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I N T R O D ' U C T I O N  

Depuis plus d'un siècle le lait de Femme a fait l'ob- 

jet de recherches très actives en raison même de son importance dans 

l'alimentation du nouveau-né. En effet, les nourrissons alimentés au 

lait maternel sont beaucoup mieux protégés contre les agressions bac- 

tériennes et virales que les nourrissons alimentés au lait de Vache. 

Cette protection est liée à la présence dans le lait de Femme, d'une 

part, de cellules immuno-compétentes et, d'autre part, de nombreux 

facteurs solubles. Parmi ceux-ci, trois protéines jouent un rôle pré- 

pondérant : les immunoglobulines IgA de sécrétion (sIgA), la lacto- 

transferrine (LTF) et le lysozyme. Elles agissent par différents mé- 

canismes en inhibant la croissance de souches bactériennes responsa- 

bles de diarrhées infantiles infectieuses. 

Depuis leur isolement, les IgA de sécrétion (MONTREUIL 

cd. , 1960a) et la lactotransferrine (MONTREUIL et d., 1960b) 
ont fait, au Laboratoire, l'objet de nombreuses recherches. En parti- 

culier, les études ont porté sur la détermination de la structure de 

ces glycoprotéines et sur la connaissance des mécanismes moléculaires 

de leur action. Notre travail s'inscrit dans le cadre général des re- 

cherches entreprises dans le groupe de G. SPIK sur la protection de 

la muqueuse intestinale et sur la maternisation des laits et a porté 

plus spécifiquement sur l'étude de la structure des glycannes des 

immunoglobulines sIgA isolées du lait de Femme. 

Les travaux antérieurement effectués sur les IgA de 

sécrétion par DESCAMPS (1974) ont porté sur la purification et la 

caractérisation de ces composés. En outre, les résultats préliminai- 

res obtenus par le même auteur ont montré que les sIgA du lait de 

Femme possèdaient 12 groupements glycanniques conjugués à la chaîne 



polypeptidique par des liaisons de type asparaginyl-N-acétyl glycosa- I 

minique et 7 groupements glycanniques alcali-labiles conjugués par 

des liaisons O-glycosidiques impliquant des résidus de N-acétylgalac- I 

tosamine et des résidus de sérine et de thréonine. I 
l 

C'est cette étude que nous avons reprise. En effet, 

la comparaison entre les constituants glucidiques présents dans les 

sIgA du 1 ~ ' "  de Femme et ceux des IgA sériques myélomateuses (BAENZI- 

GER et KORNFELD (1974a,b) avait montré qu'il existait de profondes 

différences entre ces deux catégories d'anticorps. Notre travail a 

dans un premier temps, consisté à isoler les glycopeptides des sIgA 

du lait de Femme, dans le but de définir leur structure. Afin de pré- 

ciser si l'hétérogénéité que nous avons observée à propos des IgA sé- 

crétoires était ou non particulière à ces dernières, nous nous sommes 

ensuite attachée à l'étude de la fraction des glycannes liés O-glyco- 

sidiquement à la région charnière des IgA sériques normales et de deux 

IgA sériques myélomateuses. Dans un second temps, les structures gly- 

canniques des sIgA ayant été déterminées nous avons essayé de préci- 

ser la participation de ces glycannes aux différents rôles biologiques 

des IgA de sécrétion. 

Nous présenterons, en premier lieu, dans un chapitre 

de généralités, l'état actuel de nos connaissances sur les mécanis- 

mes moléculaires et cellulaires de défense de l'intestin du nourris- 

son et sur les propriétés physico-chimiques et la conformation des 

sIgA. Nous présenterons ensuite nos travaux personnels relatifs, d' 

une part, à la structure des glycannes des sIgA et, d'autre part, à 

leur rôle biologique, en particulier à leur intervention, en asso- 

ciation avec les oligosaccharides du "gynolactose" et avec des gly- 

copeptides provenant de la dégradation de diverses glycoprotéines 

du lait de Femme, dans les mécanismes d'inhibition de l'adhésion 

bactérienne à la paroi intestinale. 



Jusqu'à présent, nos travaux ont fait l'objet des pu- 

blications suivantes : 

1 - A. CRETEL, M. PAMBLANCO, H. EGGE, G. STRECKER, J. MONTREUIL and 

G. SPIK 

Heterogeneity of the glycans O-glycosidically linked to the hinge 

region of secretory IgA isolated £rom human milk 

Prtoc. Va% Tnkm.  S p p .  Gtycocon juga ; t en ,  f i e l ,  1939, G. Tk ie rne  

Ed., S,13&Zgan;t, p. 26-23.  

2 - A. PIERCE-CRETEL, M. PAMBLANCO, G. STRECKER, J. MONTREUIL and 
G. SPIK 

Heterogeneity of the glycans O-glycosidically linked to the hinge 

region of sIgA isolated £rom human milk 

E w t .  S. G o c h e m .  ( 1 9 6 1 )  - 714,  769-776 

3 - G. STRECKER, A. PIERCE-CRETEL, B. FOURNET, G. SPIK and J. MONTREUIL 
Gas liquid chromatography- Mass spectrometry of 2,5-anhydro-man- 

nitol-containing oligosaccharides obtained by hydrazinolysis ni- 

trous acid deamination of glycopeptides 

A d .  RLochern, ( 7 9 6 2 )  111 ,  17-26.  - 

4 - A. PIERCE-CRETEL, M. PAMBLANCO, G. STRECKER, J. MONTREUIL and 

G. SPIK 

Primary structure of the N-glycosidically linked sialoglycans of 

secretory immunoglobulins A £rom human milk 

Em. 3.  Bkochem., (19621  - 125,  363-388 

5 - A. PIERCE-CRETEL et G. SPIK 
Structure des glycannes des immunoglobulines sIgA du lait de Femme 



6 - H. DEBRAY, A. PIERCE-CRETEL, G. SPIK and J. MONTREUIL 

Affinity of ten insolubilized lectins towards various glycopep- 

tides with the N-glycosylamine linkage and related oligosaccha- 

rides 
1 

( 1 9 8 3 )  & "Lec-fhnn" (T.C. Bbg-Hmem and G . A .  SpemgRetr. e h .  ) VOL. I 

2 2 7 ,  pp. 335-350 ,  Wa de GnuyZten and Ca., B U ,  New Y o h h .  
l 

1 - A. PIERCE-CRETEL, H. DEBRAY, J. MONTREUIL and G. SPIK, H. van 

HALBEEK, J.H.G.M. MUTSAERS and J . F . G .  VLIEGENTHART 

Primary structure of the N-glycosidically linked asialoglycans 

of secretory immunoglobulins A £rom human milk 

E w r .  J. B i o c h m . ,  1963 

2 - H. DEBRAY, A. PIERCE-CRETEL, P. DELANNOY and J. MONTREUIL 

Affinity of four immobilized lectins with the a-D-mannose as do- 

minant monosaccharide. Application to the fractionation of N-gly- 

cosidically linked glycopeptides. 

Euh. J. Bhachem., 1983 

3 - A. PIERCE-CRETEL, M. IZHAR, Y. NUCHAMOWITZ, G. STRECKER, J. MON- 

TREUIL, G. SPIK and D. MIRELPAN. 

Oligosaccharide structural specificity of the soluble agglutinin 

released £rom guinea pig colonic epithelial cells 

FEMS M i c n a b i o L .  LUX. , 1 983 



G E N E R A L I T E S  

MECAN 1 SMES DEFENSE 

DE L' INTESTIN DU NOURRISSON 

La diarrhée infectieuse affecte prês de 500 millions 

d'enfants par an dans le monde (ROHDE et NORTHRUP, 1976). C'est la 

cause principale de la mortalité chez les enfants de moins de 4 ans 

(PUFFER et SERRANO, 1973) et la cause essentielle de la malnutrition 

(MARTOREU &t d., 1975). Bien qu'elle soit en nette diminution en 

Europe, la diarrhée continue d'être la cause de l'hospitalisation 

d'un enfant sur quatre (OAKLEY &t d., 1976). 

La diarrhée résulte d'une augmentation de la fréquence 

de la fluidité et du volume des selles. Il en existe deux types : la 

diarrhée chronique et la diarrhée infectieuse. Cette dernière est la 

seule dont nous discuterons. Elle est causée par des agents bactériens, 

viraux ou parasitaires. Elle peut être due aux entérotoxines libérées 

par les micro-organismes pathogènes non-envahisseurs (Fig. 1 ; p. 6 ) .  

La cellule épithéliale possède des récepteurs de la toxine. L'adhésion 

de cette dernière à la membrane épithéliale stimule l'action de l'adé- 

nyl cyclase. La production d'Am cyclique provoque la sécrétion mas- 

sive d'ions Cl- et l'eau et bloque l'absorption des ions ~a'. De nom- 

breuses souches dfE.  CO^, de Ceob;trU6um et de V i b t t i o  cholehae agissent 
de la même manière. 

La diarrhée est provoquée également lors de l'invasion 

et de la colonisation des tissus profonds par des organismes patho- 
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Figgune 1 : Mécanhme de .ta diahnhée due à la pfiPaence d' entéhoXoxineb 
bac;ténienna ( KRONBORG et HOWARD, 1 9 80) 



gènes dits "envahisseurs" (Fig. 2 ; p. 8). Deux cas se produisent : 

la bactérie ou l'organisme envahisseur reconnu par le système immun 

de l'hôte va être rapidement phagocyté ou alors non reconnu, il va 

se multiplier et créer une maladie infectieuse systématique (OFEK et 

BEACHEY, 1980). L'ulcération des muqueuses entraîne une diarrhée 
1' sanguine". Les Shigelles, les E. CO,& envahissantes et les Salmo- 

nelles agissent par ce mécanisme. 

Des études cliniques ont établi que les nourrissons 

alimentés au lait maternel souffraient moins de troubles digestifs 

et de diarrhées infectieuses et qu'ils présentaient un taux moindre 

de morbidité et de mortalité que les nouveau-nés alimentés aux laits . 

artificiels (GYORGY, 1964). Des études épidémiologiques réalisées 

par CHANDRA (1979) ont révélé que la protection du lait de Femme vis- 

à-vis des différentes infections pathogènes était effective dans un 

pays du Tiers-Monde comme dans un pays industrialisé (Tableau 1 ; 

p. 9). La protection du tractus gastro-intestinal du nourrisson par 

le lait maternel est un phénomène complexe qui fait intervenir à la 

fois des cellules : macrophages et lymphocytes, des facteurs solubles 

spécifiques : les immunoglobulines de sécrétion : sIgA et sIgM, des 

facteurs solubles non spécifiques : la lactotransferrine, le lysozyme, 

la lactoperoxydase, le mucus, le complément et des bactéries sapro- 

phytes : les Bifides. 

Ces différents constituants du lait : 

- empêchent l'implantation des germes pathogènes, 
- inhibent leur adhésion à la membrane épithéliale, 

- inhibent leur croissance et 
- entraînent leur disparition. 
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1 - ACTION DE LA FLORE B I F I D E  

A - CARACTERISTIQUES DE LA FLORE FECALE DU NOURRISSON 

Dans sa période prénatale, le foetus se trouve dans 

un environnement stérile où les contacts avec les mi.cro-organismes 

sont exclus. Dès les trois premiers jours après la naissance, une 

flore commensale s'instaile (TISSIER, 1900 ; MORO, 1900 ; GYLLENBERG, 

et Ri)INE, 1957 ; SMITH et CRABB, 1961). Cette flore diffère selon le 

mode d'alimentation du nourrisson. 

1 - La l(Lo/te d u  M O U J V U ~ A O M  &medé au ac?& : Les selles 

et la flore intestinale du nourrisson sont influencées par le régime 

alimentaire. L'enfant nourri au sein élimine des matières fécales 

liquides, à "odeur de fromage" et à pH acide (pH 5) dont la population 

microbienne est essentiellement constituée de micro-organismes Gram (+) 

(BULLEN et WILLIS, 1971). Il s'agit de &ididobaotei*um (10" germeslg 

de selles) et, plus particulièrement, de B.i&idobac;t&um bi@dum 

(MITSUOKA & d., 1974 ; BULLEN & d., 1976 ; NEUT & d., 1980). 
8 

Le nombre des E v i k m o b a o t e h a c e a e  est beaucoup plus faible (10 germesfg 

de selle). 

BULLEN et WILLIS (1971) et LEVESQUE (1959) pensent que 

les 8. b i d i d u m  ne sont pas responsables des conditions particulières 

de l'intestin des nourrissons élevés au sein, mais que c'est le tube 

digestif qui offre un biotope tel, qu'il se produit une sélection des 

Eii6idobac;tetUwn. Ils suggèrent que le taux élevé en lactose, la faible 

teneur en protéines et le pouvoir tampon inférieur du lait maternel 

donnent des conditions plus favorables au développement des 8L6Ld0- 

b a o t m i w n .  LEVESQUE & d. (1959) confirment que la bonne adaptation 
du métabolisme du lait de Femme au tube digestif du nourrisson est 

responsable de la flore bifide. 
! 



2 - La Llot~e AZcaXe du noutuLinhon aeimenXZ au bibaon : 
Dans les deux jours qui suivent le sevrage, la flore microbienne intes- 

tinale se modifie et devient à prédominance Gram (-). Le nombre des 

Enterobactéries, des Bactéroides, des Clostridies est considérablement 

augmenté. Le taux de 6 .  bi&idun diminue ou reste constant (BULLEN et 

WILLIS, 1971). En outre, le 8. bi&kh~ disparaît au profit de B. hl- 

~ & ,  bneve et ado&acem% (NEUT & &. , 1980). D' autre part, le 

changement d'alimentation rend le caractère des selles voisin de celui 

des adultes : consistance ferme, odeur fécale et pH compris entre 6,O 

et 7,O. 

3 - Condunionb : Il ressort de cette opposition entre 
les deux types d'allaitement que : 

- le bifide se multiplie jusqu'à devenir l'hôte prédo- 
minant des selles en cas d'allaitement maternel ; 

- l'allaitement artificiel ou mixte empêche son déve- 
loppement. 

B - ROLE DE LA n O R E  BIFIDE 

D'après les constatations faites par TISSIER en 1900 

chez les nourrissons au sein, la flore bifide s'oppose au développe- 

ment des autres germes. En effet, la colonisation de l'intestin par 

des bactéries acidophiles, analogues à la flore bifide, inhibent 

l'action des bactéries putréfiantes responsables d'infections intes- 

tinales (TISSIER, 1905). TASSOVATZ et KRAGOUYEVITCH (1964) réalisent 

le traitement de l'entéro-colite aigüe par ingestion de culture lyo- 

phylisée de 8.bididum. La flore bifide aurait un rôle préventif des 

infections bactériennes (TASSOVATZ et KOTSICH, 1961 ; MATA e,t d., 
1969) et virales (MATA &., 1963). 

Il existe des controverses autour de la question des 

bifides (PETUELY et LYNAU, 1956 ; LEVESQUE, 1959 ; WAGNER et STARR, 



1969). En effet, la flore bifide serait instable lors de diverses 

affections gastro-intestinales. Le bifide n'aurait pas forcément un 

rôle protecteur de l'intestin en inhibant la prolifération des germes 

pathogènes, mais pourrait être simplement le témoin de la bonne santé 1 I 
de l'enfant. l 

C - MECANISME D'ACTION DU BIFIDE l 

Le 8. b i a i d u m  métabolise une grande variété de sucres 

en produisant d'importantes quantités d'acides organiques : acide 

lactique, acétique, formique, succinique et propionique (DITTMAN & 

d., 1967 ; SMITH et HOLDEMAN, 1968 ; MOORE & d., 1970 ; BULLEN ek 

d., 1976) qui abaissent le pH des selles (NORTON et SHOHL, 1926) à 4. 

L'environnement acide inhibe in V&O la croissance des Shigelles 

(HENTGES, 1967a), des Salmonelles (MEYNELL, 1963 ; BOHNHOFF & d., 

1964), des E. CO& (KUHN, 1957), des Bacilles typhiques et paraty- 

phiques et des levures (BERGHEIM, 1940 ; HENTGES, 1967b) 

En outre, le B. b i 6 i d u m  serait un agent de synthèse 

des vitamines BI, B2 et K (LEVESQUE, 1959), il favoriserait l'assimi- 

lation du calcium et des vitamines liposolubles (NEIMANN & d., 1965). 

D - LES FACTEURS BIFIDIGENES 

Différents facteurs favorisant la croissance du 6. 

bi6idum ont été trouvés non seulement dans le lait humain, mais éga- 

lement dans de nombreuses substances biologiques. 

7 - Le lhc tobe  : Son action bifidigène est très contro- 

versée (MAIYOTH, 1949 ; MANCIAUX, 1958 ; PETUELY et LYNAU, 1956 ; 

MAYER, 1956' ; MONTREUIL, 19 7 1 ) . 

2 - Le lac;t&o.he d e  PETUELV : Le lactuloçe Gal(BI-4) 
l 

Fru augmente la croissance du bifide, cepeldant ce composé n'existe pas 



à l'état libre dans le lait maternel (PETUELY, 1957). Ce facteur pro- 

voque, en outre, des troubles du transit intestinal. 

3 - Le bactewt bibide de Gyohgy : En 1954b,c, GYORGY et 
d. isolent une souche mutante de B. b i b i d m  la variété Pen~nyXvaniem 

ayant la propriété de ne proliférer qu'en présence de lait maternel. 

Cette activité biologique persiste après passage à l'autoclave du lait. 

Poursuivant leurs travaux GYORGY d d.(l954a) montrent que le "gyno- 

lactose" de POLONOVSKI et LESPAGNOL (1933) est le support de l'activité 

bifide du lait maternel. Par la suite GAUHE & de. (1954) observent 

que seuls les oligosaccharides azotés sont des facteurs de croissance 

i n  v i . 0 ~ ~ .  Le composé azoté est donc la N-acétyl-glucosamine. ROSE ek 

de. en 1954 montrent que la méthyl-N-acétyl-6-D-glucosamine est active 

alors que l'anomère a ne l'est pas. La bactérie mutante n'étant pas 

capable de métaboliser une quantité suffisante de N-acétylglucosamine 

doit probablement recourir à des apports exogènes. 

4 - Lu of igo~acchddeb  du L a i t  : Les oligosaccharides 
du lait sont classés en 3 familles (Fig. 3 ; p. 14) et sont rassemblés 

dans la revue générale de KOBATA (1977). Ils possèdent tous du lactose 

en position réductrice terminale. Ils sont neutres ou sialylés, azotés 

ou non. Les oligosaccharides non azotés n'ont aucune activité bifidi- 

gène, de même que les composés azotés et sialylés. L'élimination des 

résidus d'acide sialique régénère cette activité (GYORGY & d. ,  1974). 

KUHNet KIRSCHENLOHR (1956) parviennent3 synthétiser un composé très actif, il 

s'agit de la N-acétyllactosamine. Ceci explique que le lacto-N-néotétraose 

possède uneactivité supérieure3 celledulacto-N-tétraose (Fig. 3 ; p. 14). 

Les travaux récents de ROMOND & d. et de BEERENS & cd., en 1980, 

ont confirmé que seul le lait maternel frais permettait la croissance 
1 

de B. b,L6idwn, que le "gynolactose" était une source de facteurs bifi- 

digènes et que la N-acetyllactosamine était bien le composé le plus actif 

(STRECKERG., communication personnelle, 1983). La N-acétyllactosamine 

nlexistantpas à l'étatlibre dans le lait, il restait à démontrerque la bactérie , 
était capable d'hydrolyser les oligosaccharides azotés neutres du lait 

l 

maternel. MONTREUIL et cd. (1983) montrent que le 8. bi@dum pcssède I 
1 

tout l'équipement enzymatique nécessaire pour obtenir le disaccharide. 





5 - La g l g c o p ~ o t é i n ~  et qlqcopepitiden du lai;t de Femme : 
HIRANO cLX cd. (1966) montrent que des glycopeptides isolés de colostrum 

humain (masse moléculaire comprise entre 1900 et 18000) présentent une 

activité bifidigène. En 1973, NICHOLS et BEZKOROVAINY isolent des gly- 

coprotéines du colostrum humain (MM 30.000) possèdant 22 % d'hexosami- 

nes. D'autres protéines sont isolées par la suite (NICHOLS et BEZKORO- 

VAINY, 1974 ; BEZKOROVAINY et NICHOLS, 1976). Elles contiennent toutes 

de la N-acetylglucosamine et sont toutes actives. La caséine a égale- 

ment été étudiée. La caséine humaine n'est active qu'après digestion 

enzymatique (BEZKOROVAINY et d., 1979). L'activité est retrouvée dans 

la fraction glucidique détachée par B-élimination (BERKOROVAINY et 

TOPAUZIAN, 198 1 a, b), elle est proportionnelle à la teneur en hexosamine. 

Pour ces auteurs la caséine bovine ne présente pas d'activité. Ces ré- , 
sultats sont en accord avec ceux de FOURNET & de., 1979 qui montrent 
que la copule glucidique de la caséine de Vache ne contient pas de N- 

acétyl-glucosamine. 

6 - Au;t.ltu compobén doua dtac&iv.Lté biéidigène : D'au- 

tres composés sont bifidigènes : 

- le facteur II de RAYNAUD : il s'agitd'une substancede 
naturepeptidiquequi prend naissance sous l'influence de protéases (RAY- 

NAUD, 1959 ; RAYNAUD et BIZZINI, 1971). 

- des dérivés de l'acide panthothénique (TAMURA e t  d., 
1972). 

II - INHIBITION DE L'ADHEEENCE BACTÉRI ENNE 

A - COMMENT LES BACTERIES ADHERENT AUX CELLULES ? 

La plupart des infections naturelles débutent par l'at- 

tachement d'un agent pathogène : bactéries, virus ou parasites, aux 

muqueuses des voies respiratoires, digestives et urino-génitales (OFEK 



et BEACHEY, 1980). Cet attachement protège l'envahisseur contre son 

expulsion par les mécanismes naturels de nettoyage : toux, éternuement, 

mouvements péristaltiques de l'intestin ou flux urinaire (OFEK et SHA- 

RON, 1983). 

7 - L1adh&ence : Il existe une relation étroite entre l 

l'adhérence et la pathogénicité d'une bactérie. En 1975, SELLWOOD 

d. montraient que lors d'une infection par une souche virulente d' E. 
CO& (K88), des porcelets devenaient diarrhéiques. Les cellules épi- 

théliales des porcelets résistants ne fixaient pas la bactérie in v i -  

&o. L'adhérence n'est pas le seul facteur de l'infection, il faut que 
1 

l'agent pathogène puisse se multiplier, sécréter des toxines et enva- 

hir les tissus profonds de l'hôte (OFEK et SHARON, 1983). 

2 - La rreeonnainnance npEcidique : L ' adhérence dans la 
plupart des cas met en jeu des adhésines présentes à la surface des 

bactéries, dans des appendices de type fibrilles, p a  ou flagelles. 

(DUGUID et GILLIES, 1957) qui reconnaissent spécifiquement les glyco- 

conjugués membranaires des tissus de l'hôte (OFEK & &. , 1977 ; SHA- 
RON et &. , 198 1). Cette adhérence est inhibée par 1 'addition du mono- 

saccharide reconnu (Fig. 4 ; p. 17). 11 s'agit d'un mannose dans le 
1 

l 

cas de nombreuses Entérobactéries (ESHDAT & d., 1978). Le fucose 

peut également intervenir dansl'adhérence de V i b & b  c h a l m e  (JONES et 

FRETER, 1976) et de Shig&a @exneni lb (IZHAR & d., 1982). Dans 

ce dernier cas le système de reconnaissance est totalement différent. 

La bactérie ne possédant pas de p x  est incapable de reconnaître la 

cellule hôte, par contre,cette dernière sécréte en présence de la 

bactérie une "lectine'' emprisonnée dans le mucus capable de reconnaî- 

tre la bactérie, de l'agglutiner et de l'éliminer. L'acide sialique 

intervientdans le cas des mycoplasmes (RAZIN,1978). Les monosaccharides ne 

sont pas les seuls à intervenir dans la reconnaissance bactérie-hôte. 

L'acide lipotéichoïque produit par les Streptocoques est responsable 

de la fixation deces organismes aux ceilules épitnéliales (EEACHEY et 

SIMPSON, 1982). Le récepteur cellulaire qui fixe l'acide gras, consti- 



figuhe 4 : L'adhértence bacXihienne (UFEK & SHARON, 1983  1 
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tuant de l'acide lipotéichoïque agent de l'adhérence, appartient 

à la famille des fibronectines qui sont des protéines adhésives pré- 

sentes à la surface de la plupart des cellules et en particulier des 

cellules épithéliales (BEACHEY et SIMPSON, 1982). L'adhérence bacté- 

rienne inhibée v h  par des sucres a été récemment étudiée in V ~ V O  
l 

(ARONSON & &., 1979 ; FADER et DAVIS, 1980 ; ATDUDE, 1980) et semble 

donner des résultats très prometteurs. 

B - COMMENT PREVENIR L'ADHERENCE BACTERIENNE ? 

La bactérie, avant de rencontrer la cellule épithéliale, 

est d'abord en contact avec le mucus et les immunoglobulines de sécré- 

tion qui tapissent le tractus gastro-intestinal et entravent sa péné- 

tration. 

1 - LU c 0 ~ 1 A ; e i ; t M  du mucuh : Le mucus est un gel 

hydraté qui tapisse les épithelia des tractus gastro-intestinal, respi- 

ratoire et génito-urinaire. 11 est composé de glycoprotéines de masse 

moléculaire élevée ou mucine, d'eau, d'électrolytes, d'enzymes, d'hor- 

mones et d'anticorps. Les mucines contiennent 50 à 80 % de glycannes 

uniquement liés O-glycosidiquement aux résidus de sérine et de thréo- 

nine. Elles sont synthétisées par les cellules caliciformes et empêchent 

la pénétration de corps étrangers (HOLLANDER, 1954 ; FLOREY,1955). Elles 

lubrifient et imperméabilisent les muqueuses, les protègent contre les 

changements de pression osmotique, contre les agents corrosifs tels que 

l'acide chlorhydrique, la pepsine et les sels biliaires (ALLEN et GAR- 

NER, 1980). Elles empêchent ou retardent l'adhésion des bactéries (BERT- 

SCHINGER & &. , 1972 ; GIBBONS eX &. , 1976) quoique parfois les bacté- 

ries sécrètent des glycosidases ou des protéases capables d'attaquer la 

couche de mucines. Les bactéries commensales ne seraient quant à elles 

jamais en contact avec la surface épithéliale mais resteraient empri- 

sonnées dans la couche de mucines (PLAUT & d. ,  1967 ; SAVAGE & &., 
1968). Les mucines empêchent également la pénétration des toxines, no- 

tament celle du choléra (STROMBECK et HARROLD, 1974 ; GUENTZEL & &. , 



1977). Elles peuvent prévenir l'attaque de certains virus comme le vi- 

rus de l1hz(l?uenza (DI GIROLAMO & d., 1977) et permettre l'élimination 

de parasites (MILLER et NAWA, 1979 ; LEE et OGILVIE, 1982). Les mucines 

peuvent aussi servir de facteur de croissance. 11 a été montré que dans 

le colon les bactéries anaérobies étaient capables pour croître d'utili- 

ser les mucines (HOSKINS et BOULDING, 1976a ; 1976b ; SAVAGE, 1978). 

Elles peuvent interagir avec d'autres composés et notamment les anti- 

corps (HAVEZ d., 1970 ; 1973). WALKER et ISSELBACHER en 1977 ont 

montré que les IgA de sécrétion pouvaient être liées de manière cova- 

lente àlamucine. En effet, après le transport de la &mina pmpfria à 

la surface intestinale les anticorps sont retenus dans le mucus à la 

surface des cellules épithéliales par des interactions covalentes avec 

les résidus de cystéine contenus dans les mucines présentes dans le gly- 

cocalyx. Cette adhérence des anticorps est pressentie lors d'expérience 

de perfusions intestinales. L'activité anticorps est réduite seulement 

lorsque les lavages sont réalisés en présence de dithiotreitol (WALKER 

et ISSELBACHER, 1974). 

2 - Lu h m m u n a g l a b ~ ~  de aécnWon : Les IgA de sé- 
crétion, glycoprotéines formées d'un dimère d'IgA joint par une pièce 

de jonction et insérant une pièce de sécrétion sont connues pour limi- 

ter l'adsorption des bactéries, des virus et des antigènes solubles aux 

muqueuses (WILLIAMS et GIBBONS, 1972 ; HEREMANS, 1974 ; FRETER, 1974). 

En 1972, WILLIAMS et GIBBONS examinant les propriétés adhérentes de 

Streptocoques ( s , & ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  a&"&&) ont observé une réelle diminu- 

tion du nombre des bactéries adhérées aux cellules épithéliales paroti- 

diennes après exposition de cette bactérie à des anticorps sIgA spéci- 

fiques. Ils concluent que les anticorps bloquent les sites de fixation 

spécifiques de la paroi bactérienne et interfèrent avec le phénomène 

d'adhésion donc avec la colonisation des tissus. 

En 1976, LAMM montre que les sIgA empêchent l'adhésion 

de V.ibt&~ &a.[me aux cellules intestinales. Douze heures après avoir 

reçu du lait de leur mère préalablement immunisée contre E. CU& 0149 

K t i b ,  des Marcassins sont infectés oralement par la même souche bacté- 



rienne (NAGY &t d., 1976). L'étude de sections intestinales de ces 

animaux montre que les bactéries n'ont pas adhéré aux tissus. L'adhé- 

rence de nombreuses autres bactéries est inhibée en présence 

d'anticorps IgA du lait ou du colostrum (SVANBORG-EDEN et SVENNERHOLM, 

1978 ; LILJEMARK &t de., 1979 ; TRAMONT, 1977). 

Les sIgA peuvent réduire la phagocytose, l'hydrophobi- 

cité de surface et la charge de bactéries comme Sdemonaa Ityp&m&wn 

(MAGNUSSON &t d., 1979). La liaison des IgAs à la surface bactérienne 

entraîne l'hydrophilie, l'anti-adhésivité et sert à exclure l'an- 

tigène de la muqueuse (MAGNUSSON et STJERNSTROM, 1982). L'action des 

sIgA est surtout mécanïque. Les sIgA se comportent en anticorps agglu- 

tinant et le fait de posséder quatre fragments Fab par dimère accroît 

probablement ce pouvoir d'agglutination (MICHEL & d., 1977). La for- 

mation de complexes antigène-anticorps non absorbables et éliminés 

avec le mucus joue probablement un rôle important dans les mécanismes 

de défense immunitaire (LAMM, 1976). 

Les états pathologiques associés à l'absence dfIgA sé- 

crétoire (AMMANN et HONG, 1971) témoignent de leur importance. Cepen- 

dant le déficit isolé en sIgA n'est pas constamment associé à des mani- 

festations pathologiques, ce qui prouve l'intervention d'autres fac- 

teurs de défense immunitaire parmi lesquels nous pouvons citer les IgM 

sécrétoires pentamériques. En effet, en cas de déficience sélective en 

sIgA, les cellules productrices d'IgA sont quantitativement remplacées 

par des cellules productrices dlIgM (CRABBE et HEREMANS, 1966 ; EIDEL- 

MAN et DAVIS, 1968 ; HEREMANS et CRABBE, 1967 ; SAVILAHTI, 1973). 11 

apparaît ensuite une quantité appréciable d'IgM dans les sécrétions 

(BRANDTZAEG,197la ; BRANDTZAEG ct d., 1968 ; HEREMANS et CRABBE, 1967 ; 

SAVILAHTI, 1973). 

de Femme : Des premiers résultats ont souligné l'importance des grou- 

pements glycanniques des glycoprotéines du lait de Femme. En effet, 

les glycopeptides fucosylés et non sialylés (Fig. 5 ; p. 22) isolés 



de la lactotransferrine humaine inhibent l'adhésion de S&g&u alex- 
ne& lb au mucus intestinal du Cobaye (IZHAR Q;t d., 1982). Il semble 

que le monosaccharide impliqué soit le fucose. 

I I I  - INHIBITION DE LA CROISSANCE BACTÉRIENNE 

Le lait maternel contient de nombreux facteurs solubles 

capables d'interférer sur la croissance bactérienne et d'entraîner dans 

certains cas la mort du microorganisme. Les principaux éléments de 

cette lutte anti-bactérienne sont : la lactotransferrine, le lysozyme, 

le système lactoperoxydasique. 

A - ACTION BACTERIOSTATIQUE DE LA LACTOTRANSFERRINE DES MILIEUX 

BIOLOGIOUES 

Isolée simultanément par MONTREUIL &d.(1960b) et J O W S -  

SON (I9607,la lâctotransferrine est ~résente dans le lait humain à un 

taux variant de 1 à 2 g/l. 

7 - Catract&tL~n gévl.Ehdux : La 1-ctotransferrine est une 

glycoprotéine monocaténaire de masse moléculaire 80.000 I 5.000. Elle 

est capable de fixer réversiblement deux ions ferriques en prenant une 

coloration rose saumon possédant un maximum d'absorption à 460 nm. Sa 

séquence peptidique est en cours d'achèvement (MAZURIER et SPIK, 1974 ; 

MAZURIER a de., 1974 ; JOLLES e;t d., 19 76 ; METZ-BOUTIGUE e;t de., 

1980 ; 1981). Elle est composée de 2 domaines : le domaine Nt fixant 

l'ion ferrique sur un site acido-labile, le domaine Ct fixant le deu- 

xième ion ferrique sur un site acido-stable (MAZURIER, 1980). Elle pos- 

sède 2 glycannes rSpartis sur chaque domaine et liés à la protéine par 

une liaison de type N(Basparty1) -N-acé tylglucosamine (SPIK eA: d .  198 2b) . 
(Fig. 5 ; p. 22). 
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Figuhe 5 : S;ttruc;twte den g Q c a n n u  de l a  1 a C k o a k w ~ ~ e  huinau/le 

(SPTK et a l . ,  79826). 



2 - L o c a l h a C L o ~  : La lactotransferrine est largement 

répartie dans l'organisme. Elle est présente dans de nombreux liquides 

et milieux biologiques (MASSON, 1970) et principalement dans les liqui- 

des et milieux d'excrétion dont le lait (MONTREUIL eX d., 1960b), les 
larmes (BROEKHUYSE, 1974) et la salive (MASSON, 1970). Elle connaît 

également une localisation cellulaire (MASSON eX d., 1969) en parti- 
culier dans les granules secondaires spécifiques des leucocytes poly- 

morphonucléaires. Elle existe à l'état de traces dans les monocytes 

(BENNETT et KOKOCINSKI, 1978). 

SPIK & d. (1982a) montrent que la lactotransferrine 

partiellement hydrolysée est retrouvée dans les selles de nourrissons 

alimentés au lait maternel. La coprolactotransferrine a gardé sa pro- 

priété de fixer le fer, et vraisemblablement son activité bactério- 

statique. 

3 - R6le : Longtemps cette glycoprotéine fut considérée - 
comme la source de fer la plus importante pour le nourrisson. Elle 

intervient non seulement dans l'apport du fer mais également dans la 

lutte contre l'infection. Son rôle protecteur au niveau de muqueuses 

a fait l'objet de nombreuses revues générales dont la plus récente 

est celle de SPIK et MONTREUIL (1983). 

Depuis les travaux de SCHADE et CAROLINE (1944), l'ac- 

tivité bactériostatique des transferrines est bien établie. Comme 

l'addition de fer libre (WEINSERG, 1966) à de la lactotransferrine 

diminue son activité anti-microbienne, nous pouvons souligner l'impor- 

tance du degré de saturation en fer. Les transferrines dans l'organisme 

ne sont que partiellement saturées en fer (WINTROBE, 1967). La lacto- 

transferrine est bactériostatique, c'est-à-dire qu'elle inhibe la 

croissance de la bactérie sans "tuer" cette dernière. Cette inhibition 

de croissance réside en un mécanisme de ferriprivation (FEENEY, 1951 ; 

SCHADE et CAROLINE, 1944) qui serait en fait influencé par la présence de 

chélateurs bactériens (MILES et KHIMJI, 1975 ; NEILANDS, 1980). La 

compétition pour le fer entre l'entérochiline (sidérophore produit 



par E. cafi)  et la sérotransferrine a été bien étudiée (CARRANO et 
RAYMOND, 1979) contrairement à celle de l'entérochiline et de la lac- 

totransferrine. Un complexe entérochiline-lactotransferrine a cepen- l 

dant été mis en évidence (SPIK et MONTREUIL, 1983). Cette interaction I 

dépend du taux de saturation en fer (POLLACK at d., 1976). du 

pH du milieu (BULLEN & cd. ; 1957) , du rapport molaire entre 
transferrines et sidérophores, de la présence d'ions citrates 

ou bicarbonates (REITER e$ cd., 1975). Si l'activité bactério- 

statique de la lactotransferrine native est annulée par addition 

de fer, il semble que celle de l'apotransferrine ne le soit 

pas (ARNOLD & cd. , 1982) . La lutte contre l'agresseur pourrait 

se résumer par une compétition entre les chélateurs du fer de l'hôte 

et ceux des parasites. En réalité, l'hôte infecté peut mettre en jeu 

différents mécanismes pour limiter la disponibilité du fer indispen- 

sable à la croissance des microorganismes (Tableau II ; p. 25).  

B - ACTION LYTIQUE DU LYSOZYME 

Le lysozyme a été découvert pour la première fois en 

1909 dans le blanc d'oeuf de Poule par LASHCHENKO puis redécouvert 

en 1922 par FLEMING dans le mucus nasal. C'est une mucopeptide N-acé- 

tyl-muramoylhydrolase. 

1 - CmactètLa génhaux : Le lysozyme humain est une protéine 

basique de masse moléculaire 15.000, thermostable à 100'~ et à pH 

acide, et plus actif que le lysozyme du blanc d'oeuf de Poule. Sa 

thermostabilité est due à sa teneur en cystine (JOLLES Q;t d. ,  1966). 

C'est la seile protéine lactée dont la concentration augmente en cours 

de lactation (GOLDMAN et cd., 1982). Au 5ème mois de lactation son 

taux varie entre 300 à 400 mg/l (CHANDAN d., 1964 ; Mc CLELLAND 

e;t d., 1978). D'après GOLDMAN cd a. (1982) le taux de lysozyme est 
maintenu la première année de la lactation et peut-être même la secon- 

de année. Cristallisé en 1939 par ABRAHAM et ROBINSON le lysozyme du 1 
blanc d'oeuf de Poule a été entièrement séquencé (JOLLES e$ d., 1963 ; 1 

CANFIELD, 1 963) . 



TABLEAU I I  

MECANISMES MIS EN OEWRE PAR L'HOTE POUR DIMINUER LA 

DISPONIBILITE DU FER INDISPENSABLE A  LA CROISSANCE 

DES MICRO-ORGANISMES PARASITES DIAPRES WEINBERG (1974) 

1 - AUGMENTATION DE L ' E X C R E T I O N  DU F E R  

2 - B A I S S E  DE L ' A B S O R P T I O N  I N T E S T I N A L E  DU F E R  

3 - D I M I N U T I O N  DU FER PLASMATIQUE E T  AUGMEN- 

T A T I O N  DU F E R  DE RESERVE 

4 - P R E S E N C E  DES P R O T E I N E S  DE TRANSPORT DU 

F E R  AU NIVEAU DE L ' A G R E S S I O N  

5 - AUGMENTATION DE LA SYNTHESE DES P R O T E I N E S  

DE TRANSPORT DU FER 

6 - I N H I B I T I O N  DE LA SYNTHESE DES S I D E R O P H O R E S  

B A C T E R I E N S  

4 
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Il semble qu'il existe de nombreuses homologies structurales entre 

les lysozymes de différentes origines (JOLLES & d., 1963 ; HERMANN 

et JOLLES, 1970 ; JOLLES et JOLLES, 1971 ; JOLLES et JOLLES, 1972). 

2 - Lacaeina;tion : Chez l'homme, le lysozyme est 

trouvé dans toutes les sécrétions, dans le sang. dans certai- 

nes cellules : monocytes, macrophages, cellules de PANETH (SYREN et 

RAESTE, 1971 ; KLOCKARS et OSSERMAN, 1974). Le lysozyme est retrouvé 

dans les selles de nourrisson (ROSENTHAL et LIBERMAN, 1931 ; BRAUN, 

1958 ; GOLDBACH G &., 1964 ; GRIFFITH et HUMPHREYS, 1978 ; LODINOVA 
et JOUJA, 1977 ; ISAACSON, 1982), il n'est pas dégradé au cours du 

transit intestinal. Après 3 jours de lactation, il est retrouvé intact 

et fonctionnel dans les selles (HANEBERG et FINNE, 1974). 

3 - Rôle : Le lysozyme est une glycosidase capable 
d'hydrolyser la muréine, ~rincipal constituant des parois bactériennes 

Il s'attaque à la paroi des bactéries Gram (+) et à la membrane la 

plus interne des bactéries Gram (-). Cependant le lysozyme humain ne 

lyse pas les bactéries lactiques (VAKIL & al. ,  1969). 

En cas d'inflammation le taux de lysozyme augmente. 

Cela est dû à la migration des leucocytes (MEYER & d., 1948). Les 

leucocytes relarguent l'enzyme dans le fluide intestinal qui passe 

ensuite dans les selles. Des biopsies de patients atteints de maladie 

de Crohn ou de colite ulcérative montrent une augmentation de la con- 

centration en lysozyme (KRAWCZUK & &., 1.978 ; FALCHUK & &., 1975). 

Cette augmentation du taux de lysozyme ne serait pas entièrement due 

à l'infiltration des leucocytes. En effet, ilyaurait une synthSse de 
nova de lysozyme (Mc CLELLAND et van FURTH, 1975) . Dans la muqueuse 
intestinale de Souris une partie du lysozyme proviendrait des cellules 

de Paneth (HYSLOP &t cd., 1974 ; ISAACSON, 1982 ; DECIO( Q;t d., 1967 ; 

PEETERS et VANTRAPPA, 1975). Le lysozyme intervient sur la flore in- 

testinale oathogsne en lysant les parois bactériennes. La libération 

des glycannes de ces parois pourrait servir de facteurs de crois- 

sance à la flore bifide (REITER, 1981). Ainsi le lysozyme pourrait 



jouer un rôle actif dans la défense contre l'infection en intervenant 

sur l'équilibre des différentes espèces bactériennes. 

En plus de son rôle anti-bactérien le lysozyme pourrait 

avoir un rôle imrnunomodulateur (JOLLES, 1976).LODINOVA et JOUJA (1977) 

montrent que le taux des sIgA retrouvées dans les selles d'enfants 

nourris par un lait complémenté en lysozyme est augmenté alors que le 

taux des anticorps sériques reste inchangé. Ils suggèrent que l'acti- 

vité du lysozyme sur les parois bactériennes peut stimuler la réponse 

immune locale. NAMBA d. (1981) montrent que le lysozyme peut ac- 

croître le taux d'anticorps dans le sérum. Des Cobayes dont la nourri- 

ture contient du lysozyme voient leur réponse immune primaire à l'an- 

tigène de surface du virus de l'hépatite B augmentée. Le taux des an- 

ticorps circulants est plus élevé dans le groupe des animaux ainsi 

traités. L'immunité cellulaire est également augmentée de manière 

significative. Ces auteurs confirment l'hypothèse de JOLLES (1976) 

et suggèrent que l'action du lysozyme sécrété naturellement dans l'in- 

testin peut être augmentée par l'ingestion de lysozyme additionnel. 

Finalement le lysozyme humain, en agissant sur les 

leucocytes, augmenterait leur activité protectrice. 11 stimulerait 

la phagocytose des cellules de levure en l'absence de facteurs séri- 

ques. Il n'aurait pas de pouvoir opsonisant (KLOCKERS et ROBERTS, 

1976). 

ACTION BACTERICIDE DU SYSTEME LACTOPEROXYDASIQUE 

Le système lactoperoxydasique a une activité bactéri- 

cide qui a été décritepourla première fois en 1894 par HESSE. La 

bactéricidie est détruite par chauffage du lait à 100°c. Le système 

lactoperoxydasique est constitué en fait de 3 composés : la lactope- 

roxydase (WRIGldT et TRAMER, 1957), l'eau oxygé~~éo (JAGO et MORRISSON, 

1962) et le thiocyanate (REITER et MOLLER-MADSEN, 1963 ; REITER & d., 



1963 ; REITER & C&. , 1964). De nombreuses revues générales traitent 

de ce sujet (REITER et ORAM, 1967 ; REITER, 1976 ; 1978 ; 1979 ; 1981). 

La lactoperoxydase : Le taux de lactoperoxydase est élevé dans 

le lait de Vache, il est del'ordre de 30 mg/ml (POLIS et SHMUKLER, 

1953). Il est vingt fois moindre dans le lait humain. La lactoperoxy- 

dase est formée d'une seule chaîne polypeptidique de masse moléculaire 

comprise entre 77.000 et 100.000. 

Le thiocyanate est un métabolite endogène produit lors de la réaction 

de détoxification entre le rhiosulfate et les cyanates. 11 peut pro- 

venir de l'ingestion de l'anion même, de ses esters ou d'autres pré- 

curseurs comme les nitrites, les isothiocyanates et les cyanates. 

Le peroxyde d'oxygène est absent du lait. KORHONEN (1981) a montré 

qu'il provient des leucocytes qui, en phagocytant les micelles de ca- 

séine en produisent de grandes quantités (RUSSEL et REITER, 1975 ; 

RUSSEL & &., 1977). Tn v i v o ,  les bactéries lactiques sont source 

d1H202 (REITER & d. , 1980). 

La lactoperoxydase se trouve dans le lait (MORRISSON & d., 1957 ; 

MORRISSON & d., 1961) mais aussi dans la salive, les larmes, le 

mucus gastro-intestinal, cervical et dans certaines cellules leuco- 

cytaires : les éosinophiles. Elle est retrouvée dans les selles et 

semble donc résister au bas pH et à la digestion (GOTHEFORS et MARK- 

LUND, 1975 ; REITER & &., 1980). 

L'anion thiocyanate SCN - est présent de façon permanente dans tous 
les tissus animaux et les sécrétions (AUNE et THOMAS, 1977 ; BALLAN- 

TYNE, 1977 ; RUDDEL d., 1977) dans les fluides synovial et céré- 

biospinal et dans les lymphocytes. 



Mode d'action : L'interaction de ces trois composés (Tableau III ; 

p. 30), a été décrite par THOMAS (1983). La lactoperoxydase en présence 

d'H O oxyde le thiocyanate. Les métabolites possèdent des activités 2 2 
antibactériennes. Le premier produit formé est l'acide hypothiocyaneux, 

dont l'action est bactériostatique vis-à-vis des bactéries. Les méta- 

bolites très fortement oxydés comme l'acide cyanosulfureux et cyano- 

sulfurique sont bactéricides (HOGG et JAGO, 1970 ; HOOGENDORN eA d., 
1977 ; BJORCK de., 1979 ; AUNE et THOMAS, 1977 ; PRUITT et TENOWO, 

1982 ; ORAM et REITER, 1966a etb ; BJORCKet CLAESSON, 1980).Les produits 
- 

finals de l'oxydation : CO2, NH~+, S04- n'ont aucun effet sur les bac- 

téries (ORAM et REITER, 1965). 

