAU XV

-~

Composition en acides aminds des glycopeptides I & IIIalcali-stables neutres

isolés des IgA de s&crétion.

I 1T 11T
Asﬁ' | 1 1 | 1
Thr o 0,4 0,4
Ser | 0 0,3 0,5
Glu ‘ . 0 0,6 0,3
Pro 0 0 traces
Gly 0 0,4 0,25
Ala 0 ' 0,2 0,2
GleNH, | 4,6 bk 4,4
val 0 0 0,2

o

Les résultats sont calculés sur la base d'un ré&sidu

d'acide aspartique.
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‘TABLEAU XVI
Composition molaire en glucides des glycopeptides I & 111 alcali-

stables isolés des IgA de sécrétion.

I 11 11T
Fucose 0,5 1,8 ]
Galactose ) 0,8 2,1 1,4
Mannose ® 3 3 3
N-acétyl glucosamine 3,3 4,7 4,3
N-acétyl galactosamine 0 0 0
Acide N~acétyl neuraminique 0 0 0

Les résultats sont calculés sur la base de 3 résidus de mannose.
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2 — ETUDE DES GLYCOPEPTIDES NEUTRES

La structure des glycopeptides a été &tablie en nous fondant
sur les résultats de méthanolyse, méthylation, spectrométrie de masse,
et sur la comparaison des valeurs des déplacements chimiqués du proton
des différents monosaccharides analysés en ]H Résonance magnétique

nucléaire 3 360 MHz.

a - Etude du glvcopeptide I

Les résultats de la méthylation du glycopeptide I sont
rassemblés dans le Tableau XVII p. 138. La présence des dérivés
méthylés tels que le 2,3,4,6-tétra-0-méthyl mannoside, le 2-mono-
O-méthyl mannoside et le 2-acétamido-3,4,6 glucoside indique qu'il
s'agit d'une structure plus complexe. De plus, les rapports molaires
de tous les dérivés méthylés montrent que le glycopeptide I est
hétérogéne. Nous avons entrepris leur séparation par utilisation de

méthodes différentes de celles de 1'électrophorése sur papier.

b - Etude du‘glycopeptide 11

0. - Méthylation
Les résultats de la méthylation du glycopeptide II sont
rassemblés dans le Tableau XVII p. 138. Ils montrent 1'existence de
2 résidus de fucose en position externe, ainsi que la présence de
2 résidus de galactose non substitués. De plus, la-présence de 2-mono-
O-méthyl mannoside et de 2-acétamido-3,4,6-tri-O-méthyl glucoside

semble'indiquer que le glycopeptide II est un mélange de deux glycopeptides.



TABLEAU XVII

Détermination des rapports molaires des &thers méthyliques des monosaccharides présents dans les glycopeptides

I 4 1I1Ides IgA avant et aprés séparation électrophoré&tique, & pH 6,5 .

GLYCOPEPTTIDES
Nature des O-méthyl osides | F GPT ‘ 1 11 . . I1I
2,3,4-triOMe Fuc : ' 0,42 70,7 ' 1,6 0,8
2,3,4,6-tétraOMe Gal , - 0,5 _ 1,2 1,7 1,1
2,3,4-triOMe  Gal traces 0 0 0
2,4,6-triOMe Gal - 0 ' 0 0 0
2,3,4,6-tétraOMe Man 0,24 ‘ 0,7 0 0,13
3,4,6-triOMe  Man ' 1 2 1,5
2,4-diOMe  Mar® | 1 1 | I I
2,mono0Me Man 0,6 1 traces 0,45
2 acétamido 3,4,6—triOMe Glc 1.7 1 traces 3
2 acétamido  3,6-diOMe Glc 3 2,7 3,1 3,6
2 acétamido 3-monoOMe Glc traces traces traces 0
2 acétamido 6~monoOMe Glc traces 0 ' 0 0,4

OMe = O-méthyl ; FGPT = fraction glycopeptidique totale.
@

Les résultats sont calculés sur la base d'un résidu de 2,4~diOMe Man

- 8¢l -
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R - Résonance magnétique nucléaire

La_structure du glycopeptide II a été confirmée par résonance
magnétique nucléaire (Fig. 47 p.140). En effet, il s'agit d'un mélange
de glycopeptides, que nous appelons : forme A et forme B.

