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ABREVIATIONS

Asn : L-Asparagine

CcMP : Cytosine monophosphate
Dol : Dolichol

Fue : L-Fucose

Gal : D-Galactose

GalNAc : N~Acétyl-D-galactosamine
GDP : Guanosine diphosphate
Gle : D-Glucose

GlcNAc N-Acétyl-D-glucosamine
GlcUA : Acide-D-glucuronique
Hyl : Hydroxylysine

Hyp : Hydroxyproline

Man : D-Mannose

NeuAc : Acide N-acétylneuraminique
Ser : L-Sérine

Thr : L-Threonine

Tf : Transférase

UDP : Uridine diphosphate

Xyl : D-Xylose

Les structunes des oligosaccharides appeles GIT et GITI
et du glycopeptide GIV sont donnies dans La gigure 19 (pages 36 et 37).
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INTRODUCTION

Ce travail a pour but d'étudier la régulation des deux
derniéres étapes de la biosynthése des N-glvcosylprotéines, sialylation
et fucosylation. En effet, 1'acide sialique et le fucose sont exposés

é la surface de la molécule et ont ainsi un role biologique trés important

o

jouer.

Notre recherche s'est développée dans deux directioms :

-~ Comparaison du taux de sialylation d'accepteurs de taille
différente.

- Etude de 1'hypothése de 1'équipe de HILL (34), (exclusion
mutuelle de 1l'acide sialique et du fucose) avec des accepteurs de petite

taille.

Nous avons utilisé des méthodes différentes de celles des

autres auteurs :

- Emploi de systémes enzymatiques microsomiaux réellement
impliqués dans la biosynthése des glycoprotéines et non d'enzymes extraits

de liquides biologiques dont la spécificité peut €tre différente.

- Utilisation d'accepteurs micromoléculaires, permettant
ainsi la caractérisation des produits de glycosylation par chromatographie

sur panier.



- Etude systématique de la dégradation des précurseurs

glycosyl nucléotidiques.

L'exposé de ces travaux sera précédé de généralités

concernant la structure et la biosynthése des glycoprotéines.



GENERALITES

1 - STRUCTURE DES GLYCOPROTEINES

Les glycoprotéines sont constitudes par 1'association
covalente d'un glycanne avec une fraction peptidique. Il existe deux
grands types de glycoprotéines qui différent par leur structure propre
et le type de liaison glucide ~ protéine :

les N-glycosylprotéines dans lesquelles 1les glycanmes
sont 1i8s N-glycosidiquement & un résidu d'asparagine, et les O-glycosyl-
protéines ol la fraction glucidique est conjﬁguée O-glycosidiquement 3

un hydroxy-amino-acide.

I - STRUCTURE DES GLYCANNES DES N-GLYCOSYLPROTEINES

Ces glycannes possé&dent tous une partie interne
constituée par un noyau pentasaccharidique, dont la structure est
représentée dans la figure 1. Sur ce noyau viennent se greffer en 4
et 4', soit des ré&sidus de mannose (type oligomannosidique), soit des

résidus de N-acétyllactosamine (type N-acétyllactosaminique).



4
a-Man-(1-3)
3 2 1
‘ g-Man-(1-+4)~ B =GlcNAc~(1+4)~ B =GlcNAc—-(1+4)~Asn
oz-Man—(l-+6)/
41

Figure 1 : Structurne du noyau pentasaccharidique des N-glycosylprollines.
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A - GLYCANNES DE TYPE OLIGOMANNOSIDIQUE

Dans ces structures qui ne contiennent que du mannose
et de la N-acétylglucosamine, le nombre de résidus de mannose peut
varier de 3 a4 9, mais le mode de branchement reste analogue & celui

qui est représenté dans la figure 2.

Certains glycannes contiennent des résidus de
N-acétylglucosamine supplémentaires en position terminale non réductrice.
( 51 ). Ces structures sont de type intermé&diaire entre les types
oligomannosidique et N-acétyllactosaminique. Dansla figure 3 est
représentée la structure d'un glycopeptide de 1'ovalbumine qui est un
exemple de glycopeptide de type oligomannosido-N-acé&tyllactosaminique

ou type mixte.

B - GLYCANNES DE TYPE N-ACETYLLACTOSAMINIQUE

Ces glycannes contiennent en plus de la N-ac@tyl- -
glucosamine et du mannose, des résidus de galactose, de fucose et
d'acide N-acétylneuraminique en nombre variable. La structure de base
représentée dans la figure 4, peut-étre substituée par :

- un ou plusieurs résidus de fucose branchés,
soit en position 6 sur la GlcNAc 1 , soit en position 3 sur les résidus 5

et 5’ de GlcNAc.



a=Man=-( 1+2)=-a=-Man=(1->2)-a-Man—-(1-3)

a-tzn~ (1+2)-a-Man=(13) B=Man~ (1+4) =8~G1lcNAc—(1+4)=B=GlcNAc—( 1+4) —Asn

o-Man=-(1-6)
o~Man=-(1-2) —a—-Man-( I->6)/

- o e -

B-GlcNAc-(122)—a~Man~-(1->3)

a=Man~( 1+3) B-Man- (1-+4) =B~GlcNAc=(1+4) -B=GlcNAc-(1+4)-Asn

\tx-Man—(l-*6) l (1-4)
a-Man-(l+6)/ B-GlcNAc

Figure 3 : Stuucturne d'un glycopeptide de £'ovalbumine (57)

-l o e = -

6 5 4
R=Gal=(1->4)=BR=GleNAc~(1-2) —a=Man—(1=+3) 3 2 1
g=Man~ ( 1+4) ~g=G1cNAc( 1-4) =B~GleNAc=( 1+4) -Asn
B=Gal=(1+4)=B-GClcNAc-(1+2) =a~Man—(1+6)~"

6' 5 4’ :

Figure 4 : Struetune de base des glycannes de type N-acityllactosaminique



- un ou plusieurs résidus d'acide N-acétylneuraminique
liés soit en position 3, soit en position 6 sur les résidus de Gal 6

et 6.

- une ou plusieurs branches de N-acétyllactosamine
supplémentaires, (sialylées, fucosylées ou non), en position 4 sur le

Man 4 et en position 6 sur le Man 4  , donnant des structures tri et

tétraantennées.

A titre d'exemple, la structure de quelques glycopeptides

classiques est donnée dans la figure 5.

ITI - STRUCTURE DES GLYCANNES DES O-GLYCOSYLPROTEINES

Contrairement au cas des N-glycosylprotéines dams
lesquelles il n'existe qu'un seul type de liaison glycanne-amino-acide,
les O-glycosylprotéines présentent une grande variété de types de conju-
gaison. En effet plusieurs monosaccharides (GalNAc, Man, Gal, Xyl) et
plusieurs amino~acides (Ser, Thr, Hyl, Hyp) sont impliqués dans les points

d'attache. Nous nous limiterons aux O~seryl et O-thréonyl glycosides.

A - LTAISON o-GafNAc- (1 =+ 3)-Sen (Thr)

On trouve ce type de liaison dans les glycoprotéines



a=-NeuAc~(2-+6) =8=Gal={ 1+4) -f=GleNAc=( 1+2) —e=Man~-(1+3)
g=Man~-(1+4)=R A

a~Neudc—(2+6) ~8-Gal~(1+4) -g=GlcNAc~(1-2) —a=Man=~(1+6)

a~NeuAc—(2+6)~8-Gal-(1+4)=B~GlcNAc~( 1+2) ~a~Man~(1+3)
g=Man=(1+4) -8~GlcNAc= (1+4) £-GlcNAc~ (1 +4) ~ASR

g=Gal~(1+4) ~B8=GlcNAc—( 1+2) —a=Man={ 1+6) (i~6)
l ( l_,,s) a~Fuc
a~Fuc B

B-Gal=( 1-+6)~8~G1lcNAc=( 1+4)
B-Gal~( 1-4) =8=GLcNAc(1+2) ~a-Man=( 1+3)

' B-Man-(1 4)-R
8-Gal—( 1+4) =B~GlcNAc(1+2) —a-Man~(1+6) ©

g=Gal=(1+4)=8~GlcNAc=(1-+6)

a~Neudc~(2+3)=g=-Gal=(1-+4)=B~GlecNAc=(1+4)
a-NeuAc—(2+6) =8~Cal~( 1~4)~8-GlcNAc=( 1+2) =a-Man~- ( 1+3)
g=Man~-{1-+4)-R D

a-NeuAc=(2+6)=8=Gal~( I+4)~B=ClecNAc=( 1+2)=a=Man=(1-6)

a-Neuhc=(2+3) -8-Gal=(1+4) =8~GlcNAc=(1+4)

a~NeuAc~(2+6) -8-Gal-( 1+4) -8~GlcNAc—( 1+2) ~a~Man=( 1+3) ~ £
g-Man=(1+4)~R

a-NeuAc~(2+3)=8=Gal=( 1+4) =-8=GlcNAc~(1+2) ~a~Man~(1+6)

Figure 5 : Structure de quelques glycopeptides classiques de
type N- acgtyllactosaminique
(R : B-GLcNAc- (1+4)-8-GLcNAc- (1+4) -Asn)

A : Glycopeptide de La sérnotransferrine humaine (47)
Glycopeptide de La Lactotransferrine humaine (4§)
Glycopeptide désialule de La glycoprotiine acide o
humaine (orosomucoide}(13)

rGlgcopeszde de La glycoprotZine acide o humaine (25)
E : Stwetwie du glycanne de £a §étuine de veau (33)

oe



dites de "type mucine". Sur ce premier résidu de GalNAc viennent se
greffer, soit un résidu de BGal en position 3 , soit un résidu d'o-NeuAc
en position 6 . Dans le premier cas, on obtient le glycoprotide B-Gal-

(1 + 3)-0-GalNAc-(1 -+ 3)-Ser (Thr) qui représente le noyau commun 3 de
nombreux glycanmes qui en dérivent par substitution. Sur le résidu de

Gal peuvent se brancher :

- un résidu de oFuc en position 2
- un résidu de aNeuAc en postion 3
- un résidu de aGalNAc en position 3

~ un résidu de BGalNAc en position 6 génédralement sulfaté

Il existe aussi des structures contenant des résidus

.l‘

de N-acétyllactosamine 1i&s en position 6 sur la premiére aGalNAc.