Activité anti-bactérienne : En 1958, WRIGHT et TRAMER montrent que des 

Streptocoques croissent très difficilement en présence de lactoperoxy- 

dase sous des conditions d'aérobiose. L'anaérobiose ou l'introduction 

d'agents de réduction renversent cette inhibition. En effet les bacté- 

ries lactiques qui sont catalase négatives, métabolisent suffisamment 

d'H O sous des conditions d'aérobiose pour être inhibées en présence 2 2 
de lactoperoxydase et de thiocyanate (HOGG et JAGO, 1970 ; HOOGENDORN, 

& d., 1977 ; MICKELSON, 1966 ; MICKELSON,1977; ORAMetREITER, 1966a etb; 

REITERdd., 1963 ; REITER&&., 1964). Les organismes catalase-posi- 

tifs commes les Pseudomonas, les Coliformes, les Salmonelles, les Shi- 

gelles nécessitent un apport exogène de H202 (BJORCK & &., 1975 ; 
REITERG Cd., 1973-1974 ; REITER, 1976 ; REITER, 1978) pour activer le 

système lactoperoxydasique. C'est le système glucose oxydase/glucose 

qui fournit l'eau oxygénée dans ce cas. Les organismes Gram (+) comme 

les bactéries lactiques sont temporairement inhibées, tandis que des 

bactéries Gram (-) sont tuées (REITER, 1976 ; REITER, 1978 ; REITER, 

1981). Leur croissance, leur production d'acide lactique et les en- 

zymes de la glycolyse sont affectés, ainsi que la paroi interne, dont 

les dommages se traduisent par une fuite des ions potassium, des acides 

aminés, des monosaccharides et éventuellement par une iyse (MRSF-ALL et 

REITER, 1976 ; 1980). 11 existe cependant de nombreuses souches bacté- 

riennes résistantes, elles posSèdent un facteur qui permet d '  inverser 



TABLEAU 1 I I  

OXYDATION DU THIOCYANATE PAR LE SYSTEME LACTOPEROXYDASIQUE (LP) 

(THOMAS, 1983) 

H9O7 + OSCN- 

LP x - OSCN- + H20 

acide hypothiocyaneux 

acide cyanosulfureux 

acide cyanosulfurique 

f Effet bactériostatique : 

OSCN- + R - SH - R - S - S - CN + OH- 

A Effet bactéricide 

Produits finals de l'oxydation : 
C02 



l'inhibition de la glycolyse (ORAM et REITER, 1966a).Le système lacto- 

peroxydasique, de plus, semble empêcher les bactéries d'adhérer aux mu- 

queuses.SELLWO0D GSt &. (1975) montrèrent que des €. c o f i  entéropatho- 

gènes du Porc, n'étaient plus capables d'adhérer aux cellules épithélia- 

les après traitement par la lactoperaxydase. Ce phénomène n'a cependant 

pas été vérifié in v ivo .  

D - ACTION DES AUTRES FACTEURS MOLECULAIRES 

7 - Le compLEmevi;t : Les composants C et C du complément 
3 4 

existent dans le lait humain (ANDRE a l . ,  1964) mais en moins grande 

concentration que dans le sérum. Un Cj proactivateur a été décrit (GOTZE 

et MÜLLER-EBERHARD, 1971), il est stimulé par les IgA et par les IgE 

(ISHIZAKA & d., 1972). Le C dans le lait humain pourrait avoir une 
3 

activité importante, il est connu pour ses propriétés opsonisante, ana- 

phylactique et chimiotactique, mais son activité dans la défense de 

l'intestin du nourrisson n'a jamais été mise en évidence. 

2 - LU f i p i d a  : GYORGY et cd. en 1962 observent que 

le lait humain a un effet thérapeutique sur les infections à Staphylo- 

coques chez de jeunes Souris. Il démontrent la présence dans le lait 

d'un facteur thermostable antistaphylococcique. Ce facteur semble être 

un acide gras en C 18:2' différent de l'acide linoléique. En outre, la 

couche lipidique ou"crèmel'delait humain a une activité anti-virale 

contre plusieurs souches : Alphavirus, des Flavivirus et le virus de 

l'Herpès (SABINet FIELDSTEEL, 1962). Des études récentes ont montr6 

que les lipides du lait réduisaient l'infection in vivo (FIELDSTEEL, 

1974) et h VAU (WELSH eA &., 1978 ; FALKLER cd. , 1975) des Flavi- 
virus et des Alphavirus entourés d'une couche lipidique.  autres virus 
ont également été inactivés après traitement avec' de la 'crème" de lait 

humain (FIELDSTEEL, 1974 ; SARKAR eX d. ,  1973). Une étude des com- 

posants lipidiques de la "crème" montre qu'il s'agit surtout d'acides 

gras insaturés et de monoglycérides responsables de cet effet non spé- 

cifique ( WELSH & d. ,  1978 ) . En 1982, OTNIXSS et SVENNERHOLM met- 



tent en évidence dans le lait humain une fraction de masse moléculaire 

élevée ne contenant pas d'immunoglobulines et capable d'inhiber chez 

le Lapin la toxine du choléra et celle thermolabile d'E. col% de struc- 

ture très voisine (SACK, 1975). Le composé inconnu jusqu'à présent,se- 

rait de nature lipidique (OTNAESS et aRSTAVIK, 1981). 1 

3 - Auka hu66Xancen inhibfica : La properdine, la 

conglutine et des protéines basiques comme l'ubiquinine peuvent inter- 
1 

venir dans le colostrum et le lait, mais leur activité n'a pas encore 

été bien définie, (REITER, 1976). Des protéines couplant la vitamine 

B 1 2  et l'acide folique auraient une activité bactériostatique analo- 

gue à celle de la lactotransferrine (FORD & d., 1975). En effet le 

couplage aux protéines empêche l'utilisation de ces vitamines par la 

bactérie. L'interféron libre a été détecté dans le lait humain, il 

est synthétisé vraisemblablement par leslymphocytes du lait (LAWTON 

et SHORTRIPGE, 1977). Il reste cependant à savoir si l'interféron peut I 

jouer un rôle protecteur au niveau du tractus intestinal du nourrisson. 

Une fraction macromoléculaire non lipidique et non immunologique pos- 

séderait une activité anti-virale contre le virus de la stomatite vé- 

siculaire (MATTHEWS & d., 1976) et contre le Rotavirus (OTNAESS et 

dRSTAVIK, 19 80) . 

Le rôle protecteur des sIgA a fait l'objet de nombreu- 

ses revues générales (WELSH et MAY, 1979 ; MESTECKY & d., 1980a ; 

HANSON & &., 1980 ; BIENENSTOCK et BEFUS, 1980 ; Mc NABB et TOMASI, 

1981). 

Les propriétés et les fonctions biologiques des IgA 

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

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



Les propriétés bien établiesdes sIgA consistent en : 

- la limitation de l'adsorption des bactéries aux muqueuses (chapitre 
1, paragraphe II, p. 19) 

- l'agglutination des virus 
- la neutralisation des bactéries 
- l'inhibition de l'absorption digestive des antigènes 
- l'activation du complément par la voie alterne. 

A - ACTIVITE ANTICORPS 

1 - La neuktraeindan d a  v b  : Le lait humain et le 

colostrum humain contiennent de nombreux anticorps dirigés contre les 

virus (Tableau IV ; p. 34). Le virus le plus étudié fut le Poliovirus 

car la vaccination est faite par administration orale et le lait humain 

chez des enfants nourris au sein pouvait interférer avec la séroconver- 

sion en empêchant le virus de pénétrer les muqueuses (TOMASI, 1972). 

Cette étude a fait l'objet de nombreuses controverses. Il a été suggéré 

chez les nourrissons de suspendre l'alimentation naturelle 4 à 6 h 

avant et après l'administration du vaccin (PLOTKIN et KATZ, 1974). Ce- 

pendant, des études ultérieures ont montré que l'administration de lait 

maternel chez des enfants âgés de 6 semaines n'interférait pas avec la 

séroconversion (JOHN d d. ,  1976) . Puisqu'il n'y a pas de chi- 

miothérapie antivirale significative, la présence d'anticorps anti- 

virus dans le lait maternel apporte au nourrisson une sécurité vis-à- 

vis de ces organismes (WELSH et MAY, 1979). 

2 - L1agg~&nafion d u  b a c t é ~ a  : L'agglutination des 

bactéries consiste à former des complexes stables non absorbables qui 

sont facilement éliminés. L'agglutination est complémentaire du rôle 

des sIgA dans la limitation de l'absorption des bactéries aux muqueu- 

ses (p. lg).STOLIAR d d. (1976) montrent que le colostrum des Femmes 
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TABLEAU IV 

ANTICORPS PRESENTS DANS LE COLOSTRUM OU 

DANS LE LAIT HUMAIN DIRIGES CONTRE LES VIRUS 

C 

A n t i c o r p s  

Coxsakie  Ag, Bj, B5 

F l a v i v i r u s  

P o l i o v i r u s  

Ro t a v i r u s  

A l p h a v i r u s  

Cytomegalovi rus  

H e p a t i t e  B 

V i r u s  s y n c y t i a l  

ECHO v i r u s  6 e t  9 

R é f é r e n c e s  

DEBRE d. 1930 

MICHAELS 1965 

FALKLER et de. 1975 

SABIN 1950 

LEPOW & d. 196 1 

WARREN et UA?. 1961 

SABIN e t  FIELDSTEEL 1962 

GONZAGA d. 1963 

HODES et d. 1962 

M I  CHAEL S 1965 

KENNY et d. 1967 

MATA e t  WYATT 1971 

SCHOVB d .  1977 

YOLKEN & d. 1978 

SIMHON d. 1979 

OTNAESS e t  @RSTAVIK 1980 

MAASS e t  BARCKHAUS 1980 

WELSH d .  1978 

PINKU & d .  1982 

N M A  & cd. 1981 

LAMPRECHT d. 19 76 

DOWNHAM d 1976 

MICHAELS 1965 



du Guatemala inh ibe  chez l e  Lapin l ' a c t i o n  pathogène de V. c h o & k a ~  

e t  de E .  CO& Cet te  a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  e s t  supportée par  l e s  sIgA. 

ROWLAND et d.  (1980) remarquent qu'en Gambie, l e s  e n f a n t s  n o u r r i s  avec 

un l a i t  maternel t r è s  hautement b a c t é r i o s t a t i q u e  é t a i e n t  mieux pro tégés  

cont re  l e s  i n f e c t i o n s  d i a r rhé iques  que l e s  en fan t s  recevant  du l a i t  f a i -  

blement a c t i f .  Ceci e s t  en c o r r é l a t i o n  avec l e  t i t r e  a n t i c o r p s  des sIgA 

dans ces  mêmes l a i t s  (DOLBY a d., 1980). Les IgA de s é c r é t i o n  son t  

agglutinantes vis-à-visdenombreuses b a c t é r i e s  pathogènes (Tableau V ; 

p. 36) ,  de l e u r s  tox ines  (Tableau V I  ; p. 37). 

L ' ac t ion  des sIgA r e s t e  e f f e c t i v e  après  passage dans 

l 'estomac. Des copro-anticorps (DAVIES, 1922 ; BURROWS &. , 1947) 

sont  p ré sen t s  dans l e s  s e l l e s  de p a t i e n t s  a t t e i n t s  d ' e n t é r i t e .  Les 

copro-anticorps son t  tou jours  capables d ' agg lu t ine r  l e s  b a c t é r i e s  e t  

de n e u t r a l i s e r  l e s  v i r u s  chez l'Homme e t  chez l e s  animaux. Les é tudes  

de KENNY & d. (1967) montrent que l e s  IgA de s é c r é t i o n  sont  p lus  

r é s i s t a n t e s  que l e s  IgA sé r iques  à l a  d iges t ion .  

En e f f e t ,  c e s  copro-anticorps son t  tou jours  capables  de pro téger  l o r s  d ' i n -  

f e c t i o n  p a r  VibfLio c h o l ~ e  (FRETER, 1964 ; FRETER, 1970 ; FRETER eX 
de., 1965 ; FUBARA e t  FRETER, 1972 ; PIERCE et de., 1978). I l s  ne ré- 

du i sen t  pas  l e  nombre de micro-organismes dans l a  lumière i n t e s t i n a l e ,  

mais r édu i sen t  l e  nombre de b a c t é r i e s  adhérées aux m i c r o v i l l o s i t é s  in- 

t e s t i n a l e s  (FRETER, 1970 ; FRETER e t  GANGAROSA, 1963 ; FUBARA e t  FRETER, 

1973). STEELE d.  (1974) montrent que l ' a d m i n i s t r a t i o n  o r a l e  de V i -  

bfLio c h a l m e  préalablement e n  con tac t  avec des an t i co rps  : sIgA, IgM 

e t  IgG à des Souriceaux l e s  pro tège  de l ' a c t i o n  l é t h a l e  du micro-orga- 

nisme ; l e s  sIgA é t a n t  l e s  p l u s  e f f i c a c e s  dans l a  p ro t ec t ion .  

3 - La n e d a e i n d o n  den panaiiLten : récemment l e s  sIgA 

ont  é t é  impliquées dans l a  défense a n t i - p a r a s i t a i r e  des muqueuses. E l l e s  

a g i s s e n t  cont re  un p ro tozoa i r e  q u i  i n f e s t e  l e  Poulet  (DAVIS d., 1978). 

Le l a i t  d'une Sour is  immunisée con t r e  GSat&a m a  protsga  l e s  Souri- 

ceaux de l ' i n f e c t i o n  (ANDREWS e t  HEWLETT, 1981). Les sIgAsont  impliquées 
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TABLEAU V 

ANTICORPS PRESENTS DANS LE COLOSTRUM OU 

DANS LE LAIT HUMAIN DIRIGES CONTRE LES BACTERIES 

- 7 

Anticorps Références 

Baci l le  de Koch 

Diplococcus pneumoniae 

Staphylococcus aureus 

1 Baci l le  diphtérique 
1 

Baci l le  typhique 

Baci l le  rnéninggcoccique 

Hemophilis inf f uenzae 

Vibrio cholerae 

Col ibac i l le  

Shige l la  dysenteriae 2 

S h i g e l l i  f lexner i  l a , 6  

:Escherichia c o l i  

Escherichia c o l i  06,0119 

Escherichia c o l i  0127 

O e t  K antigènes des 
~n te robac t e r i aceae  

ADAMS & d. 1947 

MûUTON & d. 1970 

ESPERSEN e t  s C H I ~ T Z  1981 

LEMETAYER & d. 1950 

TIMMERMAN 1931 

SCHUBERT et GRUNBERG 1949 

POKROVSKII d. 1978 

PICHICHERO et d. 1980 

HOLMGREN & d. 1976 

SVENNERHOLM de. 1978 

ARNON et d.  1959 

KENNY d. 1967 

WYATT d. 1972 

MATA d. 1971 

GOTHEFORS d. 1976 

DOLBY d- 1980 

ROWLAND et d. 1980 

MICHAEL et d. 1971 

AHLSTEDT & d. 1977 

CARLSSON & d. 1976 

GINDWT d-  1972 

Mc CLELLAND & d. 1972 

Chlamydia trachomatis SKAUG & d. 1982 
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TABLEAU VI 

ANTICORPS PRESENTS DANS LE COLOSTRUM OU 

DANS LE LAIT HUMAIN DIRIGES CONTRE LES TOXINES BACTERIENNES 

Anticorps Références 
l 

I 

Toxine tétanique 

Antistaphylolysine 

Antistreptolysine 

Agglutinine dysentérique 

Toxine cholérique 

Entérotoxine d' E. CO& 

Toxine diphtérique 

1 DEBRE et d.  1930 

LEMETAYER & d .  1950 

NORDBRING 195 7 

NORDBRING 195 7 

WONG e t  WONG 1930 

KAUR rLt d .  1972 

HOLMGREN & d .  1976 

STOLIAR e,t al. 1976 

SIMHON et d . 1979 

STOLIAR eA: d .  19 76 

NEWCOMB & d .  1969 



également dans le transfert passif de l'immunité contre le ver soli- 

taire Taenia ;taebia~onmin (MUSOKE & &., 1975 ; LLOYD et SOULSBY, 
1 

19781. Cependant les mécanismes d'action contre les parasites ne sont 

Das très connus (WAKELIN, 1978), et les contributions relatives des 

différents comuosants de la réponse immune Das claires. 
l 

4 - 1nhibLtian de Lf abaoqzXon cLLguLive d a  ; c l g è n u  : 

Les anticorps du lait humain sont aussi dirigés contre les antigènes 

alimentaires. Tous les enfants de moins d'un an nourris au lait de 

Vache possèdent des anticorps contre les protéines lactées bovines 

(LIPPARD e;t d., 1936). En 1977 AHLSTEDT & cd. décrivent l'existence 

de sIgA humaines dirigées contre la 6-lactoglobuline et les caséines 

a et $ de Vache. Il existe beaucoup d'autres antigènes solubles contre 

lesquels les anticorps du lait humain peuvent être dirigés : métabo- 

lites secondaires bactériens ou chimiques, matériels inhalés ou ingérés 

incluant des carcinogènes potentiels (Mc NABB et TOMASI, 1981). Les 

anticorps sécrétoires ont un rôle important dans la régulation de 

l'absorption de ces antigènes (WALKER et ISSELBACKER, 1977). WALKER 

d. (1972) ont examiné la capacité des anticorps intestinaux à al- 

térer l'absorption de certaines macromolécules. En utilisant des sacs 

inversés de jéjunum et d'iléum de Rats qui ont préalablement été nour- 

ris avec de la peroxydase de raifort, ces auteurs comparent le trans- 

port de protéines marquées chez ces animaux immunisés ou non. Une di- 

minution significative de l'absorption intestinale est notée, de plus elle 

est, spécifique de l'antigène. Les animaux immunisés oralement par la 

peroxydase de raifort montrent une diminution de l'absorption antigé- 

nique, tandis que l'absorption de la sérum albumine bovine chez ces 

mêmes animaux n'est pas affectée. Des sIgA contre des protéines du 

blé ont également été détectées (WALKER et ISSELBACKER, 1977 ; WALKER 

& d., 1980). 

5 - Ac;tiv&on du complément p u t  .ta voie &e,tns : Les 

IgA contrairement aux autres anticorps ne fixent pas le complément 

. par la voie classique, mais par la voie alterne (BURTON, 1973). Les 

IgA sont capables de transformer le C pro-activateur en C3 activa- 3 



t e u r  permettant  a i n s i  l e  c l i vage  du C e t  e n t r a î n a n t  l ' a c t i v a t i o n  de 
3 

l a  séquence te rmina le  C -C du complément (SPIEGELBERG e t  &TZE, 1972). 5 9 
Ce t t e  r é a c t i o n  de "by pass" e s t  i n i t i é e  par  l a  p a r t i e  F(ab) de l a  2  
molécule dlIgA. Les sIgA s o n t  capables d 'é l iminer  l ' a c t i v i t é  hémoly- 

t i q u e  de sérum f r a i s  de Cobaye u t i l i s é  comme source de complément 

(BOACKLE ct d., 1973). S i  l e s  sIgA peuvent r é a g i r  avec l e  complément 

il n 'y  a  pas  de preuve actuel lement  quant à l e u r  r ô l e  b io logique  v i s -  

à-vis de l ' opson i sa t ion  ou de l a  lyse .  Les sIgA ne semblent pas  ê t r e  

opsonisantes  : des é ry th rocy te s  exposés à des sIgA (HUBER & al., 

1971 ; ZIPURSKY & d., 1973) n ' on t  é t é  n i  f i x é s  n i  ingérés  pa r  des 

macrophages. Pour tan t ,  KAPLAN &t &. (1972) rappor ten t  l a  phagocytose 

d 'é ry throcytes  B humains en tourés  de sIgA p u r i f i é e s  de colostrum humain 

de même que KNOP & &. (1971) montraient  l a  phagocytose d'E. col3 
exposés aux IgA c o l o s t r a l e s  de Tru ie  p a r  l e s  macrophages pér i tonéaux 

de Souris .  11 e s t  à n o t e r  cependant que l a  présence de t r a c e s  de sIgM 

dans l a  f r a c t i o n  sIgA peut  f aus se r  t ous  l e s  r é s u l t a t s .  L ' a c t i v i t é  ly- 

t i q u e  des sIgA en présence de complément e s t  également mise en doute. 

Les sIgA ne s o n t  pas (ADINOLFI &t d., 1 9 6 6 a ) o u t r è s  peu (ISHIZAKA eX 

de., 1965) l y t iques .  Il a é t é  é c r i t  p a r  ADINOLFI a de. (1966b) que 

l e s  IgA c o l o s t r a l e s  é t a i e n t  capables de l y s e r  E. cofi en présence de 

complément e t  de lysozyme. Ces r é s u l t a t s  n 'on t  jamais pu ê t r e  repro- 

d u i t s  par  EDDIE & al. (1971) q u i  ava i en t  u t i l i s é  des  IgA c o l o s t r a l e s  

de Lapin sans  IgM e t  sans IgG. Les r é s u l t a t s  de BURTON (1973) s u r  

l ' a c t i v i t é  b a c t é r i c i d e  des IgA sont  également t r è s  d i scu tab le s .  Par  

c o n t r e  HILL e t  PORTER (1974) reproduisent  l e s  r é s u l t a t s  de ADINOLFI 

& d. (1966a). La coopérat ion e n t r e  l e s  sIgA e t  l e  complément a  tou- 

j o u r s  é t é  t r è s  d i scu tée  e t  l e s  sIgA ne sont  vraisemblablement n i  op- 

son i san te s ,  n i  l y t i q u e s  (HEREMANS, 1974 ; WELSH e t  MAY, 1979). 

B - INHIBITION DU ROLE ANTICORPS PAR LES PROTEASES BACTERIENNES 

Les IgA p résen te s  dans l e s  s é c r é t i o n s  sont  exposées 
s 

aux enzymes p ro t éo ly t iques  du t r a c t u s  g a s t r o - i n t e s t i n a l  a u s s i  b i e n  

qu'aux pro téases  produi tes  pa r  l e s  b a c t é r i e s .  L ' a c t i v i t é  IgA protéa-  



s ique  a é té  d é c r i t e  pour l a  première f o i s  en 1973 p a r  MEHTA et d. 

Des fragments Fca é t a i e n t  re t rouvés  i n t a c t s  dans l e s  s e l l e s  de  pa- 

t i e n t s .  Il e x i s t a i t  donc une enzyme capable  de c l i v e r  l e s  chaînes a 

e t  de l i b é r e r  un fragment Fc non hydrolysé.  Ces enzymes sont  synthé- 

t i s é s  par  6 b a c t é r i e s  : S;Dteptacoccuh ha~gu.i.4 (PLAUT & d., 1974 ; 

GENCO & d., 1975), S.tkepiacoccuh (KILIAN e t  HOLMGREN, 1981) 

S&ep.tococcun pneumo&iae (MALE, 1979 ; KILIAN & d., 1979) , Hernapki- 

Lun indCuenzae (MALE, 1979 ; KILIAN & d., 1979), N d a e h i a  menhgi- 
(PLAUT & d., 1975 ; MULKS e t  PLAUT, 1978), Neinaetua ganotttt- 

hoeae (PLAUT ct d., 1975). 

1 - LU pk~Xéaha b a c t W e n n a  : Les b a c t é r i e s  synthé- 

t i s e n t  l e u r s  p ro t éases  durant  l a  phase logari thmique de c ro i s sance  

(PLAUT & d . , 1 9 7 8 a  ; PLAUT eX d., 1974 ; PLAUT & d., 1978b). Les 

p ro t éases  bac t é r i ennes  son t  des enzymes métallo-dépendants, e x t r a c e l -  

l u l a i r e s  ayant une a c t i v i t é  opt imale aux pH neu t r e s  (PLAUT & d., 

1975 ; MALE, 1979 ; KILIAN d., 1980). Toutes ces  pro téases  montrent 

une t r è s  grande s p é c i f i c i t é  pour l e s  IgAl humaines (PLAUT, 1978). E l l e s  

ne c l i v e n t  pas  l e s  chaînes l é g è r e s ,  l a  p i èce  de s é c r é t i o n  e t  l a  p i èce  

de jonc t ion  mais c l i v e n t  l a  chaîne a des IgA de s é c r é t i o n  (KILIAN & 

d., 1980). Les a u t r e s  a n t i c o r p s  ne son t  pas  s e n s i b l e s  à l a  pro téo ly-  

s e ,  de même que l e s  IgA de Lapin, de Rat,  de Sour i s ,  de Chien e t  de 1 
20 espèces de Primates  (PLAUT & d., 1974 ; KORNFELD e t  PLAUT, 1981). 

Les IgAl p ro t éases  c l i v e n t  des l i a i s o n s  pro ly l - thréonine  

ou p ro ly l - sé r ine  (Fig. 6 ; p. 41) au  n iveau  de l a  zone cha rn i e re  des 

IgAl humaines l i b é r a n t  des fragments Fc e t  Fab i n t a c t s .  Les IgA2 ne 

s o n t  pas coupées, l a  d é l é t i o n  de 13 ac ides  aminés dans l a  zone char- 

n i è r e  des chaînes a2 l e s  rend r é s i s t a n t e s .  

2 - Rote d a  I g A , - p h o t é ~ ~ ~  : Après expos i t i on  2 h à 

37°C avec l e s  IgA pro téases  de S .  ilancjUAn e t  de N .  gonamhoeae, l e s  

IgAl perdent  p l u s  de 90 X de l e u r  capac i tS  à f i x e r  un ar.tlgZne (?LAUT 

d., 1977). La c r é a t i o n  de fragments Fab monomériques r é d u i t  la  ca- 
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pacité de l'anticorps par diminution de sa multivalence. Les IgA pro- 

téases réduisent également le titre anticorps des sIgA, mais toutes 

les sIgA ne sont pas clivées (KILIM ek al. , 1979 ; PARDO ef: al. , 1979). 
Ce phénomène peut s'expliquer par : 

- la plus grande proportion de sIgA2 que de sIgAl 
- la présence de la pièce de sécrétion 
- l'existence d'anticorps anti-IgA protéases (PLAUT CZ 

La libération de fragments Fc interfère avec les fonc- 

tions imnologiques du Fca (van EPPS et WILLIAMS, 1976 ; GRIFFISS et 

BERTRAM, 1977 ; van EPPS ef: d., 1978 ; LUM ef: d., 1979 ; MORETTA 

d., 1978), mais permet l'augmentation de la réponse immune aux 
microorganismes car le Fc, serait mitogène pour les lymphocytes B 

(BERMAN & d., 1979). 

Actuellement , il est difficile de relier la pathogé- 
nicité des bactéries et leur fonction IgAl protéases (KILIAN & d . ,  

1979 ; MALE, 1979 ; MULKS et PLAUT, 1978). De même, il est assez dif- 

ficile de savoir si les glycannes présents dans la zone charnière des 

IgA jouent un rôle dans l'interaction IgA-bactéries. La désialylation 1 
de la zone charnizre ne prévient pas la protéolyse. Le clivage par les 

IgA protéases de S .  h a n g u h  et N. gonahthaeae n'est pas inhibé en pré- 

sence de galactose et de N-acetylgalactosamine 50 mM. Le site actif 

de l'enzyme n'est pas bloqué par des sucres. En outre, KILIAN & cd. 

(1979) n'ont trouvé des glycosidases capables de déglycosyler les IgAl que 

dans les cultures de S .  pnewnaniae. 

C - AUGMENTATIONDELA PROTECTION DES MUQUEUSES PAR LA VACCINATION 

Ces dernières années de nombreuses éauipes se sont in- 

téressées à l'immunisation orale comme moyen rapide et utile d'inmuni- 

sation des masses contre les agressions bactériennesou virales. De nom- 



breuses questions se posent : 

1 - Y-a-t-.X une i~&ponhe aecondche du hy~XEme ~ é c r r & -  

t o h e  ? Une condition nécessaire à la vaccination est que le système 

immun des muqueuses soit capable d'exprimer une réponse mémoire. DAY- 

TON &. (1971) et PORTER &. (1978) sont e'n faveur d'une perte 

de la mémoire du système immun des muqueuses. Par contre GERBRANDY et 

van DiJ~AN(l972) fournissent des résultats en faveur d'une mémoire des 

systèmes immuns du tractus respiratoire lors d'une immunisation intra- 

nasale. PIERCE et REYNOLDS ( 19 75) parlent de réponse immune secondaire 

brève à l'administration locale d'un antigène. En 1982 KEREN &. 
démontrent que dans les sécrétions intestinales il y a une réponse 

mémoire à sIgA après 1 'administration orale d'antigènes de SKg&a 

@exnuri. La démonstration d'une réponse mémoire locale a été faite 

pour les cellules contenant des IgAdansles ganglions lymphoïdes mésen- 

tériques (BAZIN & d., 1970), dans la rate (HURME et KONTIAINEN, 1976 ; 

LALLY et &., 1978) et dans la h k n a  p&0p&ia (PIERCE, 1978 ; ROBERT- 

SON et COOPER, 1973 ; HUSBAND et GOWANS, 1978). La controverse sur la 

mémoire immunologique du système sécrétoire est difficile à trancher, 

en effet, les espèces immunisées, le protocole d'immunisation et les 

tests sont trop variés (BIENENSTOCK et BEFUS, 1980). 

2 - Qu&e ut l a  rndLteme voie d'immuvcin&on ? De 

nombreuses voies d'immunisation ont été étudiées. L'utilisation de la 

voie parentérale peut conduire à la production d'IgA : l'immunisation 

sous-cutanée conduit à l'obtention de cellules productrices d'IgA chez 

le Rat (BEH et al., 1979) et chez l'Homme (SVENNERHOLM &t al. , 1977) 
où des IgA sécrétoires spécifiques ont été retrouvées dans le lait, 

la salive et les autres sécrétions. De même la vaccination d'enfants 

contre la toxine de CLohz&iLwn w d c k ü  réduit l'incidence des enté- 

rites nécrosantes durant au moins deux ans (LAWRENCE & &. , 1979). 
L ' immunisation par voie orale induit une réponse des muqueuses 
sans qu'il y ait des anticorps IgA présents dans le sérum (MIcHA- 

LEK et &., 1976 ; MONTGOMERY et &., 1979 ; EVANS & d., l'980). Ces 



anticorps sont retrouvés dans le lait (PORTER de., 1974 ; EVANS 
~2 d., 1980), dans la salive (MICHALEK eX d., 1976). L'immunisation 

orale a été utilisée ainsi dans la vaccination contre les virus : 

l'Adénovirus type 4 (EDMQNDSON d., 1966 ; SMITH & d., 1970) et 

le virus de 1'Herpes simplex types 1 et II (STURN et SCHNEWEIS, 1978). 

11 existe cependant des cas particuliers où l'immunisation orale est 

sans effet. Les sIgA de femmes pakistanaises ont leur titre anticorps 

contre le Eoliovirus qui augmente lors d'une immunisation sous-cutanée 

par le virus tué et qui diminue lors d'une immunisation orale par le 

virus vivant. Cette diminution est encore plus accentuée lorsque ces 

femmes reçoivent les deux types d'immunisation simultanément (SVENNER- 

HOLM ek d., 1981). La cause de l'échec de l'immunisation orale n'est 

pas connue et il peut s'agir d'une tolérance amenée par les cellules 

suppressives lors de la double immunisation (MATTINGLY et WAKSMAN, 1978; 

RICHMAN ek al. , 1978) . Pour HAMILTON & &. ( 1979) et PIERCE et KOSTER 

(1980) l'immunisation parentérale peut-être suppressive de la réponse 

immune locale dans certaines conditions. Une tolérance systémique 

après ingestion d'antigènes est également possible (CHALLACOMBE et 

TOMASI, 1980). 

En résumé, il est possible de vacciner l'Homme et les 

animaux contre les infections des muqueuses. Les mécanismes précis 

impliqués et les voies les plus efficaces d'immunisation restent en- 

core à être déterminés. 11 est possible de protéger d'autres sites 

que l'intestin lors d'une immunisation orale. Il semble y avoir un 

équilibre entre l'activité suppressive concomittante au processus 

d'immunisation et l'immunisation. Cet équilibre semble être légère- 

ment en faveur de l'immunisation (PIERCE et KOSTER, 1980 ; SWARBRICK 

& d., 1979 ; BIENENSTOCK et BEFUS, 1980). 



DU LAIT MATERNEL 

l 
I Les protéines que nous venons de décrire sont capa- 

bles d'agir seules , mais souvent elles agissent en synergie. 

A - SYNERGIE LYSOZYME - sIgA - COMPLEMENT 

Le lysozyme peut agir en synergie avec les sIgA et 
1 

avec le complément dans la lyse bactérienne des Gram (-) (WARDLAW, 

1962). Les études de HILL et PORTER (1974) effectuées sur le colostrum 

de Truie montrent que seules les IgA sécrétoires sont capables d'être 

lytiques avec le lysozyme et le complément. Les IgA sériques n'ont au- 

cune action (Tableau VI1 ; p. 46). Ces résultats confirment ceux d'ADI- 

NOLFI QA: a l .  (1966a).Des études effectuées avec des composants purifiés 

de la voie alterne du complément en présence de lysozyme ont montré 

qu'il y avait bactériolyse (SCHREIBER QA: d. , 1979). MAJUMBAR et GHOSE 
1 

(1981) purifient les anticorps du sérum et du lait de patients conva- 

lescents du choléra. Les IgM et les IgG ont des propriétés agglutinan- 

tes et vibriocides tandis que les sIgA bien qu'agglutinantes et anti- 

adhérentes ne sont pas vibriocides même en présence de lysozyme. 

Cette synergie soulève de nombreuses controverses. Il 

semble en effet que les fractions de sIgA très purifiées ne soient pas 

lytiques alors que les fractions de sIgA accompagnées de traces d'IgG 

ou d'IgM le soient. 

B - SYNERGIE LYSOZYME - LACTOTRANSFERXINE 1 

Le lysozyme s'associe également à la lactotransferrine 

Dans le lait maternel les associations lysozyme-lactotransferrine exis- 

tent dans les rapports molaires 2 : 1' (SPIK ex d., 1983). 



TABLEAU VI 1 

ACTIVITE LYTIQUE DES IgA SECRETOIRES ET SERIQUES 

VIS-A-VIS DE DEUX SOUCHES D' E. cofi  (HILL e t  PORTER, 1974) 

IgA 

6 ,4  S 

non 

s é c r é t o i r e s  

9 , 3  S 

non 

s é c r é t o i r e s  

11 S 

s é c r é t o i r e s  

-- 

Supplémentat ion 

Témoin 

Complément 

Lysozyme 

Lysozyme + Complément 

Témoin 

Complément 

Lysozyme 

Lysozyme + Complément 

Témoin 

Complément 

Lysozyme 

Lysozyme + Complément 

A c t i v i t é  b a c t é r i o l y t i q u e  

(en  X apparen t  
de c e l l u l e s  t u é e s )  

f 

E. cos 0141 

3 

1 

O 

2 

1 

3 

1 

1 

O 

1 

2 

60 

E. co f i  08 

O 

4 

1 

1 

2 

1 

O 

1 

O 

O 

1 

52 



Tn vLtto, le lysozyme associe son activité lytique vis- 

à-vis des bactéries Gram (+) l'action bactériostatique de la lacto- 

transferrine. En effet, PERRAUDIN et PRIEELS en 1982 ont montré que 

les protoplastes de UiWc~ccu;i tuteuh obtenus par l'action du lyso- 
zyme humain étaient agglutinés par l'addition, au milieu, de lacto- 

transferrine aussi bien humaine que bovine. Cette agglutination serait 

due à des interactions ioniques puisque la succinylation des résidus 

de lysine de la lactotransferrine abolit son pouvoir agglutinant. Il 

reste à savoir si cet effet est reproductible in vivo et si cette ag- 
glutination signifie quelque chose dans la protection du tractus intes- 

tinal. 

C - SYNERGIE LACTOTRANSFERRINE - sIeA 

Les premiers travaux concernant la potentialisation de 

la lactotransferrine ont été effectés par BULLEN a d. (1972). Ils 

ont montré que des anticorps IgG spécifiques d'une bactérie E. cofi 
B étaient capables d'agir en synergie avec de la lactotransfer- O111 4 

rine humaine. En effet, en état de ferriprivation la bactérie synthé- 

tise un chélateur : l'entérochiline qui est capable d'entrer en compé- 

tition avec la lactotransferrine pour le fer et de transporter ce fer 

jusqu'à des récepteurs membranaires spécifiques. Des anticorps dirigés 

contrele site récepteur de l'entérochiline (BULLEN &cd., 1974) en se 

fixant sur la bactérie inhiberaient le passage du fer (Fig. 7 ; p. 48).  
e 

En 1978, SPIK a d. et ROGERSet SYNGE montrent que la 
lactotransferrine est potentialisée par un anticorps du lait humain et 

qu'il s'agit d'immunoglobulines sIgA. Les IgA sécrétoires seules n'ont 

aucune action bactériostatique, de plus la saturation en fer annule 

l'activité de la lactotransferrine (BULLEN d., 1972 ; ROGERS, 1976 ; 

SPIK e.2 cd., 1978). Les travaux de STEPHENS & d. ( 1980) montrent que 

la forte activité bactériostatique du lait maternel contre E. cofi'pe I 

peut être expliquée par la lactotransferrine ou par les sIgA qui seu- 

les ont une activité inhibitrice faible (Fig. 8 ; p. 49) mais par leur 
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synerg ie  d 'ac t ion .  Cependant, l ' a c t i o n  des  an t i co rps  a  é t é  remise en 

ques t ion  pa r  SAMSON a de. (1979) q u i  t rouvent  une a c t i v i t é  bac t é r io -  

s t a t i q u e  à un l a i t  sans immunoglobuline . Ce r é s u l t a t  e s t  in f i rmé par  

ceuxobtenusparDOLBYetHONOUR(1979). Ces au teu r s  on t  montré que l ' a c t i -  

v i t é  b a c t é r i o s t a t i q u e  d'un l a i t  e s t  diminuée considérablement p a r  pré- 

c i p i t a t i o n  de l a  f r a c t i o n  a n t i c o r p s  p a r  des  anti-sIgA. L ' ac t ion  poten- 

t i a l i s a t r i c e  des  sIgA s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a u r a i t  l i e u  quand l e s  

an t i co rps  son t  spéc i f iques  de l a  b a c t é r i e  (Mc CLELLAND eA de., 1972 ; 

GINDRAT & de. , 1972 ; ROGERS e t  SYNGE, 19 78) . En o u t r e ,  l a  syne rg ie  

d ' ac t ion  e n t r e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  l e s  an t i co rps  n ' e s t  e f f e c t i v e  

que s u r d e s  b a c t é r i e s  pathogènes e t n e  s e  manifeste  pas  avec des b a c t é r i e s  

commensales (STEPHENs&d., 1 9 8 0 ) . D e s a n t i c o r ~ s  spéc i f iques  de  c e s  bac- 

t é r i e s  on t  cependant é t é  d é t e c t é s  dans l e  l a i t  (DOLBY e t  STEPHENS, 1982). 

D - SYNERGIE LACTOTRANSFERRINE - COMPLEMENT 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  possède ra i t  s u i v a n t  s a  concentra- 

t i o n  une a c t i v i t é  t a n t ô t  i n h i b i t r i c e  e t  t a n t ô t  a c t i v a t r i c e  du complé- 

ment (MORGAN & d., 1975 ; VEERHUIS e t  KYLSTRA, 1982). En u t i l i s a n t  

l e  système hémolytique des héma,ties de Mouton, MORGAN e.t de. (1975) 

ont  montré que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a c t i v a i t  l e  complément. Ce t t e  a c t i -  

v i t é  é t a i t  augmentée d'un f a c t e u r  6. Cependant, quand BULLEN eZ aL. 

(1972) a j o u t e n t  un an t i co rps  spéc i f ique  d '  E. COU 0111 pour a c c r o î t r e  

l ' a c t i v i t é  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  i l s  i n a c t i v e n t l e  complément en chauf- 

f a n t  30 min à 5 6 O ~ .  Il e s t  donc assez d i f f i c i l e  de s a v o i r  s i  c e t t e  synerg ie 'd '  

a c t i o n  peut a v o i r  l i e u d a n s  l e  l a i t  humain. Une synergie d ' a c t i o n  semble éga- 

lement avoi r  l i e u  e n t r e  l e  complément e t  d ' au t r e s  t r anspor t eu r s  de f e r  : l a  

s é ro t r ans f  e r r i n e  humaine, l e s  sidéphores bac t é r i ens  (RIVIER de., 1983) . 

V I  - ACTION DES CELLULES DU LAIT 

. 
Le l a i t  e t  l e  colostrum humains cont iennent  de nombreu- 

s e s  c e l l u l e s  v i a b l e s  capables  d ' a s s u r e r  l 'immunité de l a  glande mammaire ! 



et d'assurer une immunité passive à l'enfant tout comme le font les 

sIgA (SMITH et GOLDMAN, 1968 ;LASCELLES &t d., 1969 ; PARMELY et BEER, 

1977). 

Des revues récentes traitent de l'immunité de la glande 

mammaire (ROUX & d., 1977 ; KLEINMAN et WALKER, 1979 ; WATSON, 1980 ; 

OPDEBEECK, 1982 ; HANSON, 1982). 

A - CARACTERES GENERAUX 

Le lait contient des macrophages, des lymphocytes, des 

polymorphonucléaires, des corpuscules colostraux de DONNE (DONNE, 1844- 

1845 ; MAYER et KLEIN, 1961) qui sont probablement des macrophages 

chargés de graisse et des cellules épithéliales (SMITH et GOLDMAN, 

1968 ; DIAS-JOUANEN et WILLIAMS, 1974 ; EMODI et JUST, 1974 ; CRAGO 

& d . ,  1979 ; BROOKER, 1980). La maintenance du taux des cellules 
6 immunocompétentes (environ2 à 4 x 1 0  cellules par ml de colostrum : 

LASCELLES &t d., 1969 ; PITT, 1976 ; PUSKAS C?;t d; 1982) se fait pen- 
dant les deux premières semaines de la lactation puis leur nombre dé- 

croit tandis que le volume de la lactation augmente, ce qui fait que 

le nourrisson re~oit approximativement 108 cellules viables par jour 

(FISHAUT &t d. , 1981). Il apparaît en fin de lactation des fragments 

cytoplasmiques avec des cellules épithéliales qui constitueront l'es- 

sentiel des facteurs cellulaires (HO et &., 1979). 80 à 90 % des 

cellules sont des monocytes et des polymorphonucléaires, 10 à 12 % 

des lymphocytes (PITT, 1976 ; PUSKAS ad., 1982). Les cellules B et 
les cellules T ont été identifiées dans la population lymphocytaire 

(DIAZ-JOUANEN et WILLIAMS, 1974 ; PARMELY d d . ,  1976 ; PARMELY et BEER, 

1977), 50 % d'entre elles sont des lymphocytes T, 34 % d'entre elles 

des lymphocytes B (DIAZ-JOUANEN et WILLIAMS, 1974). Plus de la moitié 

des lymphocytes B portent des IgA en surface (MURRILO et GOLDMAN, 1970 ; 

PUSUS & d. , 1982) . 



B - ROLE - 

La fonction des cellules colostrales n'est que partielle- 

ment élucidée. En culture, elles synthétisent des facteurs solubles 

antibactériens : lysozyme, lactotransferrine, composants C et C4 3 
(GOLDMAN et SMITH, 1973) et des anticorps qui correspondent à 40 % 

des protéines excrétées (PUSKAS & d. , 1982). 

7 - L u  mackaphaqa : Le pouvoir phagocytaire des cellu- 
les colostrales est comparable à celui des leucocytes circulants (HO 

et LAWTON, 1978), mais leur capacité à tuer des microorganismes est 

beaucoup moins grande. Ils sont capables de phagocyter des billes de 

latex, des particules de carbone, du fer colloidal, des levures (MOHR 

& a., 1970), des Staphylocoques, des E. cof i  (MAGNUSSON & d., 1978). 

Les travaux de PITTARD et de. (1977) montrent que des cultures mixtes 

de macrophages du lait humain et de cellules B relarguent plus d'IgA 

que n'en synthétiseraient les lymphocytes B seuls et pendant un temps 

plus long. Le macrophage ne synthétise probablement pas d'anticorps 

mais est sûrement capable de les transporter et de les stocker. Les 

macrophages sont également impliqués dans la protection contre l'enté- 

rocolite nécrosante. De jeunes Rats infectés par des Klebsielles ré- 

sistent à l'action bactérienne s'ils sont nourris au lait frais. 75 % 

des rats meurent lorsqu'ils sont nourris avec du lait qui a subi une 

congélation (PITT & d., 1977). La conservation et le stockage du 

lait interfèrent sur l'activité des cellules colostrales. 

2 - LU, Lqmphocq;tc5 : Les lymphocytes T pourraient con- 

férer une immunité cellulaire à l'enfant (PORTER, 1969 ; BWMBELL, 

1970 ; MOHR, 1973 ; PARMELY & d., 1977 ; OGRA & d., 1977 ; SCHLES- 

SINGER et COVELLI., 1977 ; OGRA & OGRA, 1978 ; RUBEN e,t d., 1982). 
Les lymphocytes T seraient capables de transférer des médiateurs au 

nouveau-né (MOHR e.t cd. , 10 70) . . 
Les lymphocytes B sont impliqués dans la production d' 

IgA (MURRILLO et GOLDMAN, 1970) ~rincipalement. Les ceilules B se 



trouvent accumulées dans le parenchyme mammaire bien avant la lactation 

et continuent d'être présentes ensuite (WEISZ-CARRINGTON EX d . ,  1977 ; 

ROUX et &., 1977) ; leur localisation et leur activation seraient pro- 

bablement hormono-dépendantes (WEISZ-CARRINGTON & & , 19 78 ; FRANKLIN 

& d., 1978). 

C - ORIGINE DES CELLULES DE LA GLANDE MAMMAIRE 

I - Le cgde  lympha--tLco-sanguin : Les plasmocytes à I ~ A  

du système sécrétoire proviennent des grands lymphocytes ou blastes 

circulants. C'est au niveau des agrégats lymphoïdes muqueux et plus 

particulièrement des Plaques de Peyer que se situe la stimulation de 

ces blastes circulants. Les antigènes particulaires peuvent pénétrer 

à ce niveau où l'épithélium est mince et dépourvu de villosités~. La 

plupart des cellules précurseurs, porteuses dfIgA de membrane, emprun- 

tent la circulation lymphatique, passent par les ganglions mésentéri- 

ques et le canal thoracique où elles subissent une maturation et une 

différenciation plasmocytaire progressive avec apparition d'IgA intra- 

cytoplasmique, puis migrent vers la circulation générale et sont atti- 

rées préférentiellement vers la Lcunka pxopkia intestinale. Ce cycle 

dure environ 6 jours et aboutit à la formation de plasmocytes mûrs qui 

sécréteront des IgA (ROUX & &., 1977 ; Mc GHEE et d . ,  1978 ; OGRA 

et DAYTON, 1979 ; BIENENSTOCK et BEFUS, 1980 ; B SON & d .  , 1980 ; 

MESTECKY d., 1980a). 

2 - MLgha;tian davc(s h glande mammahe : L'ecotaxie des 
cellules à IgA peut aussi se faire vers les bronches, les glandes sali- 

vaires et vers le tissu mammaire ( L M  et &., 1979 ; WEISZ-CARRINGTON 

& d., 1978). A la fin de la gestation et au début de la lactation, 

les alvéoles mammaires se peuplent de lymphocytes et deviennent bientôt 

engorgées par ces cellules (KLEINMAN et WALKER, 1979). Cette augmenta- 

tion du nombre des lymphocytes est due à une stimulation hormonale : 

insuline, aldostérone, progestérone, oestrogène et prolactine (TOPPET 

et OKA, 1974). Après une migration vers le pôle apical de la cellule, 



les l a  peuvent être excrétés (SEELIG et BEER, 1978). La syn- 

thèse des IgA se fait donc localement chez la Souris, le Rat, l'Homme 

(GOLDBLUM & cd., 1975 ; BIENENSTOCK, 1975 ; PARROT, 1978) et W S E Y  

& d. (1982) montrent que si la production locale d'anticorps au bout 

de 8 jours de lactation est majoritaire, les IgA dimériques au début 

de la lactation proviennent d'autres sites et sont transferrés par le - 
sang.(Fig. 9 ; p. 55). Puisque ces lymphocytes sont dérivés de cellu- 

les précurseurs qui migrent du tractus intestinal, ROUX at d .  T1977) 

montrent que les IgA du lait sont spécifiques des antigènes de l'intes- 

tin de la mère. 

V I 1  - CONCLUSIONS 

Durant la grossesse, l'enfant acquiert passivement des 

anticorps de type IgG qui sont les seuls à passer la barrière placen- 

taire. Le nouveau-né ne possède ni sIgA, ni immunocytes à IgA à sa nais- 

sance. A partir de la deuxième semaine des sIgA sont retrouvées dans 

la salive et les larmes, dès la fin du troisième mois, la concentra- . 

tion en sIgA est équivalente à celle retrouvée chez un adulte. De plus, 

l'intestin du nouveau-né à la naissance est immature et est très per- 

méable. Pour palier à la carence immunitaire et protéger ses muqueuses 

contre les agressions bactériennes et virales et contre les antigènes 

alimentaires, l'enfant doit donc recourir à une source exogène d'anti- 

corps avant d'assurer lui-même le relaisde sa propre protection par un 

système immunitaire local egficace. Le.colostrum et le lait maternel 

comme nous venons de le voir, apportent au nourrisson à la fois des 

facteurs de protection humoraux et cellulaires spécifiques et des fac- 

teurs non spécifiques. "h 



La- sang 

F i g w  9 : Cyde d a  tymphocy.t~ de Ca mètre. à t'en@nt 

(KLETNMAN e;t WALKER, 1979) . 



Les facteurs humoraux sont surtout représentés par les 

IgA de sécrétion. 