La présence d'un deuxiéme résidu de fucose, qui avait été
déterminé par méthanolyse et méthylation, n'a pas &té détectée sur le

spectre de résonance magnétique nucléaire.

¢ - Etude du glycopeptide III

L'étude du glycopeptide III par méthanolyse et méthylation
montre qu’il s'agit d'un mélange. D'aprés les résultats de méthylation
(Tableau XVII p. 138) nous pouvons constater, d'une part la nature variée
des dérivés méthylés et d'autre part, le taux élevé en dérivés méthyliques
de la N-acétylglucosamine.

L'analyse en résonance magnétique nucléaire du glycopeptide III
donne un spectre trés complexe difficilement interprétable: Néanmoins,

il faut signaler la présence de 6 signaﬁx de N-acétylglucosamine.
Vue la complexité& de ce glycopeptide, sa purification est en

cours d'étude.

C - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES N-GLYCOSIDIQUES ACIDES

1 - COMPOSITION MOLAIRE EN ACIDES AMINES ET EN GLUCIDES

a - Composition en acides aminés

L'hydrolyse d'acides aminés effectuds sur les fractions
glycopeptidiques IV 3 VII sont rassemblés dans le Tableau XVIII p. l41,

L'acide aspartique est l'acide aminé majeur.
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TABLEAU XVIII

Composition en acides aminés des glycopeptides acides IV 2

VII isolés des IgA de sécrétion

v v VI VII
Asp . 1 1 1 1
Thr 0,6 0,5 0,5 0,4
Ser 0,3 0,4 0,2 0,5
Glu 0,3 0,1 0,2 0,3
Pro 0 0,1 4] traces
Gly 0,3 0,3 0,2 0,25
Ala 0,4 0,3 0 0,2
GLecNH, 4,2 3,9 3,5 4,4
Val 0,3 0,1 0,1 0,2

* Les résultats sont calculés sur la base d'un résidu d'acide

aspartique
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b - Composition molaire en glucides

) ‘Les résultats de l'analyse chromatographique sont rassemblés
dans le Tableau XIX p. 143. Les sialoglycopeptides possédent de | a 2

résidus de fucose, de 2 & 3 résidus de galactose, 4 résidus de N-acétyl-

glucosamine et 1 & 2 résidus d'acide N-acétylneuraminique.

2 = ETUDE DES GLYCOPEPTIDES ACIDES

La structure des glycopeptides a été établie sur les résultats
de méthanolyse, méthylation, spectrométrie de masse, résonance magnétique
nucléaire et de l'hydrazinolyse et diazotationm.

a - Etude du glycopeptide IV

Le glycopepﬁide IV est le giycopeptide mineur de la fraction
.sia10g1ycopeptidique.Les quantités obtemesde ce glycopeptide ont été.
insuffisantes et n'ont pas permis d'effectuer une étude compléte. La
méthanolyse nous révéle qu'il est disialilé et que les rapports molaires

des monosaccharidessuggérent qu'il s'agit d'un glycopeptide de structure

biantennée classique.

b - Etude du glycopeptide V

Les résultats de méthylation sont rassemblés dans le TABLEAU XX
p. 145. La présence du 2,4 di O—méthyl mannoside indique que la structure est
biantennéé, un résidu de galactose est terminal, 1'autre est substitué
en 6 par de 1'acide N-acétylﬁeuraminique. La présence de traces de 2-acetamido
6-mono O-méthyl glucoside semble indiquer que le gl&copepiide V est souillé
par un glycopeptide poésédant deux résidus de fucosé ( Fig. 47 bis p.l44)
Ces glycopeptides sont retrouvés dans 1la fraction mineure du glycopeptide VII

(Fig. 54 p.156).