Dans la figure 6 sont représent&s 2 titre d'exemple le
. . . . + .
glycanne de la mucine sous maxillaire de Porc (A') (8) et celui de la
mucine sous maxillaire de mouton (4).
Les spécificités de groupe sanguin peuvent &tre portées
par des glycopeptides de "type mucine", mais leur structure est beaucoup

Plus complexe que celles des mucines. Un exemple est représenté dans la

figure 7.

B - LTAISON B-XyL-[] -+ 3)-Sex

Ce type de liaison est rencontré dans les mucopolysaccharides

-

(ou glycosaminoglycannes). Ce sont de grands polyméres & structure répétitive.
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Un disaccharide constitue généralement le motif de base. (38) (figure 8).

ITI - REMARQUES

Avant d'aborder 1'étude de la biosynthése des

glycoprotéines, il est nécessaire de faire quelques remarques :

~ Dans le cas des N-glycosylprotéines comme dans
celui des O-glycosylprotéines la partie du glycanne li8e 3 la protéine
est toujours la méme (moyau). Par contre il existe une grande variation
au niveau de 1'extrémité des chaines (glycannes bi, tri, tétraantennés,
avec un ou plusieurs résidus d'aNeuAc, un ou plusieurs résidus d'aFuc).
Cette partie exterme semble étre impliquée dans les mécanismes de recon-

naissance.

- 11 existe des régles strictes de substitution :

un oligosaccharide donné ne peut accepter qu'un petit nombre de mono-
saccharides, généralement avec un type de liaison bien déterminé. Par
exemple l'extrémité N-acétyllactosaminique des N-glycosylprotéines

peut €tre substituée soit par un résidu de oFuc en position 3 sur la
GlcNAc 5 ou 5°, soit par un résidu d'aNeuAc en position 3 ou 6 sur le
Gal 6 ou 6’. La présence d'oNeuAc et celle de aFuc &tant, sur une

méme branche mutuellement exclusives. Un autre exemple, est le cas de la
BGlcNAc 1 qui ne peut étre substituée que par un résidu de aFuc, et

celui-ci est toujours 1ié en position 6 .
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Dans le cas des O-glycosylprotéines de "type mucine",
1'oNeuAc est toujours 1i€ en position 6 sur la premiére GalNAc alors
qu'il est toujours lié en position 3 sur le Gal voisin. Ce résidu de
Gal peut aussi tre substitué par un Fuc en position 2 mais la présence
simultanée d'aNeuAc et de aFuc sur un galactose n'a jamais &té décrite.

Par contre il n'existe aucune exclusion entre un résidu d' aFuc 1ié sur le

galactose et un résidu d' oNeuAc 1ié sur la N-acétylgalactosamine.

Ces régles de substitution observées pour les structures
glycanniques laissent supposer 1l'existence de mécanismes de régulation

au niveau de leur biosynthése.

2. BIOSYNTHESE DES GLYCOPROTEINES

I - MECANISME DE LA REACTION DE GLYCOSYLATION

La réaction de glycosylation se déroule comme
représenté ci-dessous :

Accepteur + mono(oligo)saccharide activé §EZESEZE'

transférase

Accepteur glycosylé + activateur.

Le composé activateur est généralement un nucléoside
di(mono) phosphate. Dans les premiéres étapes de la biosynthése des

N-glycosylprotéines c'est un lipide de type dolichol.
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Chaque monosaccharide est porté par un nucléoside
phosphate spécifique. La structure de quelques monosaccharides activés
est donnée 3 titre d'exemple :

CMP-B~-NeuAc, GDP-B-Fuc, UDP-o-Gal.

Les glycosyltransférases sont spécifiques du monosac-

charide qu'elles reconnaissent et de la liaison qu'elles forment (40).

II - LOCALISATION DES GLYCOSYLTRANSFERASES

A - FORME MEMBRANAIRE

Les glycosyltransférases sont des enzymes membranaires.
I1 est généralement admis que la biosynth&se des glycoprotéines se
déroule & la face interne du réticulum endoplasmique. Le déclenchement de
la glycosylation a lieu alors que la protéine est encore fixée sur le
ribosome (réticulum endoplasmique rugueux). La maturation et 1'é&longation
des chaines se déroulent dans le réticulum endoplasmique lisse puis dans

les vésicules de Golgi. (figure 18 page 34).

I1 existe des glycosyltransférases ancrées dans la
membrane plasmique, leur site actif étant tourné vers l'extérieur de
la cellule (ectoenzymes). Elles jouent probablement un rdle dans la
vie sociale de la cellule (mécanismes de reconnaissance et d'adhésion)
et dans la réparation des glycoconjugués de surface. Elles peuvent étre
aussi bien responsables du déclenchement de la synthése (7) que de

1'élongation des chaines glycanniques (46), (6).
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B - FORME SOLUBLE

De nombreux liquides biologiques, le lait, 1l'urine,
le sérum par exemple ,contiennent des glycosyltransférases. Leur rdle
n'est pas clairement défini. Ne sont-elles pas seulement le résultat
d'une solubilisation d'enzymes membranaires ? Il faut cependant remar-
quer que ce sont généralement ces glycosyltransférases qui sont utilisées
pour 1'étude des mécanismes de la biosynthé&se des glycoprotéines ; en
effet elles sont plus facile & purifier que les enzymes membranaires,

ne nécessitant pas l'emploi de détergents.

III - REGULATION DE LA BIOSYNTHESE DES GLYCOPROTEINES

La biosynth&se des glycoprotéines peut étre régulée
soit par des mécanismes généraux, existant pour chaque réaction enzymatique
(contrdle génétique, contrdle de la concentration en précurseur, par exemple),

soit par des mécanismes spécifiques de chaque &tape de glycosylation.

A - MECANISMES GENERAUX

1) Au niveau génétique

C'est aprés de mombreux travaux sur les glycosyltrans-
férases que ROSEMAN (40) a &mis 1l'hypothé&se :"one gene, one linkage " ;
c'est-&~-dire qu'une glycosyltransférase (correspondant 3 1'expression

d'un seul géne) est responsable de la formation d'un seul type de liaison

glycannique.
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Le contrGle génétique peut aussi étre exercé par la
chaine peptidique acceptrice (figure 9). Par exemple SCHACHTER (44),
décrit le cas de malades dont le sérum ne contient pas d'aI anti-trypsine :
en effet cette glycoprotéine n'est pas excrétée du foie ol elle est
synthétisée car sa partie glucidique est de type oligomannosidique, alors

qu'elle est de type N-acétyllactosaminique dans le cas de sujets sains (19).

Toutes les autres glycoprotéines de ces malades sont normalement glycosylées.
C'est probablement une différence de séquence primaire ou de conformation
de la chaine protéique qui est & 1'origine du blocage de la maturation de

la chaine glycannique.

2) Au niveau enzymatique

Le taux de glycosylation dépend non seulement de la
glycosyltransférase mais aussi de la glycosidase responsable de la

réaction :

s glycosidase

Accepteur glycosyl Accepteur + monosaccharide

3) Au niveau du sucre activé

I1 existe des enzymes capables de dégrader les nucléotides-
sucres (49),comme les Dol P-P -oligosaccharides (7 ). Ces enzymes contrdlent
donc directement 1la biosynth&se des glycoprotéines.

Les mécanismes de transport des glycosylnucléotides,
depuis le cytoplasme oli ils sont généralement synthétisés, jusque dans le
réticulum endoplasmique sont mal connus. Pourtant de nombreux auteurs
pensent que ce passage est un facteur 'clef" contrGlant la concentration

en-nucléotide-sucre au voisinage du site actif de 1'enzyme.
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Figure 9 : Contnole génétique de La biosynthese

des glycoprotéines (45)
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B - BIOSYNTHESE DES N- GLYCOSYLPROTEINES

1) Déclenchement de la biosynthése

La premiére &tape consiste en un transfert en bloc
d'un oligosaccharide porté par undolichol sur une asparagine de la
chaine peptidique. Cet oligosaccharide est formé par le noyau penta-
saccharidique substitué par des résidus de Man et de Glc. La biosynthé&se
des intermédiaires lipidiques & partir du Dol-P et le transfert du glycanne
sur la protéine sont représentés dans la figure 10.

Ce schéma est complexe ; les résidus d'oMan peuvent
gtre apportés sous deux formes différentes de sucres activés : GDP-uMan
et Dol-P-R-Man (figure 11). Ce sont les travaux de CHAPMAN et al. (9)
qui décrivent un lymphome incapable de synth&tiser le Dol-PMan qui ont
permis d'obtenir ce résultat. Dans ce cas 1'intermédiaire lipidique
formé est Dol-P-P-~GlcNAc

2

ensuite ajoutés 3 la structure incomplétement mannosylée.

-Mans-G1c3, car les résidus de glucose sont

Ces trois résidus de glucose terminaux, servent pro-
bablement de signal au transfert de 1'oligosaccharide sur la protéine.

La structure primaire de la chaine peptidique acceptrice
au voisinage de 1'Asn est confirméepar les travaux de RONIN et al. (39) :
c'est Asn-X-Ser oll X peut-étre n'importe quel acide aminé sauf la prolime.