L'IgA sécrétoire arrivée au pôle apical des cellules 

épithéliales intestinales est "prisonnière" des mucines du glycocalyx 

et adhère de ce fait à l'épithélium. Elle a des activités anticorps 

dirigées contre des bactéries, des virus, des toxines, des antigènes 

protéiques et non protéiques. Le mécanisme d'action de cet anticorps 

consiste en : 

- L1aggldna;tion d a  b ~ d é n i e b  qui est due vraisem- 
blablement au fait que la molécule dimérique de sIgA possède 4 sites 

de fixation de l'antigène. 

- La ne-don d a  v h ~ 5  qui est une propriété bien 

établie des sIgA et se fait probablement par l'intermédiaire de com- 

plexes antigène-anticorps dirigés contre les protéines de l'enveloppe 

des virus. 

- L'  E m n d o n  dta&gQna f i e&&a qui est due à 

la formation de complexes antigène-anticorps non absorbables qui sont 

éliminés avec le mucus. 

- L1~k ibLL ian  de l'adhébion bactZnienne : les s ~ g ~  en- 

pêchent l'adhésion des bactéries, des virus et de leurs toxines et 

réduisent l'absorption des antigènes solubles aux cellules épithéliales 

intestinales. L'altération de l'adhésion des organismes pathogènes en- 

traîne leur non-prolifération et la non-colonisation donc la non-inva- 

sion des tissus. 

Les sIgA assurent la première ligne de défensedel'orga- 

nisme et ont été comparées, par HEREMANS (1974),  àune "peinture antisepti- 

que'' car elles t ap i ssen t tou tes lessür facès  des muqueuses. C 2 Y t 2  Grotec- 

tion a lieu dans les premiers temps lors de l'alimentation du nourrisson , 



au lait maternel et peut être également effective ensuite, après vac- 

cination orale et stimulation de la production des sIgA. 

Les facteurs immunologiques cellulaires sont principa- 

lement des macrophages et des lymphocytes. Les cellules du lait peu- 

vent intervenir activement dans les propriétés protectrices du lait 

et elles participent à la synthèse d'anticorps de type sIgA et de fac- 

teurs solubles non spécifiques connne la lactotransferrine et le lyso- 

zyme. 

Les facteurs non spécifiques qui contribuent à la dé- 

fense intestinale du nourrisson sont : 

- La dLo/re b i d i d e  qui retarde l'implantation des micro- 
organismes pathogènes en créant des conditions particulières d'envi- 

ronnement et dont la croissance est maintenue par l'apport de composés 

tels que les oligosaccharides et les glycopeptides du lait maternel. 

- LU m u c i n u  qui empêchent mécaniquement l'accès de 
certains organismes et antigènes aux cellules épithéliales et qui agis- 

sent en association avec les sIgA. 

- Le lybozyme,  l a  Lac;toXunbd&ne ed Le hyb;tème 

~ a c ; t o ~ ~ x y d ~ i ( I u e  qui sont des substances bactérios tatiques ou bacté- 

ricides présentes en quantité importante dans le lait. Ces protéines 

sont également synthétisées localement au niveau des tractus épithé- 

liaux et contribuent ainsi à la protection de toutes les muqueuses. 

La plupart des protéines lactées : sIgA, lysozyme et 

lactotransferrine sont retrorivées dans les selles en partie intactes 

ou partiellement dégradées mais avec une activité biologique conservée. 

Elles résistent aux enzymes protéolytiques de l'intestin du nourrisson 

et peuvent être efficaces lors la protection intestinale. 



Toutes ces protéines agissent non seulement indépen- 

damment les unes des autres mais également en coopération. La plus 

importante est la synergie lactotransferrine-sIgA qui a lieu lorsque 

les anticorps sont spécifiques de la bactérie pathogène. 

Nous pouvons donc conclure avec RIBADEAU-DUMAS (1983) : 

"Pendant lu p ~ m  ma.& de l a  v i e ,  Le La i t  mtz;tmnd u k  Le ~ e u R  

athen;t nép.l.temeuzk adapté aux b u o i m  du nouveau-né. I l  joue un hôte  

de phetrket pLan dam la p t é v e ~ o n  d a  krrouble~ ganktLo-iuzku;tinaux 
& la pho;tection v h - à - v i s  d' un c m a k n  nombhe d' a g h a ~ i o ~ c l  ex,téhieu/ra ". 



ETUDE STRUCTURALE DES SIGA 

C'est en 1901 que MORO décrit pour la première fois 

les réactions de précipitation entre une préparation de lait humain 

et un sérum humain anti-lait total. Ces études se poursuivent en 1903 

par SCHLOSSMAN et MORO, en 1909 par THOMSEN, en 1910 par BAUER et en 

1955 Dar DU PAN et d., pour analyser par des techniques immunologi- 
ques les relations qui existent entre les protéines du lait et les 

protéines sériques. Il faut cependant attendre les études inmunologi- 

ques faites par HANSON en 1960 pour qu'une douzaine de protéines com- 

munes au sérum et au lait soient identifiées chez l'Homme. Parmi ces 

12 protéines il faut citer en particulier les immunoglobulines et no- 

tamment les immunoglobulines IgA dont nous poursuivons l'étude. 

La présence des immunoglobulines dans les IgA du lait 

de Femme a été démontrée par de nombreux auteurs : LUNSFORD et DEUTSCH, 

1-57 ; GUGLER & d., 1958 ; SKVARIL et REJNEK, 1958 ; FILIPE DA SILVA 

et MONTEIRO, 1959 ; FERRI et TUTIYA, 1959 ,; HANSON, 1959 ; KARTE 

1959 ; SCHWICK et d., 1959 ; MONTREUIL et d., 1960a ; +on MURALT 

a., 1961 ; TOMASI e;t d., 1965 ; LUBIN et d. , 1964 ; AXELSSON e;t d., 

1966 ; CEDERBLAD d., 1966. 

Les immunoglobines IgA ont été isolées à partir du lait 

humain par MONTREUIL at d. pour la première fois en 1960a. Elles ont 

été caractérisées par la suite dans divers liquides biologiques : sé- 

rum, colostrum, salive, urine, fluide nasal, branchial et duodénal 

provenant de l'Homme ou de différents mammifères. 

Des différences structurales ont été mises en évidence 

entre les IgA sériques et les IgA de sécrétion appelées sIgA. La masse 

moléculaire et la constante de sédimentation de ces dernières sont 



plus élevées. En plus d'une pièce de sécrétion (SC) caractérisée pour 

la première fois par HAVEZ & d .  (1966a) elles possèdent une pièce de 

jonction (J) (HALPERN et KOSHLAND, 1970). La formule structurale des 

IgA du lait qui a été proposée, a été la suivante : (IgA)2.SC.J. 

Les IgA sériques représentent 20 % de la population des 

immunoglobulines. Leur taux est de 1 à 4 g/l. Elles sont monomériques 

chez l'Homme et souvent dimériques et sans pièce de sécrétion chez la 

plupart des autres mammifères. Cependant, selon BRANDTZAEG (1971b.), 

THOMPSON et ASQUITH ( 1970) et WALDMAN a d .  ( 1970) 1,5 % des IgA sé- 

riques possèderaient une pièce de sécrétion. Dans les sécrétions, le 

taux des IgA est de 2 g/l dans le lait humain. 

Les sIgA existent sous une forme rnonomérique et sous 

une forme polymérique. Dans le colostrum, 20 % des IgA sont monoméri- 

ques (TOMASI, 1965) et 20 % sont sous forme de hauts polymères (TOMASI, 

1965 ; BRANDTZAEG, 1970). 

Les IgA de sécrétion et les IgA sériques sont consti- 

tuées de deux sous-classes appelées IgAl et IgA2. Elles sont différen- 

ciées par la nature antigénique spécifique des chaînes lourdes al et 

ct2. Le rapport IgAl : IgA2 varie suivant l'origine des immunoglobuli- 

nes. 11 est de 2 pour 1 (GREY & de., 1968)ou de 1 pour 3 (MOTA, 1977) 

dans le colostrum et de 9 pour 1 dans le sérum (RIESEN & d . ,  1976). 

Durant ces vingt dernières années, l'apport des connais- 

sances sur les immunoglobulines a été considérable et les progrès réa- 

lisés facilitent la compréhension de leur structure moléculaire et du 

contrôle génétique de leur biosynthèse. La plupart de ces connaissan- 

ces sont relatées dans les revues générales de TOMASI et BIENENSTOCK, 

1968 ; HOPPER et NISONOFF, 1971, TOMASI et GREY, 1972 ; GALLY et EDEL- 

MAN, 1972, NATVIG et KUNKEL, 1973 ; VAERMAN, 1973 ; HEREMANS, 1'974 ; 

NISONGFZ r2;i d.,  1975 ; CAPRA et KEHOE,l975 ; M, 1975 ; BAZIX, 1976 ; 

TOMASI, 1976 ; HUBER, 1980 ; STOTT et WILLIAMSON, 1982, MARQUART et 



DEISENHOFER, 1982). Dans ce chapitre, nous nous intéresserons plus 

particulièrement aux IgA de sécrétion, à leur structure et à leur 

conformation. 

Nous ne nous intéressons qu'aux méthodes de prépara- 

tion des IgA de sécrétion. 

De très nombreuses méthodes ont été décrites pour pré- 

parer des IgA à partir de sécrétion d'originesdiverses (HEREMANS, 1974). 

Les IgA lactées ont été isolées pour la première foisen1960apar MON- 

TREUIL et &. . - par fractionnement du lactosérum humain au sulfate 

d'ammonium et chromatographie sur Amberlite XE-64. Ce procédé a été 

modifié par DESCAMPS (1974) en introduisant une chromatographie de 

gel filtration sur des fractions enrichies en IgA. La préparation des 

IgA à partir du colostrum délipidé et décaséiné peut se faire par chro- 

matographie sur échangeurs d'ions : DEAE-cellulose ; CM-cellulose 

(KOBAYASHI, 1971) ou par précipitation du lactosérum à 30-40 % de sa- 

turation en sulfate d'ammonium suivie de chromatographie de gel fil- 

tration sur colonne de Sephadex G-200 (MOTA, 1977). Les sIgA ont été 

récemment purifiées sur colonne d'héparine-Sepharose suivie d'une 

chromatographie d'échange d'ions sur DEAE-cellulose et une gel fil- 

tration sur Sephadex G-200 (BOESMAN-FINKELSTEIN et FINKELSTEIN, 1982). 

I I  - PROPRIÉTÉS PHYSICO-CHIMIQUES DES SIGA 

A - PROPRIETES PHYSIQUES 



L'ultracentrifugation analytique et la chromatographie 

de gel filtration ont permis de déterminer que la masse moléculaire 

des IgA de sécrétion d'origine humaine, est comsrise entre375.000et 

394.000 daltons (TOMASI et CALVANICO, 1968 ; NEWCOMB a d., 1968 ; 
HURLIMAN eR: d., 1969). Ces valeurs sont identiques aux valeurs trou- 

véespour les IgA d'origine animale (VAERMAN, 1973). La masse molécu- 

laire des IgA de sécrétion diffère de celle des IgA sériques monomé- 

riques qui est de 150.000 daltons. Le coefficient de sédimentation des 

IgA monomériques est de 7 S, alors qu'il est de 10,5 S pour les IgA 

dimériques et de 11,4 S pour les IgA de sécrétion (TOMASI et BIENEN- 

STOCK, 1968). 

Le coefficient d'extinction molaire est le même pour 
l ' est égal à 13,9 (TOMASI et BIE- les différents types dfIgA : E nm 

NENSTOCK, 1968) quant au volume spécifique partiel, il est 0,723 pour 

TOMASI et BIENENSTOCK (1968). Ces valeurs sont retrouvées par CEBRA 

et ROBBINS (1966) pour les IgA de sécrétion de Lapin. 

B - PROPRIETES CHIMIQUES 

Les IgA de sécrétion sont très résistantes aux enzymes 

protéolytiques et aux agents de réduction. En particulier, les IgA2 

sont résistantes à l'action de la papaïne (MOTA, 1977). Elles sont 

également plus résistantes aux pH acides (CEDERBLAD d., 1966 ; 

KENNY &t d . ,  1967 ; TOMASI et CZERWINSKY, 1968). 

11 n'existe pas de différences appréciables dans la 

composition en acides aminés des IgA sériques et des IgA de sécrétion 

(Tableau VI11 ; p. 63). 

Le taux de glucides (Tableau VI11 ; p. 63) est plus 

faible dans le cas des IgA sériques. Ceci s'explique par l'apport en 

glucides de la pièce de jonction et surtout de la pièce de sécrétion. 



TABLEAU V I 1  1 

Asp 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

CY s 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

TY r 
Phe 

Trp 

LY s 

His 

Arg 

COMPARAISON DE LA COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

ET EN GLUCIDES DES IgA LACTEES ET DES IgA SERIQUES 

I IgA colostrales IgA sériques 

HEIMBURGER et ae. (1964) 

I Résidus Moles I Mole d'AA 
g.p. 'O0 g p. 170.000 p. 100 g-P. Io0 g par mole I 

7.75 114 18.8 

7,s 126 9.7 

7 ~ 9  155 11,9 

10,s 140 10,8 

7.3 125 9.9 

3,15 87 6,7 

3.7 88 6,8 

4,4 6 1 2,4 

4.95 85 6.6 

0.6 8 Os6 

197 25 2 

6 ~ 9  104 8 

3,7 85 3 

3.6 4 I 3,2 

non dosé 

4.0 5 3 4,l 

1.6 20 1,6 

Composition 
centisémale 
en glucides 

Oses neutres 

Hexoses 

Fucose 

Hexosamines 

GlcNAc 

GalNAc 

NeuAc 

Méthode Dische 

Méthode Warren 

TOTAL 

IgA de 
sécrétion 

DESCAMPS 
(1974) 

5.6 

4,65 

0,95 

4.05 

3.53 

0,52 

- 
1.8 

1.2 

IgA 
sérique 

HEIMBURGER 
d. (1964) 

3.42 

3,2 

0,22 

2 ~ 9  
- 
- 

1,80 
- 
- 

8.12 



Les IgA de sécrétion possèdent environ 1 1  % de glucides totaux, 5 % 

d'oses neutres, 5 % d'hexosamines et environ 1 % d'acide N-acétylneu- 

raminique. 

III - ETUDE DES DIFFÉRENTS CONSTITUANTS DES SIGA 

Les sIgA sont formées d'un dimère dlIgA insérant une 

pièce de jonction et une pièce de sécrétion. Un monomère dlIgA est 

constitué par deux chaînes légères et deux chaînes lourdes reliées 

entre elles par des ponts disulfures. 

A - ETUDE DES CHAINES LEGERES 

I - P&op&Létén p h y b i c o - c ~ ~ u ~  : Les chaînes légères 

sont de nature peptidique (214 acides aminés), elles possèdent selon 

ZIKAN a a. (1972) une masse moléculaire de 22.000 daltons. Dans une 
molécule dlIgA de sécrétion il y a 4 chaînes légères. Elles sont de 

type K ou X . Les deux types de chaînes n'ont pas de déterminant anti- 
génique commun et leur structure primaire est très différente, bien 

quede nombreuses homologies soient retrouvées et qu'une origine commune 

soit évidente (DE PREVAL, 1976). Les chaînes K représentent 66 % des 

chaînes légères des IgA sériques humaines (FAHEY, 1963).. 

Les chaînes légères se retrouvent dans chaque classe 

d'immunoglobulines mais un seul type est présent par molécule : ainsi 

les IgA ont pour formule a K ou a X Un individu possède les 2 types 2 2 2 2' 
de chaînes. 

2 - Etude b & u o t W e  : La chaîne légère est constituée 

d'une région constante (CL) et d'une région variable (VL). Il y a peu 

de différences d'une protéine à l'autre dans la moitié C terminale de 

la chaîne. Cette partie constante renferme les résidus d'acides aminés 

108 à 214. La comparaison n'est évidemment valable qu'au sein du même 



type antigénique K ou X car les parties constantes de ces deux types 

sontextrêmement différentes l'une de l'autre. Dans les chaînes K, les 

acides aminés 153 et 191 peuvent être, selon les individus, soit une 

leucine, soit une valine. Il s'agit de marqueurs allotypiques généti- 

quement transmis : Kml, Km2, Km3. Au contraire, tous les individus 

possèdent 3 types différents de chaînes en ce qui concerne la par- 

tie constante déterminés par deux permutations indépendantes et ponc- 

tuelles : une sérine ou une glycine en position 153 (facteur Kern - 
et Kern +) (GIBSON d., 1971) et une lysine ou un arginine en posi- 

tion 191 (facteur Oz + et Oz -) (EIN, 1968). Il est à noter que les 

substitutions allotypiques et isotypiques ont lieu aux mêmes endroits 

(STOTT et WILLIAMSON, 1982). En revanche les 107 premiers acides ami- 

nés diffèrent fortement d'une protéine à l'autre : c'est la zone va- 

riable. La comparaison de la séquence de régions variables d'une même 

famille de chaînes montre que ces dernières peuvent êtredivisées engroupes 

et sous-groupes.Selon les définitions de notion de groupe, la chaîne K 

peut être subdivisée en 3 sous-groupes et la chaîne h en 5. La répar- 

tition peut également se faire comme chez la Souris sur la base de la 

séquence du peptide N-terminal ne concernant que les 23 premiers aci- 

des aminés. Sur cette base, 30 groupes différents ont été établis 

(POTTER, 1977) ainsi que de nombreux sous-groupes : VK21 est divisé 

par en VK21A, VK21B et vKZlC. La chaîne X peut être également 
subdivisée sur cette même base. Cette répartition sur la base de la 

séquence Nt peut être appliquée aux chaînes légères humaines. 11 y a 

des équivalences entre les groupes de la Souris et de l'Homme (STOTT 

et WILLIAMSON, 1982)eKABAT & d. (1976) étudient le degré de variabi- 
lité des 100 premiers acides aminés des chaînes légères humaines et des chaî- 

nes lourdes humaines à une position donnée. Ils rassemblent les don- 

nées en 2 diagrammes : l'un pour les chaînes X et K (Fig. IOa ;p. 66 

et l'autre pour l'ensemble des chaînes lourdes (Fig. lob ; p. 66). 

Ils démontrent clairement que l'hypervariabilité n'est pas répartie 

anarchiquement mais qu'il existe des zones bien définies qui coinci- 

dent à la fois sur les chaînes lourdes et sur les chaînes légères. 

Ces zones sont séparées par-des régions où la séquence peptidique 
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est conservée. Il y a 3 zones hypervariables pour les chaînes légères 

aux positions 25-34 ; 50-55 et 89-97. Les différences de séquences sont 

dues à des permutations d'acides aminés mais dans de nombreux cas, il y 

a conservation des propriétés physico-chimiques des résidus modifiés. 

Ces résultats n'ont été obtenus que grâce à la détermination complète 

de la séquence peptidique des chaînes. 

a - Etude de la ~artie ~e~tidiaue : 

a 1 EZude de la chcûne K : 

L'analyse des 2 chaînes légères K appartenant soit à 

des IgA sériques, soit à des IgG sériques d'un même individu a montré 

que ces deux molécules sont identiques sur la base des critères sui- 

vants : mobilité électrophorétique à différents pH, composition en aci- 

des aminés, "fingerprint" des peptides trypsiques et des peptides chy- 

motrypsiques, séquences des 40 premiers résidus d'acides aminés situés 

en position N-terminale (FAIR a de., 1975). 

La structure primaire complète d'une chaîne K dlIgG1 

humaine (Fig. 11 ; p. 68) a été déterminée par EDELMAN & Cd. en 1969, 

celle d'une IgG humaine par PINK & &. en 1970. Ces structures, com- 4 
parées avec celle d' une chaîne K d' IgM humaine (KOHLER eA a l .  , 1970) , 
montrent que la région constante de ces 3 chaînes est identique. De 

nombreuses homologies sont trouvées d'autre part, dans la région va- 

riable, les différences portent en général sur la modification d'un 

seul résidu d'acide aminé. 

B I  EZude de la chcûne A : 

La structure primaire d'une chaîne légère de type X 

d'IgA sériques myélomateuses a été déterminée partiellement par SHI- 

NODA e t  &., 1970). 
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LIU d d. (1976) donnent la structure complète d'une 

chaîne légère X (BUR) d'une IgA myélomateuse : la chaîne légère pos- 1 
sède 213 acides aminés 2 ponts disulfures intrachaîne~~elle est liée à 

la chaîne a par 1 pont disulfure au niveau de l'avant-dernier acide 

aminé (Fig. 1 1  ; p. 68). 

b - Etude de la partie glycannique : 

Il n'y a glycosylation des chaînes légères que dans des 

cas pathologiques. Les chaînes légères d'immunoglobulines sériques myé- 

lomateuses et les protéines de Bence Jones correspondantes excrétées 

dans l'urine contiennent des glucides (CLAMP & d., 1964 ; PORTER et 

WEIR, 1966 ; MELCHERS & d., 1966 ; GRAY d., 1967 ; EDMUNDSON d 

d., 1968). SOX et HOOD (1970) et SPIEGELBERG eX d. (1970) trouvent 
environ 15 % de glucides sur les chaînes légères de patients atteints 

de myélomes multiples . Dans les ST cas étudiés (SOX et HOODy 1970), 

le glycanne se trouve fixé au niveau d'une séquence Asn-X-Ser dans la 

zone variabledes chaînes légères. L'acide aspartique n'est pas le même. 

Il s'agit d'un résidu 107 dans le cas d'une chaîne K myélomateuse (SAV- 

VIDOU d.,  1981) et du résidu 25 dans le cas d'une chaîne X myélo- 
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ( c W R A S E K A R A N  d d g ,  1981). 11 existe de plus sur cette chaîne 

X un site de glycosylation alcali-labile sur la sérine 21. Ces deux 

glycannes (Fig. 12 ; p. 70) sont localisés dans la zone hypervariable. 

c - Mode de liaison des chaînes légères aux chaînes lourdes : 
11 existe une hétérogénéité structurale supplémentaire 

pour les immunoglobulines d'une même classe due au mode de liaison des 

chaînes légères aux chaînes lourdes. Ainsi, les chaînes légères sont 

reliées aux chaînes lourdes par des liaisons covalentes et non cova- 

lentes, dont le nombre et la position varient selon l'isotyge et l'al- 

lotype de l'immunoglobuline (KUNKEL & &., 1969 ; VYAS et FUDENBERG, 

1969 ; TORANO et PUTNAM, 1978). En effet, pour les IgAl et certaines 

IgA2 d'allotype A2m (21, des liaisons ponts disulfures relient les chaî- 

nes légères aux chaînes lourdes et les chaînes lourdes entre elles 

(JERRY ct d.,  1970). Par contre, dans certaines IgA d'allotype A2m Cl) 2 
ces liaisons relient les chaînes légères entre elles et les chaînes 





lourdes entre elles (Fig. 13 ; p. 72) (GREY d . ,  1968). L'absence 

de ponts disulfuresest compensée par une augmentation de la force des 

liaisons non covalentes. Dans l'urée molaire et à pH 3, 74 % des chaî- 

nes K et 67 % des chaînes X dfIgA1 réduites sont libérées alors que 

dans les mêmes conditions 25 % des chaînes K et 19 % des chaînes A 

des IgAZ le sont (ZIMMERMAN et GREY, 1971). 

Ces deux mêmes types de molécules existent chez d'autres 
1 

mammifères : le Mouton (HEIMER a d . ,  1969), le Chien (VAERMAN, 1970 ; 

HURVITZ a d., 1971), le Cheval et le Porc (vAERMAN, 1970), le Lapin 

(CEBRA et SMALL Y 1967) , la Souris (ABEL et GREY, 1968). 

3 - Rôle d a  c h a t n a  l égè t ra  : Différents rôles ont été 

attribués aux chaînes légères. Ces rôles seraient directement en rela- 

tion avec la structure de la chaîne peptidique. Ainsi, la zone dite 
II conservée" qui est présente lors du repliement de la molécule dans 

les principales courbures de la chaîne polypeptidique serait impliquée 

dans les liaisons inter- et intra-domaines, tandis que la zone varia- 

ble serait responsable de la diversité des anticorps et de leur contact 

avec l'antigène. 

Libres dans le sang, les chaînes légères servent de mar- 

queurs à certains désordres pathologiques (COOPER et BLUESTONE, 1968 ; 

EPSTEIN et TAN, 1968 ; SPRINGGS et EPSTEIN, 1974 ; SOLLING d . ,  

1981). La concentration en chaînes légères seraitencorrélation avec 

la gravité des désordres (SOLLING G d., 1981). Elles servent de mar- 

queurs également lors de déficience immunologique (HANNAM-HARRIS et 

SMITH, 1981 ; GORDON et SMITH, 1978 ; GORDON d., 1978 ; HANNAM- I 

HARRIS G d., 1980). HIBI & d. (1982) montrent que des plasmocytes 
l 

ne synthétisant pas de chaînes légères peuvent sécréter d'es tétramères 

de chaînes a incapables de se lier au composant sécrétoire et d'être 

internalisés dans les cellules épithéliales. 
1 
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B - ETUDE DES CHAINES LOURDES 

1 - P&oph&%i?A phgb~cO-&miqu&5 : Les chaînes lourdes 

sont de nature glycoprotéinique. 11 existe 4 chaînes lourdes dans les 

IgA de sécrétion de type a. La masse moléculaire des chaînes a varie 

selon les auteurs. Elle est comprise entre 52.000 et 58.000 daltons 

pour CEBRA et SMALL, 1967 ; DORRINGTON et ROCKEY, 1970 ; MONTGOMERY 

& d., 1969 ; alors que ZIKAN &f de. (1972) trouvent 64.000 daltons. 

Ces valeurs sont les mêmes chez la plupart des chaînes a des différents 

mammifères, par contre, les chaînes a libres ou associées aux membra- 

nes semblent différentes. KIKUTANI et CIL. (1981) comparent la synthèse 
des chaînes a de deux lignées cellulaires chez la Souris : un lymphome 

de cellules B exprimant des chaînes a en surface et un hybridome sécré- 

tant des chaînes a. Ces auteurs montrent que le point isoélectrique et 

la masse moléculaire des deux polypeptides obtenus varient. Le polypep- 

tide de masse moléculaire 62.000 serait le précurseur des chaînes a 

associées auxmembranes et celui de 59.000 le précurseur des chaînes a 

excrétées. 

a - Etude de la partie peptidique : 
Contrairement aux chaînes légères qui sont communes à 

l'ensemble des 5 isotypes, les chaînes lourdes sont différentes d'un 

isotype à l'autre. Les trois quarts de la chaîne (côté Ct) ont une 

structure relativement invariante : c'est la zone constante. Les mo- 

destes différences notées d'une chaîne à l'autre correspondent à des 

marqueurs allotypiques différenciant les individus entre eux. En re- 

vanche le quart restant (côté Nt) est très variable, et de même que 

pour les chaînes légères 3 à 4 régions hypervariables sont retrouvées 

situées sensiblement aux mêmes endroits que les régions hypervariables 

des chaînes légères (Fig. 10 ; p. 66). 

La chaîne possède environ 470 acides aminés répartis 

en 4 domaines : le domaine VH ou variable (110 acides aminés) et 3 



domaines constants CH 1, CH2, CH3. Les domaines CHl et CH sont séparés 2 
par une zone charnière ou "hinge region". Les études de ces différents I 

domaines sont faites dans le chapitre concernant l'étude conformation- 

nelle des sIgA. 

Les différences chimiques et la présence de déterminants antigéniqiies spécifi- 

ques au niveau des chaînes a ont permis la subdivision en deux groupes al et 

a (KUNKEL et PRENDERGAST, 1966 ; FEINSTEIN et FRANKLIN, 1966 ; VAER- 2 
MAN et HEREMANS, 1966 ; PUTNAM, 1977). Le taux des IgA2 est plus élevé 

dans le colostrum que dans le sérum. Ce taux varie entre 32 % (GREY & 

Cd., 1968) et 75 % (MOTA, 1977) dans le lait humain. Les travaux de 

ANDRE & C d .  (1978) confirment les résultats de GREY & d. (1968). Il 

y a en effet environ 35 X de plasmocytes à IgA2 dans les muqueuses. Il 

y a de plus une plus grande proportion d11gA2 dans les IgA dimériques 

que dans les IgA monomériques (DELACROIX & d., 1982). Deux variants 

allotypiques ont été caractérisés pour les chaînes a2 : Azm(2) et A~m(1) 

La forme A2m(2) prédomine dans le colostrum (JERRY d d., 1972). 

Ces études sont effectuées sur des IgA sériques myélo- 

mateuses. La structure primaire d'une IgAl a été réalisée par LIU et 
Cd., 1976 ; KORTT d., 1978 ek YANG et d . ,  1979 ; d'une IgA2 d'allo- 

type A2m(l) par TORANO & d., 1977et TSUZUKIDA & d., 1979 ; d'une 

IgA2 d'allotype A2m(2) par TORANO et PUTNAM (1978). L'étude compara- 

tive de ces 3 chaînes a est rassemblée Fig. 14 ; p. 75. 14 résidus 

d'acides aminés diffèrent entre l'allotype A2m(l) et la chaîne al. 

Ces résidus sont conservés dans l'allotype A2m(2) Les chaînes a2 dif- 

fèrent par 6 résidus d'acides aminés cependant communs à la chaîne al 

et à la chaîne a de l'allotype A2m(2). Les deux premiers changements 2 
sont situés dans le domaine CH et les quatre autres dans le domaine 1 
CH3 La chaîne P2m(l) apparait être une chaîne hybride ayant une iden- 

tité du domaine CH avec la chaîne a et une identité des domaines 3 1 
CHl et CH2 et de la zone charnière avec l'allotype A2m(2) (TSUZUKIDA 

& d., 1979). 



Lourde 
260 1 2 70 1 

I 

/A1BI 
chaîne ,s, 7 

440 i S 0  

chaîne J -S- s 
470 

Figrne 14 : S&uctrne ptwnaine d J  une chaine al 1 lgAZ &otype A2m( 2 1 ) , 
d ' u t e  chaine a, compazée à une chatze ciZ i lgA2 a l l a t y p e  

,>--. 

A2r r l (7 )  1, d'ap& TSUZUKlVA e;t d.  (1979) .  : ,' . ) t + .  : a '  : l 
7% ' 1 . - ._ 



De plus, le polymorphisme des IgA apparaît être restric- 

tif. Les deux allotypes A2m(2) et A2m(l) s'excluent mutuellement comme 

le montre Van LOGHEM d. (1976). Cette hétérogénéité des molécules 

d'IgA a été étudiée, deux modèles de l'évolution des chaînes a ont été 

proposés par MOTA en 1979. 

B )  S;Ducc;twre. de. lu "kinge ireghonfl : 

Les études structurales effectuées par FRANGIONE et WOL- 

FENSTEIN-TODEL (1972) sur des IgAl et IgA2 sériques myélomateuses, nous 

fournissent des renseignements très intéressants sur la structure pri- 

maire des chaînes a et a Ainsi, ils isolent un fragment qui contient 1 2 ' 
la "hinge region" ou zone charnière, cette région est constituée par 

environ 30 acides aminés situés au centre de la chaîne a. Elle renferme 

de nombreux résidus de proline concentrés dans cette zone qui lui con- 

fèrent une grande flexibilité et permettent la mobilité des fragments 

Fab (antigen-binding), de plus c'est à ce niveau que se situent les 

ponts disulfures qui relient les chaînes a entre elles (Fig. 15 ; p. 77). 

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

"hinge region" d'une IgA1 et une IgA2, effectuée par ces auteurs, mon- 

tre qu'il existe une délétion importante à ce niveau dans la chaine a2. 

Il manque, en effet, 12 à 13 acides aminés en particulier des résidus 

de sérine et de thréonine, Fig. 15 ; p. 77. Les études de WOLFENSTEIN- 

TODEL a. (1973) montrent que ces acides aminés de la zone charnière 
participent à la formation des 2 ponts disulfures intracaténaires. La 

zone charnière des chaînes a comporte une double séquence identique 1 
de 8 acides aminés, ce qui suggèrerait qu'elle résulte de l'insertion 

d'un segment génétique partiellement dupliqué ou même tripliqué d'après 

FRANGIONE et WOLFENSTEIN-TODEL ( 1972) et MULKS d cd. ( 1980) . 

y 1 S&uc;twre du pepaXde de "queue" : 

Il existe dans les chaînes ci et une séquence de 20 

acides aminés C terminaux faisant défaut sur les autres immunoglobu- 
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lines, appelées "peptide de queue" (HEREMANS, 1974). L'octapeptide C- 

terminal des chaînes a et a est identique et contient comme avant- 1 2 
dernier acide aminé la 17ème cystéine impliquée dans la polymérisation. 

La chaîne a renferme un grand nombre de résidus de 

cystéine qui permet la formation de ponts disulfures intrachaînes et 

interchaînes (Fig. 16 ; p. 79). La séquence complète de 2 myélomes 

à a, (KRATZIN &t d ., 1975 ; LIU et a., 1976) a permis de localiser 
l'emplacement des résidus cystéinyls qui sont au nombre de 17. Huit 

correspondent à 4 ponts S-S formant les 4 domaines : Vu (1-2) ; CHI 

(4-6) ; CH2 (10-14) et CH3 (15-16). Le cystéinyl no 3 (acide aminé 

130) est responsable de la liaison chaîne légère - chaîne lourde, les 
cystéinyls 8 et 12 relient les deux chaînes lourdes entre elles. 11 

existe, de plus 2 ponts S-S intracaténaires supplémentaires (5-7) et 

(9-11) qui relient la région charnière au fragment Fab et au domaine 

CH2. Les résidus 13 (situés entre CR2 et CR3) et 17 (situés en pénul- 

tième position du côté C-terminal seraient impliqués dans la fixation 

covalente des monomères au composant secrétaire ou à la chaîne de 

j onction. 

b - Etude de la partie glycannique : 

Les premières études effectuées sur la partie glycan- 

nique des IgA ont été faites sur les IgA sériques myélomateuses.Les sIgA 

possèdent de 5 à 10 % de glucides. DAWSON et CLAMP en 1968 ont carac- 

térisé une molécule d'IgA contenant environ 2 résidus de fucose, 14-15 

résidus de N-acétylglucosamine,:6résidus deN-acétylgalactosamine et 5 

résidus d'acide N-acétylneuraminique . Tous ces résidus sont distri- 
bués en oligosaccharides fixés sur la chaîne a, répartis en deux types 

de glycannes : les alcali-labiles liés à la sérine et les alcali-sta- 

bles liés à l'asparagine. 





En 1974 (a et b), BAENZIGER et KORNFELD notent 1 'existence 

de 5 glycannes de type O-glycosidique dans des IgAl sériques myéloma- 

teuses. 4 d'entre eux ont la structure suivante : Gal(B1-3)GalNAc, le 

cinquième ne possède qu'un résidu de N-acétylgalactosamine (Fig. 17 ; 

p. 81). Ils décrivent, d'autre part, la structure des glycannes liés 

N-glycosidiquement à la protéine (Fig. 17 ; p. 81), seule la structure 

du glycopeptide IIA a été établie avec certitude. 

Les études statistiques de TOMANA & d. (1976) sur 

les sous-classes IgAl et IgA2 montrentquedans les IgAl le nombre de 

résidus de galactose est identique à celui d'acide N-acétyl neurami- 

nique. Pour les IgA2, il est différent, quand le nombre de résidus de 

galactose augmente, celui de l'acide N-acétyl neuraminique diminue. 

La fraction glucidique des IgA de sécrétion a été 

bPai i rni in  moins étudiée. En 1968, DESCAMPS effectuent leurs travaux 
- .- 

sur des IgA lactées humaines. Ils mettent en évidence l'existence de 

7 glycannes environ de masse moléculaire 1.800 liés O-glycosidiquement 

à la protéine, 3 à des résidus de sérine et 4 à des résidus de thréo- 

nine. Les autres glycannes de masse moléculaire moyenne 3.000 sont 

liés N-glycosidiquement à la protéine. En 1974, DESCAMPS donne les 

compositions molaires moyennes des glycannes alcali-labiles et alcali- 

stables. Ces résultats sont rassemblés dans le tableau IX ; p. 82). 

Il faut signaler les différences importantes qui 

existent au niveau de la fraction alcali-labiledes IgAsériqueset de celle 

des IgA du lait de Femme. Les résultats de DESCAMPS (1974) laissent 

prévoir l'existence de structures O-glycosidiques beaucoup plus 

complexes que celles décrites par BAENZIGER et KORNFELD (1974a) (Fig. 

17 ; p. 81). 
6 )  L o c d A ~ o n  de la p u e  cj&ycannique : 

L'étude de la localisation des glycannes a toujours 

été faite sur des IgA sériques humaines myélomateuses. La sous-classe 
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TABLEAU IX 
1 

COMPOSITIONS MOLAIRES MOYENNES DES GLYCANNES A LIAISONS ALCALI-STABLES I 

ET ALCALI-LABILES DES IgA LACTEES D'APRES DESCAMPS (1974). 

Nature des oses 

Fuc 

Ga1 

Man 

GlcNAc 

GalNAc 

NeuAc 

Masse moléculaire 

Glycannes à liaisons 

alcali-stables 

1 

l à 2  

5 

6 

O 

1 

3.000 

alcali-labiles 

1 

4 

O 

l à 2  

1 

l à 2  

1.800 



IgA est la seule à posséder à la fois des liaisons N- et O-glycosi- 1 
diques. Pour les IgAl (Protéine BUR) les oligosaccharides sont au nom- 

bre de 3 et liés N-glycosidiquement à la protéine (LIU & &., 1976). 
Deux des glycannes sont localisés sur le fragment Fc et le dernier sur 

la zone variable. 11s sont liés aux résidus d'acide aspartique 28, 263 

et 459. Les 5 O-glycannes sont situés sur la "hinge region" et liés 

aux résidus de sérine 224, 230, 232, 238 et 240. 

Pour la chaîne a lfallotype Azm(2) (protéine BUT) 2 
et l'allotype A2m(l) (protéine LAN) la délétion au niveau de la "hinge 

region" entraîne l'absence des O-glycannes. Deux des N-glycannes pré- 

sents dans la chaîne a subsistent. Il existe, d'autre part, en plus, 1 
trois oligosaccharides pour Azm(2) et deux de plus pour A2m(l). 

La distribution des glycannes dépend de la présence 

du tripeptide accepteur Asn-X-Thr/Ser avec X représentant tous les aci- 

des aminés exceptés la proline. Ces résultats sont rassemblés dans la 

Fig. 18 ; p. 84. La localisation des oligosaccharides sur les chaînes 

a est étudiée de manière comparative pour une chaîne y d 'une 

IgG humaine (EDELMAN & d., 1969), une chaîne p d'une IgM humaine 

(SHIMIZU & d. , 197 1 ; PUTNAM & &. , 1973) , une chaîne E d'une IgE 

humaine (BENNICH et BAHR-LINDSTROM, 1974) et une chaîne 6 d'une IgD 

humaine (DEBUIRE et PUTNAM, 1982) . 

a - Rôle de la partie peptidique : 
Le comportement différent des IgA aux attaques protéo- 

A 

lytiques peut être du aux différences structurales existantes entre 

les chaînes a et a2. La perte de la zone charnière chez les IgA pour- 
1 2 

rait rendre cette molécule plus résistante. La délétion pourrait 

entraener un changement de configuration qui diminuerait l'affinitg 

de l'enzyme m u r  le substrat . Ce changement de conformation 
pourrait également être en relation avec 1' absence de ponts disulfureç 
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interchaînes (MOTA, 1977). De plus, la zone charnière permet la grande 

flexibilité de la molécule. Elle délimite sur la molécule dlIgA, deux 

fragments : le premier (Fab) qui participe avec la chaîne légère 

à la formation, du site anticorps et le second cristallisable (Fc) 

qui possèdede nombreuses autres fonctions dont la fixation du 

complément et la fixation aux cellules. Les déterminants antigéni- 

ques des chaînes lourdes sont retrouvés sur le fragment Fc. 

b - Rôle de la partie glucidique : 
Plusieurs rôles ont été proposés pour les glucides des 

immunoglobulines. Il a été suggéré par MARSHALL, 1972 ; CLAMP, 1975 ; 

PUTNAM, 1977 et SILVERTON d d., 1977) que les glucides augmentent 
la solubilité et jouent un rôle d'espaceur entre les domaines (Fig. 19 ; 

p. 86). Ils seraient impliqués dans les mouvements intracellulaires 

des glycoprotéines et dans leur sécrétion (MELCHERS, 1973 ; WEITZMAN 

et SCHARFT, 1976 ; HICKMAN (LX d., 1977). L'hydrophilie des sIgA due 

à leur forte teneur glucidique pourrait être impliquée dans le phéno- 

mène de non-préci~itabilité de cet anticorps (HEREMANS, 1974). 

La présence des glycannes à des positions homologues 

dans les immunoglobulines humaines et animales (Fig. 18 ; p. 84) n'in- 

dique pas seulement que la séquence acceptrice a été conservée en face 

des grands changements de la structure primaire des immunoglobulines 

des différentes classes et espèces, mais suggère aussi que le maintien 

de leur position a une signification structurale et fonctionnelle. 

C - ETUDE DE LA PIECE DE JONCTION 

La pièce de jonction est caractérisée pour la première 

fois en 1970 par HALPERN et KOSHLAND. Elle est synthétisée par les 

plasmocytes (PARKHOUSE, 1972 ; HALPERN et COFFMAN, 1972 ; RAAM et IN- 

MAN, 1973) et ne présente aucune homologie structurale avec les chaî- 

nes légères et les chaînes lourdes. 
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Elle est appelée "J chain" (joining chain) car de nom- 

breux auteurs lui ont attribué un rôle dans la polymérisation (MORRIS- 

SON et KOSHLAND, 1972 ; HALPERN et COFFMAN, 1972 ; PARKHOUSE et DELLA 

CORTE, 1973 ; DELLA CORTE et PARKHOUSE, 1973 ; CHAPUIS et KOSHLAND, 

1974 ; 1975 ; HAUPTMAN et TOMASI, 1975). 

Elle est associée covalemment aux immunoglobuli- 

nes polymérisées IgA et IgM dans le rapport stoechiométrique d'une 

mole de chaîne J par mole d'in?munoglobuline polymérisée (HALPERN et 

KOSHLAND, 1973 ; CHAPUIS et KOSHLAND, 1975 ; MESTECKY & d., 1972b 

et MORRISSON et KOSHLAND, 1972). Elle a été caractérisée chez de nom- 

breuses espèces de mammifères par PARKHOUSE, 1972 ; WEINHEIMER & &. , 
1971 ; ZIKAN, 1973 et O'DALY et CEBRA (1971a). 

Les travaux de BRANDTZAEG (1976a) sont en faveur de 

l'existence de 2 chaînes J par dimère d'IgA et de 3 à 4 par pentamère 

d' IgM. 

La pièce de jonction des IgA est très semblable à celle 

trouvée dans les IgM (CHAPUIS et KOSHLAND, 1975) par sa composition 

en acides aminés, par sa carte peptidique, ses propriétés imunologi- 

ques et physico-chimiques. Les immuns séra anti-chaîne J humaine réa- 

gissent fortement avec les chaînes J provenant de toutes les espèces 

animales ce qui implique une inhabituelle stabilité dans l'évolution 

de ce polypeptide. 

1 - P t r Z p W o n  de la chatne de jonction : Les méthodes 

d'isolement de la chaîne J commencent évidemment par la coupure des 

ponts disulfuresqui lient cette chaîne au polymère. Ceci est fait 

par réduction-alkylation ou bien par sulfitolyse (FRANEK et ZIKAN, 

1964). Les étapes de purification tiennent compte surtout de l'acidité 

de la chaîne J, ainsi que de sa masse moléculaire faible. Ces études 

de préparation ont été effectuées sur les chaînes J humaines par MES- 

TECKY & &., 1972b; MEINKE et SPIEGELBERG, 1971, sur les chaînes J 

de Lapin par O'DALY et CEBRA (1971b), de Chien par KEHOE G a. (1972) 
et de Porc par ZIKAN (1973). 



2 - 2 : L'étude de la masse 
moléculaire de la chaîne J des IgA sériques dimériques, des IgA de 

sécrétion et des IgM de différents mammifères soulève quelques contro- 

verses. En général, la chaîne J est considérée comme une simple chaî- 

ne de masse moléculaire comprise entre 15.000 et 26.000 daltons. Cepen- 

dant d'autres auteurs : KOWNATZKI et BAHR (1974) et RICARDO et cd., 

1974) trouvent une masse moléculaire de l'ordre de 30.000 daltons, 

ce qui tend à faire penser que la chaîne J existerait sous la forme 

d'une double chaîne en milieu non dissociant. Son coefficient d'extinc- 

l = 6,35. tion est de E 280 

a - Etude de la partie peptidique : 
La chaîne J renferme 129 acides aminés. Le résidu N- 

terminal est bloqué comme dans la plupart des chaînes lourdes. Elle ne 

contient pas de tryptophane, son taux élevé d'acides aspartique et 

glutamique lui confère un caractère acide. La chaîne J contient 8 cys- 

téines dont 2 sont reliées aux chaînes lourdes (MORRISSON et KOSHLAND, 

1972 ; ZIKAN, 1973 ; MESTECKY ct d., 1974). La structure primaire 

complète d'une chaîne J provenant d'une IgM a été réalisée par MOLE 

G d. (1977) (Fig. 20 ; p. 89). 

b - Etude de la partie glycannique : 
La chaîne J renferme 7,5 % de glucides (NIEDERMEIER 

& d., 1972 ; MESTECKY d., 1972a) répartis en une seule chaîne 

glycannique de type N-acétyllactosaminique (BAENZIGER, 1979) (Fig. 

21 ; p. 90) qui existe sous trois formes et qui diffère par la quan- 

tité d'acide sialique. Le glycanne est localisé sur l'acide asparti- 

que 43 conférant à cette portion dz la molécule un caractère hydrophile. 

c - Etude confomaticnnelle : 
En 1974, MESTECKY et cd., isolent à partir de la chaîneJ 



CHO 
~ r ~ - ~ l e - ~ l e - ~ a l - ~ r o - ~ e u - ~ s ~ - ~ s n - ~ r ~ - ~ l u - ~ ~ n - ~ l e - ~ e r - ~ s ~ - ~ r o - ~ h r -  

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

Cys-Asp-Pro-Thr-Glu-Val-Glu-Leu-Asp-Asn-Gln-Ile-Val-Thr-Ala- 
Gln 

Figrne 2 0 : S h c t w t e  ptumccine d' une chaZne J humdite d 'ap t~a  

MOLE a l .  





d'IgA myélomateuses par rupture au bromure de cyanogène, 3 composants. 

Le premier segment qui contient l'homosérine correspond au segment N 

terminal, le second a été identifié au segment C terminal, quant au 

dernier fragment, il correspond à l'octapeptide C terminal présent 

dans la chaîne a. La chaîne J est liée à l'avant-dernier acide aminé 

de l'octapeptide. Le site d'attachement de la chaîne J aux IgA est re- 

présenté à la figure 22 ; p. 92. L'étude structurale de la pièce de 

jonction isolée d'anticorps de Souris (CANN & d., 1982) montre de 

nombreuses homologies avec la pièce J humaine. La pièce de jonction 

serait composée de deux domaines. Le domaine Nt contenant le glycanne 

serait hydrophile et possèderait une structure f3 plissée sur 3 zones 

et une portion de structure inorganisée. Le second domaine (Ct) contient 

de nombreux acides aminés hydrophobes, 2 ponts disulfures intracaténai- 

res. Il possèderait 3 segments ayant une structure hélicoïdale (Fig. 

23 ; p. 93). 

4 - RCLe de  % pièce de jonction : La pièce de jonction 

pourrait intervenir lors de la polymérisation des immunoglobulines. 

Elle n'est présente que dans les anticorps polymériques, elle est syn- 

thétisée par les plasmocytes produisant les IgA et les IgM polymériques, 

elle est covalemment attachée à l'avant dernier résidu de cystéine des 

chaînes a et u. Ce rôle est discuté car l'existence de. molécules Pen- 

tamériques d'IgM sans chaîne J montre qu'elle ne serait pas nécessaire 

à la polymérisation (STOTT, 1976). Les expériences de rep~l~mérisation 

v h  des monomères en présence ou en absence de chaîne J n'ont 

pas été concluantes (KOWNATSKI, 1973 ; BEALE, 1974 ; ESKELAND, 1974), 

bien que PARKHOUSE et DELLA CORTE (1973) montrent que la polymérisation 

des IgA et des IgM peut s'effectuer en présence de la chaîne J et d'un 

enzyme du foie qui permet l'échange des ponts disulfures. 