¢ - Etude du glvcopeptide VI

L'étude des dérivés méthylés du glycopeptide VI montre que

1"enchainement des monosaccharides est identique a celui du glycopeptide V.



TABLEAU XIX

Composition molaire en glucides des glycopeptides acides alcali-stables

II 4 VII isolés des IgA de sécrétion

Iv A Vi VII
Fucose 1,08 0,84 1,25 1,53
Galactose 2,65 2,00 2,2 2,75
Mannose 3 3 3 3
N-acétylglucosamine 3,92 4,07 4,04 3,89
Acide ﬁ—acétylneuraminique 1,94 0,82 0,89 0,68

¥ Les résultats sont calculés sur la base de 3 résidus de mannose
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FIGURE 47 bis

Structures proposées pour les glycopeptides V et VI sur les résultats

de la méthylation




TABLEAU XX

Détermination des rapports molaires des éthers méthyliques des mono-

saccharides présents dans les glycopeptides V, VI VII des sIgA

Nature des O-Methyl osides . v VI VII
2,3,4-tri0Me Fuc 1,2 0,7 0,81
2,3,4,6-tétraOMe Gal 0,9 0,98 1
2,3,4-tri0Me Gal 1,2 1 0,98
2,4,6-tri0Me Gal 0 0 0,22
2,3,4,6~tétraOMe Man . . 0 0
3,4,6~triOMe Man
2,4-di0Me Man . ' 1,19 1 1
2-monoOMe Man ' 0 0 0
2 acétamido 3,4,6-triOMe Glc 0 ~ 0 0
2 acétamido 3,6-diOMe Gle 2,65 2,75 3,2
2 acétamido 3-monoQOMe Glc n.d. n.d. 0,68
2 acétamido 6—-monoOMe Glc 0,27 n.d. 0,20

OMe = O-méthyl

*¥ Les résultats sont calculés sur la base d'un résidu de 2,4~diOMe Man

Le glycopeptide IV n'a pas été analysé. Les quantités dont nous

disposions étaient insuffisantes
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d - Etude du glycopeptide VII

a - Méthylation *

La nature des dérivés méthylés (Tableau XX p. 145 ) des
monosaccharides présents dans le glycopeptide VII nous donne des
renseignements trés précieux concernant $a structure. Si nous nous
rapportons i un modéle structural classique, la présence d'un résidu
de 2,4 di-O-méthyl mannoside et de 2 résidus de 3,4,6 tri-O-méthyl
mannoside indique 1'existence du "core' trimannosidique. La présence
d'un résidu de 2,3,4 tri~O-méthyl fucoside et d'un résidu de 2,3,4,6
tétra-O-méthyl galactoside indique qu'ils sont en position externe.
La présence dé 2,3,4-tri-0-méthyl galactoside indique qu'il existe
un résidu d'acide sialique branché en 2,6 : de plus, la présence de
traces de 2,4,6-tri-0O-méthyl galactoside est en faveur de 1'existeﬁce
d'un résidu supplémentaire branché en 2,3. La méthylation nous donne
uné indication sur 1'encﬁainement des monosaccharides présents dans
le glycopéptideVII,mais elle ne nous permet pas de positionner le
fucose, ni 1'acide sialique.

P ¥
B - Spectrométrie de masse

L'identification des dérivés 2,4,6 et 2,3,4~-tri-O-méthyl
galactoside a été confirmée par spectrométrie de masse aprés
hydrolyse, réduction et réacétylation. L'analyse du spectre de masse

est présenté dans la Fig. 49 p. 147.
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¥ Nous remercions Yves Leroy pour les analyses chromatographiques en

phase. gazeuse.