De plus le ré@sidu d'asparagine est géndralement situé dans un B Turn

(2, 3).



GDP

Dol~-PP-GlcNAc- B~Man

Dol -PP-a~GlcNAc-B=GlcNAc

Dol-PP-Gl cNAc;B-Man—u-Man 4

Dol-PP=-a~G1lcNAc

mep x [ UDP-o-GlcNac | Dol P-g-Man Dol-P
GDP

[ por-p | Dol- PP- GlcNAc ~Mang -0-Many
UDP-a-Glc 2

Dol-P=Glc
Dol-PP
Dol-P

Dol~ PP41:NA¢2“Man99u-Glc3
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Immédiatement aprés son transfert sur la protéine
1l'oligosaccharide est déglucosylé par des enzymes spécifiques (14).
Les &tapes suivantes sont connues grace aux travaux de HARPAZ et
SCHACHTER (16,17) et sont représentées dans la figure 12.

I1 y a tout d'abord hydrolyse des résidus de oMan
liés (1 = 2). Ce qui libére 1'oligosaccharide "favori" de la GlcNAc Tf I ;
en effet cet enzyme ne peut fonctionmer que si un au moins des deux
résidus de oMan branché sur le Man 6 en position 3 ou 6 est démasqué.

La présence du premier résidu de GlcNAc 5 rend alors
possible 1'hydrolyse de ces deux résidus de oMan. L'existence d'une ou
plusieurs c~mannosidases dépendant de 1'action préalable de la GleNAc Tf1I
a été montrée dans les vésicules golgiennes de foie de rat, par 1'équipe

de SCHACHTER (17).

La GlcNAc Tf II nécessite aussi l'action préalable de
la GlcNAc Tf I: sur des cellules de Hamster résistantes & la lectine

de Phaseolus vulgaris (n'ayant donc pas de résidu de GlcNAc exposé),

SCHACHTER et ses collaborateurs (32) prouvent qu'il y a deficience en
GleNAc Tf I alors que le taux de GlcNAc Tf II est normal.

L'existence de la GlcNAc Tf III n'a jamals encore été
prouvée. HARPAZ et SCHACHTER (17) le font intervenir car la présence
d'un résidu de BGlcNAc en position 4 sur le gMan bloque 1l'action
de la GlcNAc Tf I comme celle de la GlcNAc Tf IT (figure 12). Ces résultats
sont en bon accord avec ceux de 1'équipe de KOBATA (51) montrant que les
structures de type mixte ont toujours un résidu de GlcNAc en position 4

sur le BMan (figure 3).
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La fucosylation en position 6 sur le résidu de GlcNAc
situé au point d'attache ne peut avoir lieu qu'aprés la fixation de
GlcNAc sur le Man 4 par la GleNAc Tf I (figure 12) (54).

De plus aucune structure de type mixte fucosylée n'a &té
décrite. I1 semble donc que 1'existence d'un résidu de GlcNAc en position

4 du BMan bloque 1'addition de cFuc comme celle de BGlcNAc.

a) Addition du galactose

Les résidus de BGal sont transférés en position 4 sur les
GlcNAc terminales. Les mécanismes de régulation de cette &tape sont mal
connus. Ils ont &té& &tudiés par RAO et MENDICINO (36) & 1'aide d'un
enzyme isolé de ganglions lymphatiques de Porc et sont représentés
dans la figure 13. L'affinité de cet enzyme est dix fois plus faible
pour un glycanne biantenné monogalactosylé que pour ce méme glycanne
non galactosylé. Si le galactose est substitué par un résidu d'acide
sialique 1'affinité de 1'enzyme diminue encore. Ces auteurs ne précisent
pas sur quelle branche le premier résidu de Gal est fix&. SCHACHTER (43)
dans une revue générale récente émet 1'hypoth&se que la galactosylation
s'effectue d'abord sur la GlcNAc 5°, se basant sur des études structurales.

Mais cette hypothése reste & démontrer.

b) Terminaison des chaines : sialylation et fucosylation

de la N-acétyllactosamine terminale

Ces deux é&tapes sont les derniéres de la biosynthése
des N-glycosylprotéines, mais non les moindres. L'acide sialique et le
fucose, étant les résidus les plus exposés, jouent un role important

comme signaux de recomnnaissance.
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L'a NeuAc se fixe sur le résidu de Gal terminal en
position 3 ou en position 6. La plupart des glycoprotéines sont
sialylées en position 6, mais il existe des structures uniquement
sialylées en position 3 (gonadotropine) et d'autres sialylées 3 la
fois en (2 + 3) et en (2 » 6) comme 1'orosomucoide, qui est représenté
dans la figure 5.D. Pourtant il n'a jamais &€té encore mis en &vidence
de sialyltransférase ajoutant l'aNeuAc en position 3 sur les résidus

de Gal des N-glycoprotéines.

Le Fuc se fixe sur le résidu de GlcNAc 5 ou 5’ uniquement
en position 3. Cette affirmation n'est basée que sur des études structurales.
En effet aucun auteur n'a encore démontré la nature de la liaison formée
par les fucosyltransférases microsomales.

Comme RAO et MENDICINO 1l'ont fait pour le transfert de
Gal, VAN DEN EIJNDEN et al. (53) ont étudié, par R.M.N., le taux de
sialylation in vitro de chaque branche de glycopeptides désialylés bi
et triantennés de 1l'orosomucoide. Leurs résultats sont présentés dans
la figure 14 : il faut remarquer que dans le cas du glycopeptide biantemné
comme dans celui du triantenné, le résidu de Gal 6 est complétement sialylé
alors que le Gal 6'1'est trés faiblement.

Ces résultats peuvent s'expliquer par 1avconformation
trés différente des 2 branches, celle liée en position 6 du BMan é&tant
beaucoup plus mobile que l'autre (30). Il faut aussi noter que ce n'est
pas sur la meme branche que se fixent préférentiellement 1'acide sialique

et le galactose.
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8
R=Gal-(1 =+ 4)=-R=GlcNAc-(1 = 4)

6
R-Gal-(1 = 4)=-R-GlcNAc-(1 = 2)-o-Man=(l - 3)

- g -Man-R

’

R-Gal=(1 + 4)-R-GlcNAc-(l = 2)-g-Man-(1 - 6)

E Taux de Sialylation ;
( : : : ]
( : Gal 6 : Gal 6’ : Gal 8 )
( : : : )
( Glycanne biantenné : 100 2 : <107 : )
( : : s )
( Glycanne triantenné : 100 7 0 : 807 )
( : : )
Figure 14 : Spicificité de transfert de £'acide sialique sur des

glycopeptides tni et biantennts, par une sialyltransdérase
purifile & partin du colostrum bovin (53).

Qg
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Ces résultats ne permettent pas d'expliquer comment est
synthétisé 1'orosomucoide ou le Gal 6 est sialylé en position 6 et

le Gal B en position 3.

Récemment HILL et ses collaborateurs ont étudié les
mécanismes de régulation au niveau de la terminaison des chaines des
N~glycosylproté&ines. ( 5).Les résultats qu'ils ont obtenus sont rassem-—
blés dams la figure 15. Il faut remarquer que les enzymes utilisés par
ces auteurs sont hautement purifiés et qu'ils ne réisolent pas les
produits formés pour en déterminer la structure. De plus ces enzymes

sont isolés du lait, humain ou bovin.

Ces résultats permettent de conclure qu'il existe des
chemins privilégiés pour la biosynthése d'un produit. Par exemple le
composé difucosylé (3 la fois sur le Gal en position 2 et la GlcNAc en
position 3) ne peut-étre obtenu que s'il y a d'abord tramsfert sur le
Gal (figure 15). D'autre part, certaines réactions sont mutuellement
exclusives comme la sialylation (en position 6 du Gal) et la fucosylation
(en position 3 du GlcNAc) sur une méme extr@mité N-acétyllactosaminique

(figure 15).

C - BIOSYNTHESE DES 0-GLYCOSYL-PROTEINES

Il ne semble pas y avoir d'intermédiaires lipidiques

participant 3 la biosynthése des O-glycosylprotéines. Chaque monosaccharide

est ajouté successivement par une glycosyltransférase spécifique.
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Figure 15 : Schema propost parn L'Equipe de HILL (5)
pour La terminaison des chaines glycanniques
des N-glycosylprotiéines.

o= : la néaction est impossible
wm : Lo néaction est tnes Lente

Les enzymes ont &te purnifits a parntin de glandes
sous-maxillaines de Pore (111 et IV), du Lait
humain (V) et du colostrum bovin (VI).
(Galp1,4GLENAC schematise L'exthemite
N-acétyllactosaminique de La sérotransgerrine
humaine qui est utilisée comme accepfeun).
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Nous nous bornerons & décrire la biosynthése des
glycoprotéines de "type mucine" ; en effet la plupart des gly-
cosyltransférases ont &été purifiées & partir de glandes sous-

maxillaires de Porc et de Mouton.

1) Initiation : transfert de la premiére GalNAc

sur la sérine ou la thréonine de la chaine peptidique

C'est une &tape clef, mais sa régulation est mal connue.
La nature des acides amin&s situds 2 proximité du résidu de Ser (ou Thr)
n'a pas été déterminée. Mais 1'action de 1'enzyme nécessite une chaine
peptidique intacte (20). La structure secondaire de la protéinme

semble donc jouer un rble important .