La chaîne J serait impliquée dans l'assemblage des molé- 

cules d'anticorps à partir des chaînes lourdes et légères. Le fait que 

la pièce J soit présente dans le compartiment intracellulaire des plas- 

mocytes produisant des anticorps monomériques (BRANDTZAEG, 1974a ; KAJI 



CHAINE a 
I 

(1I2N) - ~e t- la-^ lu-va?-~sp-~ly-Thr-~ys-~yr (COOH) 
I 1 

S 
1 
S 

l 

ide ti-~sp I (COOH) 

S s 
- ( C 9 0 )  1 1 

S 

PCA 

f.i\ c que d' 1gA hwndne, d'aptrèd MESTECKY eX de. i 7974 1. 

\ tiL;ij 
u 



Figuhe 23 : Madèee n~2uctwu.t de l a  chcüne J y~/ropodant l ' e d t e n c e  

de 2 domaina : un damaine hydnoph.Lle N-tetuninul ct un 

domaine hgdtLophabe C- tudna l  i CANN d d.  , 19  82  1 . 



et PARKHOUSE, 1974 ; BRANDTZAEG et BERDAL, 1975 ; BRANDTZAEG, 1976a ; 

MESTECKY e# d., 1977 ; SARASOMBATH & d., 1977 ; MOSMANN & d., 

1978 ; BLWDTZAEG & d., 1979), et qu'elle ne soit jamais présente 

dans les immunoglobulines de surface suggère pour cette protéine un 

rôle dans l'assemblage des anticorps (MESTECKY et d., 1977). Ces au- 

teurs ont montré qu'une molécule d'IgA1 monoclonale sans pont disul- 

fure interchaîne avait été synthétisée par des cellules qui ne Sem- 

blaient pas contenir de chaîne J. 

La chaîne J pourrait également jouer un rôle lors de 

l'externalisation des anticorps (MESTECKY G cd., 1980b). En effet, 

la pièce de jonction serait additionnée peu avant ou durant la sécré- 

tion. 11 a cependant été décrit que les cellules de patients atteints 

de myélome non-sécréteur synthétisaient la pièce de jonction. Enfin, 

KAJI et PARKHOUSE (1975) décrivent l'existence de protéines monoclo- 

nales excrétées bien que les plasmocytes ne soient pas capables de 

produire la chaîne J. 

La seule fonction bien établie de la pièce de jonction 

concerne la formation des immunoglobulines de sécrétion à partir d'un 

polymère d'IgA ou d'IgM et de la pièce de sécrétion (ESKELAND et BRAND- 

ZAEG, 1974 . RADL & &. , 1974 ; BRANDTZAEG, 1976b), la quantité de 

pièce de sécrétion fixée est d'ailleurs en relation directe avec la 

quantité de chaîne J présente (BRANDTZAEG, 1976b). L'association cova- 

lente de la chaîne J aux chaînes lourdes modifie probablement la con- 

formation des chaînes a permettant l'accès à la pièce de sécrétion 

(MESTECKY & d., 1974). Des altérations de la conformation des chaînes 

a pourraient expliquer pourquoi certaines IgA dimériques sans pièce 

de jonction se lient au composant sécrétoire (TOMASI et CZERWINSKI, 

1976). 

La pièce de jonction pourrait contrôler l'immunité hu- 

morale ou la différecciation des cpllules B. Des expériences .in v&to 

indiquent que l'activation des cellules B inclue un signal de la syn- 



thèse de nova des chaînes J (MATHER et KOSHLAND, 1977 ; MESTECKY & 

d., 1977 ; RASCHKE & d., 1979). L'expression cytoplasmique de la 

chaîne J a lieu bien avant celle des immunoglobulines ( N A G U R A ~ ~ .  (1979). 

La pièce J de sécrétion est présente dans tous les lymphocytes nor- 

maux sécrétant des IgM et des IgA polymGriques. Elle est retrouvée 

dans des plasmocytomes de Souris (PARKHOUSE, 1972), dans les plasmo- 

cytes normaux humains synthétisant des IgG, IgA, IgM et IgD (BRANDT- 

Z ~ G ,  1974a ; 1976c ; BRANDTZAEG & U R . ,  1979 ; KORSRUD et 

BRANDTZAEG, 1980a) dans les cellules blastiques activées des centres ger- 

minatifs des follicules de l'amygdale produisant des IgG (BRANDTZAEG 

et BERDAL, 1975) et dans les cellules malignes productrices d'IgG 

(BRANDTZAEG et BERDAL, 1975). La synthèse de la chaîne J serait 

déclenchée dans les lymphocytes B immatures à partir de la phase 

précoce de la stimulation antigénique (BRANDTZAEGY1976c). La pièce J, 

non sécrétée des plasmocytes à IgG, serait stockée puis dégradée (MOS- 

MANN &-t d., 1978). La pièce de jonction semble donc bien être un mar- 

queur des lymphocytes B dans les premiers stades de la différenciation 

(KORSRUD et BRANDTZAEG,1981 ). 11 ressort de cette étude que la pro- 

duction de monomères et de dimêres représente un stadedifférent du déve- 

loppement de la même population cellulaire (BRANDTZAEG,1976c ; BRANDT- 

ZAEG G &., 1979 ; KORSRUD et BRANDTZAEG, 1981b). MASON et STEIN (1981) 

ont trouvé des cellules de lymphomes qui synthétisent de la chaîne J 

sans produire d'anticorps. Ceci sembleconfirmer que les lym7hocytes B 

peuvent synthétiser la chaîne J sans produire simultanément des immuno- 

globulines,contrairement aux observationsde MESTECKY & &. en 1977. 

D - ETUDE DE LA CHAINE DE SECRETION 

La pièce de sécrétion de nature glycoprotéinique est 

synthétisée principalement par les cellules épithéliales dans les mem- 

branes des muqueuses et dans les glandes exocrines (RRANDTZAEG, 1974b ; 

POGER et LAM,  1974). 



Elle existe sous trois formes : libre dans les milieux 

biologiques, intégrée aux membranes des cellules épithéliales ou de 

l'hépatocyte, conjuguée aux IgA ou aux IgM polymériques. Elle est le 

récepteur membranaire des anticorps polymériques. 

a - Etude de la pièce de sécrétion libre des milieux biologiques : 
Elle est caractgrisée pour la première fois par SOUTH 

&t d. (1966) dans la salive de sujets déficients en IgA et plus tard 

dans d'autres sécrétions (HAVEZ &t &.,1966a; 1966b ; HANSON et JOHANSSON, 

1967 ; REMINGTON et SCHAFFER, 1968). Elle existe avec les IgA dans le 

colostrum humain (BRANDTZAEG & d., 1968 ; NEWCOMB & d., 1968) dans 

l'urine (TOMASI et BIENENSTOCK, 1968) et dans les excrétions nasales 

(NEWCOMB cd., 1969). 

Le taux le plus élevé de pièce de sécrétion libre se 

trouve dans le colostrum. En effet, pour 100 ml de milieu biologique, 

il existe 1,2 ; 3 ; 40 et 209 mg de pièce de sécrétion respectivement 

dans la sécrétion parotidienne, dans la salive, dans le lait de Femme 

et dans le colostrum humain. 

La pièce de sécrétion libre a été préparée à partir de 

colostrum humain par : TOMASI et BIENENSTOCK, 1968 ; KOBAYASHI, 1971 ; 

Van MUNSTER &t d., 1971 ; LAMM et GREENBERG, 1972 ; BRANDTZAEG, 1974~ ; 
WEICKER et UNDERDOWN, 1975 et UNDERDOWN &t d., 1977. Les derniers au- 

teurs utilisent la chromatographie d'affinité sur colonne d1IgM-Sepha- 

rose. 11 faut signaler qu'un des principaux contaminants des prépara- 

tions de pièce de sécrétion est la lactotransferrine, de masse molécu- 

laire très voisine qui forme de nombreux complexes. 



La dernière étape de purification est souvent une chro- 

matographie d'afrinité sur IgA polymérisées immobilisées (UNDERDOWN 

et SOCKEN, 1978). 

Elle a un coefficient de sédimentation sO d ' envi- 
209~9 

ron 4,3 ; et un coefficient d'extinction molaire E P. loO d'envi- 280 nm 

ron 12,66 (KOBAYA~HI, 197 1). Sa masse moléculaire est d'environ 80.000. 

Elle présente, en effet, une hétérogénéité demasse  ALT TA MIRA NO^;^^., 1980 ; 

KÜHN et KRAEHENBUHL, 1981) : 65.500 - 70.800 dans la bile de Rat ; 
55.000 - 83.000 dans la sécrétion lactée du Lapin ; 73.200 - 80.400 
dans le lait humain et une hétérogénsité de charge : le pHi varie de 

4,25 (bile de Rat) à 4,12 (lait humain). 

L'étude comparative de la composition en acides aminés 

des chaînes sécrétoires libres ou liées est rassemblée dans le Tableau 

X ; p. 98. Elle montre que ces deux protéines sont identiques. La pièce 

de sécrétion ne possède pas de méthionine, cette absence est intéres- 

sante et peut servir de critère de pureté. Le nombre de groupements 

thiols est élevé, il permet une stabilisation par covalence de 

la molécule avec le dimère d' IgA (BRANDTZAEG, 1974d). D'après LAMM et GREEN- 

BERG(1972), il n'y aurait pas de SH libre mais un pont disulfure la- 

bile grâce auquel cette molécule se fixerait aux IgA dimériques. Le 

taux de glycocolle très élevé (10 % des acides aminés totaux) con- 

fère à la pièce de sécrétion une structure flexible. 

La séquence NH2 terminale de la pièce de sécré- 
- 

tion de nombreux mammifères est identique (KOBAYASHI, 1971 ; Van 

MUNSTER & d., 1971 ; LAMM et GREENBERG, 1972 ; BRANDTZAEG, 1974e ; 

CUNNINGHAM-RUNDLES &cd., 1974 ; SLETTEN & d., 1975 ; THOMPSON & de., 

1975 ; LABIB & d., 1976). Il s'agit de la séquence suivante : 



- 98 - 

TABLEAU X 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

DE LA PIECE DE SECRETION LIBRE ET LIEE 

-- 
I N.D. : non déterminé 

Pièce de 
sécrétion liée 

LAMM et 
GREENBERG 

1972 

999 

691 

9,8 

10,9 

594 

9,6 

5,4 

z95 

991 

O 

3,1 

9,2 

3,5 

390 

290 

498 

l90 

4,6 

Pièce de 
p. 100 sécrétion libre 

SLETTEN &t dP. 
1975 

ASP 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

GlY 

Ala 

Cys t ine / 2 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

T ~ P  

LYS 

Hi s 

Arg 

10,7 

596 

8,O 

11,O 

593 

998 

6,1 

393 

8,7 

O 

3,9 

g 9 1  

490 

392 

N.D. 

595 

0, 9 

4,9 



La pièce de sécrétion de masse moléculaire 80.000 dal- 

tons renferme environ 20 % de glucides(LAMM et GREENBERG, 1972 ; SLETTEN 

& d., 1975 ; PURKAYASTHA & d., 1979). Ceci implique, compte tenu 

que la masse moléculaire moyenne d'un glycanne de type N-acétyllacto- 

saminique est d'environ 2 000 daltons, l'existence de 7 à 8 glycannes 

par pièce de sécrétion. Les résultats de la composition molaire mon- 

trent l'absence de résidus de N-acétylgalactosamine (KOBAYASHI, 1971 ; 

van MUNSTER (LA: d., 1971 ; PURKAYASTHA & d., 1979). Récemment MIZO- 

GUCHI & d. (1982) ont décrit les structures des glycannes présents 
dans la pièce de sécrétion. Ce sont tous des glycannes de type N-acé- 

tyllactosaminique sialylés ou non, fucosylés ou non, biantennés pos- 

sédant parfois des résidus de fucosyl N-acétyllactosamine supplémen- 

taires (Fig. 24 ; p. 100). 

b - Etude de la pièce de sécrétion membranaire : 0 1,' s 
C l l L Z  

La pièce de sécrétion est localisée au niveau de la O 
membrane basolatérale de nombreuses cellules épithéliales : l'enté- 

rocyte (BROWN G d., 1976 ; 1977 ; BRANDTZAEG et BAKLIEN, 1976 ; 

ISOBE (LA: d., 1977 ; CRAGO & d., 1978), le mammocyte (KRAEHENBUHL 

et d., 1975 ; HALSEY G/t d., 1980), les cellules des muqueuses bron- 

chique (MARTINEZ-TELL0 (LA: d. , 1968 ; TOURVILLE & d. , 1 969 ; GOOD- 
MAN (LA: d., 19811, colonique (CRAGO (LA: d., 1978 ; HARRIS et SOUTH, 

198 1 ; HUANG ek d. , 1976 ; NAGURA ek d. , 1979) , urinaire (TOURVILLE 
et d., 1969 ; LEMAITRE-COELHO (LA: d., 1977), génitale (OGRA d., 

1972 ; TOURVILLE & d., 1970), dans les cellules des glandes exocri- 

nes (LAMM, 1976 ; TOMASI et GREY, 1972 ; FRANKLIN & d., 1973). 

Elle est trouvée également dans la membrane hé~atocytaire de Rat (HOPF 

(LA: d., 1978 ; ORLANS & d., 1978 ; JACKSON & d., 1978 ; ZEVENBER- 

GEN d., 1980), de Lapin (MOSTOV (LA: d., 1980). Le taux de pièce 

de sécrétion dans les membranes est difficilement appréciable. Il y 

aurait de 260 à 7000 sites sur la cellule mammocytaire de Lapin 

(KÜHN et KRAEKENBUHL, 1979a) et au moins 200.000 sur l'hépatocyte de 

Lapin (KÜHN et KRMBENBUHL, 1981). 
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a) Pxépm&un de l a  pièce de ~Qci té f ion  membtranahe : 

La pièce de sécrétion a été isolée des membranes plas- 

miques dfhépatocytes et de mamocytes de Lapin par solubilisation 

dans le désoxycholate de sodium et par immuno-adsorption (KÜHN et 

KRAEHENBUHL, 1981). 

La pièce de sécrétion membranaire de Lapin isolée par 

KÜHN et KRAEHENBUHL (1981) est très hétérogène du point de vue de la 

masse moléculaire. Il existe 4 formes transmembranaires de masse ap- 

parente 120.000 ; 116.000 ; 95.000 et 91.000. Ces masses sont plus 

élevées que celles rapportées par MOSTOV & d. (1980) lors de la 

traduction i n  v a 0  du mRNA de mammocyte et de l'hépatocyte de Lapin. 

Toutes ces molécules sont codées par un mRNA distinct. Le polymorphis- 

me génétique existe, il a déjà été décrit par KNIGHT (?;t d. en 1974 

pour la pièce de sécrétion de Lapin. La carte peptidique révèle une 

homologie structurale entre les deux formes membranaires de masse mo- 

léculaire élevée et la pièce de sécrétion libre tendant à prouver qu' .. 
elles sont les précurseurs de la pièce de sécrétion libre (KUHN et KRAE- 

HENBUHL, 1981). La pièce de sécrétion proviendrait d'un clivage en- 

zymatique de la piêce de sécrétion membranaire, un peptide de 35.000 

resterait inséré dans la couche lipidique. Le devenir de ce peptide 

n'est pas encore connu. 

c - Etude de la pièce de sécrétion liée aux immunoglobulines 
de sécrétion 

La pièce de sécrétion se trouve associée aux IgA di- 

mériques (TOMASI & &., 1965) et aux IgM pentamériques (BRANDTZAEG, 

1975) dans les sécrétions externes. 

a)  P~QpmmXan de l a  pièce de aécitUion fiée : 

Les méthodes couramment utilisées sont celles de TO- 

MASI et BIENENSTOCK, 1968 ; KOBAYASHI, 1971 ; BRANDTZAEG, 1970 ; LAMM et 



GREENBERG, 1972 ; JERRY et KUNKEL, 1972. Les conditions douces de ré- 

duction et d'alkylation données par BRANDTZAEG (1971~) permettent d'iso- 

ler la pièce de sécrétion avec 3 déterminants antigéniques intacts. 

L'étude comparée des propriétés physico-chimiques de 

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

Leur composition en acides aminés (Tableau X ; p. 98 ) confirme ces 

données. La masse moléculaire est d'environ 80.000 dans les IgA humai- 

nes et de 60.000 chez les IgA de Lapin (OIDALYetCEBRA, 1971a)carelle 

présente une délétion de 10.000 dans la portion NH2-terminale (LAMM et 

GREENBERG, 1972). La pièce de sécrétion est liée covalemment à 1' 

un des deux monomères qui constituent le dimère dlIgA,par deux ponts 

disulfures (CUNNINGHAM-RUNDLES et LAMM, 1975 ; LINDH et BJORK, 1976 ; 

UNDERDOWN et d., 1977 ; GARCIA-PARDO &t d., 1979 ; GARCIA-PARDO ei t  

d. , 1981), au fragment Fc (MEHTA et&. , 1973). 

Les IgA sériques et les IgA de sécrétion présentent 

des différences immunologiques (TOMASI & d., 1965). Elles sont dues 

aux différents déterminants antigéniques de la pièce de sécrétion. 

La liaison non-covalente de la pièce de sécrétion au 

dimère d'IgA met en évidence un déterminant antigénique dénommé par 

van MUNSTER & d. (1969) et par BRANDTZAEG e;t d. (1970) , le déter- 
minant "1" ou inaccessible. Ce déterminant devient caché lors de la 

formation complète des IgA de sécrétion (Fig. 30 ; p. 123). 

Le déterminant "A'' qui est accessible existe toujours 

dans la molécule. 11 se divise en 2 groupes : le déterminant A sen- 1 
sible aux agents réducteurs et le déterminant A2 non sensible. 

Il existe de plus, un déterminant C (conformationnel) 

dans la molécule d'IgA de sécrétion qui n'existe pas ou qui n'est pas 

accessible quand la pièce de sécrétion est libre. 



Un nouveau déterminant antigénique différent des pré- 

cédents a été mis en évidence par ISCAKI & &. (1978). Il est appelé 

R (résistant au 2-mercapto-éthanol), il est partiellement caché et 

localisé près du site de fixation de la pièce de sécrétion aux IgA. 

Les derniers travaux de ISCAKI et d. (1981) dénombrent au moins 16 
déterminants antigéniques différents sur la pièce de sécrétion libre 

et 12 sur la pièce de sécrétion liée aux sIgA. Il y existe donc bien 

un certain nombre de déterminants cachés dans la molécule ~ ' s I ~ A .  Ces 

résultats semblent établir qu'au moins un quart de la molécule de 

pièce de sécrétion est impliqué dans la liaison avec les I g A .  

ô )  Ekude de l1a146in.i$é pièce de aémé;tion - hmunogLo- 
butina polymédéa 

D'après WEICKER et UEJDERDOWN (1975), la pièce de sécré- . 

tion a la même affinité pour les différentes sous-classes dlIgA'ainsi 

que pour les IgM. Pour BRANDTZAEG (1977), la pièce de sécrétion a plus 

d'affinité pour les IgM que pour les IgA. L'affinité relative de la 

pièce de sécrétion pour les IgA et les IgM peut influencer la concen- 

tration de chacune de ces classes dans les sécrétions externes. Cette 

affinité a été étudiée par SOCKEN et UNDERDOWN (1978). La pièce de 

sécrétion se lie aux IgM humaines 2,5 fois mieux qu'aux dimères d'IgA 

humaines tandis qu'elle se lie 7 fois moins bien aux IgM de Lapin 

qu'aux dimères d'IgA de Lapin, L'affinité dépend à la fois de la clas- 

se de l'immunoglobuline et de l'espèce animale. Les IgA dimériques se 

lient de la même façon aux 4 différentes formes de la pièce de sécré- 

tion membranaire (KÜHN et KRAEHENBUHL, 1981) de Lapin. La constante 
d'affinité apparente des IgA dimériques pour la pièce de sécrétion 

des membranes mammocytaires de Lapin est de 1 nM (KÜHN et KRAEHENBWL, 

1979a), ce paramètre diffère de ceux rapportés lors de l'interaction 

IgA dimérique-pièce de sécrétion libre (KÜHN et KRAEHENBUHL, 1979 b). 

La capacité de fixation des IgA dimériques aux membranes est en rela- 

tion directe avec la quantité de pièce de sécrétion liée aux membra- 

nes. Après purification de la pièce de sécrétion membranaire, la cons- 

tante d'affinité est de l'ordre de 10 nM (KÜHN et KRAE'HENBUHL, 1981), 



soit très semblable à la constante d'affinité mesurée lors de l'inter- 

action avec la pièce de sécrétion libre (K-UHN et KRAEHENBUHL, 1979b). 

2 - RÛLe de La pièce de aécrtéaXan : Différents rôles 

ont été attribués à la pièce de sécrétion : la protection des IgA vis- 

à-vis des enzymes protéolytiques LINDH (1975) ; le transport des IgA 

à travers la surface épithéliale SOUTH a d. (1966), BRANDTZAEG 

(1974f) ; le transport des IgA polymériques du sérum vers la bile 

(FISHER d., 1979) et l'attraction des lymphocytes circulants à 

IgA de surface vers les membranes des muqueuses (GUY-GRAND a d., 
1974 ; STROBER et de., 1976). 

a - Protection des sIaA : 
La pièce de sécrétion protège les IgA d'enzymes protéo- 

lytiques (TOMASI et CZERWINSKY, 1968). Les sIgA sont plus résistantes 

que les IgA sériques aux enzymes : trypsine et chymotrypsine (BROWN 

et d., 1970), pepsine (SHUSTER, 1971), papaïne (GHETIE d., 1971 ; 

GHETIE et MOTA, 1973). Le traitement enzymatique des IgA de sécrétion 

et des IgA dimériques montre que la pièce de sécrétion augmente la ré- 

sistance de la molécule à la protéolyse (LINDH, 1975). 

b - Transbort des IeA au travers des cellules é~ithéïiaies : 
L'immunité des muqueuses est essentiellement due'à la 

présence d'anticorps polymériques sécrétoires protégeant les surfaces 

épithéliales vulnérables à la pénétration d'antigènes. Ces anticorps 

sont sélectivement et vectoriellement transportés au travers des cel- 

lules épithéliales par un récepteur spécifique. Ce récepteur est fina- 

lement sacrifié par protéolyse et une partie reste associée à l'immunoglo- 

bulinepour la protéger des protéases présentes dans l'environnement 

mucosal (KÜHN et KRAEHENBUHL, 1982). Ce phénomène constamment solli- 

cité au niveau des cellules épithéliales des tractus gastro-intestinal, 

respiratoire et autres est effectif en fin de grossesse et pendant la 

lactation dans le mammocyte (ROUX et d., 1977 ; LAMM eX d., 1977 ; 
HALSEY & d., i980). Les modèles de transport trans-épithélial des 



anticorps décrits ces quinze dernières années sont rassemblés dans la 

revue générale de BRANDTZAEG (1981). 

La pièce de sécrétion agit comme un récepteur convoyeur 

membranaire. Les étapes successives du transfert sont les suivantes 

(Fig. 25 ; p. 106) : 

1 - Accumulation de la pièce de sécrétion dans le reticulum endoplas- 
mique rugueux, glycosylation dans les sacs de Golgi (KRAEHENBUHL 

&t d., 1975 ; CRAGO et d., 1978 ; SOCKEN & d., 1979). 

2 - Insertion de la pièce de sécrétion dans la membrane basolatérale 
(NAGURA et de., 1979 ; KÜHN et KRAEHENBUHL, 1979b). La pièce de sé- 

crétion est une protéine amphiphilique dont la partie hydrophobe 

est insérée dans la couche lipidique membranaire. 

3 - La pièce de sécrétion arrive au niveau de la membrane basale où 
elle agit comme récepteur des IgA dimériques. 

4 - Les IgA polymériques synthétisées par les cellules plasmatiques de 
la -b,m&a pkaphia  ou dérivant de la circulation se fixent par des 

interactions non-covalentes au composant sécrétoire (KÜHN et KRA- 

EHENBUHL, 1979b). 

5 - Le complexe est internalisé par endocytose et une stabilisation 
par des liaisons covalentes peut avoir lieu. La participation lors 

de l'endocytose des "coated pits" est discutée. Le transfert est 

inhibé par la colchicine suggérant que la tubuline ou les microtu- 

bules sont impliqués (NAGURA de., 1979 ; MULLOCK &t d., 1980) . 
6 - Le clivage de la pièce de sécrétion membranaire se fait durant le 

transfert, un peptide de 35.000 reste ancré. Son devenir n'est pas 

connu, il semble cependant, puisqu'il n'est pas accumulé, qu'il 

soit catabolisé par les lysosomes. La pièce de sécrétion est donc 



Figgwre 2 5 : ModUe de KÜHN et KRAEHENBUHL ( 1982) nionttrant la nqnthh  e 
de Ra pièce de ném&;tion, non paAdqe à la m m b m e ,  non 

a2.an46eht avec les  I g A  chnéhiqua dam t a  ccUuRe épahé-  

f i d e  (LU nwnénon comapondent aux expficaLionn dannéa 

p. 705 &t 707). 



un "récepteur sacrifié" (K& et KRAEHENBUHL, 1982) puisqu'elle 

n'est pas recyclée et qu'elle est définitivement exclue de la mem- 

brane épithéliale en faisant partie intégrante des molécules d'IgA 

et d'IgM de sécrétion. 

7 - Les vésicules de pinocytose fusionnent à la membrane apicale des 

cellules et déversent leur contenu : les immunoglobulines de sécré- 

tion se retrouvent libérées ainsi que de la pièce de sécrétion li- 

bre. La présence de pièce de sécrétion libre s'explique par le fait 

que la navette des vésicules de pinocytose pôle basal - pôle apical 
ne dépend pas des interactions ligand - récepteur. La molécule de 
pièce de sécrétion non liée aux IgA sera excisée malgré tout et dé- 

versée (MULLOCK & &., 1980). Puisque les récepteurs ont une demi- 

vie très courte et que beaucoupde sIgA sont synthétisées, il sera 

nécessaire d'en produire de grandes quantités. Ainsi, durant la 

lactation, la glande mammaire produit 1 gramme de pièce de sécré- 

tion en 24 heures, ce qui correspond à la synthèse d'environ 10 13 

récepteurs par seconde (?.~ÜHN et KRAEHENBURL, 1982) . 

Une possibilité supplémentaire, particulièrement appli- 

cable au tractus gastro-intestinal, serait l'apport d'immunoglobulines 

dans le lumen intestinal, au coursde l'exfoliation normale des cellu- 

les épithéliales. Ces dernières se divisent dans les cryptes de Lie- 

berkuhn et migrent en 2 à 4 jours, jusqu'au sommer des villosités, 

où elles s'exfolient dans le lumen en libérant leurs contenus inter- 

et intracellulaires. C'est ce mécanisme qui est probablement respon- 

sable de la présence de faibles quantités d'anticorps monomériques IgG 

et IgA, toujours trouvés dans les sécrétions intestinales (TOMASI, 1976). 

Il est probable que les deux mécanismes interviennent 

simultanément, le premier rendant compte du passage des anticorps de 

sécrétion, l'autre de la présence d'anticorps monomériques non sécré- 

toires. 



c - Passage des IgA dimériques dans la bile : 

a) Pm L'intmécüaihe de La pièce de .?~échékion : 

Il existe un transfert hépatique des IgA dimériques de 

Rat (ORLANS a d., 1978 ; LEMAITRE-COELHO & d., 1978 ; JACKSON & 

d., 1978 ; FISHER CZ u l  ., 1979) et humaines (FISHER G?;t d., 1979 ; 

VAERMAN et LEMAITRE-COELHO, 1979) par les hépatocytes de Rat. Ce trans- 

fert se fait du plasma à la bile contre un gradient de concentration 

(VAERMAN a , 19 7 8 ; JACKSON d. , 19 78 ; LEMAITRE-COELHO & d. , 
1978 ; ORLANS & d., 1978). Les hépatocytes de Rat synthétisent de la 

pièce de sécrétion 1 ibre (VAERMAN et LEMAITRE-COEHLO, 1979 ; ZEVENBERGEN et d., 
1980 ; ALTAMIRANO Cd d . ,  1980). La pièce de sécrétion synthétisée 

reste fixée sur la partie interne de la vésicule de Golgi, laquelle 

migre vers, puis fusionne avec la membrane cytoplasmique, exposant ain- 

si la pièce de sécrétion aux IgA sériques présentes dans l'espace de 

Disse. Avant 1' endocytose, elle serait amassée dans un domaine 

nembranaire particulier (COURTOY & a., 1982) appelé "coated pits" 
(régions spécialisées de la membrane plasmique recouvertes sur la face 

cytoplasmique par un réseau protéinique formé de clathrine : PEARSE, 

1975 ; 1976 ; 1978).L'endocytose aurait lieu par l'intermédiaire de 

ces "coated pits" (LIMET d., 1980), mais aucune donnée actuelle 

ne permet d'expliquer pourquoi les "receptosomes" (WILLINGHAM et PAS- 

TAN, 1980) provenant du bourgeonnement des "coated" vésicules ne fu- 

sionnent pas aux lysosomes lors de leur trajet intracytoplasmique, 

lorsqu ' ils contiennent des IgA de sécrétion (LIMET et d., 

1982). Ces vésicules, dont la formation est ininterrompue, transportent 

du composant sécrétoire libre ou combiné à 1'IgA et migrent vers les 

canaux biliaires où elles fusionnent avec la membrane canaliculaire. 

L'effet détergent des sels biliaires détacherait alors la pièce de 

sécrétion de la membrane, ce qui expliquerait les hautes concentrations 

de ces protéines dans la bile (RENSTON & d., 1980 ; MüLLOCK e;t d., 

1979 ; SOCKEN a d . ,  1979 ; ORLANS et d . ,  1979). 



Les IgA dimériques proviennent de la lymphe mésentéri- 

que qui les véhicule des plasmocytes intestinaux à la circulation 

générale (VAERMAN Q;t &., 1973 ; KAARTINEN et &., 1978). En effet, 

les IgA dimériques synthétisées au niveau des muqueuses sont produites 

localement sous forme d'IgA de sécrétion. Les IgA restantes collectées 

dans les canaux lymphatiques et convoyées via le canal thoracique aux 

grandes veines, deviennent circulantes jusqu'à ce qu'elles trouvent 

la veine porte où rapidement elles sont reconnues et fixées par les 

pièces de sécrétion membranaires hépatocytaires (HALL et ANDREW, 1980) 

(Fig. 26 ; p. 110). Ce système de transport existe également chez le 

Lapin (DELACROIX 4;t a l . ,  1982). La bile hépatique humaine contient 

également beaucoup dlIgA et peut-être aussi des IgA monomériques et 

des IgA dimériques (DIVES et HEREMANS, 1974 ; NAGURA Q;t &., 1981). 
La source de ces IgA n'est pas connue. La bile pourrait servir à l'éli- 

mination des IgA polymérisées sériques (TOMASI et GREY, 1972 ; HERE- 

MANS, 1974 ; KUTTEH &., 1980). Cependant, aucune preuve n'a étayé 

cette hypothèse (BROWN cZX d., 1982 ; DOOLEY et &., 1982). Pour BROWN 

&. (1982), ni le canal thoracique,ni la veine porte, ni le sang 

aortique ne contiennent des IgA dimériques en grande quantité, le 

transport hépatique n'aurait pas lieu chez l'Homme et les sIgA biliai- 

res humaines proviendraient probablement d'une synthèse locale par les 

tissus hépatobiliaires. Pour DOOLEY & d. (1982) si21à32 % des IgAdiméri- 

ques et 3 à 4,6 % des IgA monomériques sont transportées de la 1vmpf:e à 

la bile chez le Rat, seulement à 0,2 à 0,8 % des IgA polymériques et 

0,1 à 0,2 % des IgA monomériques sont transportées dans les mêmes con- 

ditions chez l'Homme. Les IgA biliaires pour ces auteurs dériveraient 

également d'une synthèse locale.  élimination des IgA dimériques de 

la lymphe par la bile permettrait de maintenir le taux de ces IgA cir- 

culantes constant. Le transport hépatobiliaire des IgA servirait à éli- 

miner les immuns complexes de la circulation (PEPPARD & &., 1981, RUS- 
SEL & &. , 1981 ; SOCKEN & &., 1981a ; 1981b ; HARMATZ & &. , 1982). 
L'élimination des complexes JgA-antigènes serait spécifique des hépa- 1 

l 

i?ocytes (RUSSEL et de . ,  1982). 
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Les IgA sériques catabolisées au niveau du foie sont re- 

connues par le récepteur spécifique des asialoglycoprotéines (ASHWELL et 

MORELL , 1971). Le site de reconnaissance du récepteur semble être les 

glycannes alcali-labiles de la zone charnière des IgAb (STOCKERT eR a&, 

1982). LesIgA1 polymériques sont mieux reconnues (50 fois plus) que les 

IgAl monomériques. Ceci peut être dûàun changement de conformation lors 

de la polymérisation qui exposerait les glycannes ou simplement à une 

augmentation de la concentration de ces derniers. La démonstration de 

la reconnaissance spécifique des IgA, in v&Y~o, par ce récepteur hépa- 
tique suggère que l'endocytose des IgA dimériques par llhépatocyte dé- 

crite précédemment, peut s'effectuer également in vivo par l'intermédiaire 

du récepteur des asialoprotéines (STOCKERT e;t cd., 1982). 

IV - CONFORMATTON DES IMMUNOGLOBULINES 

Durant ces dernières années, différentes études ont mon- 

tré que les immunoglobulines étaient constituées de domaines et que cha- 

cun d'entre eux possédait un ou plusieurs rôles biologiques bien définis. 

Nous ne possédons que peu d'information sur la structure 

tertiaire des IgA de sécrétion. Les sIgA, cependant, contiennent peu 

d'hélice a en solution aqueuse et un maximum de 40 % d'hélice a dans le 

2-chloroéthanol, un solvant dans lequel la plupart des autres protéines 

possèdent 100 % d'hélicité (TOMASI et GREY, 1972). La molécule peut prendre 

la forme d'un Y ou d'un T et l'angle entre les deux bras Fab varier de 30 à 6 0 ' ~ .  

Cependant, ces études ont été jusqu'à présent bien établies dans le cas 

des IgG. Comme il existe des relations étroites entre la conformation 

des IgG et celle du monomère des IgA, nous décrirons les connaissances 

actuelles concernant la conformation des IgG. 



- 112 - 

A - NOTION DE DOMAINE 

1 - Concept de b a e  : Les études de séquence de BOURGOIS 

et FOUGEREAU (1970) ont montré que les chaînes légères de type K ou A 

comprencent deux ponts disulfures intracaténaires formant une boucle de 

60 résidus d'acides aminés, disposés de la même manière dans les moi- 

tiés NH2 et COOH terminales. Les chaînes lourdes X possèdent 4 ponts 

disulfures intracaténaires régulièrement disposés dans 4 segments adja- 

cents (un dans chaque fragment Fab et deux dans le fragment Fc) . Ces 
fragments forment une boucle comportant une soixantaine de résidus d'a- 

cides aminés, comme dans le cas des chaînes légères. Outre ces remar- 

ques concernant la disposition des: boucles, HILL d. (1966) ont 

observé des homologies internes dans la structure primaire du fragment 

Fc des chaînes X de Lapin et deux zones d'homologie de 110 résidus 

d'acides aminés dans les chaînes légères. 

Ces observations sont confirmées par les études dlEDEL- 

MAN & do (1969) et dfEDELMAN et GALL (1969) qui postulent que les 

chaînes légères possèdent 2 domaines conformationnellement semblables : 

VL et CL et que la chaîne h en possède 4 : VH, CHI, C 2 et C 3. Le même H H 
nombre de domaines a été caractérisé dans la chaîne a des IgA par PUT- 

NAM en 1974 et par KRATZIN &t &. en 1975. Par contre les études de la 

séquence de la chaîne p d'une IgM par WATANABE &t &. (1973) et par 

PUTNAM et d. (1973) et de la chaîne E d'une IgE par BENNICH & &. 

(1974) ont révélé l'existence d'un domaine constant supplémentaire : 

CE et Cc4. Tous les domaines sont arrangés en paires (sauf le %2) par 
4 

des liaisons non covalentes (Fig. 26 ; p. 113). 

2 - Dé6hvci;tion d a  dom&nu : Chaque région d'homologie 

(segment de 110 résidus d'acides aminés) forme un "domaine" spatial 

compact stabilisé par un pont disulfure. Ces domaines possèdent une 

autonomie thermodynamique, c'est-à-dire que leur structure tridimention- 

nelle peut être acquise indépendamment des autres domaines. Cette indé- 

pendance permettrait une évolution propre de chaque domaine et expli- 



figrne 26 : Un modèee de malécuRe d'IgG, b ~ é  am d u  dannéu de 

aXddrtcrction d a  t ~ a y a ~ n  X. Chque cyfindne kepkaerilte un 

domalne compac;t (DURRINGTON, J 97 8) . 



querait que la sélection puisse favoriser l'acquisition de fonctions 

différentes par une même molécule (EDELMAN, 1970). Les domaines ont 

une masse moléculaire de 12.000 (HUBER, 1980). 

B - MISE EN EVIDENCE DES DOMAINES 

Les méthodes d'approche de la mise en évidence des do- 

maines ont été des méthodes chimiques, physiques et biologiques. Les 

clivages protéolytiques de la zone charnière ont permis l'étude confor- 

mationnelle et biologique des fragments Fab et Fc (PORTER, 1959 ; NISO- 

NOFF a &., 1960). Les méthodes physiques les plus utilisées ont été 

le dichroïsme circulaire (BJORK & d., 1971 ; GHOSE et JIRGENSONS, 

1971 ; RIESEN & cd., 1976), la microscopie électronique (GREEN, 1969 ; 

VALENTINE et GREEN, 1967) et surtout la diffraction aux rayons X (POL- 

JAK, 1975 ; 1978 ; DAVIES & &., 1975 ; BEALE et FEINSTEIN, 1976)- 

La diffraction des rayons X permet d'établir la struc- 

ture tertiaire de fragment cristallisé d'une molécule d'immunoglobuline. 

Les études sont en majorité faites sur les IgG. Les IgA ayant le même 

nombre de domaines auront sûrement une structure globale analogue. 

I - S;ttLuC/tUhe d u  damuinu : POLJAK d. (1973) ont 

établi que chacun des domaines de la région Fab d'une immunoglobuline 
O 

de type IgGl peut être inclus dans un parallélépipède de 40 x 25 x 25 A. 

Chaque domaine (Fig. 27 ; p. 115) est composé de 7 segments à peu près 

linéaires ( f ~ ~ , ~ , ~ , ~  et fy1,2,3) qui forment une structure 6 plissée 

anti-parallèle. Ces segments sont joints par d'autres segments (bl à 

b ) de longueur variable qui possèdent une structure hélicoïdale ou une 6 
structure inorganisée. A la fin de la séquence de chaque domaine, il y 

a quelques résidus (e et e ) qui ne possèdent pas de structure @-plissée. 
1 2 

Les segments fx 1 ~ 2 ~ 3 ~ 4  et ~ Y ~ , ~ Y ~  forment deux faces pa- 

rallèles reliées par un pont disulfure intrachaîne. La face y du domaine 

est allongée d'une boucle supplémentaire (E) qui établit le contact entre i 



Figuhe 2 1 : SAhuc;tuhe Mcümmionn&e d' wl domaine d ' hunag lu  bu- 

&ne é;tclbfie patr ciid&tac;tion den hayom X (EVMUNVSON et 

cd., 1975). - 
( a )  domaine vaniabXe 

( b )  domaine com;taMk 



les domaines. De nombreuses liaisons ponts disulfures se forment entre 

les couches ~plissées.~es résidus d'acides aminés situés à l'intérieur 

des deux faces sont hydrophobes. L'un d'entre-eux, le tryptophane est 

toujours retrouvé près de 2 résidus de cystéine'et contribue ainsi, à 

l'établissement d'un pont disulfure intracaténaire. 

2 - S&uC;tu&e d u  Lvl ; tm-domdn~ : La zone charnière qui 
est liée covalemment aux fragments Fc et Fab , a une structure pri- 
maire et tertiaire particulière. Cette région centrale consiste en 2 

hélices de poly-L-proline parallèles reliées par deux ponts disulfures (COL- 

MAN eit &., 1976 ; MARQUART & &., 1980). Cette double hélice est cour- 

te chez les IgGl et très longue chez les IgG (MICHAELSON & &., 1977) 
O 3 

où elle pourrait atteindre 100 A de long. Ce segment de poly-L-proline 

est rigide, mais il est accolé de chaque côté de segments flexibles 

(MARQUART & d., 1980 ; DEISENHOFER, 1981). Cette rigidité due à l'hé- 

lice permet un mouvement indépendant des bras Fab de la partie Fc. 

L'importance de la zone charnière dans la flexibilité de la molécule 

d'anticorps est évidente (MARQUART et DEISENHOFER, 1982). 

3 - Locdhakian  den  unité^ g&ycmLquen : Toutes les 

chaînes lourdes possèdent des oligosaccharides. Leur localisation est 

représentée dans la Fig. 28 ; p. 11 7). 

Les glycannes, à cause de leur taille et de leur hydro- 

philie sont exclus de l'intérieur des domaines et peuvent ainsi influ- 

encer les contacts inter-domaines. 

C - CONTACTS INTER-DOMAINES 

La molécule d'immunoglobuline possède un axe central de 

symétrie et deux axes latéraux au niveau des fragments Fab (Fig. 26 ; 

p. 110). Le schéma de DORRINGTON (1978) montre les interactions qui 

peuvent exister : interactions protéine-protSine, interactions protéi- 

ne-glycanne. Les interactions protéine-protéine sont soit des interac- 



- Figuhe 2 8 : L o c ~ a t i o n  d u  gCyccuzuzu à l ' i n t éheuh  dl  un domaUze 

( EVMUNVSON ct a l .  , 19 75 ) pouh lu &ddétteviken d a n  en 
d l i m m u n o g l o b ~ n ~ .  L e n  1gG o n t  un nLte de d i x d o n  POL& 

C1oe*gosacchahide en ( c )  d m  Ce domaine C y p  LG IgM o n t  
un de ~ i r a t i o n  daizs l e  domaine Cu, ( 6 ) e t  d m  l e  do- 

maine C u 2  (hl et 2 d m  Ce domaine C u 3  ( a  et c ) .  L e n  IgE 

o n t  3 ni .13~~ de y x d o n  d m  l e  domaine CE,  ( g ,  d et h ) ,  

un  dan^ l e  domaine  CE^ (6) et deux dana Ce domaine C c 3  
l . ! i , '$  

(cl . i o l l t a  l e s  I g A  ont un nLte commun d m  l e  domaine (, ,, l) 
C a 2  l e ) .  L e n  authen n i t e n  n o n t  octuén au niveau de l a  L J  

"kinge ~eg ion" ,  du domaine Ca,, de l a  aégion entne les  
domainen C a 2  et C u 3  et de llexAténK*é C t e m i n d e  de Ca 

c h h e  polypep;tickque. 



tions mineures longitudinales entre les domaines C et V de la chaî- L L 
ne légère ou entre les domaines Cyl et V et C G  et Cy3 de la chaîne 

H 
lourde, soit d'interactions majeures latérales entre les domaines V H 

' etCL,CLetC et entreles 2 domaines Cy3 (Fig. 26 ;p.llO).Les y1 
interactions longitudinales (ou cis) font intervenir des liaisons hy- 

drogène tandis que les interactions latérales (ou trans) font interve- 

nir des liaisons de Van der Waals (MARQUART et DEISENHOFER, 1982). Les 

résidus participant aux contacts latéraux des domaines variables et 

constants sont soit invariants soit remplacés par des résidus homolo- 

gues dans les différentes classes d'anticorps et même chez des espèces 

différentes. Il existe, de plus, des interactions protéine-glycanne. 

Les glucides occupent une position fixe dans la molécule. 11 existe 

dans le domaine Cy2 quelques liaisons hydrogène entre le domaine et la 

chaîne hydrocarbonée, mais les interactions dominantes sont de nature 

hydrophobe. La chaîne glycannique prend une conformation en "TT' et cou- 

vre, en effet, une partie hydrophobe de la molécule composée de rési- 

dus de phenyl-alanine 241, de valine 243 et 262, tyrosine 296, thréoni- 

ne 260 et arginine 301 (Fig. 19 ; p. 86). Le domaine Cyl est en contact 

avec le domaine Cy2 par l'intermédiaire des glycannes. Il en est de mê- 

me pour les domaines Cy2. Par contre, le domaine CL n'a d'interac- 

tions ni avec le domaine CH2 ni avec la chaîne glycannique (Fig. 19 ; 

p. 86 et Fig. 26 ; p. 110). 

D - ROLE DES DOMAINES 

L'hypothèse d'EDEUIAN eX a l .  (1969) proposant que les 

différents domaines des immunoglobulines pouvaient avoir différentes 

fonctions biologiques, s'est révélée être juste. En effet, les recher- 

ches actuelles ont permis d'attribuer aux différents domaines les rôles 

biologiques résumés dans les revues de WINKELHAKE, 1978 ; DORRINGTON 

1978 ; DORRINGTON et KLEIN, 1982 et MARQUART et DEISENHOFER, 1982. 

Approximativement les deux tiers de la molécule d'anticorps sont impli- 

qués dans le site de reconnaissance de l'antigène, le tiers restant 

correspondant à la région Fc contient les sites responsables des acti- 

vités effectives non spécifiques de l'antigène. 



7 - RZLe d a  domaina de l a  tégion vatLiable : La région 

hypervariable est directement en contact avec l'antigène. C'est le site 

de combinaison à l'antigène. Le plus souvent, ce site se trouve en sur- 

face de la molécule dans une rainure superficielle (POLJAK &., 1973) 

plutôt que dans une enclave profonde (PADLAN et DAVIES, 1975). 

2 - Rôle d a  domaina de t a  trégian covrclXaYLte : Les do- 

maines de la région constante sont responsables des fonctions secon- 

daires des molécules d'immunoglobulines (SPIEGELBERG, 1974). Ces fonc- 

tions sont restées stables au cours de l'évolution, comme d'ailleurs 

la structure des domaines. La position de la chaîne polypeptidique sur 

laquelle les glycannes sont attachés est remarquablement conservée quel- 

que soit la classe des immunoglobulines (Fig. 18 ; p. 84). D'autre part, 

le nombre de résidus d'acides aminés hydrophobes par molécule est inva- 

riant (POLJAK eX d., 1976). 

Les rôles joués par les différents domaines de la région 

constante sont les suivants : 

a - L'activation du composant Clq du complément (AUGENER et d., 1971) 

qui se fixe au niveau du domaine C 2 (CONNELL et PORTER, 1971 ; H . - 
ELLERSON eX d., 1972). Cette fixation se fait sur les deux segments 

B plissés anti-parallèlesc-terminaux du Cv2 (BURTON eA a l . ,  1980). 

b - Le cytotropisme a lieu au niveau du fragment Fc et particulièrement 
dans les domaines Cy3 et Cy4. Les anticorps se lient aux surfaces 

membranaires des lymphocytes, monocytes, macrophages, neutrophiles, 

plaquettes, basophiles, mastocytes par leurs fragments Fc. . 

Chez le Lapin, un récepteur pour le Fca a été découvert 

dans les lymphocytes isolés des plaques de Peyer et de la rate. Ce 

récepteur se lierait préférentiellement aux IgA et aux IgA polymé- 
2 

riques. Le site d'interaction récepteur Fca - IgA est le domaine 
Ca2 (STAFFORD eX d., 1982). 

c - 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 également le trans- 
port trans-placentaire des immunoglobulines (GITLIN e;t d., 1964) ,  

ainsi que leur transport du sérum maternel vers le colostrum (PIT- 

TARD & d., 1977). 

e - Les domaines C 1 et CL ont un rôle d'espaceur entre le site de com- H 
binaison à l'antigène et les autres fonctions (DORRINGTON et PAIN- 

TER, 1974). Le rôle d'espaceur pourrait aussi être joué par les 

glycannes . 

E - CONCLUSION 

Les immunoglobulines sont constituées de 4 chaînes po- 

lypeptidiques, 2 chaînes lourdes et 2 légères. Chaque chaîne est com- 

posée de domaines compacts dont la structure et le rôle commencent à 

être bien connus. La molécule d'anticorps a deux fonctions indépendan- 

tes : une fonction de reconnaissance de l'antigène, et une fonction 

effectrice qui se traduit par la fixation du complément, la fixation 

à certaines cellules, et le transfert placentaire. La dualité fonction- 

nelle des Ig se retrouve dans la structure. En effet, cette structure 

présente une certaine stabilité, ce qui permet d'expliquer la conser- 

vation des sites effecteurs au cours de l'évolution et une certaine 

variabilité qui permet d'expliquer la spécificité antigénique des im- 

munoglobulines. 