*% Nous remercions G. Ricart et Y. Leroy pour les analyses en spectrométrie

de masse et G. Strecker pour l'interprétation des spectres.
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Y - Résonance magnétique nucléaire
Des études spectrales 4 en résonance magnétique nucléaire
3d 360 MHz réalisées and le laboratoire du Professeur Vliegenthart

d'Utrecht en collaboration avec notre laboratoire sur un trés grand

nombre de structures glycopeptidiques ont permis de mettre en &vidence

que les déplacements chimiques et les constantes de couplage des
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protons anomériques sont caractéristiques de la nature du monosaccharide,

de la configuration de la liaison glycosidique et de la position du
monosaccharide dans la chalne polypeptidique.

L'analyse en résonance magnétique nucl@aire du glycanne VII

a permis de préciser 1l'anomérie des liaisons glycosidiques : toutes les

N-acétylglucosamines possédent une anomérie B (J = 9,8 Hz). Deux

1,2

résidus de mannose possédent une anomérie a (J] 2 = 1,4 Hz) ; un
b

troisiéme résidu de mannose possé&de une anomérie 8 (J = | Hz). Les

1,2

résidus de galactose une une anomérie B (J = 7,5).

1,2 |

D'autre part, les glissements chimiques des protons
anomériques des mannose 4 (§ = 5,13 ppﬁ) et 4' (8 = 4,93 ppm) sont
caractéristiques de 2 résidus o mannose d'un noyau trimannosidique
des glycannes de type N-acétyllactosaminique. En ouire, la valeur
observée pour le mannose 4 indique que la branche correspondante
posséde un acide sialique 1ié en 2,6 (valeur correspondante i une
branche non sialylée ou sialylée en 2,3 : 5,12 ppm).

Le glissement chimique des protons H-3 de l'acide sialique

en position &quatoriale (8 = 2,67 ppm) et axiale (8§ = 1,72 ppm)

correspond 3 1'acide sialique 1ié en 2,6. Les valeurs correspondantes

* Nous remercions 1'équipe du Professeur Vliegenthart pour les &tudes en

résonance magnétique nucléaire.
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a 1'acide sialique iié en 2,3 (8§ = 2,76 et 1,80 ppm) sont difficil~
lement observables sur le spectre, bien que la méthylation et la
spectrométrie de masse aient confirmé la présence d'une liaison ( = 3).
Le spectre de ré&sonance magnétique nucléaire est présenté dans
la Fig. 50 p. 150. Il reste & trouver la nature du monosaccharide qui
substitue le galactose sur la branche en (a-1,6). Pour cela nous avons

effectué 1'hydrazinolyse et la diazotation.

§ - Hydrazinolyse et diazotation
Aprés hydrazinolyse et diazotation le glycopeptide VII a &été
méthylé et analysé en chromatographie phase gazeuse (Fig. 51 (A) p. 151,
‘Les oligosaccharides oBtenus sont.séparés. Chacun des pics est analysé
en spectrométrie de masse en coﬁplage avec la chromatographie phase
gazeusé. La reconstitution des ions est faite 3 la figure 51 (B) p. 151.
Les scans 160, 185, 201, 357 et 362 sont donnés dans la
Figuré 52 p. 152, et les scans 413, 438, 451, 498 et 597 sont donnés
d la Figure 53 p. 153.
1°) Les spectres 160 et 185 correspondent au motif
structural Fuc (1-6) N-acétylglucosamine. Le spectre 185 est
caractéristique du disaccharide Fuc ( -2,5) anhydro-mannitol mais
son analyse toute fois ne permet pas de préciser le type de liaison.
La liaison dﬁ fucose sur la premiére osamine peut cependant étre
Etablie par 1'étude du spectre 160 qui correspond 3 un pfoduit mineur
formait au cours de la désamination nitreuse. La conversion de 1la
glucosamine en 2-désoxyglucose et 1'étude du spectre de masse de
1'oligosaccharide Fuc ;2—désoxyg1ucitol permet de préciser une liaison
1 > 6 du Fucose sur l'osamine gri3ce 3 la présence des ions 103, 147,

191 et 307.
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2°) Le spectre 201 correspond au disaccharide Gal— 2-5

anhydromannitol . (Fig. 52 p. 152) correspond & la structure n° 2.