2) Elongation de la chaine

D'aprés SCHACHTER et al. (42), le transfert de BGal

en position 3 du résidu de GalNAc situé au point d'attache ne peut
se faire que si ce rééidu n'est pas sialylé. Ces auteurs concluent
3 un rdle possible de cet acide sialique comme signal de terminaison.
Dans les glandes sous maxillaires de Mouton oll 1'activité de la
sialyltransférase est plus grande que celle de la galactosyltransférase,
la structure glycannique trouvée est la suivante :

| u-Né;A;-(Z-*6)-a-GalNAc-(1 + 3)=Ser
Par contre la structure de la mucine de glandes sous-maxillaires de Porc
est plus complexe, car la galactosyltransférase est trés active

(figure 6). L'acide sialique est ajouté ensuite.
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Comme ils 1'ont fait pour les N-glycosylprotéines,
HILL et ses collaborateurs ont &tudié la terminaison des chaines
glycanniques des O-glycosylprotéines. (5). Leurs résultats sont
présentés dans la figure 16. Ils en déduisent la voie de biosynthése
la plus probable pour les mucines de glandes sous maxillaires de

Porc et Mouton (figure 17).

La derniére étape de la biosynthése de 1a mucine de
glande sous maxillaire de Porc est le tramsfert d'un résidu d'aGalNAc
sur une structure déji sialylée et fucosylée. TAKASAKI et al. (52)
montrent que cette réaction n'est pas possible, en utilisant un
enzyme purifié du lait humain. Ces résultats contradictoires peuvent
8tre expliqués par une différence entre les conditions de réaction
utilisées par les deux équipes. Il ne faut cependant pas négliger
1'hypothése d'une différence de spécificité entre 1'enzyme de glandes

sous maxillaires de Porc et celle du lait humain.

I]1 existe une sialyltransférase ajoutant 1'aNeuAc en
position 3 du BGal dans les glandes sous-maxillaires de Porc (41),
pourtant les structures trouvées dans ces glandes ne sont pas sialylées
en position 3 du Gal. Cette observation est en bon accord avec les
résultats de la figure 16, montrant qu'il existe une exclusion mutuelle

entre'l'aNeuAc et 1' oFuc branchés sur un méme résidu de BGal.



—3]-

Fucmi, 2
Fucex|, 2601 81,3. Gol
: po4 P !/ N,
NeuAcan 2.6 NeuAcx 2.6
/ ) ) \
)
m (@) 1
6o 81,3 le.z\
GﬂINAc Fucexi, 260141, 3GaIN /@wl.sgom“
NevAca 2, G \ / GolNAcxI,3 e
ta}
GolA!, 3GoNAC
NeuAca2, 3GolB13 Fuem!, 2+
/GUINM GGIJLWNAC
NouAcx 2,6 NeuvAca2, 3 o)
te) m
1 N-gcetylgaioctoscrumde x2.6 siclyitronsterose
s «2,3 sioly ose .
NeuAct2 36012, 3eeiNAC o A-¢ @2t y as .
fe) o &Ll y a1, 3N i -

efmnyttronsterose

Figure 16 : Schéma proposé par L£'Equipe de HILL (5)
pour La biosynthese des chaines glycanniques
des 0-glycosylprotéines.
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L'Antanctique qui a €18 utilisie comme accepteunr).
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IV ~ CONCLUSION

- Un schéma récapitulatif de la biosynthése des

N-glycosylprotéines est représenté dans la figure 18.

- La plupart des étapes de la biosynthése n'ont été
décrites que dans un petit nombre de systémes. N'est-il pas trop tot
pour généraliser ? En particulier pour 1'étude des mécanismes de
régulation, il existe probablement des voies mineures utilisées
quand la voie majeure est bloquée permettant ainsi la biosynthé&se

de composés vitaux pour la cellule.

- Les enzymes responsables de la biosynthése des
glycoprotéines sont membranaires. Leur sous—compartimentation et
1'ordre dans lequel ils sont arrangés dans la membrane dirigent
peut-étre l'ordre des glycosylations successives autant que leur

propre spécificité (&tudiée in vitro).
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1 - MATERIEL ET METHODES

I - MATERIEL
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et des glycoprot&ines utilisés pour les expériences décrites dans ce
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(Professeur 3 Lille), Monsieur Gérard STRECKER (Maitre de Recherches au

CNRS) et nous les remercions vivement.

B) LES GLYCOSYLNUCLEOTIDES

Le GDP {14C} Fuc (activité spécifique 118 mCi/mmol) et
le CMP {1%C} NeuAc (activités spécifiques 304 mCi/mmol et 1,2 mCi fmmol)

nous ont 8té fournis par AMERSHAM (Grande - Bretagne).

Tous les autres réactifs utilisés dans ce m&moire sont
d'origine commerciale. Le {3"} BHZK nous a été fourni par le CEA (FRANCE)
2 une activité spécifique de 20 Ci/mmole.

Les enzymes nous ont &té fournis par SIGMA (USA)

(neuraminidase de Clostridium perfringens insolubilisée sur Sepharose

4B) et par KABI (Sudgde) (galactose oxydase).
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G 1 8-Gal-(1*4) ~GlcNAc y A
B~Gal-(1»4) ~GleNAc B
(1-+3)
a=Fuc

a-Neuac~(2-3)-RB~Gal-{(1*4)-GlcNAc
a-NeuAc~(2-6)-B~Gal-(1>4)~GlcNAc D

G Il 8-Gal~( 1>4)~B~GlcNAc-(1+2) —Man E
a~NeuAc- (2+6)—R~Gal~(1»4) -B=GlcNAc-(1+2) —Man

g-Gal~(1+4)-B~-GlcNAc~(1»>2)—a-Man— (1=+3)
G I1I B -Man (1-4) ~GlcNAc G
g-Gal-(1+4)=8~GleNAc—(1+2)=a~Man~-(1+6)

a-Neuhc-(2+6)-B-Gal~-(1+4)=B~GlcNAc~(1+2) ~g¢—Man=(1-3)

B-Man~-(1-4)--GlcliAc H

v

8-Gal-(1+4)=8-GlcNAc—(1»2)—a=Man=( 1-6)

a-Neuhe-(2*6)-B=Gal-(1*4)=B~GlcNAc-(1>2) ¢ ~Man~- (1 3) \
B=Man-(1-+4) -GlcNAc I
a=Neudc- (2+6)-8=Gal~-( 174) =B =~GlecNAc-(1+2) ~¢ ~Man=( 1+6)

Figurne 19 A : Structure des accepteuwrs oligosaccharidiques :
A et B ont &té sunthétists chimiquement, C a EtZ is0L%
de £'unine de patients atteints de sialidose. D a &té
purigié du colostrum de Vache. E et F nésultent d'une
acttolyse partielle de La fraction IV de COHN. G, H et 1
proviennent de L'utine de malades atteints de ganglivsidose
a GM7 .
A et B nous ont eté donnis pan P. SINAY,
c, E, F, G, #, T par G. STRECKER,
D par J.C. MICHALSKI.
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g-Gal~(1+4)~B=GlcNAc~( I=2)-a-Man-(1+3)
B-Man=-( 14 )~g=~ClcNAc~ (194 )= 3=GlcRac—(1-~4) =asn
B=Gal-(1*4)~B=ClcNAc-( 1+2) ~a-Man=(1+6)
6 1v J

AN

g=Man= (1% )-8-~GlcNAc~(1+4)-B-GlcNac—(1+4)-aAsn

a = NeuAc-(2+6)=B~Gal-{ 1+4)~8-GlcNAc-(1+2)=0-Man-(1-+3)

B=Gal~(1+4) ~B=GlcNAc—( 1+2) ~~Man=( 1+6) /

o ~NeuAc - (2+6) -B—Gal=(1*4) =B~GlcNAc-(172) =a~Man-(1-+3)
B =Man-( 1+4) ~B~GleNAc-(174) ~8=ClcNac~(1~3)-Asn

a=~NeuAc~ (2+6)~B-Cal-(1+4)~B=GleNAc~(1+2)=-a~Man~(1+6) L

SEROTRANSFERRINE HUMAINE

(2 glycannes identiques 3 1 M
par molécule)

SEROTRANSFERRINE DE LAPIN

(1 seul glycanne identique 3 L N
par molécule)

Figure 19 B : Staucture des accepteurs gluycopeptidiques et glycoproiiiniques
J, K, L et M nous ont été gowwnis par G. SPIK..
J, K, et L proviennent d'une hydrnolyse pronasique de La
serotnans fervvine humadine, suivie d'une hydrolyse newramini-
dasique, parntielle pourn K, totale poun J. -
La sénotransfernine de Lapin (N) native, et désdialylie @
enzymatiquement a Eté prépanrée par V. MICHEL.



- 38 -

I1 - METHODES

A} FRACTIONNEMENT CELLULAIRE

1) Préparation des microsomes de foie de Rat

Tampon A : Tris maltate pH 7,4, 50 mM
Saccharose, 250 mM

Tampon B : Tris maleéatepH 7,4 500 mM

(Toutes les opérations sont réalisées & 4°C).

Un rat de race WISTAR est tué par décapitation, son foie
est rapidement prélevé, lavé dans le tampon A, pesé et broyé dans un
appareil de FISCHER.Le broyat est homogénéisé dans 70 ml de tampon A (pour 7 g
de foie) & 1'aide d'un appareil de POTTER-ELVEJEEM (5 allerg et retours du
piston, 500 tours/minute). L'homogénat est tout d'abord centrifugé 3 1000 g
pendant 10 mn (pour sédimenter les gros d&bris cellulaires et les cellules
entigres) puis,en continuité & 10 000 g pendant 20 mn (afin d'obtenir un
culot contenant, les noyaux, les mitochondries et les lysosomes).

Le surnageant est prélevé et centrifugé & 105000 g pendant
60 mn, (toutes ces opérations sont effectuées avec une centrifugeuse
BECKMAN L265B, rotor SW 50).