En conclusion de cette étude structurale des IgA de sé- 

crétion, de nombreux modèles ont été proposés. 



7 - Modèle d e  TOMASI & BTENENSTOCK : Le premier mo- 

dèle décrit par TOMASI et BIENENSTOCK (1968) montre les IgA de 

sécrétion formées de 2 unités de 7 S superposées, reliées entre elles 

par la chaîne J et insérant la pièce de sécrétion (Fig. 29 ; p. 122). 

Ce modèle a l'avantage de donner une schématisation simple de la molé- 

cule de sIgA. Cependant, il n'est pas satisfaisant car ilne met pas er. 

évidence les différentes propriétés des sIgA. 

2 - Modèle d e  HEREMANS : La présence de nombreux liens 

non covalents faibles, répartis sur une grande surface entre la pièce 

de sécrétion et les fragments Fc des deux monomères dlIgA, la flexibi- 

lité du composant sécrétoire, les images en double "Y" apparaissant sur 

les photos de microscopie électronique pour I'sIgA (BLOTH et SVEHAG, 

1971) aussi bien que pour le dimère sérique (MUNN at d., 1971) ont con- 

duit à la représentation de la Fig. 30 ; p. 123. Dans ce modèle, la mo- 

lécule de pièce de sécrétion est enroulée autour des deux fragments Fc, 

dont les plans de symétrie sont disposés à 90°c l'un par rapport à 1' 

autre ; l'extrémité du composant sécrétoire portant la spécificité "1". 

se fixe de façon covalente en dernier lieu. Cette structure rend compte 

de la grande flexibilité des sIgA à l'endroit de la jonction entre les 

deux monomères, ce qui leur permet de se replier l'un sur 1 ' au- - 
tre pour n'en former qu'un seul, comme cela a été parfois observé en 

microscopie électronique par SVEHAG et BLOTH (1970). L'estimation du 

rayon de Stokes par CHANDY d. (1980) des sIgA conduit à la valeur 

de 8.99 nm et à la conclusion par ces auteurs que cette valeur est com- 

patible avec un modèle structural étendu-des sIgA. 

3 - Modèle d e  BRANDTZAEG : Un premier modèle de cet au- 

teur en 1970 a été complété à la suite de ses travaux sur la chaîne J 

pour donner le modèle représenté sur la Fig. 31 ; p. 124. Noiis voyons 

que la pièce J présente sous la forme d'un dimère est liée à llIgA di- 

mérique, sous sa forme native, sa configuration constitue iin site de 

combinaison ayant une affinité spécifique non covalente pour la pièce 

de sécrétion. Le complexe moléculaire est ultérieurement stabilisé par 

des réactions d'échanges de ponts disulfures entre les cha?nes a et le 



Figuhe 2 9  : Schéma d'une maLécLLee d l T g A  de aéchéfian, a d a n  

TOMASI & B l  ENENSTOCK ( 7 96 8 )  . 
H : chatne lauhde 

L : chatne Lég Qhe 

S : picce de aéméfion 

J : piece de janc;tion 

Fab : &tagmenX a h g  en- b.ivz&ng 

Fc : dfiagmed chin;tcLeeinabR~ 



Fiyuhe 30 : Schéma d'une molEcuRe d' l g A  de 6éaEkion 6 d a n  

HEREMANS en 7 914. 
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Composant sécrétoire. Un déterminant antigénique conformationne1 "C" 

apparaît et le déterminant"1"est rendu inaccessible à la suite de la 

stabilisation finale des sIgA par les ponts disulfures.Le modèle de 

BWDTZAEG (1976b) n'explique pas l'aspect en double "Y" obtenu par 

les études de microscopie électronique (BLOTH et SVEHAG, 1971 ; MUNN 

& d., 1971) mais fait apparaître les spécificités antigéniques. 

4 - Modèle de GARCIA-PARDO ct al. i 196  1 1 : La pièce 
de sécrétion est liée covalemment à un seul monomère d' IgA (Cm- 

NIGHAM-RUNDLES et LAMM, 1975 ; LINDH et BJORK, 1976 ; UNDERDOWN & al., 

1977 ; GARCIA-PARDO & d., 1979). Le site d'attachement se trouve sur 

le fragment Fc (MEHTA & d., 1973). GARCIA-PARDO & d. en 1981 ont 

montré sur la base des résultats obtenus lors de la chromatographie de 

la molécule de sIgA en milieu dissociant, que les deux monomères devaient 

être liés covalemment par la pièce de jonction et par un pont,di- 

sulfure interchaîne faisant intervenir l'avant-dernier résidu de cystéine 

(Fig. 32 ; p. 126) . 

Quoiqu'il en soit, chaque modèle décrit a ses avantages 

et ses inconvénients et il est évident que la "vraie" structure des sIgA 

n'a pas encore été élucidée. 

VI - CONCLUSIONS 

Dans les sécrétions les IgA existent sous la forme 

d'un dimère joint par l'intermédiaire d'une pièce de jonction insérant 

une pièce de sécrétion. 

La pièce de jonction synthétisée avec les immunoglgbu- 

lines par les lymphocytes B est associée aux IgA dans le rapport stae- 

chiométrique d'une mole de chaîne de jonction pour une mole dlIgA. 



F i g m e  32 : M a d U e  d' 'IgA de b&~tt&aOn phOp04& ~ C V L  GARCIA-PARDÙ 



Elle intervient dans la polymérisation.et l'externalisation du dimère 

d'IgA, favorise l'approche du dimère d'IgA à son récepteur qui est la 

pièce de sécrétion membranaire et peut intervenir dans la différen- 

ciation des lymphocytes B. 

Sécrétée par les cellules épithéliales, la pièce de 

sécrétion est le récepteur membranaire des IgA dimériques. Elle per- 

met le transport des sIgA au travers de la membrane épithéliale vers 

le lumen et au travers de l'hépatocyte chez le Rat et le Lapin vers 

la bile. Conjugué à la membrane, ce récepteur, une fois internalisé, 

est libéré vers le pôle apical des cellules qu'il traverse sous une 

forme libre ou conjuguée auxIgA après perte d'un fragment peptidique 

de 35.000 au devenir inconnu. La pièce de sécrétion est vraisembla- 

blement constituée de différents domaines : domaine hydrophobe res- 

ponsable de l'insertion à la membrane basolatérale et hydrophile 

renfermant les sites de glycosylation. 

A l'exception des chaînes légères toutes les autres 

chaînes ou pièces sont de nature glycoprotéinique. Si la structure 

primaire de la pièce de jonction est élucidée il n'en est pas de même 

pour la structure primaire des autres composants de la molécule d'IgA. 

Cependant, la connaissance de la structure primaire des chaînes a 

des IgA sériques myélomateuses (chaîne protéique et glycannique) et 

de la pièce de sécrétion libre du lait humain (structure glycanni- 

que) apporte une aide précieuse à l'étude de la structure primaire 

des sIgA et plus particulièrement à l'étude de sa copule glucidique. 

Deux types de glycannes existent dans la molécule 

d ' ~ g ~  : 

- Les glycannes liés O-glycosidiquement qui le sont 
exclusivement sur la zone charnière des chaînes a En effet, une 

1 ' 
dGlétion d'environ 15 résidus d'acides aminés dans cette zone s.ur 

la chaîne a entraîne la perte des sites de glycosylation. Les gly- 2 
cannes sont au nombre de cinq et possèdent une composition molaire 



en monosaccharides telle qu'elle laisse prévoir l'existence de struc- 

tures beaucoup plus complexes (DESCAMPS, 1974) que celles décrites 

par BAENZIGER et KORNFELD (1974) pour les IgA sériques myélomateuses. 

- Les glycannes liés N-glycosidiquement sont locali- 

sés sur la chaîne de jonction au niveau de l'acide aminé 43, sur les 

chaînes lourdes à raison de trois glycannes pour les chaînes a cinq 
1 

pour les chaînes a A2m(2) et quatre pour les chaînes a A2m(l) et 2 2 
sur la pièce de sécrétion. De masse moléculaire 80.000 environ la 

pièce de sécrétion qui renferme 20 % des glucides totaux portera en- 

viron huit glycannes dont la localisation est encore inconnue. Les 

glycannes décrits pour la pièce de sécrétion libre, les chaînes lour- 

des a et la pièce de jonction sont biantennés possédant un nombre 1 
de résidus de fucose et d'acide N-acétylneuraminique variable ils 

peuvent également être poly N-acétyllactosaminiques et posséder des 

résidus de fucosyl N-acétyllactosamine supplémentaires. 

Compte tenu de l'importance des IgA dans la défense 

des muqueuses et de son taux élevé en glucides, notre but a été de 

déterminerles structures glycanniques des IgA du lait de Femme afin 

d'étudier par la suite la participation de ces glycannes dans les 

di£ f érents rôles biologiques des sIgA. 
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1 - PRÉPARATTON DES IGA 

A - MATERIELS 

Le matériel utilisé lors de cette étude est constitué 

d'immunoglobulines de classe IgA sériques normales ou myélomateuses 

et d'IgA sécrétoires. 

Les IgA sériques normalesont été à partirde laFrac- 

tien III de Cohn obtenu au Centre Régional de Transfusion Sanguine 

de Lille (XI 

Les IgA myélomateuses sont un don du Centre de Trans- 
(XI 1 

fusion de Liège . 
Les IgA sécrétoires ont été isolées de mélanges de 

(XI lait provenant du Lactarium de Lille . 

B - METHODES DE PURIFICATION 

7 - Puni~ieation d a  l g A ,  h é h i q u a  mqé.brndtew~ : 

Nous avons utilisé le procédé décrit par FINE et STEINBUSCH (1970) 

qui nécessite trois étapes de purification : 

a - Préci~itation au sulfate d'ammonium : 

Le sérum centrifugé pour éliminer les caillots de fi- 

brine l h à 9000 tours/min (rotor J A  10, J 21 Beckman) est filtré 

X Nous tenons à remercier ces différents organismes pour leur contri- 

bution à ce travail. 



et les immunoglobulines sont précipitées à 40 % de saturation en sul- 

fate d'ammonium par addition d'une solution de sulfate d'ammonium sa- 

turée. Le précipité recueilli par centrifugation est redissous dans 

du sérum physiologique (NaCl 0,15 M) et reprécipité comme précédemment. 

Le lavage du précipité se poursuit jusqu'à ce que la densité optique 

mesurée à 280 nm du surnageant soit identique à celle de la solution 

de sulfate d'ammonium. Le précipité enrichi en inmiunoglobulines est 

redissous dans le sérum physiologique et dialysé 3 h contre de l'eau 

distillée puis une nuit contre du sérum physiologique à 4OC. 

b - Précipitation à l'acide caprylique : 

A l'adialysable est ajoutée une solution d'acétate de 

sodium 0,06 M pH 4,8 (1 : 2 ; v/v). La précipitation des protéines 

contaminantes a lieu à température ambiante, sous agitation, par ad- 

dition de 4 gouttes d'acide caprylique par ml de protéines. Le surna- 

geant filtré sur laine de verre est dialysé une nuit contre le tampon 

d'acétate de sodium 0,015 M pH 5,7, la concentration en protéine étant 

de l'ordre de 10 mglml. 

c - Chromatographie sur DEAE-cellulose : 
La dernière étape de purification consiste en une chro- 

matographie d'échange d'ions sur DEAE-cellulose (Whatman, Chemical Co., 

Maidstone, U.K.). La DEAE-cellulose est équilibrée dans le tampon acé- 

tate de sodium 0,015 M pH 5,7 et mélangée peu à peu au surnageant ca- 

prylique. Le tout est laissé en contact 30 min, puis l'élution est ef- 

fectuée en "batch" dans un premier temps par le tampon initial puis 

par l'acétate de sodium 0,09 M pH 5,7. Chacune des fractions est en- 

suite dialysée contre du sérum physiologique et lyophilisée. 

2 - P&~icc&iun d u  ' I gA  a é ~ q u ~  namalen : Le procédé 

de purification utilisé dans le cas de ces immunoglobulines comporte 

quelques aodifications. En effet, le rapport IgA/IgG dans les sérums 

normaux étant de 1 pour 12, il a fallu améliorer la dernière étape 

de purification. 



a - Précipitation éthanolique : 
La précipitation s'effectue selon la méthode de COHN 

(1945). Un gradient d'éthanol est associé à des variations de tempé- 

rature, de pH, de force ionique et de concentration en protéines. 

b - Procédé de FINE et STEINBUSCH (1970) : 
La fraction III de COHN dialysée contre,du sérum phy- 

siologique est purifié selon le protocole décrit p.128". La seule 

modification a consisté à remplacer la DEAE-cellulose par de la DEAE- 

trisacryl dont le pouvoir résolutif est supérieur à celui de la DEAE- 

cellulose. 

c - Chromatographie sur DEAE-trisacryl : 
Le fractionnement sur DEAE-trisacryl (IBF, France) est 

effectué selon le protocole proposé par la firme IBF. La co- 

lonne de DEAE-trisacryl (3 x 19 cm) est équilibrée en tampon Tris 

0,025 M - NaCl 0,035 M pH 8,8. Le débit est de 15 ml/h et les frac- 
tions recueillies de 5 ml. L'élution se fait dans un premier temps, 

par le tampon de départ puis par un gradient de pH associé à un gra- 

dient de NaCl (tampon II : Tris 0,025 M - NaCl 0,075 M pH 8,5 : tam- 
pon III : Tris 0,025 M - NaCl 0,15 M pH 7,5). Les différentes frac- 

tions sont rassemblées et dialysées contre du sérum physiologique 

puis lyophilisées. 

3 - P w U ~ L c d o n  d u  aTgA du C d  h m d n  : Nous uti- 

lisons dans les grandes lignes le procédé de fractionnement du lait 

maternel, mis au point par MONTREUIL d cd. (1960a) modifié par DES- 

CAMPS (1974) qui associe un gradient de pH à un gradient de concentra- 

tion en sulfate d'ammonium. 

a - Précipitation au sulfate d'ammonium : 
Le lait maternel est délipidé par centrifugation à 

10.000 tours/min dans un rotor "Spinco Batch" pendant 30 minutes à 4 ' ~ .  



Après une dialyse de 4 jours contre de l'eau, il est décaséiné : le 

lait est amené à pH 4,6 avec de l'HC1 0,I N et centrifugé dans les 

conditions décrites précédemment. Le lactosérum ainsi obtenu est 

amené à pH 7 par NH40H 4N et lyophilisé. Le lactosérum lyophilisé est 

redissous dans un volume d'eau distillée afin d'obtenir une solution 

à 3 % (ph) en protéines. Ensuite, le lactosérum subit une série de 

précipitations au sulfate d'ammonium. Le précipité P est obtenu par 2 
précipitation à 33 % de saturation en sulfate d'ammonium et à pH 4,6. 

Le précipité P4 est obtenu à pH 7 et à 50 % de saturation en sulfate 

d'ammonium. Les précipités sont redissous dans une solution de NaCl 

0,15 M dialysés quatre jours et lyophilisés. Le reste du lactosérum 

est conservé il ne contient pas de sIgA. 

b - Purification des précipités P7 et P4 : 
La purification des précipités P2 et P4 s'effectue par 

chromatographie d'échange d'ions et par gel filtration. 

La purification des précipités P2 et P4 s'effectue en 

premier lieu sur une colonne de QAE-Sephadex A-50 (Pharmacia - Fine 
Chemicals) (7,5 x 40 cm) stabilisée dans le tampon Tris-HC1 0,01 M 

pH 8. Les précipités dissous et dialysés contre ce tampon pendant 

24 h à + 4'~ sont réajustés à pH 8 avec une solution de NH OH 4 N. 
4 

La concentration finale en protéine injectée sur la colonne est de 

5 % (pfv). L'élution de la fraction non retenue sur QAE-Sephadex s'ef- 

fectue avec le tampon de départ. Les autres fractions sont éluées par 

addition de NaCl au tampon Tris-HC1 0,l M pH 8 : la première fraction 

par addition de NaCl 0,l M et la seconde par addition de NaCl 1 M. 

Le débit de l'élution est de 60 ml/h et les fractions recueillies 

sont de 20 ml. 

La fraction non retenue sur QAE-Sephadex est chromato- 

graphiée sur colonne de SP-Sephadex (Pharmacia) (3 x 40 cm) stabilisée 



dans l'eau. Le débit de la colonne est de 40 ml/h et les fractions 

recueillies sontde 15 ml. La fraction non retenue est directement lyo- 

philisée. La fraction retenue est éluée par une solution d'acétate de 

sodium à 0,4 M, dialysée contre de l'eau et lyophilisée. 

La purification de la fraction non retenue sur SP-Se- 

phadex est effectuée par chromatographie sur colonne d'Ultroge1 AcA- 

34 (LKB, IBF). Nous utilisons-deux colonnes couplées de type Pharmacia 

(5 x 100 cm). Le gel est stabilisé dans le tampon d'élution : Tris-HC1 

0,l M NaCl 1 M pH 8. Le débit utilisé est de 30 ml/h. Les fractions 

recueillies sont de 10 ml. 

C - METHODES D' ANALYSE 

phofièkiyuth : La pureté des préparations dlIgA a été analysée par l'ap- 

plication de différentes méthodes. 

a - Electrophorèse sur acétate de cellulose 

Les électrophorèses 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 de 1'Amidoschwartz. 

b - Immunoélectro~horèse sur gelose : 
Les immunoélectrophorèses sont effectuées selon la mé- 

thode de G M B A R  et WILLIAMS (1955), modifiée par SCHEIDEGGER (1955). 

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

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

fusion de 48 heures contre un sérum de Lapin anti-protéines lactées 

et un sérum de Cheval anti-protéines sériques. Lû révélu~ios des pro- 

téin~s est réalisée par le reactif à l'Amidoschr.~artz. 



c - Immunodiffusion radiale (MANCINI e;t ut., 1965) 

La quantification des protéines se fait par cette tech- 

nique. L'immunodiffusion radiale est effectuée dans l'agarose préala- 

blement fondue contenant l'immunsérum (la température ne dépassant 

pas 60°c). 15 ml de gel sont coulés sur une plaque de 10 x 10 cm. 

Après refroidissement du gel, des puits de dépôts (2 mm de diamètre) 

sont pratiqués. Une prise d'essai de 3 u1 est déposée danschaquepuits. 

La diffusion se fait en chambre humide pendant 48 heures. Après lava- 

ge du gel et coloration, les diamètres des cercles de précipitation 

sont mesurés. Une courbe d'étalonnage est toujours incluse dans la 

plaque. 

Technique d'immunodiffusion (OUCHTERLONY , 1949) 

La méthode d'immunodiffusion double permet de détermi- 

ner les relations antigéniques qui peuvent exister entre différents 

constituants. Dans ce cas les solutions antigéniques sont introduites 

dans des puits et diffusent 48 heures en chambre humide contre un im- 

musérum déposé dans un puits central. L'immusérum utilisé étant ici 

généralement un sérum de Cheval anti-IgG ou anti-IgM. 

a - coefficient de sédimentation : 

a) Pm ~ c e ~ ~ u g ~ o n  anatytiyue : 

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

tion d'IgA à 10 rng/ml dans un tampon Tris-HC1 0,l M, NaCl 1 M pH 8 

s'effectue dans une ultracentrifugeuse Beckman modèle E. 

8 )  Pm ckrromatogkapKe de gel &i&mAiuvr dm couche mince : 

La méthode utilisée est celle décrire par LAINE ek a l .  



b - Masse moléculaire : 

La masse moléculaire des IgA lactées a été déterminée 

par équilibre de sédimentation dans une ultracentrifugeuse Beckman 

modèle E, selon la méthodede YPHANTIS (1964), modifiée par CHERVENKA 

(1970). La solution d'IgA est à une concentration d'l mg/ml dans un 

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

I I  - PRÉPARATION DES GLYCOPEPTIDES 

Nous utilisons la méthode décrite par FRANGIONE et 

WOLFENSTEIN-TODEL ( 1972) qui consiste à séparer la "hinge region" ou 

région charnière renfermant les glycannes liés O-glycosidiquement des 

autres glycannes liés N-glycosidiquement. La zone charnière qui est 

très riche en proline, sérine et thréonine n'est pas sensible à l'hy- 

drolyse par la trypsine et la pepsine et peut être isolée intacte. 

Les procédés utilisés sont décrits p. 180. 

Après ces deux hydrolyses successives, les glycopep- 

tides sont séparés sur colonne deBio-Gel P-30 en deux fractions. La 

première fraction de masse'moléculaire élevée contient la région char- 

nière et les glycannes alcali-labiles, la seconde ne contient que la 

fraction glycopeptidique alcali-stable. 

A - PREPARATION DES GLYCANNES ALCALI-LABILES : 

La zone charnière est soumise à l'action de la soude 

en milieu réducteix. Les conditions de 5-5limination utilisées sont 

celles de CARLSON (1966). Le protocole expérimental de la @-élimina- 

tion ainsi que de la séparation des glycannes est décrit en détail p. 180. 1 



B - PREPARATION DES GLYCANNES ALCALI-STABLES 

La fraction II obtenue après chromatographie sur Bio- 

Gel P-30 de l'hydrolysat trypsique pepsique des sIgA est soumise en- 

suite à une hydrolyse par la pronase. L'hydrolysat pronasique est 

purifié par chromatographie de gel filtration. La fraction glucidi- 

que est purifiée dans un premier temps par chromatographie d'échange 

d'ions sur Dowex 1 X 2 (voir les détails expérimentaux p. 197). Deux 

fractions qui se distinguent par leur contenu en acide N-acetylneu- 

raminique sont ainsi obtenues. 

La fraction des glycopeptides sialylés a été fraction- 

née par électrophorèse préparative en toit selon le protocole décrit 

p. 198. La fraction asialoglycopeptidique très hétérogène a été sou- 

mise à une gel filtration sur colonne deBio-GelP-30 et à une chroma- 

tographie d'affinité sur colonne de Concanavaline A et de L m  cuei- 
n c h h  immobilisée (DEBRAY et MONTREUIL, 1981 ; DEBRAY & d., 1981 ; 

1983). Le protocole expérimental du fractionnementest décrit p. 203et205. 

III - M~THODOLOGIES DE L A  STRUCTURE DES GLYCANNES 

La détermination de la composition en acides aminés 

et de la composition centésimale et molaire en glucides est appliquée 

à l'étude des sIgA. La structure primaire des glycannes a été déter- 

minée en appliquant les méthodes classiques de détermination des struc- 

tures. 



A - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

La composition en acides aminés est déterminée à 

1 ' Auto-analyseur Beckman. "Multichrom S 120 B" après hydrolyse acide 
des IgA selon la méthode décrite par SPACKMAN ct d. (1958) modifiée 
par CHARET d. (1973). L'hydrolyse des IgA s'effectue en tubes 

scellés sous vide, par l'acide chlorhydrique 5,6 N bidistillé, pen- 

dant 24 h, 48 h et 72 h dans une étuve à 150°C. 

B - COMPOSITION CENTESIMALE EN GLUCIDES 

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

rimétrique à l'orcinol-sulfurique de TILLMANS et PHILIPPI (1929) , mo- 
difiée par RIMINGTON (1931). 

Les osamines sont dosées par la méthode colorimétrique 

d'ELSON et MORGAN (1933), modifiée par BELCHER & cd. (1954), après 

avoir été libérées par une hydrolyse effectuée en présence de l'HC1 

4 N pendant 4 heures à 100°c. 

Les acides sialiques sont dosés par la méthode à la 

diphénylamine de NIAZI et STATE (1948), modifiée par WERNER et ODIN 

(1952). 

Les protocoles expérimentaux sont ceux préconisés par 

MONTREUIL et SPIK (1963). 

C - COMPOSITION MOLAIRE EN GLUCIDES 

Les rapports molaires des glucides sont déterminés 

par chromatographie en phase gazeuse après méthanolyse, selon le pro- 

cédé décrit par ZANETTA & &. (1972). Cette technique modifiée par 



FOURNET d d. (communication personnelle) est appliquée aux dosages 

des microquantités. 5 p g  d'oligosaccharides sont introduits dans une 

pipette Pasteur bouchée extrêmement propre. 1 à 2 ug de mésoinositol 

sont ajoutés. Le tout est lyophilisé dans un tube à méthanolyse. Le 

méthanol/HCl 0,5 M est additionné au produit dès l'ouverture du lyo- 

philisateur et à l'extérieur de la pipette Pasteur dans le tube à 

méthanolyse. La méthanolyse est conduite 24 heures à 80'~. Le métha- 

nol/HCl est ensuite séché sous azote après refroidissement du tube. 

20 u1 de dichlorométhane et 20 pl d'anhydride trifluoro-acétique sont 

ajoutés à l'aide d'une pipette Corning et d'un aspirateur automati- 

que. L'extérieur de la pipette est saturé avec le dichlorométhane et 

l'anhydride trifluoro-acétique. La trifluoro-acétylation se fait 4 h 

à 6 h à 37'~ ou une nuit à température ambiante. Le tube contenant 

les monosaccharides et la seringue d'injection sont refroidis avant 

l'analyse. La détermination des rapports molaires des dérivés tri- 

fluoro-acétylés est effectuée classiquement. 

D - METHYLATION DES GLYCANNES 

La méthylation des oligosaccharides est réalisée sui- 

vant la méthode dlHAKOMORI (1964). Les dérivés méthylés sont ensuite 

méthanolysés et peracétylés. Leur analyse est effectuée en chromato- 

graphie phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse selon le 

protocole décrit par FOURNET & d. (1981). Pour permettre l'analyse 

de microquantités une méthode de microméthylation a été mise au 

point par PAZ PARENTE & (1983). 

La base de méthylation est le méthyl sulfinyl potassium carbanion 

(FINNE & d., 1980). Le potassium tert-butoxide est dissous rapide- 

ment pour donner une proportion de méthylsulfinyl carbanion impor- 

tante en équilibre avec l'anion tert-butoxide (BRAUMAN d., 1970). 



2 - UictraméXhyla-Cian : 

a - Matériels utilisés : 
La microméthylation nécessite l'emploi d'un matériel 

particulier simple fabriqué 2 partir de pipettes Pasteur. Il s'agit de : 

pipette de réception f 

pipette de filtration N 

pipette de base . / -t 

5 

Des précautions élémentaires sont nécessaires pour 

la bonne marche de l'expérimentation. Afin d'éviter un bruit de fond 

dû à des acides gras contaminants il est conseillé de : 

- n'utiliser qu'une vaisselle rigoureusement propre 
et lavée au sulfochromique chaud, la rincer à l'eau permutée puis à 

l'eau milli Q et la sécher complètement à l'étuve. 

- que le produit à méthyler soit sec (il est conseil- 

lé de commencer la méthylation dès que le produit sort de lyophili- 

sation). 

- n'utiliser que de l'eau milli Q lors des extractions. 

la pièce. 

- que le bain de sonication soit à la tenpérature de 

b - Mode opératoire : 

Le produit à méthyler est lyophilise dans une pipecte 

de réception introduite dans un tube à méthanolyse. 



La base de méthylation (conservée à 4'~) est chauffée 

à 40°C jusqu'à liquéfaction. Dès l'arrêt du lyophilisateur 50 à 100 ~1 

de DMSO (diméthyl sulfoxyde) sont ajoutés sous azote avec une pipette 

Pasteur adaptée à une pipette automatique. L'atmosphère du tube est 

saturée en azote. Le flacon de DMSO est remis sous saturation d'azote 

et gardé à l'abri de l'air. 

Le méthyl sulfinylpotassium carbanion est ensuice ajou- 

té (50 à 100 u1) avec la pipette de base sous atmosphère d'azote. Les 

deux tubes sont saturés en azote, du parafilm est mis sur les bouchons. 

Le produit est mélangé à la base grâce à un vortex et mis à soniquer 

au moins 1 heure. La réaction terminée, le tout est mis à congeler. 

Le flacon d'iodure de méthyle froid et le tube à méthyler sont essuyés 

afin d'éviter une condensation d'eau sur la pipette de prélèvement. 

L'iodure de méthyle (100 à 200 ~ 1 )  ne s'ajoute pas sous azote. Une 

deuxième sonication est réalisée pendant 1 heure. 

La manipulation suivante consiste à extraire le pro- 

duit méthylé. Les différentes étapes d'extraction sont les suivantes : 

- destruction de la base par addition de 500 ~1 d'eau 

milli Q froide (+ 4OC) en présence de quelques cristaux de thiosul- 

fate de sodium ; 

- Extraction du produit méthylé par 3 fois 500 pl de 

chloroforme. La phase chloroformique est récupérée dans un tube à mé- 

thanolyse et lavée 5 fois par 500 pl à 1 ml d'eau milli Q jusqu'à ce 

que la phase inférieure soit devenue limpide ; 

- élimination des traces d'eau de la phase chlorofor- 
mique par addition de sulfate de sodium jusqu'à ce que de petites ai- 

guilles cristallines apparaissent à la surface de l'agglomérat formé. 

La phase chloroformique est filtrée sur laine de verre (Glass wool 

DMCS treated). La laine de verre est introduite avec une pince dans 

la pipette de filtration puis poussée avec une pipette propre. Le 

filtrat est recueilli dans une pipette de réception, évaporé à sec 

sous azote, introduit dans un tube à méthanolyse et lyophilisé pour 



éliminer les traces de DMSO ( le lyophilisateur devant être nettoyé 

à l'acétone). 

Le produit méthylé est ensuite méthanolysé. 100 pl de 

CH30H/HC1 0,5 M sont ajoutés à l'intérieur de la pipette de réception 

et 200 pl à l'extérieur dans le tube à méth~nolyse. Le tout est placé 

dans une étuve 24 h à 80'~. Le tube est séché sous azote à sec (sauf 

dans le cas où des résidus perméthyl-mannose et des résidus de permé- 

thyl-fucosesontprésents, dans ces conditions il faut laisser une 

goutte à peine au fond du tube). 

Les monosaccharides méthylés sont acétylés en présence 

de 20 pl de pyridine, et de 50 pl d'anhydride acétique. Le tout est 

mélangé au vortex et laissé 24 h à température ambiante. Les dérivés 

méthylés et acétylés séchés sous azote sont injectés en présence de 

méthanol en spectrométrie de masse (FOURNET & d., 1981). 

E - HYDRAZINOLYSE - DESAMINATION NITREUSE 

L'hydrazine anhydre coupe spécifiquement les liaisons 

amides et esters en libérant les acides dont le carboxyle est conju- 

gué sous la forme d'hydrazides. Ce principe a tout d'abord été appli- 

qué à l'identification des amino-acides C-terminaux des protéines 

(AKABORI & d., 1952). Son emploi a été ensuite étendu aux glycannes 

conjugués aux protides par une liaison asparaginyl-N-acétylglucosamine 

(KAVERZNEVA et DE-FAN, 196 1 ; YOSIZAWA & d., 1966). La coupure sé- 

lective des liaisons N-acétylglucosaminylest ensuite réalisée par une 

désamination nitreuse des hexosamines (MATSUSHIMA et FUJII, 1957). 

La désamination nitreuse des glycannes obtenus par hydrazinolyse pro- 

voque en effet une coupure spontanée des liaisons glucosaminyl et ga- 

lactosaminyl par un réarrangement intramoléculaire qui conduit à la 

formation d'une structure semi-acétalique très labile. La N-acétyl- 

glucosaniae et la N-ac5tylgelactosamine sont transformées en 2,5 anhy- 

dromannose et 2,5 anhydrotalose respectivement (Fig. 33 ; p. 141). 



1 

x HNO+ diazotation 

CHPH 
I 1 SH,OH 

glucosamine ou 
galaetosamine 

5 anhydrohexose 

Fiame 33 : (A) iiyaha,zinolyae et d é a d n a t i o n  vLi;trteLcne deLa c M n e .  0 Cuupwre ~ZlecZLve d a  l5cLinon.b g & c ~ ~ k n i d y R  patL '. 
déaaminaAion niAteu4 e (MATSUSHIMA et F U J l I ,  7 957) . - 

( B )  T m  dotunaLLon de lu gRucomm&e QM 2 , 5  cuzhy&umannoae 
(HASE & MATSUSHIMA, 1 9 6 9 ) .  



L'application aux glycopeptides desialylés et non fu- 

cosylés de l'hydrazinolyse suivie de désamination nitreuse a permis 

à BAYARD et MONTREUIL (1974), BAYARD et ROUX (1975) et BAYARD et FOUR- 

NET (1976) après séparation des oligosaccharides (A, B et C, Fig. 34 ; 

p. 145) par chromatographie sur papier de démontrer l'existence d'un 

core commun à toutes les glycoprotéines : le mannotriosido-di-N-acé- 

tylchitobiose (oligosaccharide B). Par la suite quelques uns des oli- 

gosaccharides contenant du 2,5-anhydromannose ont été caractérisés 

par chromatographie phase gazeuse et analysés en spectrométrie de 

masse (KRUSIUS et FINNE, 1978 ; STRECKER d., 1978). Comme l'exac- 

te position du fucose dans les glycoprotéines est souvent difficile 

à déterminer par l'application de méthodes chimiques, nous avons par 

spectrométrie de masse étudié les oligosaccharides obtenus par hydra- 

zinolyse-désamination nitreuse des fucosylglycopeptides des sIgA, Le 

mode opératoire ainsi que la nature des fragments obtenus sont décrits 

dans la publication no 1 p. 146. L'application à l'etude des structures 

des glycopeptides des sIgA est discutée p. 195, 
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ï h e  hydrazinolysis-nimus acid daunination of giycopeptides leads to the speciftc cieavage 
of N-acetylgiucosamine linkages. The 2,s-anhydro-mannose containing oligosaccharides 
obtained by this way are rcduced by sodium borohydride. mcshylated. and analyzed by 
gas-liquid chromatography- rnass spectrometry. Here we report the charactenzation of 
I I  oligosacchatides obtained from vanous fucosyl-giycoasparagines and glycopeptides. 
In addition. the structure of a partiaily characterized giycopeptide isolated from human miik 
sIgA was investigated as an application of the prcsent rnethod. 

iV-Glycosylproteins of the N-acetyllac- 
tosaminic type (or "compiex type") have 
been recently described as possessing a gen- 
rra1 scheme of structure based on the 
presence of a trimannosido-di-N-acetyl- 
chitobiose core ( 1). The two, three, or four 
molecules of N-acetyllactosamine which 
are linked- ta this core.are themseives sub- 
situated by a varying number of N-acetyl- 
neuraminic acid or fucose. An additional 
fucose may also be linked to the first iV- 
acety lglucosamine. 

The exact position of these molecules 
of fucose is often difficult to determine. 
since several N-acetylgiucosamine or galac- 
tose residues may be involved in this link- 
age. In order to find easiiy the position of 
fucose in the glycan, we used the hydrazino- 
lysis-nitrous acid deamination procedure 
(2,3) which leads to the specific cleavage 
of N-acetyiglucosamine linkage. This re- 

' Maitre de Recherche au Centre National de la 
Recherche Scientifique. 

action was first applied to giycoproteins 
by Isemura and Schmid (4). Bayard rr al .  
( 5 - 7 )  investigated a number of plycopro- 
teins and demonstrated the presence of the 
core of mannotnosido-di-N-acetylchitobi- 
ose in ail glycans studied. Some 22-an- 
hydro-mannose containing oligosaccharides 
were characterized by paper chromatog- 
raphy (5-7) or by glc-ms2 (8,9). The 
analysis of oligosacchandes by tagging the 
reducing end with a fluorescent compound 
was recently performed ( 10). Although this 
rnethod has been successfulIy used in the 
investigation of several g;iycoproteins, it has 
not yet been widely applied in this field. 
Here, we report the charactenzation by 
pic-rns of 1 1 oligosaccharides obtained 
from vanous fucosyl-glycoasparagines and 
glycopeptides. 

4bbreviations used: glc-ms. gas-liquid chroma- 
topraphy coupied wlth rnass spactrometry: Gd. @!ac- 
tose; Fuc. fucose. Man. mannose: 2.5-aMan-01. 2.5- 
rinhvdro-mannitol: 2-dGlc. 2-deoxygfucose. 

0003-769718 110300 17- 10%02.0010 
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AU nghts of repmduction in any l o m  reserved. 



STRECKER ET AL. 

MATERIAL AND METHOOS 

The structures of the glycopeptides and 
giycoasparagines which were used in this 
work are given in Fig. 1. Glycoasparagines, 
GP-1 and GP-II. were isolated from the unne 
of a patient with fucosidosis (9). In the 
previous paper, the nomenclature of glyco- 
asparagines, GP-1 and GP-II, were. respec- 
tively, GP-8 and GP-7 (9). Glycopeptide 
GP-III was isolated from the chymotrypsin 
hydrolysates of human lactotransfemn ( 1 1). 
In addition, the structure of a partiaily 
characterized giycopeptide (GP-IV), iso- 
lated from human milk sIgA (12). was in- 
vestigated as an application of the present 
me thod. 

For hydrazinoiysis, 0.2 to 1 mg of glyco- 
peptide was dissoived in 0.2 ml of anhydrous 
hydrazine (Pierce Chemical Company, Rock- 
ford, Ill.) and heated at IOPC for 24 h. The 
hydrazinolysates were then dned under 
nitrogen and traces of hydrazine were 
eliminated under vacuum, in the presence 
of sulfunc acid. Deamination by nitrous 
acid'was camed out as follows: the dried 
residue was dissolved in 1 ml of 0.5 N 

acetic acid and 5 mg of NaNO, was then 
added. The solution was allowed to stand 
at room temperature for 3 h. After destroy- 
ing the excess of HNOz with ethylamine, 
the reaction. was de-sed under nitrogen 
and then adjusted to pH 9 with 1 N NaOH. 
The 2.5-anhydro-mannose containing oligo- 
saccharides were reduced by the addition of 
5 mg of sodium borodeutende or boro- 
hydnde (in the case of GP-IV). After 2 h of 
reaction. the mixture was neutralized with 
Dowex 50 X8 (25-50 mesh: H*) and bonc 
acid distilled with methanol. Finaily the re- 
action mixture was lyophiiized, dned on P20ri, 
and methylated (13,14). 

Gas-liquid chromatography of methyl- 
ated oligosaccharides was perforrned by 
using columns of 3% SE-30 on Chromosorb 
'Y-HMDS ( 3  m x 0.2 cm: 140 to 3i0°C, 
4"Cimin) and capillary columns of OV-101 
(60 m x 0.4 mm: 130 to 320°C. S0C/min). 

The carrier gas was helium and the flow rate 
was about 30 mumin for packed column and 
5 mimin for capillary column. 

Oligosaccharides were detected by total 
ionization current and mass fragmentog- 
raphy at mle 189, 190. 750, 424. 454, and 
598 (Riber-Mag 10- 10 mass spectrometer, 
Rueil-Malmaison, France), under the ex- 
perimentai conditions:electron energy: 70 
eV: ionization cument: 0.2 mA: ionization 
chamber temperature: 190°C. 

Mass spectra of oligosaccharides were 
interpreted according to the data of the 
literature (general review: see (15)). 

RESULTS 

The reactions involved in hydrazinoiysis- 
nitrous acid deamination are iliustrated by 
Fig. 2. The total ionic current obtained from 
the glycopeptides GP-I to GP-IV and the ms 
charts for peaks A-K are given in Figs. 
3 to 5. 

;Mass Spectrometp of the Oligosaccharides 
Resuiting from the Hydrazinolysis- 
~Virrous Acid Deaminarion Rencrion 
( F i g s .  4 und j i  

1. Fw-(  1 -, 6)-2,j-a1Man-o/( specrrum A) 
This oligosaccharide was obtained in the 
four cases studied. Its characterization was 
canîed. out on the basis of the presence of 
fragments mle 189 (fucose) and 190 (2.5 
aMan-01). The fragment mle 250 was inter- 
preted as possessing the structure C H , 4  
-CH=OC -(2,5-aMan-ol) [ 15- 16). The 
( 1  -, 6) linkage was not deduced from the 
analysis of the spectrum. but because of the 
occurrence of two minor components ac- 
companying the formation of Fuc-( 1 -, 6)-2, 
5-aiMan-ol and identified as Fuc-(1 --+ 6)- 
2-dGlc-01 and Fuc-( 1 -+ 6)-Glc-01, accord- 
ing to their mass spectra (Figs. 40 and C). 

7. Fitc-( I 4)-2-dGlc-o l  ( .rpecmtrn B). 
The oiigosaccharide Fuc-( 1 -. 6)-2-dGlc-01 
was identified on the oasis of the presence 
of fragments mle 189, 706. 266, and 104 as 
shown in the inset diagrain of Fig. 4. More- 
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I I  I I I  

L III 
~-ttan-(l - 6)-8-Han-(1 - 8)-2.5-Mao-01-1-0 

Fie. 2. Reactions involved in hydrazinolysis-nitrous acid deaminadon of GP-1. 

over, the occurrence of ions mle 104 and 
307 indicates that the fucose is linked in the 
C-6 position. since carbons 3 and 4 are not 
substituted. 

3. Fm-( 1 - 6)-Glc-O/( spectrum C). This 
oligosaccharide was identified on the basis 
of the presence of fragments mle 189, 237. 
91, and 135 (Fig. 4 0 .  The occurrence of ions 
mle 46, 91. and 135 shows a double labeling 
of glucitol by deuterium on carbons 1 and 2. 
The ( 1 -. 6 )  linkage was deduced from the 
presence of ions mle 135, 223, and 307. 
which indicate that carbons 2, 3, and 4 are 
methylated (Fig. 4C). 

4. Gu/-( 1 -. 4)-2.5-alMan-01 (specrntm DJ. 
This oligosaccharide was obtained from GP- 
IV. As sodium borohydride was used in this 
case, the values of mle corresponding to 
2,S-aMan-ol are 189 and 249. The ( 1  -. 4) 
linkage of galactose to the polyol was not 
deduced from the spectmm analysis, but by 
the observation that GP-IV furnished only 
3.6-di-rnethyl-N-acetylglucosamine as di- 
methyl derivatives 11  1). 

" 3. Gai-( 1 -. 4) [FM-( 1 * 3J1 2.j-alMan- 
01 i specrrtrm E).  This oligosaccharide was 
obtained from GP-1, GP-III. and GP-IV. Its 
identification was confirmed by the con- 
currence of ion mle 189 (fucose) and 219 
(hexose). The branched structure was shovn 
by the absence of fragments mle 190 and 250 
and confirmed by the presence of ions mle 
424 and 454. whose structures are given in 
spectmm E. The analysis of the mass spec- 
trum did not allow the definition of the rela- 
tive position of fucose and galactose linked 
in (1 - 3) and ( 1  -4) on 2.Eanhydro- 
mannitol. The ( 1 --. 4) linkage of galactose 
was obtained by the methylation analysis of 
defucosylated GP-1, which led to the charac- 
terization of 3.6-dimethyl-iV-acetylgluco- 
samine (9). 

6 .  FLIC-( 1 -. ~)-GLI/-( 1 -* 4)-2,S-c~iLl~~ri-ol 
/ specmrm FI. This oligosaccharide was . 
obtained from GP-II and GP-IV. The struc- '-' - 
ture is linear, due to the presence of frag- 
ments rnle 189, 393, 394. and 190 i Fig. 4F). 
The ( 1 -. 6 )  linkage of galactose was de- 
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Fr<;. 4. Mass spectm of oligosacchandes A to F. 

duced from the methylation analysis of GP- 
II and GP-IV which led to the identification 
of 2,3,4-tnmethyl-galactose. 

7. Ga/-( 1 -. 3)-Cal-( 1 -. 4)-2,S-alMan-O/ 
(specnrtm C). This oiigosaccharide was 
obtained from GP-[V. The fragments mle 
323 and 391 are indicative of the sequence 
hexose -, hexose, while the fragment rnle 
393 corresponds to the sequence hexose - 
2.5- anhydro- mannitol (here reduced with 
KBH,. The absence of mle 189 and 249 
indicates that the second hexose is sub- 
stituted in ( 1 - 3) position. As GP-IV con- 
tains an excess of galactose ( 1 1) (2.8 instead 
of 21, and furnishes, after desialylation 
and methylation, 2.4.6-trimethylgalactose, 

the structure Gai-( 1 -. 3)-Gai-( 1 -. 4)-2,5- 
aMan-ol was proposed as corresponding to 
the spectrum G. 

8. [Mun-( 1 + 6)-~Man-ll -. 4)-2.5-alMan- 
ol (specrnrm H). This oligosaccharide was 
obtained from GP-I and GP-II. A linear 
structure was deduced from the presence of 
fragments mle 219 (hexose), 190 (23-  
aMan-011, and 394 (Man -. 2.3-aiMan-01). 
The fragment mle 454 corresponds to the 
structure CH,-O-CH=O+-(hexose 2,5 
aMan-01). According to the known struc- 
tures of GP-I and GP-II. the structure 
Man-( 1 -. 6)-Man-( 1 - 4)-2.5-aMan-ol was 
given as corresponding to spectrum H. 

9: 2-Kero-3-deo..rv-nonulosic ctcid-( 2 -, 6)-  
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FIG. 5. Mass spectra of oligosaccharides G to K. 

Cal-( 1 + 4)-2.3-u~Man-ol i specrrum I ) .  This 
oligosaccharide was obtained from GP-III 
and GP-IV. The occurrence of fragments 
mle 190 and 394 indicates a linear structure, 
while no fragments at mle 189 and 219 are 
observed. New ions (mle 336 and 304) are 
present and may be interpreted as corres- 
ponding to a 2-keto-3deoxy-nonulosic acid 
residue (Fig. 6) resulting from the nitrous 
deamination of neurarninic acid. 

IO. 2 Keto-3-deo.ry-4-hydromefhyl-ocal- 
losonic acidq 2 -. 6)-Gai4 1 -. 4 )  2.3-alMan- 
ol lspecrrum J ) .  This oligosaccharide was 

obtained from GP-III and GP-IV. This 
minor component was interpreted as deriv- 
ing from a second pathway of nitrous 
dearnination of neuraminic acid, according 
to the hypothesis given in Fig. 6. Its charac- 
terization was deduced from the occurrence 
of fragments mle 306 and 274. 

I I .  ~Man- ( l +  3 )  [!Man-( 1 -+ 6 ) ]  :Man- 
f 1 -. 4)-2.5- aiMun-01 l specrrum K). This 
oligosaccharide. obtained from GP-III and 
GP-IV, was identified on the basis of the 
presence of fragments mle 598 and 658 
(CH,,-0-CH=€)+ -598). The absence of 
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FIG. 6. Possible mechanism of nitrous acid deamination reaction of neuraminic acid according to 
that proposed for glucosamine (17). 

ions mle 190 and 350 is due to the (1  --. 3) 
linkage of mannose. Nevertheless, the cor- 
responding fragment m/e 190 is included in 
the value of ion mie 598. 

DISCUSSION 

The interest of the nitrous acid deamina- 
tion reaction. resides in the low number of 
oligosacchandes obtained. The N-deacety- 
lation step may be carried out by alkaii treat- . 
ment (41, or by hydrazinolysis (5,6). In these 
two cases, success is only ensured when 
the reducing pan of the glycan does not 
contain alkali-labile linkages. as occur in 
O-glycosyl proteins. In the latter case, the 
presence of successive ( 1  -. 3) linkages 
leads to a peeling reaction which destroys 
the glycan. In contrast the glycans deriving 
from IV-glycosyl proteins contain a terminai 
iV-acetyichitobiose residue protected against 
a peeling reaction by a resistant ( 1  -. 4) 
linkage. 

The most important result obtained by ap- 
piying this method is-the abiiity to deter- 

mine easily the position of the fucose 
molecules attached to the di-N-acetylchito- 
biose or N-acetyilactosamine residues. More- 
over, the fact that in the case of GP-III 
and GP-IV, the sequences 2- keto-3deoxy- 
nonulosic acid -. Gai -. 2 3-aMan-01 and 
Fuc [Gall-. 2.5-aMan-01 can be charac- 
terized proves that N-acetyineuraminic acid 
and fucose are not located on the same IV- 
acetylglucosamine. In the same way, the 
characterization of the two oiigosaccharides 
(Man), --. 2,5-aMan-01 and Fuc -. 2.5-aMan- 
01 demonstrates that fucose is linked to the 
terminal N-acetylglucosamine. This pro- 
cedure also allows the identification of un- 
usuai structures, such as Gai- Gai-. 
GlcNAc in GP-IV. Two rninor oligosac- 
charides Fuc-(1 - 6)-2-dGLc and Fuc-(14 
6)-Glc were identified. The mechanism of 
formation is not clear, but their occurrence 
is directly related to the attachment of a 
residue of fucose to the terminal iV-acetyl- 
glucosamine. 