3°) Les spectres 357 et 362 sont a peu prés identiques et
résultent de la mauvaise séparation des 2 isoméres voisins. L'analyse
des spectres confirme qu'il s'agit d'un mélange de 2 trisaccharides
dont les structures sont proposées dans la Fig. 53 p. 153.

Le spectre de masse 362 correspond essentiellement 3 la structure n° 3

et le spectre de masse 357 correspond 3 la structure n’ 4.

4°) La structure n® 4 qui est linéaire est fondée sur la
présence des ions 393, 361 et 329. La présence de 1'ion 249 permet de
préciser que le fucose n'est pas 1ié en 1-3. Les proportions relatives
des ions 393, 361 et 329 sont en faveur d'une liaison 1-6 : résuitat
confirmé par le fait que la perméthylation du glycanne intact n'a

fournit que du 2,3,4 et du 2,4,6 triOMe galactose.

5°) La structure ramifiée n° 3 est fondée sur la présence
de 1'ion 423. la présence de cette structure mineure est également
confirmée par 1'obtention de 6 monoMe glucosamine au cours de

1’expérience de perméthylation du glycanne intact.

6°) L'analyse du spectre 415 a permis de conclure & une
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structure trisaccharidique linéaire hexose - hexose = 2,5 anhydromannitol.

7°) L'absence de 1'ion 249 (scan 415 fig. 53 p.153) permet de

conclure 3 une liaison hexose (1 > 3) hexose. En rapprochant ce résultat

de ceux obtenus 3 partir de la méthylation nous pouvons conclure 3 la

structure Gal (1 »> 3) Gal - N-acétylglucosamine (structure n° 1).



8°) Les spectres 438 et 451 correspondent 3 la séquence
AcNeu + Galactose - 2,5 anhydromannitol. L'obtention de ces 2
isoméres correspond au mécanisme de substitution nucléophile 1 et 2

décrit dans la Fig. 55 p. 157.

9°) Le spectre 498 correspond 3 un tétrasaccharide ramifié
comme le montre la présence de 1'ion 597. L'absence de 1'ion 249
montre que 1'ose précédant le 2,5 anhydromannitol est substitué
en 1-3. Cet oligosaccharide a &té interprété comme étant le

Mannose

\\{-3

Mannoses-=2,5 anhydromannitol

/-

Les résultats précédents montrent que le glycanne VII

Mannose

est hétérogéne. Compte tenu de 1l'intensité relative des différents
oligosaccharides obtenus par hydrazinolyse et désamination nitreuse,
nous pouvons conclure 3 la présence des structures VII1 a VIIA. La

structure VII] constitue . plus de 80 7 du mélange, les 3 autres

structures constituent des produits mineurs (Fig. 54 p. 156 ).

D - DISCUSSION

155 -

A partir des IgA du lait de Femme, 6 fractions oligosaccharidiques

alcali-labiles et 7 glycopeptides renfermant des liaisons N-glycosidiques

ont été isolés. La structure de ces fractions a pu étre déterminée

grace 3 1'application de différentes méthodes chimiques et physiques.
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Structure des glycopeptides obtenus & partir de la fraction VII-