Le culot microsomal est homogénéisé avec 1'aide d'un
homogénéiseur de DOUNCE dans du tampon B. Une fois le dosage de protéines
réalisé par la méthode de LOWRY et al. (29), cet homogénat de microsomes
est dilué 2 30 mg de prot&ines par ml, réparti en petites fractioms (200 ul)

. - - - - -4
qui sont conservées par congdlation & - 20°C.

2) Préparation des microsomes de foie de Porc

Le foie est prélevé directement sur 1'animal, & 1'abattoir
et transporté jusqu'au laboratoire dans du tampon A, & 4°C. Il est coupé

en petits morceaux, hach&, broyé puis filtré sur plusieurs é&paisseurs de gaze.
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Il est ensuite homogénéisé (5 allers et retours du
piston dans un appareil de POTTER ~ ELVEJEHM) et centrifugé 3 22500 g
pendant 10 mn. Le surnageant ainsi obtenu est centrifugé 3 115000 g
pendant une heure afin d'obtenir un culot de microsomes. Toutes les

autres opérations sont identiques & celles réalisées pour la préparation

des microsomes de fole de Rat.

3) Dosage des enzymes marqueurs

Pour chaque préparation nous avons réalisé un dosage

des enzymes marqueurs dans 1'homogénat et dans chaque fraction subcellulaire :

- Mitochondries : succinate-deshydrogénase dosé&e par la méthode de
PENNINGTON (35)
- Lysosomes : N-acétylglucosaminidase, par la méthode d'ARONSON et al (1)
- Microsomes : Glucose.6 - Phosphatase par la méthode de RAY (37). Le
dosage du phosphore lib8&ré par cet enzyme est réalisé par la méthode de
CHEN et al (10).
Le dosage des protéines est réalisé par la méthode de

LOWRY et al (29).

La répartition de ces enzymes marqueurs dans les différentes
fractions subcellulaires obtenues, permet de contrSler 1'intégrité des
microsomes, ainsi que leur contamination par les lysosomes (qui contiennent
les glycosidases) : 1l'activité de la N-acétyl glucosaminidase n'est jamais
supérieure & 15 7 (de son activité totale dans 1'homogénat de départ) dans

la fraction microsomale.
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B} DESTALYLATION DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE

1) Désialylation chimique :

La désialylation chimique est réalis&e suivant le protocole
suivant : 20 mg de sérotransferrine humaine sont solubilisés dans 2 ml
d'acide sulfurique 0,1 N, puis incub&s & 80°C pendant 1 heure. La solution
est ensuite neutralisée par du carbonate de baryum (le sulfate de baryum
ainsi formé est &€liminé par centrifugation),dialység contre de 1'eau puis
lyophylisée. La désialylation de la sérotransferrine est vérifiée par
chromatographie en phase gazeuse aprés méthanolyse et trifluoroacétylation

suivant la méthode de ZANETTA et al (55).

2) Désialylation enzymatique :

Nous utilisons dans ce cas une neuraminidase de

Clostridium perfringens immobilis&e sur Sepharose 4B, d'origine commerciale

(SIGMA, USA) : 20 mg de sérotransferrine humaine sont solubilisés damns 4 ml
de tampon (citrate 0,1 M pH 5,1 , 0,02 7 azide de Sodium), et recyclés

sur la colonne de neuraminidase pendant 24 heures 2 37°C. Ensuite, le
produit est &lué, dialysé, lyophilisé et sa structure est déterminée comme

dans le cas de la désialylation chimique.
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C) IDENTIFICATION DES PRODUITS FORMES LORS DE LA REACTION DE

GLYCOSYLATION

Les incubations standard sont réalisées dans les conditions

suivantes (pour 100 ul d'incubat) :

- Sialyltransférases de foie de Porc et de Rat

Tampon Tris maléate PH 7,4 5 ﬁmol

Triton X 100 1 7

Accepteur 0 - 200 nmol

o {'%C) Neuac 0,33 nmol (130 000 cpm)

Enzyme : 30 pl de microsomes (1 mg de protéines totales)

-~ Fucosvltransférase de foie de Porc

Le milieu d'incubation est le méme que pour la
sialyltransférase en ce qui concerne le tampon, le triton, 1'accepteur

oligosaccharidique et 1l'enzyme. Il contient en outre :

MgCl2 1 ymol
M 2 pmol
epP {'4C} Fuc 0,5 nmol (200 000 cpm)

-

Dans tous les cas 1'incubation est réalisée pendant

30 minutes ou ! heure 3 37°C.

1) Méthode par précipitation

Cette méthode, trés rapide, a &té utilisée pour tester
les activités glycosyltransférasiques des microsomes lors de leur

préparation ou aprés une longue période de congélation.
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L'accepteur utilisé est une glycoprotéine désialyvlée.
La réaction est arrétée par addition de 2 ml d'acide phosphotungstique
(5 % dans HC1 2 N). Le matériel acido précipitable est recueilli sur
filtre de fibre de verre WHATMAN GF 83. Le filtre est ensuite rincé
abondamment par de 1'acide trichloracétique (5 7 dans l'eau), par de l'eau,
puis par de 1'éthanol absolu. La radioactivité retenue sur le filtre est
déterminée en scintillation liquide dans un mélange scintillant & base

de toluéne (LIPOLUMA, LUMAC, FRANCE).

2) Chromatographie sur papier

Cette méthode a é€té utilisée pour la plupart des
expériences décrites dans cé mémoire, puisque c'est la seule qui
permet de suivre la glycosylation d'accepteurs micromoléculaires. Dans
le cas d'accepteurs macromoléculaires, elle permet de connaltre le taux

de dégradation du précurseur glycosylnucléotidique.

L'incubation est réalisée comme décrit précédemment.
Elle est arrétée dans la glace, les échantillons sont déposés sur des
feuilles de papier WHATMAN 3 puis soumis & une chromatographie descendante.
Dans tous les cas un témoin froid est déposé 3 cOté de l'incubat puis,
aprés chromatographie ce témoin est révélé 3 l'oxalate d'aniline, permettant
ainsi d'identifier le produit formé lors de la réaction de glycosylationm.
Nous avons utilisé plusieurs types de systéme-solvant de chromatographie,
~dont la composition est donnée ci-aprés. Aprés séchage, les feuilles de

papier WHATMAN sont découpées en bandes de 1 cm de large, et la radio-

activité est déterminée en scintillation liquide.
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Les systémes~solvants utilisés sont les suivants :

- Systéme-solvant n° 1 : Pyridine/Acétate d'éthyle/Acide acétique/eau

(5/5/1/3) (28).

- Systéme-solvant n° 2 : Ethanol/Acétate d'ammonium 1 M, 7/3

La migration dans ces deux systémes des produits
résultant de sialylation et de fucosylation sont données respectivement

dans les tableaux 1 et 2.

Pour la détection des produits résultant de sialylation
deux autres systémes—solvants ont €té utilisés : dans ces systémes le
CMP-NeuAc est le NeuAc migrent trés vite alors que les oligosaccharides

sialvlés ne migrent pratiquement pas.

- Systéme-solvant n° 3 : Propanol/Butanol/KCl 0,1 N (2/1/1).

~ Systéme-solvant n® 4 : Acétate d'éthyle/Acide acétique/Acide formique/eau

(18/3/1/4).

La séparation des dérivés mono et disialylés de
1'oligosaccharide biantenné G III s'effectue par migration bidimensiomnelle :
1'incubat est déposé sur ume feuille de papier WHATMAN 3. La premiére
migration est effectuée dans le systéme-solvant n° 1. Le produit

n'ayant pas migré est soumis 3 une migration dans le systéme solvant n° 2.



TABLEAU 1 :

sialylés et du CMPNeuAc
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Migration, par rapport & l'acide sialique des composés témoins

Syteme-solvant Systéme solvant N°I Systéme solvant N°2

Témoins (5/5/1/3) (7/3)
Glycoprotéine

0 0
sialylée
G IV Sialylé 0 0,11
G III Disialylé 0 0,31
G III Monosialylé 0,06 0,50
CMP=-NeuAc 0,38 0,48 -
G II sialyle
(2 =+ 6) 0,39 0,73
(2 » 6) Sialyl- .
lactose 0,54 0,79 .
N- acétyllactosamine 0,65 0,89
(2 - 3) Sialyl-
lactose 0,80 0,92
(2 o+ 3) Sialyl-
N-acétyllactosamine 0,89 1

NeuAc
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TABLEAU 2 : Migration par rapport au fucose des composés témoins fucosylés,

du GDP Fuc et du Fuc-P (Fucose-l-Phosphate produit de dégradation

du GDP Fuc)
Systéme-§olvant Systéme solvant Systéme solvant
Témoins n®l (5/5/1/3) n° 2 (7/3)

GDP -Fuc 0,11 0,28
Fuc-P 0,29 0,43
Fucosyllactose 0,39 0,72
Fucosyl~-N-
acétyllactosamine 0,57 0,90

Fuc
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3) Electrophorése

Nous avons utilisé cette méthode pour sé&parer les
glycopeptides G IV mono et disialylés. Cette &lectrophor&se est
réalisée dans une cuve en toit avec un tampon citrate pH 2,4,10 V/cm,
pendant une nuit. Les composé&s radiocactifs sont identifi&s par rapport

& la migration de té&moins froids révélés 3 la ninhydrine.