The application of this method to the study 
of a glycopeptide isoiated from milk sIgA 
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(11) ailowed the demonstration that it was 
in fact a mixture on several components. 
As the 'H-nmr analyses ( 11) have demon- 
strated that the upper branch of N-acetyl- 
lactosamine was totally sialylated on C-6 
of galactose, the results we obtained may be 
interpreted according to Fig. 7, where the 
relative proportions of each giycopeptide 
are indicated. 
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Addendm : Le mécanisme de désamination n i t r e u s e  de l ' a c i d e  neurami- 

nique proposé ci-dessus é t a i t  hypothét ique e t  fondé s u r  l e  macanisme 

in t ra -molécula i re  d 4 c r i t  par  LINDBERG & d. ( 1975) à propos de  l a  N- 

Î 
acétylglucosamine. Récemment MONONEN e t  KRUSIUS (1983) ont  démontré 

l 
que c e t t e  désaminarion n i t r e u s e  procédai t  en f a i t  d'une so lvo lyse  de 

l ' i o n  diazonium conduisant à l ' a c i d e  sonulosonique. 



F - HYDRAZINOLYSE 

Les glycopeptides sont débarrassés de leur chaîne pep- 

tidique par rupture de la liaison amide en présence d'hydrazine. La 

réaction est effectuée dans les conditions décrites p. 147. Comme les 

résidus de N-acétylglucosamine sont transformés en glucosamine nous 

procédons ensuite à une N-réacétylation. Le glycanne libéré est sé- 

paré des acides aminés libres par passage sur une colonne de Bio-Gel 

P-2 (1 x 45 cm) dans l'eau distillée. Il est ensuite dissous dans 

une solution de bicarbonate de sodium saturée et N-réacétylé par ad- 

dition de 20 pl d'anhydride acétique toutes les 10 min pendant 2 heu- 

res à température ambiante. La purification du glycanne N-réacétylé 

est effectuée sur la même colonne de Bio-Gel P-2. Les conditions ex- 

périmentales concernant la réduction du glycanne et sa purification 

sont données p. 147. Cependant, une dernière étape de purification 

est réalisée avant l'étude du glycanne sur une colonne de Bio-Gel 

P-2 (1 x 72 cm) dans 1' acide acétique à 1 %. La fraction glycannique 

est repérée par la réaction à l'orcinol-sulfurique. 

Les glycannes réduits ainsi libérés de leur chaîne 

peptidique peuvent être chromatographiés en couche mince. Deux sys- 

tèmes solvants sont employés : 

- n-butanol, éthanol, acide acétique, eau, pyridine 
(10, 100, 3, 30, 10 ; v/v). 

- n-butanol, acide acétique, eau (2, 1, 1 ; v/v). 

G - RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE 

La dernière technique utilisée est la résonance magné- 

tique nucléaire du proton à 360 MHz où à 500 MHz. L'étude de la ré- 

sonance magnétique nucléaire du proton a été réalisée sur les oligo- 

saccharides préalablement traités par l'eau lourde (DZO) de manière 

à obtenir un échange des hydrogènes mobiles (fonctions hydroxyles). 

L'analyse des oligosaccharides et des glycopeptides a été effectuée 

sur un appareil Bruker HX 360 à 360 MHz et sur un appareil Bruker 

WM 500 à 500 MHz opérant en transformées de FOURIER. Les détails ex- 

périmentaux sont décrits dans les revues générales suivantes : 

VLIEGENTHART ex cd. (1981) et VLIEGENTHART e t  cd. (1983). 



2 - RESULTATS 

III - ÉTUDE DE L A  STRUCTURE DES GLYCANNES LIES 

N-GLYCOS IDIQUEMENT AUX s I G A  

I V  - RECHERCHES PRÉLIMINAIRES SUR LES MÉCANISMES 

MOLÉCULAI RES D'ACTION DES GLYCANNES DANS L A  

PROTECTION 1 NTESTINALE LORS DE L' INFECTION 

PAR LES SHIGELLES 



A - PREPARATION DES IgAl SERIQUES MYELOMATEUSES : 

Deux sérums myélomateux (LAB) et (DEJ) ont été analysés. Ils conte- 

naient respectivement 47 g/l et 12 g/l d'1gA (Tableau XI p. 159). Le 

dosage des autres immunoglobulines a montré que l'augmentation du taux 

d'IgA s'accompagnait d'une très nette diminution de la teneur en IgG 

et en IgM. 

400 ml de sérum (DEJ) et 100 ml de sérum (LAB) ont été 

fractionnés. La précipitation au sulfate d'ammonium permet un enri- 

chissement de la fraction immunoglobulinique. La précipitation à l'a- 

cide caprylique conduit à l'élimination de protéines autres que les 

immunoglobulines. Les immunoglobulines sont récupérées dans le surna- 

geant caprylique. La chromatographie sur DEAE-cellulose, effectuée en 

"batch" permet de séparer les différents isotypes. Ainsi la fraction 

éluée à pH 5,7 et à 0,09 M en acétate de sodium contient essentielle- 

ment les IgA. Le fractionnement du sérum (DEJ) fournit 2,6 g dTIgA1 

avec un rendement de 54 p. 100. La purification du sérum (LAB) a con- 

duit à l'obtention de 2,8 g d1IgA1 avec un rendement de 60 p. 100. 

B - PREPARATION DES IgA SERIQUES NORMALES 

La fraction III de COHN contient la presque totalité des 

IgA sériques (environ 90 p. 100) mais contient également de grandes 

quantités d'IgG et d'IgM. 

250 g de Fraction III de COHN correspondant à environ 

6 1 de sérum sont fractionnés sur colonne de DEAE-trisacryl après avoir 

subi une précipitation au sulfate d'ammonium et une solubillsation 

par l'acide caprylique. Trois fractions sont obtenues, la fraction 

1 contient les IgG, la fraction 2 les IgA et la fraction 3 de 



TAUX DES IMMUNOGLOBULINES PRESENTES DANS LE SERUM DE PATIENTS 

ATTEINTS DE MYELOME à IgA1. 

(Les résultats sont exprimés en g/l). 

I 

Nature 
des Ig 

IgG 

IgA 

IgM 

Sérum 
no mal 

12,2 

2 ,44 

1,06 

# 

Sérum 
DEJ 

1,82 

12 

0,20 

I 

Sérum 
LAB 

2,42 

47 

O ,  15 

1 



, 
la sérumalbumine et des a et B -globulines. Le fractionnement nous a four- 

ni 1,5 g dlIgA sériques normales équivalant à un rendement de 1 1  p. 100. 

Le relargage au sulfate d'ammonium des protéines 

du lactosérum dans les conditions précisées à la p. 132 conduit à 

l'obtention d'environ 4 g de précipité P et de 1 g de précipité P4 2 
par litre de lactosérum. Le précipié P4 est fortement enrichi en 

immunoglobulines IgA, en effet une valeur de 80 p. 100 de sIgA a pu 

être déterminée par immunodiffusion simple selon MANCINI & d. (1965), 

tandis que le précipité P2 renferme environ 30 p. 100 de sIgA. 

1 - ChmaAogtraphLe 4 a  colovlvze de 2AE-Sephadex : 

40 g de P2 ou de P4 sont dissous dans 800 ml de tampon 

Tris-HC1 0,01 M pH 8 et fractionnés selon le principe décrit à la p. 

133. Trois fractions sont ainsi obtenues. La première fraction corres- 

pond à l'élution de la colonne par le tampon de départ. Elle renferme 

des sIgA contaminées par de la lactotransferrine. La seconde fraction 

obtenue par élution de la colonne par du tampon Tris-HC1 0,l M NaCl 

0,l M pH 8, contient des sIgA, de la lactotransferrine, de la sérum- 

albumine, de l'a-lactalbumine et du lysozyme. La dernière fraction 

qui correspond à l'élution par le tampon Tris-HC1 0,l M NaCl M pH 8, ren- 

ferme les mêmes protéines que la deuxième fraction avec très peu de SI~A. 

2 - CktLoma;togmphie auh cotanne d e  SP-Sephadex : 
La fraction 1 récupérée après chromatographie sur co- 

lonne de QAE-Sephadex est chromatographiée sur une colonne de SP-Se- 

phadex. La lactotransferrine reste fixée sur la colonne alors que les 

sIgA sont éluées par de l'acétate de sodium 0,22 M. La lactotransfer- 

rine est éluée de la colonne Dar le passage d'une solution d'acétate 

de sodium 0,4 M. Les deux fractions sont dialysées contre de l'eau 

et lyophilisées. 15 g de sIgA et 3 g de lactotransferrine sont ainsi 

obtenus à partir du précipité P Le précipité P permet d'obtenir 4' 2 
6 g de sIgA. 



La présence dans les sIgA d'une contamination en IgG 

et IgM nous a conduit à chromatographier cette fraction sur colonne 

dlUltrogel AcA-34. 

3 - CkiLoma;tog~pkie am colonne d 'UlW~ocjet AcA-34 : 

Afin d'éliminer les traces d'immunoglobulines contami- 

nantes, les sIgA sont chromatographiées sur une colonne dfUltrogel 

AcA-34 dans un tampon Tris 0 , l  M NaCl M pH 8. Un seul pic est obtenu 

lors de la gel filtration. Cependant les analyses par la méthode dlOUCH- 

TERLONY (1949)  des immunoglobulines contaminantes ont montré que le 

début de la partie ascendante et la fin de la partie descendante du 

pic renfermaient des IgM et des IgG respectivement. Les tubes renfer- 

mant ces immunoglobulines sont éliminés. Ce fractionnement permet de 

récupérer les sIgA avec un rendement de 78 %. 

CONTROLE DE L'HOMOGENEITE DES FRACTIONS 

L'application des techniques décrites p. 134 aux IgA 

de différentes sources montre que : 

- l'électrophorèse sur acétate de cellulose ne donne 
qu'une seule bande révélable à l'hidoschwarz. 

- l'irnmunoélectrophorèse des IgA sériques ne donne qu' 
un seul arc de précipitation en présence d'un sérum de Cheval anti- 

protéines sériques humaines totales. 11 en est de même pour la frac- 

tion renfermant les IgA sécrétoires. Elle ne donne qu'un seul arc 

de précipitation en présence d'un sérum de Lapin anti-protéines lac- 

tées totales et d'un sérum de Cheval anti-protéines sériques humaines 

totales. 

L'immunodiffusion radiale (MANCINI a d., 1965) permet 

de quantifier les traces dflgG (0,3 %) ec d11gM (0,6 %) contaminant 

la fraction sIgA. 



.. 

E - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

La composition en acides aminés de la molécule dlIgA 

provenant soit du sérum de sujets sains ou atteints de myélome soit 

du lait de Femme a été déterminée d'après la composition de 3 échan- 

tillons différents d'IgA après des temps d'hydrolyse de 24 h, 48 h 

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

par différents auteurs (Tableau VI11 ; p. 63) .  

F - COMPOSITION EN GLUCIDES 

Les compositions centésimales et molaires des IgA séri- 

ques normales et myélomateuses sont données dans le Tableau XII ; p. 

163. Les IgA sériques renferment 8 % de glucides totaux. Les rapports 

molaires des monosaccharides présents dans les IgA sériques normales 

et myélomateuses sont similaires. La présence de N-acétylgalactosamine, 

monosaccharide marqueur des glycannes liés O-glycosidiquement, confirme 

le fait que les IgA sériques myélomateuses sont des IgA1. 

Les conpositions centésimale et molaire en glucides 

obtenues pour les sIgA du lait humain provenant soit du précipité P2 

soit du précipité P4 sont rassemblées dans le Tableau XII1 ; p. 164. 

L'application des méthodes de dosage calorimétrique 
1 

1 décrites à la p. 138, permet de dire que les IgA provenant du préci- 

pité P sont plus riches en glucides que celles provenant du précipi- 2 
té PL. Le taux de glucides diminue lorsque les sIgA provenant du pré- 

cipité P2 sont reprécipitées 2 fois consécutives à 33 X de saturation en 

sulfate d'ammonium et à pH 7, et devient comparable à celui des sIgA isolées 

à partir du P4. Ces résultats sont en accord avec ceux de DESCAMPS 1 

(1974),  il semblerait que cette différence de contenu glucidique ne 

soit pas due seulement à la présence de glycopeptides provenant du 
'. 8 

P1o adsorbés sur la molécule d'IgA, mais aussi à la présence de chaî- 

ne de sécrétion libre. 



TABLEAU XI 1 

COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE EN OSES 

DES IgA SERIQUES NORMALES ET MYELOMATEUSES 

3E Les résultats sont calculés sur la base de 3 résidus de mannose. 

4 

b 

Composition centésimale 

Oses neutres 

Osamines 

Acides sialiques 

Oses totaux 

Composition molaire 

Fuc 

Ga1 

Man % 

GlcNAc 

GalNAc 

NeuAc 

IgA 

LAB 

4,20 

3,lO 

130 

8,3 % 

O, 61 

3,90 

3 

3,86 

1,69 

1,73 

IgA 

DEJ 

3,80 

3,OO 

1,20 

8 % 

0,40 

3,42 

3 

3,98 

1,40 

2 ,O4 

\ 

IgA 

normales 

3,90 

3,20 

1,lO 

8,20 % 

0,22 

3,40 

3 

3,84 

1,59 

1,86 



TABLEAU XII1 

COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE EN GLUCIDES DES IgA LACTEES TOTALES ISOLEES 

DES PRECIPITES P2 ET P4 (Les résultats sont calculés sur la base de 3 résidus de mannose). 

-- 

Composition centésimale 

Oses neutres 

Osamines 

Acides sialiques 

Oses totaux 

Composition molaire 

Fuc 

Ga1 

Man 

GlcNAc 

WcNAc 

NeuAc 

IgA de Ph 

5 

4,78 

2,1 

11,88 % 

0,83 

2,36 

3 

4,29 

O, 83 

1 

IgA de P2 

Avant 
précipitation 
au sulfate 
d ' ammonium 

6,41 

5 96 

2,41 

14,42 % 

0,96 

3,57 

3 

5 ,O9 

1,17 

1,16 

Après 
précipitation 
au sulfate 
d ' ammonium 

5,54 

3,85 

2,23 

11,62 % 

0,83 

2,44 

3 

4,39 

O, 88 

O, 99 



La préparation de sIgA à partir du précipité P con- 4 
duit après 2 chromatographies d'échange d'ions à l'obtention d'un 

lot d'immunoglobulines à 99 % de pureté. Les IgA provenant du préci- 

pité P2 nécessitent une étape supplémentaire de purification afin 

d'éliminer tout apport glucidique. 

G - COEFFICIENT DE SEDIMENTAION ET MASSE MOLECULAIRE 

L'étude de la masse moléculaire et du coefficient de sédimentation 

n'a été faite que sur les IgA de sécrétion. En effet, la masse molé- 

culaire des IgA sériques normales a fait l'objet de nombreuses études. 

L'étude préliminaire par ultracentrifugation a montré 

que notre préparation d'IgA renferme environ 80 % d'un composé ayant 

un s 0  20,w de 10,l Set 15 % environ de composés plus lourds :hauts po- 

lymères dlIgA de 13 S. La constante de sédimentation du composé majeur 

avoisine donc la valeur 1 1  S caractéristique des IgA de sécrétion. 

- ~m chnama.tag/tapizie de g d  &iAWu&ian a m  couche mkce x 

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

effectuée sur notre préparation dlIgA provenant à la fois des préci- 

pités P2 et P montre que le composé majeur est I I  S ; la présence de 4 
traces de hauts polymères a pu être détectée, par contre, il ne sem- 

ble pas exister de composés 7 S ; tout au plus ne seraient-ils pas 

détectables par cette méthode. 

-- 

CO Nous remercions A. VERBERT et M. CONIEZ pour les études effectuées 

à l'aide de l'ultracentrifugeuse analytique. 

f Nous remercions également Mme HAYEM pour l'étude chromatographique 

en couche mince. 



2 - Mahe maLécuRaihe : La masse moléculaire de la pré- 

paration d'IgA isolée du Pq a été déterminée selon le procédé décrit 

à la p. 136. Elle est égale à 331.000 i 16.550 daltons. Cette valeur 
est en accord avec celles déjà citées dans la littérature. 

H - CONCLUSIONS 

La préparation des IgA sériques normales et des IgA 

sériques myélomateuses fournit des quantités appréciables d'immuno- 

globulines extrêmement pures. La préparation des IgA de sécrétion à 

partir du précipité P4 fournit des IgA pures à 99 % après deux chro- 

matographies d'échange d'ions et une chromatographie de gel filtra- 

tion. Les IgA provenant du précipité P2 nécessitent une étape supplé- 

mentaire de purification afin d'éliminer les oligosaccharides libres 

présents dans le lait de Femme adsorbés à la fraction immunoglobuli- 

nique. Cette fraction repurifiée est également utilisée lors de l'é- 

tude de la fraction glycannique des sIgA. 

L'étude de la composition glycannique des IgA montre 

que les IgA sériques contiennent 8 % de glucides totaux et que les 

IgA sécrétoires en contiennent 12 %. Cet apport supplémentaire en 

glucides s'explique par la présence dans les sIgA de la pièce de sé- 

crétion et la pièce de jonction qui renferment aussi des glycannes. 

La caractérisation dans toutes les IgA de résidus de N-acétylgalacto- 

samine est en faveur de la présence de la sous-classe des IgAI. Aucune 

différence notable n'apparaît entre la composition centésimale et mo- 

laire des oses présents dans les IgA sériques normales et celles iso- 

lées de sérums myélomateux. 



II - ETUDE COMPARATIVE DE L A  STRUCTURE DES GLYCANNES 

LIES O-GLYCOSIDIQUEMENT AUX I G A  

L'étude des glycannes des sIgA a révélé une grande 

hétérogénéité de la structure de ces derniers. Afin de vérifier si 

cette hétérogénéité est due au fait que nous travaillons sur des sIgA 

isolées à partir d'un mélange de lait ou si elle est intrinsèque à la 

molécule même des sIgA, nous avons étudié d'une manière comparative 

la structure des fractions O-glycanniques des IgA sériques myélo- 

mateuses, des IgA sériques nonnales et des IgA de sécrétion. 

A - ETUDE DE LA FRACTION O-GLYCANNIQUE DES IgA SERIQUES 

Le fractionnement sur Bio-Gel P-30 de l'hydrolysat tryp- 

sique-pepsique conduit à l'obtention de deux fractions. L'analyse des 

glucides du pic 1 (IgA DEJ), du pic 1 (IgA LAB) et du pic 1 (IgA nor- 

male) montre que les glycannes présents dans la zone charnière des 

IgA sériques myélomateuses et normales sont composés exclusivement 1 
d'acide N-acétylneuraminique, de galactose et de N-acétylgalactosa- 

mine (Tableau XnT ; p. 168). 

La @-éliminationen milieu réducteurde ces trois pics li- 

bère dans le cas des IgA sériques myélomateuses deux glycannes et dans 

le cas des IgA sériques normales trois glycannes. Les glycannes libérés 

des IgA (LAB) et (DEJ) possèdent en chromatographie sur couche mince 

une vitessede migration identique, de plus leur position coïncide 

avec celle de deux des glycannes isolés des IgA sériques normales. 

La chromatographie d'échange d'ions permet la séparation de ces frac- 

tions glycanniques en une fraction neutre constituée d'un résidu de 

galactose pour un résidu de N-acétylgalactosaminitol et en une fraction 

acide qui possède en plus un résidu d'acide N-acétylneuraminique. 



TABLEAU X I V  

COMF'OSITION MOLAIRE DES OSES PRESENTS DANS LA ZONE CHARNIERE 

DES IgAl SERIQUES MYELOMATEUSES ET DES IgA SERIQUES NORMALES 

RUS @ 

Monosaccharides 

Ga1 

GalNAc 

.NeuAc 

; l 

? 

Fractionnement de l'hydrolysat 
trypsique-pepsique 

Pic 1 

IgA normale 

0,80 

1 

O, 10 

I 

' 

Pic 1 

DEJ 

0,94 

1 

0,11 

Pic 1 

LAB 

1,lO 

1 

O, 10 

L 



La méthylation de ces deux fractions ainsi que l'emploi d'un mélange 
ii! 

de glycosidases provenant de B a c t e t u o b i d i d m  bididum permettent 

l'identification des deux glycannes aux structures suivantes : 

L'étude de la fraction O-glycannique des IgA sériques 

normales fournit un troisième glycanne uniquement composé du monosac- 

charide GalNAc-01 . 

B - ETUDE DE LA FRACTION O-GLYCANNIQUE DES IgA DE SECRETION 
DU LAIT HUMAIN 

Le fractionnement de l'hydrolysat trypsique-pepsique 

des sIgA sur colonne de Bio-Gel P-30 fournit une première fraction 

(GP-1) renfermant du fucose, du galactose, de la N-acétylglucosamine, 

de l'acide N-acétylneuraminique et de la N-acétylgalactosamine. Cette 

fraction, plus complexe que la fraction glycannique isolée des IgA 

sériques est soumise à la 6-élkmination en milieu réducteur puis 

chromatographiée sur Sephadex G-25 en trois fractions (F-1 à F-III) 

(Fig. 3 ; article 2 ; p. 183). 

7 - Ekude d a  g.tycanna d a  ~ t r a d a ~ n  F-7. at F- 77  : 

La fraction F-1 soumise à la chromatographie sur Dowex 1 x 2 se sépare 

en deux constituants, un neutre (N-4) et un acide (A-4) (voir p. 183). 

X Nous tenons à remercier le Prof. S. BOUQUELET pour le don de ce 

mélange d'enzymes bactériens extrait de B. b i ~ i d u m .  



La fraction F-II dans les mêmes conditions conduit à l'isolement de 

deux fractions acides : A et Ag (voir p. 183). Seule la fraction 2 
N-4 qui existait en quantité suffisante a fait l'objet d'études ulté- 

rieures. Ce glycanne contient un résidu de fucose, quatre de galac- 

tose, trois de N-acétylglucosamine et un de N-acétylgalactosaminitol. 

a - Méthylation : 
Le profil obtenu par chromatographie phase gazeuse du 

composé N-4 sur colonne capillaire est donné à la Fig. 35 ; p. 171. 

Les résultats concernant la méthylation du glycanne N-4 sont rassem- 

blés dans le Tableau XV ; p. 172. La présence de 2,3,4-Me3-Fuc et de 

deux résidus de 2,3,4,6-Me4-Ga1 indique qu'ils sont en position exter- 

ne. La présence de 2,4-Me2-Ga1 indique que le glycanne N-4 possède 

une structure branchée. Deux résidus de triméthyl galactose sont éga- 

lement présents : le 2,4,6-Me3-Ga1 et le 3,4,6-Me3-Gal. En ce qui 

concerne les dérivés méthylés des osamines le 3,6- et le 4,6-Me2- 

GlcNAc(Me) sont trouvés dans les rapports 1 2 1. De plus, la carac- 

térisation de 6-Mel-GlcNAc(Me) est en faveur de la substitution de 

cette N-acétylglucosamine à la fois par du galactose et du fucose. 

Des traces de 1,4,5,6-Me4-GalNAc(Me)ol et la présence à la fois de 

1,4,5-Me3-GalNAc(Me)ol et de 1,4,5-Me3-3,6aGalNAc(Me)ol (lors de la 

méthanolyse, le N-acétylgalactosaminitol possédant deux groupements 

O-acétyl en C-3 et C-6 se cyclise pour donner un 3,6 anhydro-N-acé- 

tylgalactosaminitol en accord avec les résultats de KAMERLING d d .  

(1982) montre que la N-acétylgalactosamine est substituée à la fois 

b - Spectrométrie de masse : 
De masse moléculaire élevée, ce glycanne a pu être 

analysé sur un spectromètre de masse LKB 9000. Cette étude a été ef- 

fectuée dans le laboratoire du Professeur H. EGGE, à l'université 

de Bonn. 

L'examen du spectre de masse (Fig. 36 ; p. 173) démon- 



i?,! '* 1: - 



TABLEAU XV 

COMPOSITION MOLAIRE DES DERIVES METHYLES 

ET ACETYLES PRESENTS DANS LE NONASACCHARIDE N-4 

r Nature du dérivé méthylé Rapport molaire I 

3, 6-Me2-GlcNAc (Me) 

4,6-Me l-GlcNAc (Me) 
f 

6-Me -GlcNAc (Me) 

I 1,4,5,6-Me4-GalNAc(Me)-01 Traces 

1 ,4, 5-Me3-GalNAc (Me) -01 

1,4,5-Me3-aGalNAc(Me)-01 

3i Les calculs sont effectués sur la base d'un résidu de 

4, 6-Me2-Gl CNAC (Me) . 





tre qu'il s'agissait en fait d'un mélange complexe de glycannes. L'in- 

terprétation a été effectuée sur la base de la connaissance de la 

structure des glycannes de plus faible masse moléculaire (Fig. 39 ; 

p. 19 1) tous construits sur le modèle Ga1 (6 1-3) ~GICNAC - (6 1-6fl 

GalNAc-01. En outre, nous savons que le galactose lié en (1-3) sur 

la N-acétylgalactosamine est fréquemment substitué en (1-3) et (1-6) 

par des résidus de N-acétylglucosamine (MONTREUIL, 1982). Cet élé- 

ment structural est présent dans le glycanne N-4 car le 2,4-Me 2 -Ga1 

existe en quantité importante (Tableau XV ; p. 172). 

a) Etude de X1exCzGmLté non kéducknice : 

Les monosaccharides terminaux non réducteurs sont le 

galactose (mie 219 ; 187), le fucose (m/e 189 ; 157) et la N-acétyl- 

glucosamine (m/e 260). Les extrémités non réductrices disaccharidi- 
+ 

ques ont été identifiées à Ga1 + GlcNAc (mie 464) Fuc +  al+ (m/e 
393 ; 361). Les trisaccharides non réducteurs sont représentés par - 
les ions m/e 638 dont les structures possibles sont Gal(l+3) ( Fuc 

+ 
(1 + 4)] GlcNAc (élimination du galactose conduisant à m/e 402) ou 

Gal(1 + 4) [Fuc(l + 3)] G~CNAC* (élimination du fucose conduisant à 
+ 

m/e 432, et par l'ion m/e 668 (Ga1 + GlcNAc + Ga1 ). Les ions tétra- - 
saccharidiques sont Gal(1 + 4) r~uc(1 += 3) 1 GlcNAc +  al+ (m/e 842 

l- + - '  
606) et Gal(1 + 3)GlcNAc + Ga1 + GlcNAc (m/e 913 + 677). Les ions 

penta- et hexasaccharidiques renfermant du fucose dérivent tous de 

l'extrémité non réductrice de la molécule. Nous notons les structures 

possibles : 

+ 
m/e 1087 + 851 Gal. - GlcNAc - Ga1 - GlcNAc 

I 
Fuc 
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Ga1 - GlcNAc - Ga1 - GlcNAc -  al' 

Fuc 

Ga1 - GlcNAc 

Ga1 - GlcNAc 
I 

Fuc 

(3 Ga1 ; 3 GlcNAc ; 1 ~uc)' 

Les ions representant l'extrémité réductrice sont m/e 

276 ( -+ GalNAc-01) ; m/e 480 (Ga1 -+ GalNAc-01) ; m/e 654 (Fuc + Ga1 

GalNAc-01) et 725 (Ga1 -t GlcNAc -+ GalNAc-01) . 

Sur la base de l'étude du spectre de masse du glycanne 

N-4 , huit structures différentes peuvent être proposées (N-4A à N-4H) 

(Fig. 37 ; p. 175). Les structures N-4A à N-4C et N-4D à N-4F présen- 

tent un enchaznement linéaire des résidus de N-acétyllactosamine subs- 

tituant la N-acétylgalactosamine en C-6 (N-4A à N-4C) ou en C-3 (N-4D 

à N-4F). La variation majeure qui existe dans chaque groupe est fonc- 

tion essentiellement de la position du résidu de fucose. Les structu- 

res N-4G et N-4H sont des structures branchées qui diffèrent aussi par 

l'emplacement du résidu de fucose. 

Toutes sont conformes au modèle général de structure 

O-glycosidique le plus généralement observé. Compte tenu des résul- 

tats de la méthylation qui fournit principalement du 2,4-Me -Ga1 les 
2 

sructures N-4G et N-4H seront les constituants majeurs du mélange 



Fuc 

(1-3) 

Fuc 



2 - Ekude d a  g l y m n u  de l a  6tractLon F-171 : La frac- 

tion F-III est soumise dans un premier temps à une chromatographie 

d'échange d'ions, deux fractions sont obtenues : une fraction neutre 

(N-1 à N-3) et une fraction acide ( A 1 )  (voir p. 183). Les glycannes 

neutres sont ensuite séparés par chromatographie sur papier en trois 

glycannes NI, N et Nj. La fraction F-III renferme un disaccharide, 2 
deux trisaccharides et un tétrasaccharide. Ils dérivent tous de la 

structure de base Gal(f3I-3)GalNAc par l'addition de galactose, d'aci- 

de N-acétylneuraminique et de N-acétylglucosamine. L'établissement 

de ces structures a fait l'objet de l'article no 2 p. 179. 
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Heterogeneity of the Glycans O-Gl ycosidically Linked 
to the Hinge Region of Secretory Immunoglobulins 
from Human Milk 
Annick PIERCE-CRETEL, Mercedes PAMBLANCO. GCrard STRECKER. Jean MONTREUIL. and Geneviève SPIK 

Laboratoire de Chimie Biologique. Université des Sciences et Techniques de  Lille 1 

(Received July Il~Ocrobcr 12. 1980) 

Pure secretory immunoglobulin A was isolated from human milk by fractionation in gradients 
of pH and ( N H J ) ~ S O ~  concentration followed by gel filtration. The hinge region containing al1 the 
O-giycosidically linked oligosaccharides was isolated en bloc after trypsin and pepsin hydrolysis 
and separated by gel filtration. The mixture of O-glycosidically linked oligosacchdrides contained 
N-acetylneuraminic acid (NeuAc). fucose (Fuc). galactose (Gai), iV-acetylgiucosamine [GlcNAc) and 
iV-acetylgalactosamine (GalNAc) in the molar ratio of 0.2:O.j: 2.5: 1: 1 respectively. After fi-eliminü- 
tion several oligosaccharides were separated by a combination of ion-exchange chromatography 
and gel-filtration chromatography. The complete structure of four of these oligosaccharides was 
determined by methanolysis. methylation and mass spectrometry. 

The structure of the four oligosaccharides which are linked to serine or threonine residues of the 
hinge region are as follows : P-Gd-( 1 - ~ ) - G ~ ~ N A C - ~ I  ; 1-NeuAc-(2 - 3)-P-Gai-( 1 -. 3)-GalNAc-oi ; 
fi-Gd-( 1 - 3)-ij3-GlcNAc4 1 -. 6)J-GalNAc-ol ; fi-Ga14 1 -. 3)-[P-Gal-( 1 +J)-,+GlcNAc-( 1 -4 6)]-Gai- 
NAcsl. 

These oligosaccharides are more cornplex and heterosenous tlmn the oligosaccharides linked to 
serine residues of the hinge region frorn myelorna jerum immunoglobulin At. 

Human milk represents an important source of 
secretory immunoglobuiins A first identified by im- 
munoelectrophoretic methods by several authors (see 
Il]) and isolated by Montreuil et al. [2]. This form 
differs from plasma IgA in predominantly being 
present as the dimer with a sedimentation coefficient 
of 11s [3], in possessing the secretory component [JI. 
and being relatively rich in c~rbohydrates compared 
to serum IgA [j]. 

i Uncil now. the rnost extensive results descnbed 

1 
concern the structures of the oligosaccharide rnoieties 
of liuman plasma IgA E6.71. 

l 
l Less data are available however. on the structure 
I of secretory I@. The presence of different rnono- 
I saccharides was demonstrated by blontreuil et al. [21 

and confirmed by Tomasi et al. [3]. Tlie results 

.Ahhrrviuriuto. Fuc. L-fuco3e: Giii. 1)-riilaciosr: GlcNAc. 
.L'-uceryl-D-~lucoaaminr: GalNAc. .V-acetyl-u-fahctosilrn~ne: Giii- 
UAc-ol. .v-ucetyl~alactosliminirol: NeuAc. .V-uzctylncurarninic 
x id :  >l-A. secretory irnmunoglobulin~ IgA: NMR. nuclrtir ma:- 
netic resoniincr. 

! EII-ntrs. Tryprin r EC 3.4.21.4,: pcpzin I EC 3.4.23. I ): neur- 
~iminidiisz r EC 3.2.1.18). 

obtained by Descamps et al. [SI showed that the 
glyçans of secretory IzA were divided into two groups 
on the basis of the nature of the sugür-peptide linkrige. 

In addition the O-glycosidicrilly linked oligosac- 
charides differ from those of plasma tu@. in molar. 
crirbohydrate composition dnd in being linked via 
iV-iicetylgalactosamine to both serine and threonine 
residues. 

The differing structures. roles and locrilisation of 
these two types of IgA have led us to determine the 
olir.osaccharide structures of secretory 164 with a 
view to cornparin- them to those obtained for 
myelornn serum 1 1 .  Since these oligosaecharide 
btructures could play an important part in inter- 
,ictions with cellular ceceptors and:or in the con- 
formation ot' secretory 1g.A rnoiecules we were in- 
terested in the determination of their structures. In 
the present pliper we describe the results of the study 
of O-ylycosidically linked oligosacciiarides which we 
isoiated from pure secretory 1-g4 t i o p  hurnan milk. 
Preliminary results have been given in (91. Tlie results 
concerning the .V-glycosidically linktd oligosac- 
charides will be publislied ~t a luter date. 



MATERIALS AND METHODS 

SP-Srphadex C-50 was obtained from Pharmacia 
Fine Chemicals A.B. (Uppsala. Sweden). Biogel P-30 
(700-40 mesh), Dowex 1x2 (300-300 mesh), Do- 
wex 1x8 (25 - 50 mesh) and Dowex 50x3 (25 - 50 
mesh) were from Bio-Rad Laboratories (Richmond, 
CA, USA). Ultrogel A c A 4  was from IBF (Clichy, 
France). Trypsin treated with dii~~propylfluor~phos- 
phate was from Worthington (Biochemical Cor- 
poration (Freehold, NJ, USA). Pepsin (Merck. 
Darmstadt, FRG) and Silicagei thin-layer chroma- 
tography plates (Kieselgel60 F 254) were from Merck. 

Antisera to human serum proteins and to human 
IgA were from Behring institut Laboratories (Mar- 
burgjlahn. FRG). Rabbit antisenun to human milk 
proteins was prepared using the method of Vaitukatis 
et al. [IO]. 

Preparation and Purr~cation of Secrerory IgA 

Samples of human milk collected from a locd 
milk bank were mixed and frozen at - 20 "C until use. 
After thawing, milk was deiipidated by centrifuging 
at 10000 rev-/min for 30 min in a Spinco 'Batch' 
rotor at 4 'C and then diaiysed against distilled water 
for 4 days. After adjustment to pH 4.6 with 0.1 M 
HCl the precipitate of casein fonned was eliminated 
by centrifugation as above. The proteins of the 
lactosemm were then fractionated by a concentration 
gradient of (N&)*SOo associated with a pH yradient 
as described by Montreuil et al. [2]. The precipitate 
P4 obtained at 50"; saturation in (NX4)2S04 and at 
pH 7 which contains the secretory ig.4 was then 
subjected to gel filtration on a column of Ultrogel 
AcA-44 in the conditions described in the legnd to 
Fig. 1. . The quantity of secretory IgA present in the PA 
precipitate was measured by radial immunodiffusion 
[Il]  in the presence of anti-IgA serum. The purity of 
preparations of secretory IgA was verified by immuno- 
electrophoresis in the presence of the rabbit anti- 
serum to human milk proteins and of the antiserum to 
human serum proteins. 

Properrzes of Secrerory IgA 

The coefficient of sedimentation of purified se- 
cretory 1-g4 was determined by analytical ultra- 
centrifugation (Beckman mode1 E ultracentrifuge) in 
0.1 M TrisIHC!, 1 'iI NaCl buffet pH 8 at 3 concen- 
tration of 10 mglm1 of secretory IgA. The presence 
of 7-S monorner, 11-S dimer and polymers was also 
studied by thin-layer sel-tiltration chromatography 
[12]. The molecular weight of secretory igA was 
measured by equilibrium-sedimentrition using the 
same buffer but at a concentration of 1 mglm1 of 

secretory IgA for 82000 rev. min in an SW-5OE type 
rotor accordiny to the method of Yphantis [13] 
modified by Chervenka [13]. 

Amino-acid composition was performed using a 
Beckman multichrom autoanalyser [15]. The centes- 
imal carbohydrate composition was determined using 
the techniques described by Montreuil and Spik 2161 
and the m o i s  ratio of monosaccharide by gas-liquid 
chromato_graphy after methanolysis and trifluoro- 
acetylation [l?]. Hexosamines were measured after 
hydrolysis (4 M HCI, 4 h, 100 "C), transformation 
into polyol acetate denvatives and ,gs-liquid chro- 
matography analysis according to Fournet (personal 
communication) by using a yiass capillary column 
packeci with OV-101; temperature gradient of 3 "C,'min 
from 130 to 230 "C ; carrier Cas : nitrogen. 

Prepararion of Gkcopeprides 

The method of Frangione and Wolfenstein-Todel 
which pennits the isolation of the hinge region 
containing ail the O-ylycosidically linked oligosac- 
charides was used [la]. The secretory Ig.4 was 
hydroiysed by trypsin and pepsin and the hinge region 
containing the O-glycosidically linked glycans sep- 
arated en bloc from low molecuiar weight glyco- 
peptide containing 1V-glycosidicdly linked giycans. 
The trypsin-pepsin hydrolysate was fractionated on a 
column of Biogel P-30 under the conditions described 
in the legend to Fig. 7. 

Glycans were liberated by fi-elimination in re- 
ductive conditions: 0.1 M NaOH in the presence of 
1 M NaBH4 for 78 h at 45-C in the dark [19]. The 
reaction was stopped by placing the solution in an 
ice bath and adding Dowex 50x8 (25-50 mesh. 
H* form) until pH 4.5 was obtained. 

After filtration the resin was washed with water. 
the filtrate and washings were combined and the 
boric acid removed as methyl borate in vuczro, by 
several additions of methanol. 

The reduced glycans were separated by sel fil- 
tration on a column of Sephadex G-75 (1.8 x 125 cm) 
cluted with 0.1 M pyridine;acetic acid buffer pH 5.0 
at a tiow rate of 12 mlih. Derection of neutral sugars 
was achieved using a phenolisulphuric acid reagent 
[20]. The carbohydrate-sontaining fractions were 
lyophilised and submitted to ion-exchange chromato~- 
raphy on Dowex 1x7 (200-40 mesh. acetate form) 
stabilized in 2 miL1 pyridine~acetic acid pH 5. Elution 
was performed according to Spiro et al. [21] using a 
continuous gradient of ionic strenytli of pyridiner 
acetic acid buffer from 2 rnM to 350 mM at 15 ml:h 
and 2.5-ml fractions were collected. Visualizarion of 
neutral hugars was achieved using the phenol/sulfuric 
acid rengent. Further separation of low-molecuiar- 



1 weight glycans was realized by descending paper 
chromatography for 18 h in the solvent system pyri- 
dine:ethyl acetate:acetic acidiwater (5 : 5 : 1 : 3, by vol- , 
ume) [22]. Lateral bands were revealed using the silver 
nitrate method [22]. The homogeneity of the purified 

I ylycans was verified by silicagel thin-layer chromatog- 
raphy in a soivent system: n-butanollerhanollacetic 
acidlwaterlpyridine ( 10: 100: 3 : 30: 10, by volume) [24]. 

1 

Staining was by the orcinol/sulphuric acid technique 

l 
using a solution of orcinol (0.1 O/,, w~v) in sulphunc 
acidlwater (20: 80, by volume) followed by heating to 
105'C for 10 min. 

I Srudies of the Rrduced Gl-vcans 

ï h e  identification and estimation of t-acetamido- 
2-deoxy-galactitol and of the other monosaccharides 
were performed simultaneously by gas-liquid chroma- 
tography under the conditions described above. 

Exhaustive methylation was camed out according 
to Hakomori [25]. The methylated oligosaccharides 
were purified and treated with 0.5 M methanol/HCl 
fof 24 h at 80 "C. The obtained mixture of methyl- 
$ycosides was analyzed by gas-liquid chromatography 
before (for neutral monosaccharides) and after (for 
neutral monosaccharides and hexosamines) peracet- 
ylation according to Fournet et al. [26]. Oligo- 
saccharide methyl ethers were identified by gas- 
liquid chromatography coupied to mass spectrometry 
under the following experimental conditions: Girdel 
(mode1 30) apparatus (Suresne. France). glass column 
packed with 3 0/6 OV17 operated with a temperature 
gradient of 4 'C,'min from 150 to 240 C;  Riber- 
Mag 10-10 mass spectrometer (Rueil-Malmaison. 
France), electron energy 70 eV, ionisation current 
0.2 MA, chamber temperature 190 "C. The study of 
these oligosacchandes was completed by the de- 
termination of the anomeric configuration which 
was kindly performed by J. F. G. Vliegenthart and 
L. Dorland, using 360 MHz 'H NMR spectroscopy. 

1 
i RESULTS 

Prepararion oj'secrerory Ig.4 

After treatment with (N&)2S04, 1 g of pre- 
cipitate PL containing 80°,; of secretory IgA was 
obtained per liter of lactoserum. The contaminating 
proteins present in peak II. consisting essentially of 
z-lactalbumin. were eliminated by gel filtration on 
Ultrogel AcA-44 as shown in Fig. 1. The secretory 
1-A thus obtained at a yield of 60";, was im- 
munologically pure. 

Fraction number 

Fis. 1 .  Gel filtrarion of precrpirare PA. 800 mg oi  PA precipicate 
dissolved in 20 ml of 0.1 M TrislHCl buffer pH 8 containing 1 .M 
NaCl were fractionated on a column (200x5 cm) of Ultropi 
A c A 4  stabiliscd in the same buffer. Elution was at 32 mllh and 
16-ml fractions wcre collected. Peak 1 contains the secretory IgA; 
p a k  II contains a-lacralburnin 

contaminated by 7-S IgA or by polymers as was shown 
by ultracentrifugation and thin-layer gel filtration. The 
molecular weight at the sedimentation rquilibrium was 
350 00% 

The centesimal and molar carbohydrate com- 
positions are given in Table 1. The results we obtained 
show that secretory IgA contains 1 1.94',, total sugar 
and is characterized by the presence of 1 residue of 
,V-acetylgalactosamine for 3.3 of 4V-acetylglucosamine 
when determined by classicai methanolysis. By the 
polyol acetate method (see Materials and Methods) a 
ratio of 1 to 5 was obtained. This latter method allows 
the complete separation of the derivatives of .V-acetyl- 
glucosamine and iV-acetylgalactosamine and the re- 
sults obtained were thus used in the calculation of 
molar ratios and numbers of glycans. 

Prepararion (mnd Sru& of' [lie G(vcopeprit1es 
from Secrerory IgA 

The treatment of 1 g of secretory IgA by trypsin 
and pepsin foliowed by fractionation on a column of 
Biogel P-30 led to the isolation of two glycopeptide 
fractions GP-1 and GP-II (Fig.2) in the relative 
proportions of 43 mg of fraction GP-I to 240 mg of 
fraction GP-II. Tables 1 and 2 respectively -ive the 
crirbohydrate and amino acid compositions of glyco- 
peptides GP-1 and GP-II. The results show that 
fraction GP-1 contains no mannose which is the 
characteristic marker of LV-glycosidically linked sly- Properries of'Srcreror.v IgA 
cans. but does conrain a11 the .V-acetylgalactosamine 

The secretory IgA purified from the P4 precipitate residues present in secretory 1-gA, iV-acetylgalactos- 
had a coefficient of sedimentation of 11 S and was not amine being the characterutic marker of glyclins 



Table I. Center.&zL and m o h  crurboiydnete composCtion 06  native iuunan .rrila 
s I g A  u i d  0 6  g&copcptAe j u t c t i o n ~  G?-1 and G7-II. 

Xolar racios uere calculaced on the basis O C  3 mannosa residues for  

SI@ and C?-LI glycopepcides andaone X-acecyLgalaccosamine residua 

for the CP-L glycapepcides. 

CF- L CP-II 

Ce~Ul.kiwL composition 

Isaucral monosaccharides 5.4 7.7 21 -5 

Ruorriines 5.01 7.25 13.6 

Is-Acecylruuraminic acid 1-53 0.56 2.7 

Tocal sugars 11.94 15.31 37.6 

k&bt uuLo4 

rucasa 1.47 (21)' 0.45 1.10 

k k c c o s e  3.62 (52) 1.94 1.85 

m u o s e  3 4 3  O 3 

U-bueylglucosamias 3.27 (90) 0.73 3.86 

ti-Acecylgalaccos.niiu 1.42 (18) 1 O 

&&qglanirrininic acid 1.18 (19) 0.2 0.8 

Sumbqrs i o  braducs refer CO Che ouinber of rariduu pat aola of SI& 

 able 2. h i n o  acid conposctüin 06 d u e  gejcopeptLde @xYrctiono 
GP- 1 and GP- 11 

Fig. 2. Frucrionurion 1- [/le rr~psm-prpsin li~iroIy.sure v/ rrcrerori* 
IpA on Bioqel P-30. 1 g of secretory igA aiter juccessivr treatment 
with trypsin and pepsin isee text) were lyophilised. redissolved in 
10 ml of I M acetic ac:d and loaded into LI column (4  x 130 cm) of 
Biogel P-30 3rabiiized in I M aaetic x id .  The How r x c  wtis 13 ini!h 
and 7.5-ml fractions were collated. Visuaiization o i  neutrlil 
jugan was achieved using the phenol:>ulphuric açid reagent and 
determining the absorbance nt 492 nm ie) and o i  oroteins by tne 
absorbancr ac 180 nm (O) 

O-glycosidically linked 1.0 serine or threonine. in 
addition it contains a large quantity of proiine re- 
sidues and three times more berine and threonine 
residues than fraction GP-II. Only the study of the 

The molar racfos are ealculaced on che basis of one 

aspartic acid residue. 

Aur 

nt 
Sar 

Clx 

Pro 

c l 9  
Ala 

Val 

oligosaccharides liberated by /3-elirnination from the 
clvcopeptide fraction GP-I is reported in this paper. -. 

Isolarion of [/te Oliposuccli~vid~.~ from Fracrion GP-1 

The scheme of isolation of the oligosaccharides 
Iiberrited from frac~ion GP-! is given in Fig. 3. After , 
gel filtration on a column of Siphadex G-25. the re- 
maining modified polypeptide chüin of the hin-e i 
reyion was analysed by yas-liquid chromatoyraphy i 
iitter methanolysis and the resuits show thac the j i i g r  
residurs were quantitatively removed by the /j-cli- I 

mination. .4nalysis of the ~imino acid composition 



Senetory IgA of 
Iiuiiinii iiiiIL 

l 
Trypsin and pepsin hydrolysis 

I 
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N -4 A 4  A-2 A-3 N-1 to 3 A-1 

kper chrornatopraphy 

I 

N-L N-2 N-3 

I Fig. 3. Prepararion sclreme oj oliqosaccliarides fiom 3ecreror.v I C A  O/ 11rumun mrik 1 

of this hinge region after 8-elimination shows a 
decrease of two serine and three threonine residues for 
five residues of "4-acetylgalactosamine indicating that 

. both hydroxyamino acids are involved in the giycan 
linkage. The three oligosaccharide fractions (F-1. 
F-II and F-III) which were eluted successively from the 
Sephadex G-75 column were submitted to ion- 
exchange and paper chromatosraphy and separated 1 into four neutral fractions. cdled N-1. N-2. N-3 and 
N-4, and four acidic fractions. called A-1, A-7. A-3 
and A-4. These fractions. except the high-molecular- 

I weight oligosaccharides N 3  and A-4 were homog- 
1 
l 

eneous when analyzed by thin-layer chromatography. 
The oligosaccharide fractions A-2 and A-3 were. 
however. obtained in too low amounts to allow the 
determination of their primary structure. 

Prinrury srrucrztre 
of' rlre Oligosuccliurities .V- 1. 'V-2, !V-3 irr~d A- 1 

The molar carbohydrate composition of the di£- 
ferent reduced oligosaccharides is given in Table 3. 
Al1 the oligosacckarides contain one residue of .Vace- 

tylgalactosaminitol. although the values we obtained 
by sas-liquid chromatography are less than unity. This 
low recovery has also been reponed by other authors 
and is attributed to a cornpetition between the rate of 
degradation and the reduction of .V-acetylgalactos- 
amine residues during the 8-eiimination process. 