Le pourcentage relatif de chacun des glycopeptides est donné entre
parenthése. :
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1°) Les glycannes alcali-labiles renferment un 'core" commun
constitué par 1'unité disaccharidique Gal B-(1 =+ 3) GalNAcitol
sur laquelle ?euvent venir se greffer d'autres monosaccharides en particulier
du galactose, de la N-acétylglucosamine et du fucose, donnant lieu 3 des
tfi, tétra, nona et décasaccchariae. Dans ces différentes structures
le N-acétylgaiactosaminitol se trouve substitué. Ces structures se
rapprochent de celles de nombreuses autres glycoprotéines. Ainsi, la
structure disaccharidique Gal B-(1 - 3) GalNAcitol 3 &té mise en
évidence dans la glycoprotéine "antifreeze" du poisson de 1'Antarctique,
dans la sous-unité B de la gonadatrophine chorionique humaine, dans la
kératane sulfate (voir les revues généréles de KORNFELD et KORNFELD, 1976
et de STRECKER et MONTREUIL, 1978). La structure disaccharidique
substitude sur le galactose par un acide N-acétylneuraminique en 3
a été également trouvée dans la K caséine de Vache (FOURNET et al. 1975)
dans 1'épiglycannie des cellules TA-3 (CODINGTON et al. en 1975),
dans la mémbrane des globules gras du lait de Vache (FARRAR et HARRISSON
en 1978). Elle se retrouve partiellement dans la structure de la
fétuine (SPIRO et al. en 1974), dans la structure de la glycophorine
humaine (THOMAS et al. en 1974) et dans 1'antigéne tissulaire M
(SPRINGER et DESAI en 1975) qui renferme, en outre, un résidu d'acide
N-acétylneuraminique 1ié en 0-2,6. La structure du tétrasaccharide CI
fait, elle, partie intégrante d'un glycopeptide‘isolé des mucines
humaines ~ (OATES et al. en 1974). Le schéma de struc;uréxque nous
_ proposons pour le glycanne A présente de grandes analogies évec les
oligosaccharides 3 activité de groupes sanguins isolé&s par LLOYD et
KABAT (1é68) 3 partir du kyste ovarien et avec ceux décrits dans la

revue générale de HAKOMORI et KOBATA (1974).
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2°) Les glycannes 1iés N-glycosidiquement sont toujours de type
N-acétyllactosaminique. Ces glycannes, comme ceux de nombreuses
élycoprotéinés possédent un "core" commun pentasaccharidique
(MONTREUIL, 1975), sur lequel vient se greffer des résidus
N-acétyllactosaminiques, des résidus de fucose. Des séquences
classiques se trouvent dans certains glycopeptides que nous avons
étudié, cependant des structures nouvelles ont pu €tre caractérisées.
En particulier, le glycopeptide II posséde 2 résidus de fucose, 1'un
1ié sur la N-acétylglucosamine du point d'attache en a-1,6, 1'autre
en 0-1,3 sur un résidu de N~acdtylglucosamine externe. Quant au
glycopeptide VII, il posséde un chalnon supplémentaire Gal (1 = 3) Gal
1ié sur la N-acétyllactosamine de la branche inférieure. Jusqu'ad présent
seuls KORNFELD (1978) a isolé et caractérisé cette liaison dans des
glycopeptides de membranes plasmiques non purifiées de thymocyte de
Veau, et STRECKER et al. (1979) dans des urines de patients atteints

de gangliosidoses & GM,. Pour les glycopeptides de type N-glycosidiques

x
les structures sont en général semblables, notamment 3 celle de nombreuses
autres immunoglobulines.: IgA1 sériques myélomateuses (BAENZIGER et
KORNFELD en 1974) ; IgG et IgE humaines (KORNFELD et al. en 1971),
IgG bovines (TAIL et al. en 1975) ; IgGl du cqlostrum de Vache

(CHERON et al. en 1976) et IgG humaines (BAENZIGER en 1975).

En résumé de cette &tude des glycannes et glycopeptides
isolés des sIgA de sécrétion, nous avons montré que les structures
alcali-labiles sont trés hétérogénes et beaucoup plus complexes que
les structures des IgA sériques myélomateuses décrites par BAENZIGER

et KORNFELD (1974). Deux points sont 3 expliquer. Le premier point
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concerne 1'hétérogénéité des glycannes. En effet,ll'hétérogénéité peut
provenir du fait que nous travaillons sur un "pool" de lait. Il faudrait
vérifier 1'hétéfogénéité des glycannes alcali-labiles des IgA d'ume seule
Femme.