4) Méthode de STOFFYN et al. (50)

Cette méthode permet de déterminer 1'isomérie de la
liaison formée par les sialyltransférases. Elle est basée sur la

séparation des différents Ethers triméthyliques du galactose.

a) marquage du galactose terminal

L'accepteur désialylé (2 mg de G II) est incubé avec
20 unités de galactose-oxydase (KABI) dans un tampon phosphate pH 7, 0,1 M
(200 ul) pendant 2 heures 3 37°C. 1 mCi de {3H} KBH, est ensuite ajoutée.
Aprés 2 h 2 température ambiante, un grand excés BH,K froid -est ajouté
pour compléter la réduction. Aprés 2 h & température ambiante, la
réaction est arretée par addtion dans le tube de résine &changeuse
de cations (DOWEX 50 x 8 forme H+). Aprés filtration le produit est
évaporé 3 sec, 3 1'évaporateur rotatif. Le borate est &liminé par 3
codistillations successives avec du méthanol. Le résidu sec est repris
dans 1'eau et chromatographié sur une colonne de Biogel P 6 (1,5 x 35 cm,
débit 7 ml/heure) dans l'eau. Les fractions radioactives, et donnant

un test positif au phénolsulfurique sont recueillies puis lyophilisées.
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b) Sialvlation

Le composé est ensuite sialylé dans les conditiomns
classiques d'incubation puis séparé de 1'oligosaccharide non sialylé
par chromatographie préparative sur papier (systéme solvant n°2).

Aprés E€lution le composé est lyophilisé.

c) Séparation des &thers méthvliques du Gal

Le produit est méthylé selon la méthode d'HAKOMORI
(15) puis soumis 2 une hydrolyse acide totale (acide trifluoroacétique
4 N, 4 heures, 100°C). Les dérivés m&thylés du {BH} Gal sont séparés
par chromatographie sur couche mince de silice (support aluminium,
20 em x 20 cm, MERK) dans un systéme solvant 500/9 (Acétone/Ammoniaque
4,5 M). Ils sont identifiés par rapport & des témoins non marqués
révélés par pulvérisation & 1l'orcinol-sulfurique. Ces témoins ont &té
préparés 3 partir des dérivés O-méthylglicosideschlGal qui nous ont

été fournis pas Yves LEROY.

Aprés migration,le chromatogramme est séché puis
découpé en bandes de 0,5 cm de large. La radioactivité est comptée
en scintillation liquide (LIPOLUMA). Les résultats obtenus sont
représentés dans la figure 20 ; ils montrent sans ambiguité& que
1'acide sialique est lié-en position 6 sur le galactose terminal

de 1'oligosaccharide G II.



RADIOACTIVITE (CPM)
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A : Progil chromatographique obtenu Lons de La
détermination de L'isoménie de La Liadison gormée
par La sialyltransgérase de fodie de Ponc
(0Ligosaccharide G 11) par La méthode de STOFFYN (50)

B : Migration des témoins tniméthyl et perméthyl-galactoses.
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2 - RESULTATS

I - COMPARAISON DU TAUX DE STIALYLATION PAR LA SIALYLTRANSFERASE

MICROSOMALE DE FOIE DE RAT, D'ACCEPTEURS DE TAILLE DIFFERENTE

A) INTRODUCTION

Dans ce travail nous avons voulu montrer 1'influence
de la taille de 1'accepteur glucidique sur son taux de sialylation.
La gamme &tudiée va de la N-acétyllactosamine (dissacharide) jusqu'a
la sérotransferrine humaine désialylée (glycoprotéine possé&dant deux
glycannes de type N-:acétyllactosaminique par molécule). La structure
de ces différents accepteurs est représent@e sur les figures 19 A et B
(page 36 et 37).

Nous avons tout d'abord déterminé les conditioms
optimales de fonctionnement de la sialyltransférase. Nous avoms
étudié dans quelles zones de concentration aussi bien en accepteur
qu'en glycosylnucléotide ,11 &tait pféférable de comparer le taui de

sialylation des composés.

Puis nous avons tenté d'expliquer les résultats obtenus
par une différence au niveau du nombre des résidus d'acide sialique
transférés sur les accepteurs biantennés, la plupart des auteurs (34, 53)
décrivant la disialylation comme une réaction trés lente ou méme impossible.
Dans le méme but nous avons réalisé une expérience de compétition

entre deux composés ayant un taux de sialylation différent.
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B) DETERMINATION DES CONDITIONS OPTIMALES

1) Fonctionnement de 1'enzyme

Nous utilisons comme source d'enzyme des fractions
microsomales de foie de Rat dont la préparation et la contamination
par d'autres organites, lysosomes en particulier, a &té décrite

page 39. .

a) Concentration en Triton X 100

La plupart des auteurs incubent la sialyltransférase
de foie de Rat 3 pH 7,4. Nous avons repris ces conditioms en utilisant
le tampon tris maleate. Cet enzyme ne nécessite pas 1'addition d'ioms
dans son milieu d'incubation. Par contre, &tant fortement accroché Z la
membrane, sa solubilisation est indispensable. Nous avons E&tudié
1'influence de la concentration en triton X 100 sur son activité. Etant
donné les résultats obtenus (figure 21), nous avons fix& la concentration

en Tritom & 1/100 pour toutes les expériences réalisées par la suite.

Sur cette figure est aussi représentée la concentration
en acide sialique libre qui est le témoin de la dégradation du CMP-NeuAc.
Cette dégradation est d'origine chimique (environ 30 7 de la dégradatiom
totale au bout d'une heure) et enzymatique. Elle varie suivant la
concentration en CMP-NeuAc réellement disponible. Son taux est le méme
quelque soit 1'accepteur &tudié, elle ne géne donc pas la comparaison

de la sialylation des différents composés.
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Cette étude de la dégradation du précurseur
nucléotidique est rarement réalisée par les autres auteurs, qui
ne séparent pas le CMP-NeuAc et le NeuAc aprés 1'incubation ; alors
que lors de temps d'incubation de plusieurs heures, la dégradation
n'est pas négligeable.

.

b) Concentration en enzyme

Les résultats obtenus sont représentés dans la
figure 22 : la variation du taux de sialylation en fonction de la
concentration en enzyme est encore lin&aire pour 30 ul de fraction
microsomale (correspondant environ 3 1 mg de proteines). Dans les

expériences suivantes nous utiliserons toujours cette concentration.

2) Concentration en accepteur

Nous avons ensuite déterﬁiné la concentration en
accepteur permettant d'approcher la vitesse maximale de fonctionnement
de l'enzyme, 3 cette concentration en CMP-NeuAc.

Les résultats sont présentés dans la figure 23 : les
courbes obtenues pour tous les compos&s ont sensiblement la méme allure.
Nous obtenons un plateau & environ 70 nmoles de substrat pour 100 ul
d'incubat: Dans les é&tudes ultérieures nous avons utilisé la concentration
de 100 nmoles pour 100 ul d'incubat ; en effet ces conditions présentent
plusieurs avantages : la vitesse de sialylation est proche de son
maximum, une faible variation de la concentration en substrat n'entraine
que de faibles variations au niveau du taux de transfert, et de plus
certains substrats n'étant disponible qu'en faible quantité&, nous avons

réalisé une économie, permettant de réaliser d'autres expériences.
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Pour une meilleure comparaison des différents composés,
nous avons exprimé les concentrations en moles de Gal accepteur et
non en moles d'accepteur car certains de ces produits possé&dent 2 ou
méme 4 résidus de Gal capable d'étre substitués par du NeuAc alors que

certains n'en possédent qu'un seul.

La figure 23 ne permet pas la comparaison du taux de
sialylation des divers accepteurs car la concentration en CMP-NeuAc
(0,33 nmoles pour 100 ul d'incubat) est beaucoup trop faible comparée

aux concentrations en accepteurs utilisées.

3) Concentration en glycosylnucléotide

Nous avons déterminé la concentration optimale en

CMP-NeuAc en utilisant les conditions d'incubation définies précédemment :
Y

- Tampon tris maléate vH 7,4 5 umoles

- Triton 1/100

- Accepteur : sérotransferrine 25 nmoles (100 nmoles de
humaine désialylée Gal accepteur)

- Enzyme : microsomes de foie de Rat 1 mg de protéines

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 24 :
nous obtenons un Ky de 30 nmoles. Pour &tre dans les meilleures conditionms
de fonctionnement de 1'enzyme, tout en limitant notre consommation en
substrat radioactif pous utiliserons pour les expériences suivantes la

concentration de 83 nmoles pour 100 ul d'incubat.
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C) RESULTATS OBTENUS

1) Comparaison de la vitesse de sialylation des

différents accepteurs

Les résultats obtenus sont représent&s damns la figure

25. Les expériences ont toutes &été réalisées au moins deux fois et

1'erreur est d'environ 2 %. La dégradation chimique ou enzymatique

du CMP-NeuAc a été controlée dans toutes les expériences et ne dépend

pas du type d'accepteur présent dans le milieu d'incubation : il reste

environ 30 7 du CMP-NeuAc (25 nmoles) non dégradé aprés 2 heures
d'incubation 3 37°C.
Les résultats obtenus montrent que :

- la vitesse de sialylation est la méme pour toutes les glycoprotéines
désialylées é&tudiées, quelque soit la méthode utilisée pour la
désialylation, qu'elles aient un ou deux glycannes biantennés par
molécule. La conformation de la chaine peptidique ne semble donc pas
avoir d'importance (la désialylation chimique est dématurante) ;

d'autre part la sialylation d'un glycanne ne semble avoir aucune influence

sur la sialylation de 1l'autre.

-~ les courbes obtenues péur 1'oligosaccharide biantenné (G III),
1'oligosaccharide G II et les glycoprotéines désialylées ont
sensiblement la méme allure. Par contre la N-acétyllactosamine est
sialylée 3 une vitesse plus faible alors que le glycopeptide (G IV)

l'est & une vitesse significativement plus &€levée. Il n'est pas possible

de tirer des conclusions 2 partir de ces résultats, sans avoir

déterminé si les accepteurs biantennés sont mono ou disialylés.
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2) Les accepteurs biantennés sont-ils mono ou

disialylés ?