The primary structures of the four major reduced 
oligosaccharides N-1. N-2. '1-3 and A- 1 were corn- 
pletely established applying methylation (Table 4). 
mass spectrometry and analysis of the anomeric 
linkages by 'H YMR, and are reponed in Fig.4. 

Oligosacclruride .V- 1. The structure ot' oligosac- 
charide N-1 was determined on the basis of the 
following resuits : (a)  galactose and LV-acetyl yalacros- 
~minitol are in the molar proportion 1 :0.5: (b) the 
methylation analysis shows that the galactose residue 
is in terminal non-reducing position and that the 
.V-acerylgalactosaminitot 1s 3-O-jubstituted; (c) the 
mass spectrum of the methylated oiigosicckdride 3-1 
is shown in Fig.5. The fragments mie 119. 157 and 155 
Jre characteristic of ;l terminal non-reducing hexose. 
The fragment mir 176 corresponds to hexosaminirol. 



Table 3. C m b c h y W e  compobCtion 06 th2 acdLlced dhaei-îai&dt açigodaccfiPnidco 

i6oZefed jxom the hhge a g i o n  06 krvnon d l k  41gA. 

The molar ratios were calculated an the baais of 1. 2. 3 or 4 galactose 

residues. The nearest incegral numbtrs are given in brackecs. 

pp -- 

Neutra1 oligosaccharidrs Acidic oligosaccharidea 

?able 4. M o k a  .iratiob 06 nionos- mt.thye ethw peebent in fie methrurotybateb 
04 the ~ Q A T I ~ I W Z ~ ~ C ~  ireduced oCigosacdukde6 d&ved $nom the h&ge 
t q i ~ n  06 A I ~ A S  

Honosaccùaride mechv 1 achera Oligosaccharidaa 

' Tb. molar ratios  ver= cakulated on the baais a f  1 or 2 ruidrus  of 2.3,(r,6-Ua-(nil 

(N-1.N-2 a d  N-3) or ! riridru of 2.4.6-ae-Gal (A-1). 

Fig. 4. Srrzrcrures «/'oliqosucclicrriJrs .V-1. "4-2. .V-3 unri .A- /  aolcrtril 
/rom secrerorv /?A o l  hrrman rnii.4 

A 3-0  substrtution is indicated by fragments nile 53 
and 133 and the nature of the linkage 1s 
confinned by the presence of ions mle 378, 422 and 
466. Our results are in good agreement with those 
obtained by several authors [77-291. The anomeric 
configuration of the galactose res~due in the com- 
pound p-Gd-( 143)-GalNAc-01 was conciuded from 
the analysis by NMR which shows a chemical shift 
of the H-1 of gdlacrose residue ( P  = 4.480 ppm). I 

together with a couplin- consrant JL1 = 8 Hz. Tnis l 
l 

=impie disaccharide 15 the basic btructure found in .ii! 

glycans bound to the peptide chain by an ,V-açrtyl- 
x-O-gaiactosaminyl-1 1 -. 3 1-L-berine or L-threonine iin- I 

kage (for recent reviews see [;O, 3 1)). 
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Oligosaccharicie !V-7. The structure of oligosac- 
charide N-2 was determined as follows: (a)  tlie molar 
proportions of galactose. iV-~cetylglucosamine and 
.V-acetylgalactosaminitol are 1 : 1 : 0.7 respectively ; (b) 
methyiacion analysis showed the presence of ,V-acetyl- 
~alactosaminitol substituted in positions C-3 and C-6, " 
gÿlactose and iV-acetylglucosamine were perrneth- 
ylatea indicating that both were in tenninal non- 
reducing position; (c) the mass spectrum (Fig. 5 )  lacks 
the fragment mie 176, indicating the presence of a 
branched structure. Fragments mie 260 (extemal 
LV-acetylhexosamine) and mie 719 (extemal hexose) 
confirm the branched structure. The sequences hexos- 
amine-hexosaminitoi (mle 521) and hexose dhexos- 
aminitol ( m e  480) show that the structure is that of a 
trisaccharide-The hexose-( 1 +3)-hexosaminitol linkage 
is defined by the fragnent mie 378. Fra-ment mie 422 
shows in addition that carbon CJ of hexosaminitol 
is free. implying an iV-acetylhexosamine-( 1 -6)- hexos- 
arninitol linkage. The absence of ion m!e 190. char- 
acteristic of C-3 and C 3  substituted hexosaminitols 
confirms this analysis. 

Oligosacci~aride N-3. ï h e  structure of oligosac- 
charide N-3 was defined by the following results: 
(a) the molar ratio of g~lactose, iV-acetylgiucosamine 
and iV-acetylgalactosaminitol was 2 : 1 : 0.5 respectively 
(b) after methylation and hydrolysis the :V-acetyl- 
galactosaminitol residue was shown to be C-3 and 
C-6 substituted. both galactose residues were in 
terminal non-reducing positions and the iV-acetyl- 
 luc cos amine residue was C J  substituted: (c) the mass 
spectrum is characterized by the following clements 
(Fig.5) : the absence of the ion mie 176. corresponding 
to a tenninal hexosaminitol. implies a branched 
structure: the fragment m!e 480 corresponds to the 
sequence hexose + hexosaminitol. the fragments m ~ e  
378 and 480 define the length of the first branch which 
contains a hexose ( 1  - 3)-linked to hexosaminitol. 
The second branch is characterized by the fragments 
mfe 464 and 432 which demonstrate the existence of 
sequences hexose -. hexosamine or hexosamine -. 
hexose. The sequence hexose -. hexosamine is tlius 
deduced from the speccrum and the ion mie 422 shows 
tnat the carbon C-4 of the hexosaminitol is free: 
(d) the anomeric configuration of the different linkages 
present in a mixture of oligosaccharides N-1, N-2 and 
3 - 3  w-as determined by the rinalysis of the XMR 
spectrum. The results show that the 8-anomeric region 
of the X M R  spectnim contains some doublets with 
coupling constants of =z 8 Hz, corresponding to 
:V-acetyl-8-D-ylucosamine and /j-D-gakctose. no 
x-dnomers being observed. The absence of signals in 
the 1-anomeric region indicates' that the compounds 
of the samyle have only B-anomeric linkages. 

Oli,~osaccl~aricies A-1. The strtictcre of oligosac- 
charide A-1 was confirmed by the following data: 
(a) LV-acetylneuraminic acid. galactose and !V-acetyl- 

galactosaminitol are in the molar ratio 1 : 1 : 1 : (b)  
methylation analysis shows that .V-acetylneuraminic 
acid is in a terminai non-reducing position and that 1 
galactose and !V-acetyl~alactosaminitol residues are 
mono-substituted in position C-3: (c) the nature of 
three methyl ethers present in this oligosacchande A-1 I 
was coniïrmed by mass spectrometq (Fig.6). The 
N-acetyineuraminyl linkage was designated in the 1 
r-anomeric form in view of the known specificity of 
the neuraminidase which leads to a mixture of free 
'V-acetylneuraminic acid .and of an oligosaccharide 
which comigrates in paper and thin-layer-chroma- 
tography with oligosaccharide N-1. 

l 

This acidic trisaccharide structure has also been 
described in numerous glycoproteins (for recent 
reviews see [30,31]). 

The existence of O-glycosidic linkages in the 
secretory IgA from hurnan milk demonstrates the 
presence of the sub-class secretory IgAt  in human 
milk. 

Accordingly to Mota [32] the ratio [-di :I-@t is 
1 : 3 in human milk whilst in serum it is 9: 1 [33]. This 
ratio explains why the quantity of O-glycosidically 
linked oligosaccharides was clearly inferior to chat of 
those linked :V-ylycosidically. The presence of 18 re- 
sidues of iV-acetylgalactosamine per mole of secretory 
IgA which are a11 transformed into iV-acetylgalactos- 
aminitol by reductive p-elimination of tlie isolated 
hinre region, and the absence of any carbohydrate 
residues associated with the polypeptide chain after 
/j-climination demonstrate the statisticril presence of 
four to five ylycans linked O-ylycosidically to the hinge . 
region of each heavy chain. Five glycans were also 
found by Baenziger and Kornfeld [7] for myeloma 
serum Ig.4 t .  

Tlie determination of the peptide sequence of the 
hinge region of secretory IzA from human milk 
should give an answer to the question of the existence 
of homologies of peptide sequences with the serurn 
IgA hinge region. 

Tlie most important differences between the struc- 
tures of secretory Ig .4  and serum IgA nevertheless 
manifest themselves in the oligosaccharide structures. 
For both the iV-ylycosidically linked oligosaccharides 
i unpublished work) and tlie O-glycosides we have 
shown a high degree of structural heterogeneity. pos- 
sibly due to the fact tliat the si@ were isolated from a 
mixture of liriman milk. As shown in Table 3 al1 the 
intermediate stages berween a disacchriride /&Gai- 
(1 '  -. 3bGillNAc and a nonasaccharide are possible. 
These different structures arise from a chain lengthen- 
ing from zither galactose or .V-acetylgrilactosamine. 
or both. 



m / e  
Fig.6. .Muss specrru O/' oli~osucchuricir .4-1 u/rrr merlylurtott cutd meritunu&.sis. ( A )  Mii~s ipetrrum of methyl4.7.8.9-tetrri-O-me~hyI-:V- 
ricetyineuraminic acid. (B) Mass spectnim oE rnethyl-2.4,6-tri-O-methy1ga1actose. iC) Mass spettnim 1.4.5.6-tetra-O-methyig~lilcros- 
aminitol 



This heterogeneity does not exist in the hinge- 
region glycans from rnyeloma serum 1-g4 [7]. However, 
in another type of rnyeloma serum 1-f i .  Dawson and 
Clamp [54] showed the presence of a heptasaccharide 
containing one .V-acetylneuramic acid. three galactose 
and three .V-acetylgalactosamine residues. The partial 
structure proposed by these authors leaves the pos- 
sibility of heterogeneity. 

The incompiete biosynthesis of the hinge region 
oligosaccharides of secretory IgA from human milk 
could be expiained by a variation in the activity of 
giycosyltransferases as a function either of the time 
of passage throu& the endoplasmic reticulum before 
secretion or of the period OC lactation. 

The O-glycosidically linked oli~osaccharides of 
the hinge region of secretory IgAt are very similar 
in structure to those found in a variety of giycoproteins 
and represent the precursors of oligosaccharides pos- 
sessing a blood-group activity [35]. Since the degree 
of giycosylation appears to be variable the question 
can be put as to whether the O-glycosidic glycans play 
a role in the conformation of the IgA molecuie or if 
the biological role ofsecretory IgA is affected by a more 
or less complete giycosylation. These probiems are the 
basis for continuing work on the determination of 
giycan structures of secretory IgA and the structure- 
function relationship. 
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C - CONCLUSIONS 

Les IgA possèdent des glycannes liés O-glycosidiquement 

aux chaînes a Une délétion de 15 résidus d'acides aminés entraîne 1 ' 
la perte sur les chaînes a des sites de glycosylation (Fig. 15 ; 2 ' 
p. 77). 

L'étude des glycannes effectuée sur l'ensemble des IgA : 

IgA et IgA2 conduit à l'obtention d'une plus grande quantité de O- 1 
glycannes pour les IgA sériques normales, car il y a 9 molécules d' 

IgAl pour une molécule d11gA2 (RIESEN cd d., 1976) et d'une propor- 

tion beaucoup plus faible de ces mêmes glycannes pour les sIgA car 

le rapport s'inverse dans le lait de Femme et devient : une molécule 

dlsIgA1 pour trois molécules de sIgA2 (MOTA, 1977). La faible propor- 

tion des O-glycannes des sIgA ainsi que leur grande diversité a rendu 

leur étude difficile. 

Cinq sites de glycosylation ont été décrits par chaîne 

lourde (BAENZIGER et KORNFELD, 1974a) (Fig. 17 ; p. 81). La composi- 

tion en acides aminés de la zone charnière semble montrer que la sé- 

quence peptidique des sIgA est homologue à celles des IgA sériques 

myélomateuses (FRANGIONE et WOLFENSTEIN-TODEL, 1972 ; BAENZIGER et 

KORNFELD, 1974a). Cependant la liaison entre la N-acétylgalactosamine 

et la protéine se fait exclusivement par des résidus de sérine dans 

les IgAl sériques myélomateuses (BAENZIGER et KORNFELD, 1974a) alors 

qu'elle se fait soit par l'intermédiaire de la sérine soit par l'in- 

termédiaire de la thréonine dans les IgA de sécrétion du lait humain 

(DESCAMPS, 1974). 

Les glycannes détachés par $-élimination des sIgA pré- 

sentent un haut degré d'hétérogénéité. Tous les glycannes dérivent du 

chaînon disaccharidique suivant Gal(B1-3)Gal~Ac par l'addition de ré- 

sidus de fucose, galactose, N-acétylglucosamice et acide N-acétylneu- 

raminique. L'allongement de la chaîne peut aller jusqu'à l'obtention 



d'un décasaccharide. Tous les intermédiaires entre le tétrasaccharide 

et le décasaccharide semblent exister (Tableau 3, article 2 ; p. 184) . 

Cette hétérogénéité n'existe pas dans la fraction O- 

glycannique des IgA sériques myélomateuses (BAENZIGER et KORNFELD, 1 
1974aI.Ceci est confirmé par l'étude que nous avons réalisée sur deux 

autres molécules dfIgA1 (LAB) et (DEJ). ELle montre que la fraction gly- 

cannique se résume au disaccharide de base qui peut parfois être sia- 

lylé. Aucune différence structurale de la fraction O-glycannique des 

IgA sériquesnormales n'està noter. Le processus de cancérisation ne 

semble pas interférer dans la glycosylation des glycannes de la zone 

charnière des IgA sériques. 

L'étude comparative de la fraction O-glycannique des 

IgA sériques et sécrétoires (Fig. 39 ; p. 191) est intéressante car 

elle confirme que l'hétérogénéité et la complexité des glycannes pré- 

sents dans les sIgA sont dues au phénomène de sécrétion et peuvent 

être reliées à l'existence de glycosyltransférases actives spécifi- 

ques des protéines d'excrétion ou simplement au fait que les deux mo- 

lécules dfIgA sont totalement différentes. 11 serait intéressant dans 

ce cas de connaître la structure primaire des chaînes a des IgA de 

sécrétion. 

Le degré élevé de l'hétérogénéité des glycannes présents 

dans la zone charnière de la chaîne al pose le problème du rôle possi- 

ble de ces glycannes dans la conformation de la molécule. En effet, 

l'intérêt et l'importance de ces structures résident non seulement 

dans leur hétérogénéité mais également dans leur localisation. La zone 

charnière des IgA est impliquée lors de l'attaque bactérienne. En ef- 

fet, des bactéries (KORNFELD et PLAUT, 1981) pour se défendre contre 

les immunoglobulines, synthétisent des IgAl protéases capables de cli- 

ver sélectivement la zone charnière (Fig. 6 ; p. 41). La plus grande 

résistance des IgAl sécrétoires pourrait être due à la présence de ces 

structures glycanniques complexes. La participation effective des gly- I 
l 

cannes dans ce rôle de protection vis-à-vis de certaines bactéries 1 

reste encore à être démontrée. 
1 
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N-GLYCOS IDIQUEMENT AUX I G A  

L'étude comparative des fractions glycanniques des IgA 

sériques et sécrétoires humaines a été effectuée sur la fraction N- 

glycannique également. L'hétérogénéité structurale de la fraction O- 

glycannique étant inhérente à la molécule de sIgA, nous avons essayé 

de savoir s'il en était de même pour la fraction N-glycannique. 

Les études de BAENZIGER et KORNFELD (1974b) avaient 

montré que la fraction N-glycannique des IgA sériques myélomateuses 

était assez homogène (Fig. 17 ; p. 81). Les trois glycopeptides iso- 

lés sont biantennés, mono- ou disialylés, mono- ou difucosylés et ren- 

ferment un résidu de N-acétylglucosamine lié sur le B-mannose. Cette 

N-acétylglucosamine est encore appelée "la N-acétylglucosamine inter- 

calaire". Les structures des glycannes des IgA sériques ayant été dé- 

montrées précédemment, nous ne nous sommes pas attachée à définir 

leur structure d'une manière précise, mais à comparer leur hétérogé- 

néité à celle des sIgA. 

A - MISE EN EVIDENCE D'UNE HOMOGENEITE STRUCTURALE DES FRACTIONS 
N-GLYCANNIQUES DES IgA SERIQUES 

L'étude des fractions N-glycanniques totales des IgA 

humaines sériques et sécrétoires révèle l'existence d'une forte pro- 

portion de sialoglycopeptides. La comparaison des compositions molai- 

res en glucides de ces fractions ne montre pas de différences nota- 

bles (TableauxVI ; p. 193). IL semble qu'il y ait un taux plus fai- 

ble en fucose et une légère augmentation du taux de galactose dans 

les IgA sériques alors que le taux de N-acécylglucosamine et d'acide 

N-acétylneuraminique sont constants dans les deux populations d'immu- 

noglobulines. 



TABLEAU XVT 

COMPARAISON DE LA COMPOSITION MOLAIRE EN OSES DE LA FRACTION 

N-GLYCANNIQUE DES IgA SERIQUES MYELOMATEUSES (DEJ) et (LAB) 

ET DES IgA DE SECRETION DU LAIT HUMAIN. 

Nature des 

monosaccharides 

Fuc 

Ga1 

Man ' 

GlcNAc 

NeuAc 

~raction N-glycannique totale 

IgA sériques mélomateuses IgA de 

(DEJ) (LAB) sécrétion 

O, 66 0,40 1,lO 

2,27 2,63 1,85 

3 3 3 

4,Ol 3,91 3,86 

0,74 0,77 0,80 

6 



L'hydrazinolyse des fractions glycopeptidiques (p. 156) 

permet d'obtenir des glycannes que nous avons séparés en chromatogra- 

phie couche mince. De plus une désialylation a été effectuée afin d'é- 

liminer l'hétérogénéité due à la présence de l'acide N-acétylneura- 

minique. Dans ces conditions la fraction N-glycannique des sIgA révè- 

le une douzaine de taches tandis que la fraction N-glycannique des 

IgA sériques se décompose en trois ou quatre taches. Leur migration 

effectuée en présence de témoins bi-, di- et tétraantenné montre que 

les glycannes des IgA sériques appartiennent à la famille des bianten- 

nés. Les sIgA semblent posséder des structures glycanniques beaucoup 

plus complexes. 

B - ETUDE DES GLYCANNES LIES N-GLYCOSIDIQUEmNT AUX sIgA 

Les sIgA après hydrolyse trypsique et pepsique sont 

fractionnées sur Bio-Gel P-30. La seconde fraction (GP-II) contient 

uniquement la fraction N-glycannique (voir p. 182). Les monosaccha- 

rides présents sont le fucose, le galactose, le rnannose, la N-acétyl- 

glucosamine et l'acide N-acétylneuraminique dans les rapports suivants : 

1 , l  : 1,85 : 3 :  3,86 : 0,8. 

Après une hydrolyse pronasique qui a éliminé la plus 

grande partie des acides aminés la fraction glycopeptidique purifiée 

ne contient plus qu'un résidu d'acide aspartique pour quatre résidus 

de N-acétylglucosamine, et des traces de thréonine, sérine, acide 

glutamique, glycocolle, alanine et valine. Les glycopeptides ont été 

séparés selon leur charge sur une colonne d"échange d'ions et se sub- 

divisent en deux familles : les sialoglycopeptides (GP-A) et les asia- 

loglycopeptides (GP-N) . 

7 - Etude de la nitrtuc;tune pttun&e des  aia.loglyco- 

pepaXdu : La fraction sialoglycopeptidique comparée à la fraction des 

asialoglycopeptides est la fraction glycopeptidique majeure (78 %), l 



elle est beaucoup moins hétérogène. La fraction acide dont le nombre 

de résidus d'acide N-acétylneuraminique varie de 1 à 2, est séparée 

par électrophorèse en trois fractions distinctes (GP-A1 à GP-A3). La 

fraction GP-A3 s'est avérée être un mélange de quatre glycopeptides 

dont la structure a pu être précisée après libération d'oligosaccha- 

rides par le procédé d'hydrazinolyse-désamination nitreuse et analyse 

de ces derniers par spectrométrie de masse (Article no 1 ; p. 146) . 
Sept oligosaccharides sont obtenus (Fig. 40 ; p. 196) correspondant 

soit à des chaînons classiques ( A : le fucose substituant l'aspara- 

ginyl N-acétylglucosamine, K : le core trimannosidique, D : la N-acé- 

tyllactosamine et 1 la sialyl N-acétyllactosamine) soit à des chaî- 

nons particuliers (E , F ,G) correspondant à la substitution d'un 

résidu de N-acétyllactosamine par du galactose (G) par du fucose sur 

le résidu de galactose (F) ou par du fucose sur le résidu de N-acétyl- 

glucosamine (E). La présence d'oligosaccharides 1 et E dans la frac- 

tion GP-A3 confirme l'exclusion mutuelle du fucose et de l'acide N- 

acétylneuraminique sur le même résidu de N-acétyllactosamine. 

Ces différentes structures ainsi que les moyens uti- 

lisés pour les déterminer sont décrits en détail dans l'Article no 3 ; 

p. 197. 1 
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Prhary Structure of the N-Glycosidicaily Linked Sialoglycans 
of Secretory Immunoglobulins A from Human Milk 

1 
Annick PIERCE-CRETEL. Mercedes PAiLlBLANCO, Gérard STRECKER. Jean LIONTREUIL. Geneviéve SPIK. 
Lambertus DORLAND. Herman VAN HALBEEK; and Johannes F G VLIEGEYTHART 

Labontoirede Chimie Biologique et Laboratoire Associé au Centre Nationai de la Recherche Scientifique no. 117. 
Université da Sciences et Techniqua de Lille 1: and 

I Depanment of Bio-organic Chemistry. University oc Utrecht. Utrecht 

, The alkali-stable sialoglycopeptides of secretory immunoglobulins A frorn human milk have been separated 
l from the alkali-labile glycopeptides by gel filtration and from the asialoglycopeptides by ion-exchange 

chromatography. The structures of five of them have been determined on the basis of the results obtained by 
methylation anaiysis, mass spectrometry and 300 MHz 'H-NiLIR spectroscopy. For glycopeptide B. the following 
structure has been found: 

(al -6) 

(Fuclo - i 
The other glycopeptides can be considered as extensions of this structure. The following extensions to Gal-6' 

are proposed: NeuAc(a2-6) (glycopeptide A), Gal(D1-3) (glycopeptide D) and Fuc(z1-6) (glycopeptide E). 
Funhermore, in glycopeptide C a fucose residue in (4 -3 )  linkage to GlcNAc-5' could be traced. 

The secretory immunogiobulins of type A (sIgA) from 
human mdk are glycoproteins [l ] which are carbohydrate-rich 
(12 0/,, w/w) and present an amazing diversity in the structures 
of their glycans. In fact, sIgA possess both O-giycosidically 
and N-@ycosidically linked glycans [2,3]. The first ones are 
located, as in human senun IgA [4,5], in the hinge region of 
the a chains and we have described in previous papers the 
structures of some of them [3,6]. The N-glycosidically linked 
glycans are present on the z chains as in senun IgA [7] and on 
the junction [a] and secretory [9] pieces. 

In order to understand the important roles probably 
played by the glycan moieties in the codonnation and 
behaviour towards proteolytic enzymes of sIgA and in their 
interaction with receptors, we have investigated further the 
primary structure of the s1gA giycans, by studying the alkali- 
stable N-giycosidically linked sIgA glycopeptides. These 
latter fell into two categories, acidic and neutral, according 
to the presence or absence of sialic acid residues. In the present 
paper we descnbe the primary structure of the sialoglycans 
taking part of the acidic glycopeptide fraction. The neutral 
fraction of asialoglycans presents a large structural hetero- 
geneity and will be described in a fonhcoming paper. 

Abbrevtations. Fuc, L-fucose; Gal. O-galactose; GIcNAc. ,V-acetyl- 
glucosamine; Man, &mannose; NeuAc. N-acetylneunrninic acid; Asn, 
asparagine; sIgA, secretory immunoglobulins A; NMR, nuclcar magnetic 

. monance. 

h1ATERIALS AND METHODS 

Bio-Gel P-30 (200-400 mesh) and Dowex 1x1 (200- 
400 mesh) were from Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA. 
USA). Sephadex LH-20 and Sephadex G-50 (fine) were 
obtained from Pharmacia Fine Chemicals A.B. (Uppsala. 
Sweden). Pronase was obtained from Calbiochem (Lucerne, 
Switzerland). Anhydrous hydrazine was from Pierce Chemical 
Company (Rockford. IL, USA). 

Preparation of the Sialog~copeptides 

sigA were isolated from a pool of human milk and the 
glycans LV-glycosidically linked to the glycopeptide chains 
were prepared according to the procedure described previ- 
ously [3]. The tryptic-pepsic fraction called GP-II which had 
a moiecuiar weight of 10000 was submitted to furrher pronase 
digestion [IO]. The mixture of glycopeptides was separated 
from the peptides by gel filtration on a column containing 
Bio-Gel P-30 (4x  130 cm) and the carbohydrate fractions 
visualized by the phenol/sulfuric dcid reagent [11] were 
further submitted to ion-exchange chromatography on a 
coiumn containina: Dowex 1x2 (200 -400 nesh, acctste 
form) stabilized in 2 m M  pyndine:acetic acid bufier pH 5 [12]. 
Elution was performed using a discontinuous gradient of 
ionic strength at a How rate of 25 mlth. The neutral fraction 
(GP-N) was eluted by the initial buffer and the acidic fraction 



(GP-A) with a 500 miLI pyridine:acetic acid buffer pH S. A11 
the fractions were desalted on a coiumn containing Sephadex 
G-50 (2.1 x 45 cm) equilibrated in water, at a flow rate of 
18.5 m1,h. The sialoglycopeptides (GP-A) were fractionated 
by preparative paper electrophoresis at pH 2.4 (acetic acid 
1 M).for 12ha t  tOV'cm. 

i Dererminutiorr o f '  rhr Srn~crlrre of' rllr Siciloglycopepririrs 

The rnolar carbohydrate composition of the glycopeptides 
was determined by 9s-liquid chromatography after methano- 
lysis and trifluoroacetylation [lj] .  Exhaustive methylation 
was carried out according to Hakornori [ l i ]  and the rnethyl- 
glycosides were separated by cas-liquid chromatography 
before (for neutrai monosaccharides) and after (for neutral 
monosaccharides and hexosamines) peracetylation according 
to Fournet et al. [15]. The identification of the methyi 
derivatives of glucosamine residues was carried out after 
hydrolysis (4 M HCI. 4 h. 1OO'C) of the pennethylated glyco- 
peptides and after peracetylation, reduction with NaBD4. 
purification on Dowex 50x8 (25-50 mesh, H') followed by 
peracetylation [16]. The sialo~lycopeptide GP-A3 was sub- 
mitted to hydrazinolysis -nitrous acid deamination [17] and 
the liberated oiigosacchandes were methylated and analyzed 
by gas-liquid chrornatography - mass spectrometry [18]. For 
'H-NMR spectroscopie analysis the neutralized glycopeptides 
were repeatedly exchanged in DzO (1007; D. Aldrich,  mil- 
waukee. USA) at room temperature with intennediate lyo- 
phïlization. The 360-iMHz 'H-NMR spectra were recorded 
on a Bruker HX-360 spectrometer. operating in the Fourier 
transform mode at a probe temperature of 2S7C. ChemicaI 
shifts are given relative to sodium4.S-dimethyll-siliapen- 
tane-1-sulphonate (indirectly to acetone in D2O:b = 1.125 
ppm) with an accuracy of 0.003 pprn. 

- .  . 

1 Prepararion of rhe Sialogiycopeptides 

From the trypsin-pepsin hydrolysate of 1 g of SI-. two 
fraczions were isoiated by yel filtration on Bio-Ge1 P-30 [3]: 
GP-I (43 mg) and GP-II (240 mg). The structures of four 
O-giycosidically linked jlycans present in the GP-I fraction 
were previorisly detennined [3]. Fraction GP-II. containing 
the LV-glycosidically linked glycopeptides, was separated by 
ionexchange chromatography into a neutral fraction GP-N 
(17.5 mo) which was extremely heterogeneous. The mixture 
of siaiylated siycopeptides GP-A (61 mg) was separated into 
three fractions by preparative paper electrophoresis. The 
proportions of these fractions were 8"; for glycopeptide 
GP-Al ; 420; for GP-A2 and 50% for GP-A3. 

1 Primary Structure of the Sialogi,vcopeptides 
, The amino acid composition of the three sialoglyco- 

peptides (GP-A1 to GP-A3) shows the presence in al1 of the 
giycopeptides of one aspanic acid residue for four iV-acetyl- 
glucosamine residues. Threonine, serine. glutamic acid. gly- 

i cme. alanine and valine residues were characterized in trace 
amounts. The three glycopeptides were essentlally differen- 
tlated by their .V-acetylneuraminic acid fucose and galactose 
content (Table 1). The primary structure of the different 

I glycans was established by determination of the carbo- 
hydrate composition. methylation analysis, rnass spectrom- 
erry and 360-MHz 'H-NMR spec:roscopy. 

1 

Table 1 .  Curhoh.vdrarr ~.ompo.cirion c!f [lie g(rcopc>pride fraction GP-A anci 
q/ tire ~ol~coprpride srtb-fiacrions GP-.-I 1 ro GP-.43 isolared Jiom hunlun 
milk secretor? Ig.4 
The molar ratios were calculated on the büsis of three mannose residues 

Nature of the Molar ratio in 
monosacchandes 

mixture of sialo- GP-XI GP-A2 GP-A3 
glycupeptides 
GP-X 

F uc 1 .% 1 .O8 1.25 1.33 
Gai 1 13 -.-- 2.05 2.09 2.30 
'vlan 3 3 3 3 
GlcNXc 4.09 3.92 4.M 3.49 
Neuhc 0.78 1.94 0.58 1.39 

Table 2. .Moiar rarios of monosaccharide merhyl ethers presenr m the 
merhanoivsates of the permeih.vlated ~(vcopeptides isolared from liuman 
milk secretor? fg.4 
The moiar ratios were calculated on the basis of two residues of (3.46)- 
Me~iMan 

Monosaccharide rnethyl Molar ratio in 
ethers I 

GP-Al GP-A2 GP-A3 

(1.3.4)Me~Fuc 1 .O0 1.2 0.81 
(2.3.4.6)M~Gal O 0.9 1 .O0 
(2.3.qMe3GaI 2.02 1.1 0.98 
(2.4,6)Me,Gal O O 0.49 
(3.4.6)Mei~Man 1 2 2 
(1.4)EiIër Man 0.98 1.19 1 .O0 
I 3,6)MezGlcNA« Me) 2.90 1.65 3.10 

0.27 0.20 
l 

(6)MelGlcNAc(Me) O 
(3)MeiGlcNAc(Me) 0.40 0.18 0.30 

The carbohydrrite composirion of glycopeptide fract~on 
GP-XI is presented in Table 1. The results suggest the sampie 
to be homogeneous. The identification of the different 
merhyiated derrvatives (Table 1) and panlcularly the ident& 
cation of the rnethyiated dertvatives of mannose led to the 
conclusion that a biantennary structure of the .V-acetyl- 
lactosamine type is present. The 360-MHz 'H-NMR spectral 
data of glycopeptide fraction GP-Al point to a bi(ul-6)- 
siaio biantennary IV-acetyllactosamine type of structure. This 
can be deduced from the chemial shifts of the H-l of >lan4 
(à = 5.133 ppm) and M3n-4' (b  = 4.940 ppm) in combi- 
nation with those of the H-2 of Man-3 (d = 4.259 pprn). 
Man& (O = 4.196 ppm) and M a n l '  (à = 4.1 16 pprn). In- 
dependent evidence for the (32-6) type of linkage between 
N-acetylneuraminic acid and galactose stems from the chemi- 
cal shifts of the structural reporter group signals of the 
!V-acetylneuraminic acid residues (SH-3ax = 1.725 ppm. bH- 
3eq = 2.672 pprn and bNAc = 2.030 ppm) and frorn the 
chernical shift of the H-1 of the galactose residues (6H-1 
= 4.447 pprn) [l9] The (rl  -6) type of linkage of fucose to 
GlcNAc-l is characterized by the positions of the structur:il 
reporter group bignais of fucose i6H-l = 4.88 p ~ m .  OH-5 I 

= 4.12 pprn dnd 6CH3 = 1.10 pprn) and by the chernical 
shift of the iV-acetyl signal ofGlcNXc-2 (JiüAc = 2.096 ppm) I 

[19]. This resuit u in dccordance with the characterizatlon of 
3-O-methyl derivative of iV-dcetylglucosamine. The low 

l 
1 



Clycan A I 

/ (al4) 
Fuc 

Glycarrr B and F 
l 

l G&BI +lcNAc(pI -2)MMtui -6) / 
1 l (al-3) 

Fuc 
Fi2 Smcrure of rhe glycans B and C consrxruring rhe gl,vcopepri& fracrion GP-Al  

1 (u1-h) 
Fuc 

amount of this component (Table 1) is due to the fact that. in 
the conditions of hydrolysis we used. the linkage between 

I GFcNAc- l and the asparagine residue has not been completely 
hydrolysai [16]. 

Sfn~crure of rlze Glycopepride Fraction G P-A2 

The glycopeptide fraction GP-AI is a mixture of two 
giycopeptides (glycopeptides B and C) of the LV-acetyllactos- 
amine type. Both glycans possess one iV-acetylneuraminic 
acid residue but they differ in their fucose content. This con- 
clusion was reached on the basis of the foilowing results. 
(a) The carbohydrate composition shows that the fucose 
residues were not present in an integer number of residues 
(Table 1); (b) methylation analysis demonstrates the presence 
of mono 3-O-methyl and 6-O-methyl derivatives of IV-acetyt- 

1 glucosamine (Table 2); (c) the 360-MHz 'H-NMR spectrum 
of the glycopeptide fraction GP-A2 shows that it consists of 
a mixture of ciosely related btantennary glycans of the 
LV-acetyllactosamine type. The kind of branching is evident 
from the chemicai shift values of the mannose H-2 signals 

1 (6H-2 Man-3 = 4.258 pprn, dH-2 Man4 = 4.195 pprn and 
SH-2 Man-4' = 4.105 ppm) [19]. In al1 glycopeptides present , in this mixture the upper branch contains LV-acetylneuraminic 

1 acid (r2-6)-linked to Gal-6. This conclusion is based on the 
chernical shift values of H-3ax and H-3eq of iV-acetylneur- 
arninic acid (4 = 1.725 ppm and 2.667 ppm. respectively), in 
combination with that of H-1 of Man-4 (5 = 5.133 ppm). 

i The presence of fucose (21-6)-linked to GlcNAc-1 is proved 
by the fiositions of the structural reporter group signals of 
fucose: 8H-l = 4.88 ppm, 6H-5 = 4.12 pprn and PCH, 
= 1.21 ppm. For the ;V-acetyl signal of GlcNAc-2 two singlets 

1 

are observed at 6 = 2.080 ppm and 5 = 2.094 ppm with a 
relative intensity ratio 1 : 1. For the H-1 of GlcNAc-2 two 
doublets are found at à = 4.626 ppm and ci = 4.699 pprn. in 1 

a similar intensity ratio as observed for the .V-aceryl sigais \ 
of this residue. The sec of signais at 7.080 ppm and 4.616 ppm '3, 
belongs to a glycopeptide devoid of fucose (21 -6biinked to 
GlcNAc-1 whereas the other sec. dt  6 = 1.094 ppm and I 

5 = 4.699 pprn. belongs to 3 glycopeptide bearing Fuc in an 
( r i  - 6) linkage to GlcNAc-l [19]. The occurrence of a second 
fucose residue (XI - 3)-linked to a per~pneral .V-acetyl- I 

glucosamine residue is obvious from the set of chemical jhifts 
of the Sucose structurai reporter group protons: dH-1 
= 5.12 pprn and 5CH3 = 1.17 ppm. This fucose residue is 
located in the asialo lower branch as can be inferred from the 
chernical shift value of H-I of Man-4': 5 = 4.909 pprn [IO]. 
The occurrence of two signals for the IV-dcetyl protons of 
GlcNAc-5' at à = 7.048 pprn and d = 2.042 pprn in dn in- 
tensity ratio of 1 : 1 indiclites that the (21 - 3)-linked fucose is 
only paniy present [20.21]. The structure of the glycans B and 
C present in the glycopeptide fraction GP-A2 are given in 
Fig. 2. I 

Structttre of' the G-copepride Frncrion GP-A3 

The results obtained by methanolysis (Table 1) and by 
methylation analysis (Table 2) of the glycopeptide fraction 
GP-A3 indicate that the monosaccharides and the methyl 
derivatives of these monosaccharides were not present in a 
ratio of integer nurnbers. Consequently, fraction GP-A3 is 
a mixture of glycopeptides. tn fact. the glycopeptide fraction 
GP-A3 differs from the two others by an excess of galactose. 
After methylation. hydrolysis, reduct~on with sodium bore- 
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deutende and peracetylation the glycopeptide fraction GP-A3 
was analyzed by gas-liquid chromarography and mass spec- 
trometry. The presence of the 2.3,CO-trimethyl and 2.4.6-0- 
trimethyl denvatives of galactose (Fig. 3) indicates that these 
midues are substituted at C-6 or (2-3, respectively. The 
hydraPnolysis-nitrous deamination data confirmed that the 
glycopeptide fraction GP-A3 was a mixture of glycopeptides 
with different structures since the following oligosaccharides 
were identified: Man( 1 - 3)(Man(l- 6)]Man( 1 -4)-1,5-an- 
hydro(1-'H]mannitol: 3-0x0-3-deoxynonulosic acid (2 - 6)- 
Gai( 1 -4)-2.5-anhydr0(l-~H]mannitol; Gai( 1 - 3)Gal( 1 -4)- 
2.5-anhydro[l-'Hlmannitol ; Fuc(1-6)Gal( 1 -4)-7.5-anhy- 
dro[l-'H]mannitol; Gai( 1 - J){Fuci i - 3 jj2.5-anhydroll-'Hl- 
mannitol; Gal(1-4)-2.5-anhydr0[l-~H]mannitol and Fuc- 
(1 -6123-anhydro(l-'Hlrnannitol. The separation, the pro- 
portion and the mass spectra of these different oligosacchari- 
des were previously reponed (181. Their characterization - - 

allowed the identification of four structures: those of gly- 
crins B and C (Fig.7) and of glycans D and E (Fig.4) having 
unusual linkages such as Gai( 1 - 3)Gal-R and Fuc(1- 6)- 
Gal-R. 

The 360-MHz 'H-NMr spectrum of glycopeptide fraction 
GP-A3 revealed that this fraction contains glycans with the 
biantennary structure. 1V-Acetylneuraminic acid is exclusively 
(a2 - 6)-linked' to Gal-6. The IV-acetyl signals, observed for 
GlcNAc-2 at ci = 2.078 ppm and 6 = 2.093 ppm in an 
intensity ratio of 1 : 1. indicate that fucose (21- 6)-linked to 
GIcSAc-l is present [or about 50"" [19]. Evidence exists for 
a second fucose linkage type vi t .  Ir1 - 3) to GlcYXc-5'. The 
structur~l reporter group signals of this fucose residue are 
found at 8 = 5.121 ppm (H-1) and b = 1.168 pprn (CH3). 

The Fuc(a1-6)Gal moiety, which was found by mass 
spectrometry to occur in a low amount ( 5 -  IO0") could not 
be identified by 360-MHz 'H-NMR spectroscopy. The 
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chemical shift data of the structural reporter signals of 
fucose in such a type of linkage are not yet available. It cannot 

I be excluded that they coincide with structural reporter group 
1 signals of fucose in other linkage types. The more so since in 

glycopeptide GP-A3 it is expected to be present in a small 1 amount. 
Concemine the Gal(1-3)Gal moiety, which was traced 

by mass spectrometry [18]. The 'H-NMR spectrum is not 
conclusive. Previously. we observed that the attachment of a 
galactose residue in (Pi -3) linkage to another galactose 
residue gives rise to a downfield shift of the H-4 signal of the 
3-substituted galactose residue from 3 = 3.92 ppm to 
6 = 4.19 ppm [El .  If such a structural element occurs in 
giycopeptide GP-A3 in a relatively low amount it cannot be 
excluded that the H-4 signal of the penultimate galactose 

l 
residue is hidden under the H-2 signal of iMan-4. Regarding 
the anomeric proton signals of the involved galactose 
residues, it is interesting to compare those with the signals of 

1 Gal(p1- 3)Gal(,!?l-4)Xyl(/?1 -O)Ser, a reference compound 
possessing the Gal(j31-3)Gal moiety. In this reference 
compound the H-1 signal of the terminal galactose is found 
at 6 = 4.610 ppm (H. van Halbeek, unpublished results). The 
H-1 signal of the terminal galactose in glycopeptide GP-A3 

1 may coincide at 6 =- 4.61 ppm with the H-1 signal of Glc- 
NAc-2 for that portion of the glycopeptide fraction that does 
not bear a fucose in (al -6) linkage to GlcNAc-1. However, 

1 an H-1 signal for the penultimate galactose at 6 = 4.52 ppm 
is missing, suggesting that if the Gal(1-3)Gal moiety is 
present, the amount is less than 5 %. 

DISCUSSION 

The O-glycosidically and iV-glycosidically conjugated 
giycans of sIgA have b e n  separated by gel filtration in two 
fractions, the main one k ing  constimted of the~V-glycosidical- 
ly linked giycans. The preponderance of these latter could be 
explained by the fact that the sIgA;! population, devoided of 
the O-giycosylated hinge region, is present in human milk in 
an amount three times higher than that of sigAi which possess 
the hinge region [23]. 

The sialylated N-glycosidically linked glycans represent 
the major and les5 heterogeneous fraction, in contrast to the 
neutral giycopeptides. The sub-fractionation of the acidic 
fraction has led to the isolation of five oligosaccharides the 
structure of which are descnbed in the present paper. Al1 
have in common a biantennary basic structure of the N-acetyl- 
laetosamine type and possess an N-acetylneuraminic acid 
midue (a2-6)-linked to the terminal galactose of the 
'Man(a1-3) branch'. Most of the compounds possess a 

, fucose residue (al - 6)-linked to the asparagine-conjugated 
N-acetylgiucosamine. The heterogeneity of the structures is 

, essentially due to the presence of additional Gal(fl1- 3) or 
I Fuc(a1-6) linked to the terminal galactose residue, or of 

Fuc(a1- 3) linked to the 'Y-acetylgiucosamine taking part of 
i the N-acetyllactosamine residue present in the 'Man(a1-6) 

branch'. 
The sequence Fuc(a1-6)Gal(fi1-4)-R represents a novel 

type of oligosaccharide structure, while Gal(p1- 3)Gal- 
(81 -4)-R has been previously demonstrated in glycopeptides 
from calf thymocyte plasma membranes [24], in angiotensin- 
convening enzyme [25] and in bovine glycopnorin [26]. The 
location of these structures on the different polypeptide chains 
of sIgA has not yet been estabiished. However, it may be 
noted that the structure of the oligosaccharides from the 

J-chain of Waldenstrom macroglobuiin [SI shows strong 
homologies with those from si-g4 here descnbed. The major 
difference. however, is the absence of fucose in the former. On 
the other hand. the structure of a glycan from the free secretory 
piece isolated from human milk has been proposed [9]. 
However, we have not characterized this structure in the 
acidic giycopeptide fraction we isolated. 

The IV-glycosidically linked glycans from human milk 
si@. together with those from human serum immuno- 
globulins such as IgM [27], IgE [IS], I d  [4.j] and IgG (191. 
from bovine semm immunoglobulins (30.311 and from 
bovine colostral IgGi [37] show a relative unlty of structure. 
They are biantennary and of the iV-acetyllactosamine type 
with a fucose residue linked to the LV-acetylglucosamine of the 
protein attachment point. However they differ by the presence 
of particular oligosaccharide sequences like : Gal(p1-4) [Fuc- 
($1 - 3) JGlcNAc, Fuc(z1- 6)Gal and Gal(P1- 3)Gal(P1-4)- 
GIcNAc. Moreover, in human serum IgAi [j] and IgG [29], 
an additional intersecting N-acetylglucosamine residue linked 
to the Man(j31-4) has been demonsuated. This residue is 
absent in the acidic glycopeptiaes from human milk SI@. but 
has been recently identified in practicaily al1 the neutral 
glycopeptides of the IV-acetyilactosamine type (A. Pierce, un- 
published results). 

The biological significance, if any, of the structural specifi- 
city of human milk sIgA glycans remains to be established. 
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La fraction glycannique principale des sIgA est cons- 

tituée de glycannes alcali-stables, qui proviennent de la chaîne J, 

de la pièce de sécrétion et des chaînes lourdes. Séparée sur chroma- 

tographie d'échange- d'ions cette fraction a été subdivisée en sialo- 

et asialoglycopeptides. La fraetion majeure est constituée de disialo- 

et monosialoglycopeptides au nombre de 5 qui diffèrent, en outre, par 

leur contenu en fucose et en galactose. 

Deux d'entre eux sont intéressants, ils possèdent soit 

le chaînon Fuc(a1-6)Gai(f31-4)R qui à notre connaissance a été identi- 

fié pour la première fois dans la structure des glycoprotéines soit 

le chaînon Gal(f31-3)Gal(B1-4)R. Ce dernier a été caractérisé précédem- 

ment dans les membranes plasmiques dethymocyte de Veau (KORNFELD, 1978), 

dans l'enzyme qui hydrolyse 1 ' angiotensine (HARTLEY et SOFFER, 1978) 
et dans la glycophorine bovine (FUKUDA &.t d., 1981). Les trois autres 

glycannes possèdent des structures plus classiques rencontrées chez 

de nombreuses glycoprotéines et notamment dans une autre protéine lac- 

tée : la lactotransferrine (SPIK & &., 1982b) (Fig. 5 ; p. 22 ). 

2 - Ekude de la 4lfrLuC;tme phhahe d a  a i & o g l y c a -  

pepIfidu : La fraction mineure N-gly~ope~tidique GP-N (22 %) s'est 

révélée être la fraction la plus hétérogène et la plus complexe. 

Nous avons, dans un premier temps, séparé les diffé- 

rents constituants de la fraction GP-N par chromatographie de gel 

filtration. 

a - Fractionnement sur colonne de Bio-Gel P-30 : 
Le fractionnement sur colonne de Bio-Gel P-30 dans les 

conditions décrites p. 212, fournit sept fractions qui diffèrent par 

leur contenu en fucose, galactose et N-acétylglucosamine. Le schéma 

du fractionnement donné dans la Fig. 41 ; p. 204, montre qu'en fait 

la séparation fournit seulement deux groupes distincts de glycopep- 

tides (1 à IV et V à VI1 ; le glycopeptide le plus simple est appelé 
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-. , -b Figae 41 : FutSionnement 6 ~ h  colonne de Bio-Gel P-30 (2 x 120 cm) 

de l(ilaoüon as~~aglgcopepa%dique t o M e  (GP-NI . L ' E h -  



! glycopeptide 1). La fraction glycopeptidique IV majeure encore très 
1 

hétérogène est fractionnée sur colonne d'affinité. La présence d'un 

taux variable de fucose et l'existence d'une cinquième N-acétylgluco- 
1 

samine nous a fait choisir le fractionnement sur Concanavaline A- 

I Sepharose qui ne retient pas les glycannes triantennés (KORNFELD a 
I d., 1981) et sur les Leu ~ d h V ü h  immobilisée qui présente une 

grande affinité pour les glycopeptides possédant un résidu de fucose 

substituant l'asparaginyl N-acétylglucosamine. 

b - Fractionnement sur colonne de Con A-Sepharose : 
La fraction IV est en premier lieu N- [14c] acétyiée 

par de l'anhydride acétique radioactif. Elle est ensuite chromato- 

graphiée dans les conditions décrites p. 213 sur colonne de Con A- 

Sepharose. Le profil d'élution est donné Fig. 42 ; p. 206. Deux com- 

portements chromatographiques différents sont obtenus : fractions 

éluées par le tampon de départ et fractions éluées par l'a-méthyl 

glucopyranoside (10mM) correspondant à quatre fractions retardées et une 

fraction éluée. Les fractions retardées 1 et 4 qui représentent 

moins de 0,5 % de la fraction asialoglycopeptidique totale n'ont pas 

été analysées en détails. La fraction éluée Con A (5) contient plus de 

91 % de la fraction asialoglycopeptidique IV totale. 