Par la suite, donc, il serait trd&s intéressant d'étudier les
glycannes provenant d'un lot de lait d'une seule Femme, en relation avec
le groupe sanguin du sujet. Nous avions commencé cette &tude mais la
faible quantité de lait obtenu ne nous a pas permis‘de poursuivre une
étude complétei

Le second point concerne la complexité des glycannes et
glycopeptides des sIgA du lait de Femme vis—3-vis des IgA sériques,
qui proviennent d'un myélome, c'est-a-dire de la prolifération rapide
de cellules monoclonales. Il est, cependant, difficile de parler de
biosynthése incomplé&te puisque les glyéopeptides 1iés N-glycosidiquement
sur les IgA sériques sont complexes et hétérogénes.

La complexité et l‘hétérbgénéité des structures ﬁosent donc
le probléme de la glycosylation des sIgA et le probléme du rdole de ces
glucides dans 1’intéraction avec les cellules et avec d'autres protéines
telles que la lactotransferrine et le lysozyme.

En dernier lieu il serait intéressant dans le cadre relation
structure, rdle des sucres, de localiser les glycopeptides N-glycosidiques
sur les différentes chalnes de la molécule des slIgA, leg glycannes
O-glycosidiques étant eux, uniquement localisés sur la "hinge region' des

IgA de type IgAl.
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CONCLUSIONS GENERALES



Les conclusions que nous pouvons tirer de notre &tude sur
la structure des groupements glycanniques des IgA du lait de Femme

sont les suivantes :

1 ~ La méthode de préparation que nous avons utilisée nous a permis
d'isoler des IgA dans un état de.pureté satisfaisant. Cette préparation
consiste en un fractionnement rapide du lactosérum puisqu'il permet

en 2 étapes d'obtenir le précipité PZ-P4' Ensuite différentes
chromatographies nous ont permis de purifier les IgA et de les

obtenir en grande quantité. L'absence de contamination glucidique

a 8té vérifiée.

2 - Les études physico-chimiques effectuées sur cette préparation

d'IgA ont montré qu'elle possé&de des propriétés caractéristiques

des IgA de sécrétion. Elle a, en effet, un coefficient de sédimentation
de 115, une masse moléculaire de 370.000 et elle renferme environ 12 %

de glucides.

3 - Les compositions molaires et centésimales en glucides montrent
la présence de fucose, galactose, mannose, N-acétylglucosamine,

N-acétylgalactosamine et d'acide N-acétylneuraminique.

4 - L'hydrolysat trypsique et pepsique des IgA totales a &té fractionné
par gel filtration. Deux fractions majeures ont &té isolées ! une
fraction glycopeptidique de masse moléculaire éleQée correspondant 3

la "hinge region'" et renfermant les glycannes liés O-glycosidiquement

4 la protéine. La deuxiéme fraction, alcali-stable, renferme les

glycannes liés N-glycosidiquement.
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5 - La purification de la fraction alcali-stable aprés 1l'action de la
soude et la réduction nous a fournit 6 oligosaccharides. L'étude
structurale a montré que ces oligosaccharides sont complexes et

trés hétérogenes.

Le plus simple des glycannes est 1'unité de base oligo-
saccharidique Gal B(1 - 3) GalNAcitol, Ce disaccharide est présent
dans dé nombreuses glycoprotéineé. C'est sur cette structure que
viennent se greffer les autres oligosaccharides. Le'gréffage d'un
résidu d'acide N—acétylneuraminique paf une liaison a—é,B améne au

0-2,3 B 1,3

glycanne D : ANAN 2~ Gal itol

G 1NAc

Un résidu de N-acétylglucosamine suppl&mentaire en B-1,6

sur le N-acétylgalactosaminitol fournit le glycanne CII : Gal E:Li? GalNAclto1
'y
GlcNAc

Le glycanne CI posséde un résidu de galactose supplémentaire

et sa structure est la suivante : Gal E:LL? GlcNAc E:LL§ GalNAclto1

boor s

Le glycanne A est un nonasaccharide. Son &tude en spectrométrie.
de masse s'est révélée complexe. Fn fait il s'agit d'un mélange de 3 nona-

saccharides isoméres :

Gal .lﬁa.GlcNAc

N3

) Gal 3% GleNAc mipl Galnaci®!