Dans la figure 26 sont représentés les résultats
obtenus pour les composés G III et G IV (les méthodes utilisées
pour séparer ces composés sont décrites respectivement p 45 et 46 ).
Ils permettent de conclure que la différence entre les vitesses de
sialylation des deux composés est seulement due 2 la vitesse de
disialylation ; en effet la cinétique de momosialylation est la
méme pour l'oligosaccharide et le glycopeptide, alors que la disialylation

du glycopeptide est beaucoup plus rapide.

Nous avons essayé de trouver une méthode permettant
de connaitre la vitesse de sialylation des glycannes portés par les
glycoprotéines;pour cel2 nous avoms tout d'abord temté de séparer la
sérotransferrine de lapin disialylée et désialylée (cas le plus simple
puisque cette glycoprotéine.ne poss&de qu'un seul glycanne biantenné),
~ par des méthodes Electrophorétiques aussi bien sur plaque d'acétate
(pH 8,9) qu'en gel de polyacrylamide (pH 5,5) nous avons obtenu des
séparations.insuffisantes pour étre détectées par la suite en radio-
activité.
- La chromatographie d'affinité sur Ricine (lectine recomnaissant le
galactose) insolubilisée n'a pas permis d'obtenir de rétention de

la glycoprotéine desialylée.
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Comme il est facile de séparer les oligosaccharides
mono et disialylés, nous avons tenté de détacher le glycanne de la
protéine aprés avoir réalisé la sialylation dans les conditions classiques
(avec du (14C) CMP-NeuAc) .
- Par hydrazynolyse suivie de N- réacétylation une partie de la radio-
activité ne semble plus liée 3 1'oligosaccharide.
- Par action de 1'endo-N-acétyl-p-D-glucosaminidase isolée d'un Basiodiomycéte
qui nous a été fournie par Stéphane BOUQUELET : nous n'avons pas obtenu
de libération quantitative de la partie glycannique, peut-etre & cause
de la trop faible quantité de substrat présent ou de la mauvaise affinité

de 1'enzyme pour les composés sialylés.

I1 faut remarquer que les résultats obtenus en ce
qui concerne la disialylation sont différents de ceux de VAN DEN EIJNDEN
et al. (53). Alors qu'ils obtiennent la sialylation d'unGal % 90 7 en
45 mn, 1'autre n'est pratiquement pas sialylé. Dans notre cas aprés
120 mn d'incubation, plus de 40 7 de la radioactivité est portée par
un glycopeptide disialylé. La cinétique observée pour la disialylation
semble montrer que l'emzyme reconmait indifféremment les composés désialylés

et monosialylés.

La disialylation de 1'oligosaccharide biantenné (G III)
ne commeﬁce qu'aprés une latence de 30 mn, semblant montrer que dans
ce cas, contrairement & celui du glycopeptide, c'est le composé
monosialylé qui est reconmu préférentiellement par l'enzyme. Il serait
intéressant d'étudier la sialylation de glycannes ou de glycopeptides

monosialylés de structure connue pour mieux comprendre ces phénoménes.
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Les résultats obtenus montrent qu'il est difficile
de comparer la spécificité de systémes enzymatiques aussi différents
qu'une sialyltransférase microsomale de foie de rat et une sialyl-
transférase purifiée & partir de colostrum bovin. Nos résultats sont
en bon accord avec les études structurales, puisgue la plupart-des

glycoprotéines biantennées (non fucosylées) sont disialylées.

3) Expérience de compé&tition

Pour utiliser une autre approche dans la comparaison
de la sialylation des différents accepteurs, nous avons réalisé une
expérience de compétition entre G IV et G II en les incubant ensemble,
3 une concentration égale et semblable & celle utilisée dans les
expériences précédentes. Les résultats sont représentés dans la
figure 27 : nous observons que la vitesse initiale de sialylation
du glycopeptide ne varie pratiquement pas alors que celle de 1'oligo-
saccharide est 4 fois plus faible. Lorsque nous réalisons la somme des
2 courbes représentant le tramsfert sur chaque composé en présence de
l'autre’nous obtenons une courbe semblable 3 celle obtenue pour G IV

lorsqu'il est incubé seul. Cela semble prouver que nous sommes dans

des conditions optimales pour 1'enzyme (proches du Vmax).

Ces résultats permettent de conclure que 1'enzyme
a une affinité plus grande pour le substrat glycopeptidique que pour
1'oligosaccharide. Il serait tr&s intéressant de montrer si 1'influence
du petit accepteur sur le grand se fait au niveau de la mono ou de la

disialylation.
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D) CONCLUSTON

Les résultats obtenus montrent qu'il n'existe pas
de différence considérable entre les vitesses de sialylation des
accepteurs testas.

L'étude du nombre de résidus d'acide sialique fixésA
sur les accepteurs biantennés semble prouver que la disialylation
des glycopeptides est plus rapide que celle des oligosaccharides.
I1 serait trés intéressant d'étendre 1la gamme d'accepteurs aux
glycopeptides tri et tétraantennés, et de trouver une méthode permettant

de savoir si les glycoprotéines sont mono ou disialylées.

IT - ETUDE DE LA SIALYLATION ET DE LA FUCOSYLATION DE LA

N-ACETYLLACTOSAMINE ET DE SES DERIVES

Nous avons entrepris ce travail dans le but de vérifier,
avec des accepteurs micromoléculaires, 1'hypothése de HILL et ses
collaborateurs (34), concernant la sialylation et la fucosylation des
accepteurs de type N-acétyllactosaminique. Ces auteurs démontrent que
la présence simultanée d'acide sialique et de fucose sur une méme branche
de N-acétyllactosamine est impossiblesen utilisant des glycosyltransférases

purifiées 3 partir de lait humain et de colostrum bovin.

A) CONDITIONS UTTLISEES

1) Choix de la source d'enzyme

Etant donné la spécificité de la fucosyltransférase
de foie de Rat décrite par 1'&quipe de SCHACHTER (54), qui n'ajoute

du fucose que sur la GlecNAc 1 des glycannes biantennés, nous avons
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cherché une autre source d'enzyme. Les mémes auteurs décrivent une
fucosyltransférase dans les microsomes de foie de Porc capable de
fucosyler 1'extrémité N-acétyllactosaminique des N-glycosylprotéines (24).
En outre les microsomes de foie de Porc contiennent aussi une sialyl-
transférase trés active (22). Comme nous l'avions fait pour la sialyl=-
transférase de foie de Rat, nous avons déterminé les conditions

optimales d'incubation pour les glycosyltransférases de foie de Porc,
elles sont les suivantes :

Sialylstransférase :

le milieu d'incubation contient :

tampon tris maleate pH 7,4 : 5 umoles

Triton X 100 : 1 Z

cMP {140} NeuAc : 0,33 nmoles (130 000 cpm)
Accepteur : de 0 & 200 nmoles

Enzyme : 30 ul de microsomes (1 mg de proteines)
Dans un volume total de 100 ul, incubation standard
1 heure & 37°C.

Fucosyltransférase :

Le milieu d'incubation est le méme que précédemment
en ce qui concerne le tampon, le tritom X 100, 1'accepteur oligosaccha-
ridique et l'enzyme. Il contient en outre :

MgCl, : lumole

UMP: : 2umoles

eop {!4c} Fuc : 0,5 nmoles (200 000 cpm).
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Nous ajoutons du chlorure de magnésium car le
fonctionnement de 1'enzyme nécessite la présence d'ions divalents.
L'UMP sert d'inhibiteur & la dégradation du précurseur nucléotide-
sucre. D'autres auteurs utilisent le GTP (24), mais nous n'avons pas

obtenus de bons résultats avec ce composé.

2) Choix des accepteurs

Nous avons utilisé des accepteurs de petite taille,
afin de les caractériser en chromatographie sur papier par rapport &
des témoins de structure connue. Ces composés sont des dérivés sialylés
“ou fucosylés de la N-acétyllactosamine ou de l'oligosaccharide G II,

(B-Gal-(1 = 4)=B=-GlcNAc~-(1 + 2yMan) .

Pour chaque expérience de glycosylation nous avons
utilisé plusieurs concentrations en accepteur, sans obtenir de
modification dans la spécificité des enzymes. Nous nous bornerons &
décrire des résultats qualitatifs. Dans certains cas nous comparerons

la vitesse de glycosylation des composés.

B} RESULTATS
1) Sialylation

Les résultats obtenus en chromatographie sur papier
(solvant 5/5/1/3) sont représentés dans la figure 28. Dans le cas de
la N-acétyllactosamine nous obtenons un produit migrant comme la
(2 > 6) sialyl N-acétyllactosamine. Nous n'observons pas la formation

de composé sialylé en position 3 sur le Gal.
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N- acetuﬁﬁaciabam&ne et de res dénqvis (Lincubation 7 H, scbvant n°

5/5/1/3, 40 H).

1,

A : Témoin sans accepteun, ou accepteuwrs sutvants :

a-NeuAce- (2+3) -g-Gakl- (1+4)-GLceNAc
g-Gal- (1+4)-GLcNAe
I (1+3)
a-Fuc

B : N-acétyllactosamine
(mignation des témoins : a :
sialyl N-acétyllactosamine, ¢
d : NeuAc).