/1,6 f 1,3

Gal

(A

Gal .Lﬁz GlcNAc

b 1
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(A;)

I1

3 1 itol

' i
Gal .l.iq3>GlcNAc .l.i Gal miab G1cNAC J..’..Gal L2 Glenac 28 cainac

[ o

Fuc Gal

A ) voit son fucose branché sur le résidu de galactose qui substitue le

111

résidu de N-acétylgalactosaminitol.

Certaines de ces structures ont &té déja identifiées dans
les mucines, mais elles n'ont pas &té jusqu'd présent caractérisées

dans les immunoglobulines.

6 - La purification de la fraction glycopeptidique alcali-stable nous

a conduit i la séparation de 2 fractions. Les glycopeptides ont pu &tre
séparés en asialoglycopeptides et en sialoglycopeptides. La fraction
asialoglycopeptidique a pu étre séparéé en 3 fractions. La premiére
fraction et la troisiéme sont hétérogénes et compléxes.

L'analyse de la fraction 1I pér méthylation et résonaﬁce magnétique
nucléaire a conduit 3 1'obtention de 2 structures, existant en mélange
dans cette fraction. Les structures sont de type N-acétyllactosaminique
classique avec le fucose branché en 0-1,6 sur la N-acétylglucosamine
du point d'attache.

La deuxidme structure du glycopeptide II posséde un résidu de N-acétyl-
glucosamine supplémentaire sur le résidu dekmannose déja branché, par
une liaison B-1,4. La présence du deuxiéme fucose n'a pu €tre mise en
8vidence par la résonance magnétique nucléaire.

La fraction sialogiycopeptide renfermé 4 glycopeptides différents.
L'étude des 3 premiéres fractions est assez incompléte. Ces glycopeptides
ne possé&dent qu'un seul résidu d'acide N-acétylneuraminique , sauf

le glycopeptide VI qui en posséde 2.
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L'étude du glycopeptide VII est trés compléte. La méthylation,
la spectromégrie de masse et la résonance magnétique nucléaire ont
conduit aux conclusions suivantes : le glycopeptide est de type N—acétyl—-
lactosaminique classique avec un résidu d'acide N-acétylneuraminique
située sur la branche en a-1,3 et un résidu de fucose 1lié 3 la
N-acétylglucosamine du point d'attache. De plus la spectrométrie de
massé a mis en évidence l'existence d'un galactose substitué en 3.

Ces techniques n'ayant pu nous donner la naturé du monosaccharide
substituant, nous avons eu recours a lfhydrazinolyse ét diazotation
suivie de méth&lation et d'analyse'spectrométrique, qui a mis en
évidence 1'hétérogénéité du .glycopeptide VII et surtout l'existence

du fragment Gal (1 - 3) Gal.

La structure du composé majeur du glycopeptide VII est 1la

suivante :
aNAN 350 ca1 Bl Grovac B2 Man
\\g—],3
: - - - Q-
Man w GlcNAc gL, GlcNAc -?-;-Asn
/5-1 ,6 f a-1,6
Gal .6.3:&3 Gal 8—-]&& GlceNAc B.:.l’-’z Man

Fuc

Les autres structures sont trés minoritaires et également trés
particulidres. Elles possédent des résidus de fucose supplémentaires. Il
a méme été mis en &vidence 1l'existence d'un résidu de fucose substituant

par une liaison a-1,6 le résidu de galactose terminal.



En conclusion de cette é&tude, nous pouvons'dire que les
IgA du iait de Femme possé&dent des glycannes alcali-labiles et
alcali-stables Hétérogénes et trés complexes. Certaines de ces
structures, surtout en ce qui concerne les glycopeptides 1iés
N-glycosidiquement possédent des chalnons structuraux rarement

identifiés.
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