CMP-NeuAe, b :

(100 nmoles)

{100 nmoles)

{100 nmoles)
{2+6)

: (2+3)sialyl N-acityllactosamine,
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Nous obtenons le méme profil chromatographique dans
le cas de la N-acétyllactosamine sialylée, fucosylée et dans le
cas du témoin ne contenant pas d'accepteur. Le petit pic de radio-
activité au trait de départ correspond 3 une incorporation endogéne
d'acide sialique. Etant donné 1'énorme bruit de fond, du & une mauvaise
migration du CMP{IAC} NeuAc, nous avons utilisé un autre systéme
solvant de chromatographie pour analyser plus précisemment les
résultats. (figure 29)

Dans ce solvant (18/3/1/4), il n'y a pas séparation
du CMP-NeuAc et du NeuAc et ces deux composés migrent trés vite. Par
contre les oligosaccharides sialylés ont une migration lente. Dans
le cas de la fucosyl-N-acétyllactosamine, il y a formation d'un produit
migrant comme la sialyl N-acétyllactosamine. Ce qui est du & une
légére dégradation de 1'accepteur (environ 57) qui a &été vérifiée
par méthylation puis analyse par spectrométrie de masse.

L'isomérie de la liaison formée par la sialyltransférase
de microsomes de Porc sur la N-acétyllactosamine a té déterminée par
la méthode de STOFFYN (50) : il n;y a formation que de 2,3,4 O-Méthyl
Gal, l'acide sialique est donc bien 1i& en positon 6 sur le Gal.

2) Fucosylation

Dans la figure 30 sont représentés les résultats
obtenus aprés chromatographie dans le systéme solvant n°l. D'autres
systémes solvants ont &té utilis&s pour vérifier que certains produits
formés n'étaient pas masqués par le GDPTIAC]FUC ou le {IAC}'Fuc 1P.
(Butanol, systéme n°®3, 18/3/1/4, systéme n®4, 2/1/1, par exemple. Nous

n'avons obtenu Qque des résultats négatifs.
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Dans le cas de la fucosylation de la N~acétyllactosamine,
nous obtenons un pic radiocactif migrant comme la fucosyl N-ac&tyllactosamine
et un petit pic correspondant 3 la fucosylation d'un monosaccharide
(figure 30 B). Pour identifier ce pic, nous avons réalisé des expériences
de fucosylation du galactose et de la N~acétylglucosamine. Seul 1'obtention
de galactose fucosylé est possible. De plus cette réaction est inhibée
par le N-éthylmaléimide (125 nmoles/100 ul) comme 1l'est la fucosyltransférase
ajoutant le Fuc en position 2 sur le Gal,du plasma ou des lymphocytes
de rat (l!1, 21). Enfin, lorsque nous réalisons des expériences de
fucosylation de la N-acétyllactosamine en présence de N—éthylmaléimide,
1'intensité du pic radioactif correspondant & la N-acétyllactosamine
fucosylée ne varie pas alors que le petit pic correspondant au dissacharide

disparait complétement.

I1 existe probablement deux fucosyltransférases dans les
microsomes de foie de porc, comme 1l'ont déj3 décrit SCHACHTER et ses
collaborateurs (31) mais l'enzyme fucosylant les résidus de GlcNAc
semble avoir beaucoup plus d'affinité pour la N-acétyllactosamine. Il
serait trés int@ressant de mettre au point une méthode de séparation
analogue 3 celle de STOFFYN (50), mais pour les dérivés méthylés de la
N-acétyllactosamine, afin de confirmer ce résultat et de connaitre

l'isomérie de la liaison formée sur la GlcNAc.

La fucosylation de la N-acétyllactosamine fucosylée
(figure 30 C) donne un petit pic migrant comme la fucosylN-acétyllactosamine

témoin provenant d'une légdre dégradation de cet accepteur.
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Lors de la fucosylation de la N-acétyllactosamine sialylée
(figure 30 D), nous obtenons un pic migrant nettement plus lentement que
la N-acétyllactosamine fucosylée. Ce produit apparait avec une vitesse
beaucoup plus lente que la N-acétyllactosamine fucosylée. Pour obtenir
le méme taux de transfert (3 un temps donné) il faut environ 10 fois plus

d'accepteur sialylé que de N—acétyllactosamine.

3) Identification du produit formé lors de la fucosylation

de la N-acétyllactosamine sialylée

Comme nous ne possédons pas une quantité de produit suffisante
pour en faire 1'étude par méthylation et spectrométrie de masse, nous
avons réalisé une expérience d'hydrolyse acide partielle pour déterminer
sa structure, aprés l'avoir isolé par chromatographie préparative sur

papier.

En admettant que le produit formé est la N-acétyllactosamine
sialylée et fucosylée une hydrolyse acide douce (CF3 COOH, 0,1 N, 80°C 10'")

libére de l'acide sialique et du fucose suivant la réaction :

a-{lac}-Fuc¢ a-Neudce~(2 =+ 3)= B =Gal-=(1 = 4)~- GlcNAE}

: 14
- - -8 ~Cal- - NA
CF3 COOH a~NeuAc=(2 » 3)=- B ~Gal-(] + 4)-GlcNAc + {""C}Fuc

—————- NeuAc + a°{]4C}-Fuc¢[é-Gal-(l - 4)—G1cNAc}

‘NeuAc + {14C}~Fuc4-B-Ga1-(l -+ 4)= GleNAc
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La chromatographie sur papier dans le solvant 5/5/1/3 du
produit d'hydrolyse donne le résultat représenté dans la figure 31 :
nous 6btenons 2 la fois un produit migrant comme le témoin fucosyl-N-
acétyllactosamine froid et un produit migrant comme le fucose. Nous avons

donc obtenu la fucosylation d'un produit sialylé.

L'expérience de fucosylation décrite ici a &té réalisée
avec de la N-~acétyllactosamine sialylée en position 3 sur le Gal. Nous

obtenons les mémes résultats avec le composé :

g-NeuAc-(2 = 6)= B —=Gal~(l = 4)= R =GlcNAc«(1 -+ 2)=Man

L'isomérie de la liaison entre l'acide sialique et le
galactose ne semble donc pas importante pour la reconnaissance par la

fucosyltransférase.
C) CONCLUSION

Ces résultats semblent en contradiction avec ceux de
1'équipe de HILL (34). Pourtant, est-il possible de comparer la
spécificité d'une fucosyltransférase isolée du lait humain sur une
glycoprotéine sialylée, avec celle d'un enzyme non purifié de microsome

de foie, sur des structures oligosaccharidiques sialylées ?

Certains auteurs ont décrit 1'existence de structures
2 la fois sialylées et fucosyvlées portées par la glycoprotéine fucosylée

majeure du cerveau de rat (27). D'autre part, ils ont montré que le
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que le taux de fucosylation des glycoprotéines du cerveau était beaucoup
plus grand que dans d'autres organes comme le foie ou le rein (26). Cette
voie de biosynthése permettant la formation de composés mineurs dans le

foie, peut donc devenir plus importante dans d'autres organes.

Un tableau récapitulatif des résultats obtenus aussi bien
pour la sialylation que la fucosylation est représenté dans le tableau III.
I1 serait trés intéressant de préciser ces résultats en déterminant sans
ambiguité la structure des produits formés par la (ou les) fucosyl-

transférase(s) de foie de Porc.



SUBSTRATS

STALYLTRANSFERASE

FUCOSYLTRANSFERASE

B—Gal-(1+4)-GlcNAc
B-Gal-(1+4)—-B-GlcNAc-(1-+2) -Man

B-Gal—-(1=+4)—-.GlcNAc
(1-3)

a-Fuc
a—-NeuAc—~(2+3)~B-Gal-(1+4)~ GlcNAc

o~NeuAc—-(2+6)-B-Gal-(1+4)-B-GlcNAc—(1+2) Man

N-acétyllactosamine et de ses dénivés

- 9/ <
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CONCLUSION GENERALE

Le premier chapitre de ce mémoire montre qu'il existe de
nombreuses sortes de N-glycosylprotéines de type N—acétyllactosaminique
différant principalement par le nombre de résidus d'acide sialique et de

fucose exposés 3 la surface de la molécule.

Les études des voies de biosynthése décrivent des sialyl et
fucosyltransférases responsables de la formation de chaque liaison. Mais les
€tudes de la régulation de cette biosynthése, décrivant pourquoi certaines
molécules sont persialylées, d'autres fucosylées, d'autres 3 la fois
sialylées et fucosylées n'en sont qu'a leur début ; c'est dans ce cadre

que s'inscrivent les résultats que nous décrivonms ici.

I1 est difficile de conclure qu'il existe une variation nette
au niveau des taux de sialylation d'accepteurs de taille différente, par contre
la disialylation d'un glycopeptide semble €tre plus rapide que celle de
l'oligosaccharide correspondant. Il serait intéressant d'&tudier la vitesse
de sialylation d'une glycoprotéine désialylée comportant des glycannes bi
ou triantennés, le probléme &tant de séparer le produit formé de la glyco-
protéine de départ afin de déterminer sa structure, comme nous 1'avons fait

pour les accepteurs oligosaccharidiques et glycopeptidiques.
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Les résultats obtenus pour la sialylation de la
N-acétyllactosamine et de ses dérivés montrent que s'il est impossible
de sialyler ou de fucosyler le composé fucosylé, comme de sialyler la
N-~acétyllactosamine sialylée, par contre ce dernier accepteur peut étre
fucosylé. Il reste maintenant & déterminer si le fucose est 1ié sur la
N-acétylglucosamine ou sur le galactose et en quelle position. Pour celd,
il est nécessaire de mettre au point une méthode permettant de déterminer
la structure d'une quantité de produit extremement faible (le GDP-Fuc,
précurseur de la réaction n'étant commercialisé que sous forme radioactive
avec une forte radiocactivité spécifique). Il serait aussi trés intéressant
d'essayer de fucosyler une glycoprotéine persialylée. Dans ce cas, le
réisolement de la molécule est indispensable, puisque le fucose peut €tre

aussi 1i€ 3 une N-acétylglucosamine interne de la molécule.
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