L'hétérogénéité due au fucose substituant les fractions 

séparées par Con A-Sepharose, a été éliminée par chromatographie sur 

colonne de LCA-Sepharose. 

c - Fractionnement sur colonne de LCA-Sepharose : 
Chaque fraction séparée sur Con A-Sepharose a été chro- 

matographiée sur LCA-Sepharose dans les conditions décrites p. 213. 

Le profil d'élution (Fig. 42 ; p. 206) montre qu'il existe deux sor- 

tes de fractions : la fraction non retenue LCA correspond aux glyco- 

peptides ne possédant pas de fucose au point d'attache tandis que la 

fraction retenue sur colonne LCA correspond aux glycopeptides possé- 

dant du fucose substituant le résidu d'asparaginyl N-acétylglucosamine 



NO des Fractions 

Figrne 42 : ( A )  P h a d i l  d ' é l d o n  du @t.a&onnei;ienX de l a  ~hac-t.lan 1 V  

4uh calanne de Con A-Sephmobe. 

( 8 )  P h a ~ ~  d 'é tut ion du ~mckionneutient d a  btracti'.onh 

2 ,  3 G 5 b ~ h  calonne de LCA-Sephahahe. 



en a-1,6. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de DEBRAY & 

de. (1981) et DEBRAY et MONTREUIL (1981) concernant la spécificité 

de reconnaissance de la LCA. 

Le couplage des deux chromatographies d'affinité a per- 

mis d'obtenir cinq fractions appelées (IV-1 à IV-5) qui diffèrent prin- 

cipalement par le nombre de résidus de fucose et de galactose. 

d - Structure   rima ire des asialoelvco~e~tides : 
Tous les asialoglycopeptides ont été analysés par les 

méthodes classiques de déterminatian des structures (p. 137). Ils font 

l'objet de l'article no 4 p. 208. 
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Enzvmes 

Endo-N-acetyl-8-Q-glucosaminidase - - D (EC : 3.2.1.96). 



The asialoglycopeptides obtained £rom secrctory i w ~ n o -  

globulines A £rom human milk have bec11 separated by gel filtration and 

affinity chromatography on Concanavalin A-Sepharose and Lens culinaris 

agglutinin-Sepharose columns. The structures have been determined on 

t& basis of the results obtainrd bg methanolysis,methylation-mass spec- 

trometry and 500-MHz 'H-NMR spectroscopy. The glycans vera of the bian- 

tennary -acetyllactosamine type differing in their degree of extension 

by fucosyl-N-acetyllactosamine residues. The general scheme of the gly- 

copeptides was as follows : 

Most of the asinloglycopeptide structures 

possessing an intersecting ClcNAc residue are suggested to be located 

on the a chain of the hurnan milk sIgA. The metlzodology applied to the 

structural analysis adcquatly'coped with the extremely high degree of 

heterogeneity shovn by the structures. 

1 -) Asn 



INTRODUCTION 

Human milk secretory immunoglobulins A (sIgA) present 

an exceptional diversity in the structure of the sugar moieties atta- 

ched to the polypeptide chains. - O-glycosidically linked glycans are 
present at the hinge region of the a chains, the structures of which 

have been described previously (1,2). The - N-glycosidically-linked 

glycans present on the a-chains and the junction and secretory pieces 

(3-5)can be divided into two categories according to the presence or 

absence of sialic acid residues. The structures of the sialic acid 

containing glycans (acidic fraction) were reported in a previous pa- 

per (6). The neutral fraction is extremely heterogeneous necessitating 

the use of.iectin affinity chromatography (7,8) to achieve the sepafa- 

tion of the different glycan structures. In this paper we describe 

the separation of the N-glycosidic glycans present in the neutral frac- - 
tien and their structural.analysis. The latter was performed by methylation 

analysis, mass spectrometry and high-resolution 500-MHz 'H-NMR spec- 

troscopy. 
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MATERIALS A N D  METHODS 

Methyl-a-D-glucopyranoside - - was purchased from Koch-Light 

Laboratories Ltd (Colnbroock, England). - Endo-N-acetyl-B-2-glucosami- - 
nidase £rom Diplococcus pneumoniae was £rom Seikagaku Kogyo Co.Ltd. 

(Tokyo, Japan).  S i l i c a g e l  thin-layer chromatography p l a t e s  (Kieselgel  

60 F 254) were £rom Merck (Darmstadt, FRG). Bio-Gel P-30 (200-400 mesh) 

andBio-Gel P-2 (200-400 mesh) were £rom Bio-Rad Labora tor ies  (Rich- 

mond, CA, USA). * H ~ O  was from Aldrich (Milwaukee, W I ,  USA). Sepharose 

4B was obtained fr.om Pharmacia F ine  ~ h e m i c a l s  A.B. (Uppsala, Sweden). 

Lens c u l i n a r i s  a g g l u t i n i n  (Phamindust r ie ,  Clichy, France) was pur i -  

f i e d  by a f f i n i t y  chromatography (9) and immobilized on ac t iva ted  Sepha- 

rose  4B a c c ~ r d i n g  t o  March e t  a l .  (10) a t  a concentra t ion  of 5 mg of 

l e c t i n  pe r  m l  of g e l  (7).  

Preparat ion of the  Asialoglycopeptides 

Human milk sIgA were p u r i f i e d  t o  99.3 % (1 ) .  They con- 

tained a smal l  amount of IgG ( l e s s  than 0.1 % ; w/w) and IgM (about 0.6 % ; 

w/w). They were success ively  hydrolvzed by t r y p s i n ,  ~ e ~ s i n  and pronase. 

Subsecauently the  n e u t r a l  (GP-N) and a c i d i c  (GP-A) f r a c t i o n s  were 

separated by ion-exchange chromatography ( 6 ) .  The as ia loglycopept ides  (GP-N) 

were f r ac t iona ted  on a Bio-Gel P-30 column (2 x 120 cm) e q u i l i b r a t e d  

i n  0.1 M a c e t i c  a c i d  a t  a flow r a t e  of 7.5 ml/h. The carbohydrate 

f r ac t ions  were v i s u a l i z e d  by a p h e n o l - s u l £ u r i c  ac id  reagent (11). 

The major glycopeptide f r a c t i o n  I V  waî NI 14C  . l ace ty la fed  - according 

t o  KOIDE e t  a l .  (1 2) and chromatographed on an immo b i l i z e d  Con A- I 



Sepharose column. After dissolution in 5 mM sodium acetate buffer pH 5.2 

containing 0.1 M NaCl and CaCl MnC12, MgCl* (1 mbf each),fraction IV 2 ' 
(10 mg) was applied to a column of Con A-Sepharose (1.7 x 20 cm). 

Elution was carried out first with buffer and then with buffer,con- 

taining 10 mM methyl-a-g-glucopyranoside. - Fractions of 1 ml were col- 

lected and samples of 5 pl analyzed for radioactivity. Al1 the 

Con A fractions were chromatographed on an imxuobilized LCA (1 x 12 cm) 

column (8) equilibrated in 0.17 M NaCl - 0.01 M sodium phosphate buf- 
fer pH 7.2. Elution was carried out first with the above buffer and 

t.hen with the same buffer containing 0.15 M methyl-a-Q-glucopyrano- - 
side. Fractions of 500 u1 were collected and samples of 5 pl analyzed 

for radioactivity. Al1 the obtained fractions were desalted on a Bio- 

Gel P-2 column (1.2 x 46 cm) equilibrated in 0.1 M acetic acid at a 

flow rate of 4.5 ml/h (750 pl per fraction). 

Determination of the Structure of the Asiaioeivco~e~tides 

The molar carbohydrate content of each fraction was 

determined by gas-liquid chromatography after methanolysis and tri- 

fluoroacetylation (13). Methylation analysis was done according to 

FINNE et al. (14) asmodifiedby PAZ PARENTE et al. (15) allowing the 

methylation of microquantities. The methyl derivatives were identified 

after gas-liquid chromatography-mass spectrometry analysis according 

to FOURNET et al. (16). Hydrolysis of the glycopeptide fraction 1 by 

endo-N-acetyl-f3-g-glucosaminidase - - D was performed according to TAI 



e t  a l .  (17). The d e t e c t i o n  of hydrolysed compounds w a s  a s  p rev ious ly  - 
descr ibed  (18) .  The de termina t ion  of ~ e w i s ~  a c t i v i t y  w a s  done as f o l -  

lows : t o t a l  serum (0.1 ml) w a s  incubated f o r  2 h a t  room temperature wi th  

T . 1  m l  of a s e r i a l  two-fold d i l u t i o n s  of a s o l u t i o n  o f  compound V I  

(0.33 mgfml) . A second incuba t ion  was then  performed a f t e r  a d d i t i o n  

of 0.1 m l  human red  blood c e l l s  (3  % i n  N a C l  0.9 %) f o r  1 h a t  22°C. 

Before NMR a n a l y s i s ,  t h e  a s i a log lycopep t ides  were 

2 
t r e a t e d  r epea t ed ly  wi th  ' ~ ~ 0  (99,96 atom Z H) w i t h  in t e rmed ia t e  lyo- 

1 
p h i l i z a t i o n .  The 500-MHz H-NMR s p e c t r a  were recorded  on a Brucker 

WM-500 spectrometer  (SON hf-NMR f a c i l i t y  , Department of Biophysics ,  

Nijmegen Univers i ty ,  The Netherlands)  o p e r a t i n g  In t h e  Four i e r  t r a n s -  

form mode and equipped w i t h  a Bruker Aspect-2000 cornputer. For exper l -  

menta l  d e t a i l s  s e e  (19, 20) .  The probe temperature was 27°C. Solvent  

peak suppress ion  f o r  d i l u t e  sarnples was achieved by a water  elirnina- 

t i o n  Four ie r  t ransform (WEFT) pu l se  sequence (composite,  non-se lec t ive  

180" pulse-delay r - 90' pu l se -acqu i s i t i on )  (21). Chernical s h i f t s  (6) 

a r e  expressed i n  ppm downfield £rom i n t e r n a l  sodium 4,4-dimethyl-4- 

s i lapentane-1-sulfonate  b u t  were a c t u a l l y  measured by re ference  t o  

2 
i n t e r n a l  acetone (6 2.225 i n  H20, 2 7 ' ~ )  w i t h  an accurancy of 0.002 ppm. 



P r e ~ a r a t i o n  of the A s i a i o ~ ~ v c o ~ e ~ t i d e s  

The t ryps in ,  pepsin and pronase hydrolysis  of 1 g of 

sIgA led t o  t h e  i s o l a t i o n  of 17.5 mg of the  n e u t r a l  f r a c t i o n  GP-N (6). 

The amino acid  composition of GP-N showed t h e  presence of one a s p a r t i c  

ac id  residue f o r  4.6 N-acetylglucosamine residues.  Threonine, s e r i n e ,  

glutamic ac id ,  glycine and va l ine  res idues  were character ized i n  t r a c e  

amount. Af ter  ~ i o - ~ e 1  P-30 chromatography of GP-N, 7 glycopeptide frac-  

t i o n s  (1 t o  VII) were obtained. Their  r e l a t i v e  abundances a r e  given i n  

Table 1. The major f r a c t i o n  ( f r a c t i o n  I V )  was - N- p 4 C ]  ace ty la ted  and 

subfract ionated by l e c t i n  a f f i n i t y  chromatography (Fig. 1).  Fract ion 

I V  was resolved on immobilized Con A-Sepharose i n t o  th ree  peaks. The 

f i r s t  two were e lu ted  with the  s t a r t i n g  buffer  while the  t h i r d  peak 

was e lu ted  with 0.01 M methyl-a-~glucopyranoside. - 
Subsequently each subf rac t ion  was submitted t o  immobi- 

l i z e d  LCA chromatography (Fig. 1).  The f i r s t  re tarded Con A f r a c t i o n  

was separated i n t o  non-retained (IV-1) and re ta ined  (IV-2) glycopeptide 

f rac t ions .  The LCA chromatography of t h e  Con A e l u t e d  f r a c t i o n  l ed  t o  

two subfract ions IV-4 (non-retained) and IV-5 ( re ta ined) .  No improved 

separa t ion was obtained from glycopeptide IV-3 which was non-retained 

on LCA. The r e l a t i v e  abundances of f r a c t i o n s  IV-1 t o  IV-5 have been 

l i s t e d  i n  Table 2. 



Table 1. R W v e  abundance and motah c a h b o h g M e  c o m p o n X o n  06 

.the ctb. idogRgcopep~de &i.ackion i h o t a t e d  dnom human rnXk a lgA .  

The molar ratios were calculated on the basis of 3 mannose residues 

Asialoglycopeptide fractions 

GPN 1 II III IV V VI VI1 

Yields (in p.. cent) - 15 9 1 1  38 13 5 9 

Monosaccharides 

Fuc O. 8 O. 29 O. 16 0.40 O. 80 2.20 3.50 3.07 

Ga1 1.65 0.58 O. 49 0.43 1 ,O5 3.00 3.93 4.83 

Man 3 3 3 3 3 3 3 3 

GlcNAc 4.98 3.07 4.29 4.88 4.98 4.87 5.40 6.84 



FRACTION IV 

r i . 
Con A-Sephm06 e ~htroniatog~taph y 

I 
I 

Two retarde. !ractions Retained fraction 
I 

 on-rit ained Retained Non-retained Non-retained ~etiined 
fraction fraction fraction fraction fraction 

IV- 1 IV-2 IV-3 IV-4 IV-5 

Fig. 1 : Subfractionation of GP-N fraction IV £rom human milk sIgA by 

Con A- and LCA-Sepharose affinity chromatography 





Primary St ructure  of t h e  Asialoglycopeptides 

The primary s t r u c t u r e  of the  glycopeptides present  i n  

GP-N f rac t ions  1 t o  VI11 was completely es tab l i shed  applying a combi- 

na t ion  of rnethanolysis , methylation-mass spectrometry and 500-MHz 'H- 

NMR spectroscopic ana lys i s .  

Met hanolys is  

The carbohydrate compositions of t h e  GP-N glycopeptide 

f rac t ions  1 t o  VII were :given i n  Table 1 and those  of s i ibfract ions 

IV-1 t o  IV-5 i n  Table 2. Since i n  most of t h e  f r a c t i o n s  t h e  r a t i o s  of 

t h e  monosaccharides,particularly Fuc and/or Ga1 t o  Man,are no t  in te-  

ge r s ,  it is apparent t h a t  these  f r a c t i o n s  a r e  s t i l l  heterogeneous. 

The majori ty of the  eleven s tudied f r a c t i o n s  a r e  character ized by t h e  

presence of 5 GlcNAc res idues  (except VI and VII) ; they d i f f e r  £rom 
1 

each o the r  with respect  t o  ' t he i r  Fuc and Ga1 contenc implying t h a t  

these  glycans possess incomplete s t ruc tu res .  The f r a c t i o n s  (V, VI and 

VII) containing the  l a r g e r  glycopeptides a r e  character ized by r e l a t i -  

ve ly  l a r g e  arnounts of G l c N A c  (5 t o  7 ) ,  Ga1 ( 3  t o  4) and Fuc (2 t o  3.5) 

residues.  They may be considered a s  polyantennary o r  extended bian- 

tennary N-acetyllactosamine s t r u c t u r e s .  

Methylation analys is  

The molar r a t i o  of t h e  d i f f e r e n t  methylated de r iva t i -  

ves of the  monosaccharides present  i n  the  GP-N glycopeptide f rac t ions  

a r e  described i n  Table 3.  The i d e n t i f i c a t i o n  and the  quan t i f i ca t ion  



Table 3. Mo& W o a  od monoaacchdde meAhyl ~ u c ) n ; t  .in ;the me.thunoty~&e~ 0 6  ;the 

pm&ql&ed n e W  glqcop&tid~ hbota ted  (mm human tnXk b I g A .  

The molar ratios were calculated on the basis of 2 residues of 3 ,4,6-Me3Man (= 3,4,6-tri-0-methyl - mannos4 

Asialoglycopeptide fractions (a) 
Monosaccharide 
methyl ethers 1 II III IV-2 IV-4 IV-5 V VI VI1 

2,3,4,6-Me4-Man 0.92 0.30 O O O O O O O 
3,4,6-Me3-Man 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
2,4-Me 2-Man 0.78 0.75 0.28 O 0.31 O. 15 1.13 1 .O9 0.97 
2-Me l-Nan O. 42 0.22 O. 70 0.90 0.63 0.70 0.44 O Traces 

3,4,6-~e3-~lcN~c(Me) 1.43 2.10 2.62 2.00 1.78 1.89 0.29 O Traces 
3, ~ - M ~ ~ - G ~ C N A C  (Me) 1.33 1.26 1.36 1.85 2.15 1.31 2.42 3.28 2.37 
6-~e-GlcNAc(Me) O O O O O 0.37 1.43 O. 88 1.63 
~ - M ~ - G ~ C N A C  (~e) (b) n. d. n.d. n. d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n. d. 
4-~e-~lc~~c(Me) O O O O O O O 0.31 O 

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

(- - a)IV-l and IV-3 obtained in trace amounts were not methylated. The available quantities were used for 
1 500-MHz H-NMR spectroscopy analysis. 

(b) n. d. : not determined : the methylated derivative of this GlcNAc residue could not be quantif ied 

after methanolysis (17) due to the fact that under the applied conditions of methanolysis 

the linkage between GlcNAc-l - and the as'paragine residue is not cornpletely hydrolysed . 



of 3,4,6-Me -Man and 2,4-Me -Man or 2-Mel-Man as the only methylated 
3 2 

derivatives of mannose led to the conclusion that al1 GP-N fractions 

possessed a biantennary type of branching. The presence of 2-Mel-Man 
1 

instead of 2,4-Me -Man in glycans 1, II, III, IV and V in conjunction 
2 

with that of permethylated GlcNAc indicated that an intersecting GlcNAc 
I 

was present in these glycans. The presence of either 3-Me -GlcNAc(Me) 
1 

or 6-Me -GlcNAc(Me) or both derivatives points to the substitution of 1 

these GlcNAc residues by Fuc in C-3 and C-6 position respectively,be- , 

1 

sides a substitution at C-4. 

1 
500-MHz H-NMR spectroscopy 

To arrive at a more definite evaluation of the hetero- l 

1 

geneity that appeared to occur in the GP-N fractions £rom the data of 
l 

1 sugar and methylation analyses (see Tables 1-3), high-resolution H- l 

1 1 NMR spectroscopy was applied. First, 500-MHz H-NMR spectra of the 
l 

main fractions 1 to VI1 were recorded, after dissolution of the mate- 
1 

2 
l 

rial in H20, at 27OC. The spectrum of fraction V, as a typical exam- 

ple of the larger-size glycopeptides, is depicted in Fig. 2. This fi- 

gure gives an impression of how struatural heterogeneity manifests 

itself in an NMR spectrum. Fraction III, the spectrum of which is gi- 

ven.in Fig. 3, is representative for the smaller-size glycopeptides. 

The NMR-spectra of most of the fractions 1 to VII, like Figs. 2 and 3, 

showed a number of signals in the structural-reporter-group regions, 

having non-integral intensity ratios, thereby clearly'indicating the 

sam~les to be mixtures of two or more components (see also legend to 
1 

l 

Fig. 2 ) (19 , 20 ) . After Con A and LCA chromatography of the 



1 
Fig. 2 : 500-MHz H-NMR spectrum of glycopeptide f r a c t i o n  V obtained 

from t h e  n e u t r a l  carbohydrate p o r t i o n  of sIgA, by Bio-Gel P-30 

chromatography. Measuring condit ioris  : 'H20 ; 2 7 ' ~  ; p 2 ~  . 7 ; sup- 

2 
press ing  of t h e  HO H s i g n a l  by a WEFT p u l s e  sequence ; spec- 

t r a l  width  2600 Hz ; 16 K d a t a  p o i n t s .  

a.. H-1 of Fuc(a1-3) ; and HL1 of Man-$ - ( t h e  l a t t e r  on ly  without - 
GlcNAc-9 - being p resen t )  . 

b;. H-1 of Man-$ (with GlcNAc-9 p resen t )  and p a r t  of t h e  H-1 dou- -- - - 
b l e t  of GlcNAc-O. - 
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1 

c-, .  H-1 of Mali 9' (with GlcNAc-9 and with Fuc(&l-3) l i n k c d  to Glc- 
-.- - - 

Nhc-2' - ) . 
1 d . H-1 of Man-$' (with GlcNAc-9 but  without Fuc(a1-3) l i n k e d  t o  - - s 

GlcNAc-5') - , 

c2. H-1 of  ah-4' (without, GlcNAc-9 but with Fuc(a1-3) l inked t o  - - - 
G I C N A C - ~ ' .  - 

d2. H-1 of Man-4' (withouc GlcNAc-9 and without Fuc(a1-3) l inked - - 

t o  GlcNAc-2'). 

e . .  H-1 of Fuc(a1-6) and H-1 of Man-4' ( the l a t t e r  only i n  absence -- - 
of GlcNAc-9) - . 

g. H-l of Man-? (with GlcNAc-2 present)  ; and, a t  t he  r i g h t  wing, - - - 
H-1 of GlcNhc (B 1-3), and H-1 of GlcNAc-2 - .(if Fuc (al-6) a t  GlcNAc-1) - . 

h. H-1 of GlcNAc-2 (without Fuc a t  GlcNAc-1) , GlcNAc-ej and - 5 ' .  - - - - - 
i. H-1 of Gal-6, -5' t he  add i t iona l  Gal(B1-4), and of GlcNAc-9. - - - 
j . H-2 of Man-3 (wi thout 9) and H-2 of Man-4 (with 9) . - - - - - - 
k. K-2 of Man-$ (without 9) and H-2 of Man-3 (with 9 ) .  - - - ~ - - - - 

. . l 
1. H-4 of Gal-6 andlor -if, bearing an add i t i ona l  N-acetyllacto- I - - - 

1 

samine i n  (BI-3) linkage. 

m. H-2 of Man-4' and H-1 of Fuc(a1-6). - - 

n. NAc of GlcNAc-2 i n  t he  presence of Fuc(a1-6) a t  GlcNAc-'. - - - 
o. NAc of GlcNAc-2 i n  t he  absence of Fuc(a1-6) a t  GlcNAc-1. - - - 
p.  NAc of GlcNAc(~1-3) i n  the presence of Fuc[al-3) a t  t h i s  residue.  - 

r. CH3 of Fuc (cil-)) . - 

The hete;ogeneitg indicated i n  t h e  ove ra l l  s t r uc tu r e  on top 

of the  spectrum, i s  i l l u s t r a t e d  by the  m u l t i p l i c i t y  of several  

2 s ignals  ( f o r  example, s i r e  A : n/o ; s i t e  B : c l  + d l  / c2 + d ) - - - - - - 
or  by typ ica l ly  a f fec ted  s i gna l s  ( s i t e  E : 1 ; s i t e  F : p) 

l - - 
1 

(compare Table 4). 



NAc CH3 protons 

9 - 5 - -  Band g i l h  - Gao) .. . : . . - . ,. 
anomeric protons i 1 

1 \ : 9 

H O ~ H  FUC 
(s*prras.a) Inth Wl Ct i j  piotonr 

5-2, -blppml L I  46 C I  CI &.O " ',,i.01;-. 

Fig.3'::Stmctural-reporter-group regions of the resolution-enhanced 

1 
500-MHz H-hm spectrum of glycopeptide fraction III, obtained 

from the neutral carbohydrate portion of sIgA by Sio-Gel P-30 

chromatography. Measuring conditions : see legend to Fig. 2. 

The nurnbers in the spectrum refer to the corresponding resi-' 

dues in the structure. The relative-intensity scale of the N- 

acetyl proton region deviates £rom that of the other parts of 

the spectrum. Asterisks indicate spinning side bands of the 

2 HO H signal. 



major fraction IV, the resulting subfractions, IV-1 to IV-5, were also 

1 
investigated by 500-lmz H-NMR spectroscopy. The spectrum of the most 

abundant namely IV-4, is depicred in Fig. 4. The spectra of these sub- 

fractiocs showed considerably less complex patterns, indicating that 

the extent of heterogeneity was less than that of total fraction IV. 

Notwithstanding the difficulties that are encounte- 

red in the interpretation of an NMR spectrum of a complex mixture of 

components, primary structures could be deduced for the constituents 

1 
of al1 GP-N fractions, including the sites of heterogeneity, by H- 

NMR spectroscopy, utilizing the information available f rom (Tables 1-3) 

sugar and methylation analyses. In general, it could be concluded £rom 

the spectra of the various GP-N fractions, that their glycopeptide 

components (except the minor, oligomannoside-type constituents of 1 

and II, see later) have in common the following heptasaccharide : 

GlcNAc (f3 1-2) Man(a 1-3) 
5 - - 4 - - \ Man (f3 1-4) GlcNAc (6 1-4) Gl CNAC (6 1-N) Asn 

/ 3  - - 2 - - 1 
GlcNAc (f3 1-2) ~an(ci 1-6)' 

Several sites of heterogenéity in extensions of this structure were 

observed among the various fractions : 

A. A variable amount of Fuc was present at GlcNAc-1 in (al-6) linkage - - 



Fig. 4.:.Structural-reporter-group regions of the resolution-enh~nced 

1 500-MHz H-NMR spectrum of glycopeptide subfraction ï V - 4 ,  ob- 

tained £rom sIgA GP-N fraction IV by lectin affinity,chrona- 

tography (see Fig. 1). The spectrum was recorded under the 

conditions described in the legend to Fig. 2. The numbers in 

the spectrum refer to the corresponding residues in the struc- 

ture. The reiative-intensity scale of the - H-acetyl proton re- 
gion deviates £rom that of the other part*of the spectrum. 



in the main fractions (indicated by mole fraction A, in which 

B. The intersectinng GlcNAc-9 residue, (6 1-4) linked to Man-?, was pre- . 
- - - 1 

I sent in many but not in ail structures forming part of the GP-N 
l 

main fractions (that is : O 6 B 4 1). 

Going from fraction 1 to VII, the molar amount of GlcNAc-9 gradually - 
dicr~ascd, vhereas the aforementioned common element was fiound to bc 

more and more elongated at the GlcNAc- andlor -5' residues. - - - 
1 

C. Some fractions were found to contain additionna1 G a l - 6  and/or -5' ; - - - 
l 

($1-4)-linked to GlcNAc-5 and -it, respectively (O C 6 1).  li - 
D. Ga1 being present, an additional Fuc residue was encountered in some -. 

of the co,mponents, in particular of the larger-size fractions, in I 

(al-3)-linkage to GlcNAc (O 4 D 4 1).  
l 

E. In fractions V to VII, part of the Gal-6 and/or Gal-5' residues bore - - - 
an additional N-acetyllactosamine unit in (BI-3)-linkage (O E 2), 

l 

l - 
which in turn might be extended (see.F). - 

F,' A Fuc residue was present in some cases in (al-3)-linkage to the - 
GlcNAc residue of this unit (O 4 F 1). 1 

l 
The detailed structural elements listed above, and their designations 

are summarized in the.heading of Table 4. 

1 1 

Employing 500-MHz H-NMR spectroscopy, for each of the GP-N (sub)frac- I l 
i 

tions, the sites of heterogeneity could be defined in terms of the mole 
I 
1 

fractions of the elements at the extreme values of their index. For in- 
I 
1 
l dex = O, a cerLain element is considered to be present as a "fundamen- 

tal" element ; for index = 1, it is denoted as an "extended" element. i l 
Discrimination between the pairs of each set cou1.d be achieved on the I 

l 



Table 4. lH-NEI~ character ist ics  of the structura l  elements of the neutral  carùohydrate im ie ty  o f  human milk slgA; heterogeneity has been fou!!! 

t o  occur a t  s i t e s  A t o  F 

[Fuc(al-3)] 

\ 
- [ ~ a 1 ( 8 1 - 4 d  c ~ l c ~ ~ c ( ~ 1 - 2 ) ~ a n ( a l - 3 )  - - - 2 5 4 

[Gai ( f 3 1 - 4 ) ~ 1 c ~ ~ c ( ~ l - 3 ~ ,  \? 2 1 

/ \ M ~ ~ ( ~ ~ - ~ ) G ~ C N A C ( ~ ~ - ~ ) G ~ C N A C ( P ~ - N ) A ~ ~  
\ 9 

[ ~ u c ( a l - 3 i  

 al ( p l - 4 0  ,~lcNAc(0l-2)Man(al-6) [ ~ u c ( a l - 6 ) ]  

/ 
A 

6,' / 2' 4' 

'H Chemical r h i f i a  Reporter group 'H Chemical r h i f t a  Extende6 eleObent 

~-:)~lc~~~(~1-4)GlcMc(B1-N)Asn 5 . 0 7 ~  GlcNAc-2 H-1 
2 1 

2 . 0 1 ~  GlcNAc-! NAc 

4.610 GlcNAc-i H-1 

2.080 GlcNAc-f NAc 

Fuc(a1-6) H-1 

Fuc(a1-6) H-5 

F u ~ ( a 1 - 6 )  Cl$ 

Man-! H-1 

Man-! H-2 

Man-? H-1 

Man-! H-2 

GlcNAc-2 H-1 

GlcHAc-2 . NAC 

' tr iplet '  

M?n-?' H-1 
, ' 

Man-!' H-2 



4.552 GlcRAc-2 H-1 4.582 

2.058 GlcNAc-3 üAc 2.052 

cal-f n-i 4.467 

4.543 GlcNAc-5' H-1 4.582 

2.049 GlcNAc-i' NAc 2.045 

Gai-e' H-1 4.472 

O Cal(O1-4)GlcNAc(Ol-2)Man(al-3) 5.12 Man-2 H-1" 5.11 
6 5 : 

Man(O1-4) .. . 2.052 ~lcli~ci~ NAc 2.044 

Gal(O1-4)GlcNAc(Ol-2)Man(al-6) / ?  
4.467 661-P H-1 4.445 

O' 5 '  ?' 
fuc(a1-3) H-1 5.11 

Fuc(a1-3) 8-5 4.83 

Fuc(a1-3) CH, 1.17 

4.922 Man-!' Il-1' 4.908 

2.046 GlcNAc-2' NAc 2.038 

4.472 Cal-6' H-1 4.445 

4.48% cal-? kt H-1 4.47. 

2.039 GlcNAc(O1-3) HAc 2.028 

4.41. Gal(P1-4) H-1 4.445 

fuc(a1-3) H-1 5.11 

~uc(a1-3) H-5 4.83 

Fuc(a1-3) CH, 1.17 

- ----. 
a C h e u c a l  s h i f t s  a r e  mean values  given i n  ppm downfield from DSS f o r  n e u t r a l ,  'H20 so lu t ions  a t  27'; a l 1  d a t a  were acqurred a t  500 MUz. 

Accuracy -0.003 ppm. Standard devra t ron -0.005 ppm. 

P rec i se  va lue  depends mainly on t h e  composrtion of t h e  pept ide  moiety; he t e rogene l ty  o f  t he  l a t t e r  i s  r e f l e c t e d  i n  t h e  m u l t i p l r c i t y  

of t h i s  s i g n a l .  

The emergence o f  a t r i p l e t - l i k e  s i g n a l  a t  6 ~ 3 . 2 7  ppm o u t  of t h e  bulk  s i g n a l  o f  sugar  skele ton 1s known t o  be  a s soc i a t ed  wrth t h e  occurrence 

of t h e  i n t e r s e c t i n g  GlcNAc-2. So f a r ,  t h i s  " t r i p l e t "  has not been ass igned t o  a p a r t i c u l a r  proton,  y e t  122,231. - 
In  ca se  of an in t e r sec t ed  drantennary s t r u c t u r e ,  H-1 of Man-! s h i f t s  u p f i e l d  from 6 = 5.05 ppm t o  6 = 5.03 ppm, whereas s u r p r i s r n g l y ,  H-1 of 

r -  

1 r 
Han-!' s h i f t s  downfield from 6 = 5.00 ppm t o  6 = 5.02 ppm, upon fucosy la t ion  of GlcNAc-5 and -5'. r e spec t ive ly .  - - - 
C h e u c a l  s h i f t  va lues  f o r  r epo r t e r  groups of add i t i ona l  - a c e t y l l a c t o s a m i n e  u n r t s ,  and f o r  those  a f f e s t e d  by t h e i r  a t t a c h w n t ,  could no t  be 

d e t e r u n e d  more accu ra t e ly  (2 0.015 ppm), due t o  the  complexrty o f  t h e  s p e c t r a  of fractions V ,  V I ,  VI1 (see  Fig. 2 ) .  



basis of the characteristic NMR features of sites - A to - F, which have 
been compiled in Table 4. They are largely in agreement with those men- 

tioned for similar structural elements (19,20). 

For the deteniination of the molar ratios of a funda- 

mental and its corresponding extended structural element, mainly the 

intensity ratio of signals affected in chemical shift by this exten- 

sion, is very useful. The relative intensities of the reporter groups 

of the extending residue(s) itself (themselves), might be of help, if 

separately observable. It should be noted that the effects of al1 exten- 

1 
sions listed in Table 4 on the H- IR parameters of structural-repor- 

ter groups of neighbouring residues are independent £rom each other. 

This impliea, that it can only be deduced £rom the 'H-NMR spectrum of 

a given fraction, to which extent-each of the elongations occurs, but 

not whether they occur together in one compound. Furthermore, it is 

worth mentioning that for reliable spectral integration only the non- 

disturbed spectra can be used (that is not the WEFT-spectra (21) and, 

most importantly, not the spectra resolution-enhanced by computer- 

techniques. A sufficient resolution in conjunction with comparable line- 

width (resulting in similar distortions by the WEFT-technique and the 

Lorentzian-to-Gaussian transformation) made the following reporter 

groups most suited for determination of rough (9 10 %) centésimal pra- 

portions : 

A. The amount of Fuc (al-6)-linked to GlcNAc-1 relative to the unsub- - 
stituted GlcNAc-1 - could be deduced unambiguously £rom the intensity 
ratio of the - N-acetyl 'signals of GlcNAc- - at 6 .2.093 and 6 2.080, 

respectively. In most spectra, also the H-1 signals of G~CNAC-2_ - at 



1 6 4.68 and 6 4.61 were undis turbed .  This  i s  i l l u s t r a t e d  by s i g n a l s  

n  and O i n  Fig.  2, and a l s o  i n  Fig. 3. - - 

B. The presence of GlcNAc-9 i s  expressed i n  a  v a s t  number of wel l-  - - 
e s t a b l i s h e d  (20) s h i f t  e f f e c t s ,  i n  p a r t i c u l a r  on t h e  H-1 and H-2 

s i g n a l s  of t h e  Man r e s i d u e s  2, 4 and 4 ' .  The r a t i o  of t h e  s i g n a l s  - - - 
1 

a t  6 5.12 t o  6 5.05 ( t h a t  i s ,  H-1 of Man-4) a s  w e l l  a s  t h a t  of t h e  - 
s i g n a l s  a t  6 4.92 t o  6 5.00 (H-l of Man-4') tu rned  and appears  t o  be - 
u s e f u l  f o r  e s t i m a t i o n  of t h e  r e l a t i v e  amount of GlcNAc-9 p re sen t  i n  a  

1 - 
mixture (see Fig.  2, s i g n a l s  (c+d) a s  compared t o  ( c  +d  ) ; and Fig .  4 ) .  2  2 

1 

C. I n  s t r u c t u r e s  t h a t  end i n  GlcNAc-2 and -5'.  t h e  H-1 s i g n a l s  of t h e i r  - - - 
r e s i d u e s  were observed s e p a r a t e l y  ( s e e f o r e x a m p l e F i g .  6 ) ,  a t  6 

4.552 and 6 4.543 ppm, r e s p e c t i v e l y .  Also, t h e  N-acetyl pro tons  - 
resonated  c l e a r l y  a p a r t  £rom each o t h e r ,  a t  6 2.058 and 6 2.048, 

r e s p e c t i v e l y .  The assignment of t h e s e  H-1 and N-acetyl s i g n a l s  t o  

e i t h e r  GlcNAc-fj o r  -5' was based upon comparison w i t h  t h e  s p e c t r a l  - - 

d a t a  of a  hexa- and a  heptasacchar ide  i s o l a t e d  £rom t h e  u r i n e  of a  

p a t i e n t  with Sandhoff 's  d i s e a s e  (20) ,  having s t r u c t u r e s  s i m i l a r  t o  

t h e  aforementioned common element of GP-N glycopept ides  and i t s  

ex tens ion  wi th  GlcNAc-9, - b u t  missing t h e  GlcNAc (6 1-N) Asn moiety . 
I n  t h e  s p e c t r a  of t h e  r e d u c h g  o l igosaccha r ides ,on ly  t h e  h igh- f ie ld  

signais wi th in  each s e t  were doubled i n  t h e  anomeric i n t e n s i t y  ra-  

t i o s  (a:$ = 2: 1) and were t h e r e f a r e  a t t r i b u t e d  t o  G~CNAC-i' (20).  - 
This provided us w i t h  two u s e f u l  c r l t e r i a  t o  d e t e h i n e  t h e  l o c a t i o n  

of an extending G a 1  r e s idue  i n  a c e r t a i n  branch, i n  a d d i t i o n  t o  t h e  

d i f f e r e n c e  i n  chemical s h i f t s  between t h e  H-3 s i g n a l s  of Gal-6 - and 

-6' - - themselves (se;   able 4) : t h e  chemical s h i f t s  of  t h e  coupl'e of 



H-1 and - N-acetyl s i g n a l  which were not  a f fec ted  by t h e  presence of a 

Ga1 residue,  were dec i s ive  f o r  the  te rminal  GlcNAc res idue  t o  b e  5 - o r  

5 ' .  Recognition of the  reporter-group s igna l s  of t h e s e  terminal  r e s i -  - - 
dues w a s - f a c i l i t a t e d  by t h e i r  r e l a t i v e l y  sharp l i n e s  (see Figs.  3 

and 4) .  It may be mentioned t h a t ,  i n  t h e  case t h a t  both branches a r e  

ga lac tosyla ted ,  t h e  H-1 atoms of GlcNAc-5 and -5' - became equivalent ,  

whi le  the  d i f fe rence  i n  chernical s h i f t s  of the i r ,N-acety l  - s i g n a l s  re- 

mained. 

The amount of l o c a l i z a b l e  Ga1 present  could be estirnated i n  a l 1  spec- 

t r a  most r e a d i l y  £rom t h e  r a t i o  of t h e  s i g n a l s  a t . 6  4.54 and 6 4.58. 

Fig. 3 gives an i l l u s t r a t i o n  of ' t he  d i f fe rence  i n  l inewidth of  both 

s i g n a l s ,  induced by t h e  attachment of  Ga1 ; t h i s  d i f f e rence  i n  l ine -  

width makes accura te  i n t e g r a t i o n  of t h e  spectrurn impossible a f t e r  

cornputer r e so lu t ion  enhancement, because s i g n a l s  wi th  d i f f e r e n t  l i n e -  

widths a r e  t r e a t e d  d i f f e r e n t l y  i n  t h i s  procedure. 

D. The e f f e c t s  of the  attachment of a  Fuc res idue  i n  (al-3)-linkage - 
t o  GlcNAc of a  pe r iphera l  - N-acetyllactosamine u n i t  (see Table 4) 

were i n  accord with t h o s e  described previously (19,20,24,25). Most 

i n d i c a t i v e  of t h e  r e l a t i v e  amount of  t h i s  type of  Fuc p resen t  a t  

a  c e r t a i n  GlcNAc res idue ,  was t h e  i n t e n s i t y  r a t i o  of t h e  - N-acetyl 

signais of the GlcNAc wi th  and without  a t tached Fuc, r e spec t ive ly .  

These s i g n a l s  were suff  i c i e n t l y  separa ted  ( 1 ~ 6 1 ;  0.01 ppm (24)) 

t o  be observed a p a r t  £rom each o t h e r ,  even without r e s o l u t i o n  en- 

hancement. Independently, t h e  i n t e n s i t y  r a t i o  of t h e  a-Man H-l 

s igna l  a f f e c t e d  by fucosyla t ion  of  t h e  neighbouring GlcNAc, and 

the  corresponding a-Man H-1 s i g n a l  of the  unsubst i tu ted  branch 1 



( / A & / %  '0.012 ppm) (cf. (26)), was, in some of the spectra, a use- 

ful means of quantifying the amounts of (al-3)-linkcd Fuc (see, 

for example, Figs. 2 and 3). 

E. The larger-size glycopeptides comprising fractions V to V I 1  contai- - 
ned one or more additional - N-acetyllactosamine. units in (61-3)- 

linkage to Gal-6 - and/or - 6 ' .  - The latter are characterised by a 

GlcNAc H-1 signal at 6 4.70, an - N-acetyl signal at 6 = 2.040 and, 

most significantly, by the H-4 signal of the substituted Ga1 resi- 

due, emerged £rom the bulk of skeleton protons (ô = 3.92) to 6'4.15. 

These chemical shifts and shift effects are in complete agreement 

with those described for a similar extension of an - N-acetyl- 
lactosamine unit, observed for glyco-asparagine isolated £rom the 

urine of patients with aspartyl-glucosaminuria(27). Unfortunately, none 

of the above mentioned signals provided a suitable criterion for 

localization of an additional - N-acetyllactoçamine unit on a certain 
branch. Moreover, quantification of the number of units present was 

not easy since in many spectra, the aforementioned signals could 

not be observed free from other resonances (see Fig. 2). The H-4 

signal of Ga1 at 6 4 . 1 5  is in most cases of some use for this pur- 

pose. 

F. The NMR features of the attachment of Fuc in (al-3)"linkage to GlcNAc - 
forming part of such :an additional - N-acetyllactosamine unit, 

could be treated in the same way as described above for site - D 
(sec Table 4). The upfield shift, introduced by the Fuc attachment, 

upon the - N-acetyl signal of the (61-3)-linked GlcNAc (A6 = - 0.01 ppm) 

results in a rather highfield position of the latter (6 = 2.026) 



which makes this signal clearly observable in mostcases (see Fig. 2, 

signal - p). 

Using the decisive features mentioned above, the abundances of exten- 

ded elements relative to their fundamuntal counterparts could be 

1 
derived £rom the 500-MHz H-NMR spectra of the various neutral gly- 

copeptides fractions obtained £rom sIgA. However, it should be em- 

phasized again that, since more than one type of heterogeneity was 

concerned in almost any spectrum, the procedure of arriving at the 

molar ratios was not as straight forward as might appear £rom the 

"rules" A-F, due to overlap of resonances necessary for integration 

(see Fige 2). 
l 

The estimated compositions of the glycopeptide preparations, based on , , 

integration of the appropriated parts of the NMR spectra, have been 

compiled in Table 5. 
1 

The overall structures, resulting £rom a combination of the results 

of sugar analysis, methylation-mass spectrometry and NMR spectroscopy 

are listed in Figs. 5 and 6. 

The following features of some fractions deserve spe- 

cial mention since they could not be incorporated in Figs. 5 and 6, 

nor in Tables 4 and 5. 

In addition to the structure for fraction 1 included in Fig. 5, about 

40 to 50 % of this fraction consisted of oligomannoside type glycopep- 

tides varying in chain length f rom Man5Gl cNAc2Asn to Man7Gl cNAc2Asn. 

This was evident froa the presence of a Man H-1 signal in the NMR spec- I 

trum at a position characteristic for this type of structure (e.g. at l 



; Table 5. R e l a t i v e  abundance o f  fundanicntal and extended s t r u c t u r a l  elements a t  heterogenei ty  

s i t e s  A t o  F i n  the n e u t r a l  g lycopept ide f r a c t i o n s  der i ved  from human-milk çIgA 

Glycopeptide 

( s u b ) f r a c t i o n  
Re la t i ve  abundancea ( % )  o f  element a t  s i t e b  

A B C O E + F C  
upper branch lower branch upper branch lower branch 

fund./ext. fund./ext. fund./ext. 
fund./ext. fund./ext. fund./ext. fund./ext. 

a 
Relat ive abundances a r e  based on NMR s p e c t r a l  i n t e g r a t i o n  ( f o r  s i g n a l s  t h a t  a r e  dec i s ive  f o r  eacht  p a r t i c u l a r  

element, s e e  textl).  Estimated accuracy is about 10%. 

For designat ion of s t r u c t u r a l  elements, see  Table 4 (heading) 

I n  t h e  glycopeptides l i s t e d  here ,  no a d d i t i o n a l  - a c e t y l l a c t o s a m i n e  u n i t s  without Fuc l inked t o  GlcNAc were found; 

there fore ,  they a re  considered t o g e t h e r  i n  this column. 

1 Frac t ion  1 .cons i s ted  of 501 oligomannoside-type glycopeptides,  and 501 of t h e  ~ a c e t y l l a c t o s a m i n e - t y p e  g l y c o n p t i d e s ;  

only t h e  l a t t e r  a r e  considered i n  t h i s  Table. This r a t i o  of  50:50 is based on t h e  i n t e n s i t y  of t h e  Man-? H-2 s i g n a l s  

I f o r  both types of compound a t  6 4.23 and 6 4.17, respec t ive ly .  
1 

I n  column D , the  percentage of e x t e k i o n  of  the  Gal(B1-4)GlcNAc u n i t s  mentioned a t  column C is given; t h e r e f o r e ,  
l 

i f  only 15% of GlcNAc-5' is bearing a Ca l  b u t  a t  t h e  same time a Fuc res idue ,  column D contains  100% proport ion o f  - 
1 extension. 
1 

Fract ion V I  and V I 1  were found t o  be contaminated with s t r u c t u r e s  containing the =eb-bloodgroup determinant, t h a t  is 

a type-I s t r u c t u r e ,  nameïy FUC (al-2)  Gai (81 - 3 )  [FUC (al-4) ] G ~ C N A C  (BI-.) ( see  t e x t )  . 
Exact nunbers could not  be determined, due t o  the  presence of  a f repuent ly  occurr ing nonprotein, noncarbohydrate 

contaminant giving r i s e  t o  2. a q u a r t e t  a t  4.08 < 6 < 4.12. 



III 

Fig. 5 : Structures of the - N-acetyllactosamine type asialoglycopepti- 

des £rom human milk sIgA. Values associated to brackets refer 

to the relative abundance of the structural motif (see Table 5). 
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6 5.402, for H-1 of Man-& - bearing Man-E2; - at 6 5.346, for Man-+ - bea- 
ring Man-C - and at 6 5.335 for Man-& - bearing the C - i l ,  - - disaccharide unit ; 

at 6 5;303 for Man-C, = substituted by Man-O - and 6 5.142 for Man-8, - bea- 

ring Man-Dg) (20). This observation was in line with the results £rom 

methylation analysis, showing the presence of pemethylated (2,3,4,6- 

Me Man) mannose (Table 3) in glycopeptide fraction 1. The latter poin- 4 

ted to the occurence of terminal Man residues. Treatment of this Erac- 

tion with endo-N-acetyl-B-2-glucosaminidase - D followed by thin-layer 

chromatography showed that about 40 % of the material was hydrolyzed. 

The fractionation O£ glycopeptide 1 on a Con A-Sepharose column (un- 

der the same conditions as described above) also confirmed the NMR re- 

sults. Three peaks were obtained. The first was eluted with the star- 

ting buffer and contained Fuc ; Ga1 ; Man and GlcNAc in the molar ra- 

tios : 0.3  ; 0.5 ; 3 ; 5 respectively. The amount of the second peak 

eluted with 0.01 M methyl-a-Q-glucopyranoside - was too small to allow 

sugar analysis. The third peak eluted with 0.3 M methyl-a-g-glucopy- - 
ranoside contained 6 to 8 Man for 2 GlcNAc residues. 

As for glycopeptide fraction IV-5, it may be mentioned that the absence 

of a 4,6-Me2-GlcNAc derivative in the methylation analysis (Table 3) 

led independently to the conclusion that glycopeptide IV-5 possessed 

a second Fuc residue in the same branch as where Ga1 was located. 

The presence of one 2,4,6-Me3-Ga1 residue after pennethplation of gly- 

copeptide V and of two for glycopeptides VI and V I 1  (see Table 3) de- 

monstrated that l and 2 supplementary units of N-acetyllactosamine 

respectively would be substituting the Gai residues 5 - and/or 5' - at 
l 

the C-3 position. This is supported by the results of quantification 
l 

by W'iR (Table 5 ) .  



Mass spectrornetry led to the detection of a small amount of 3,4,6- 

Me3-Ga1 in the mcthylation analysis of glycopeptides VI and VI1 sho- 

wing that structures conta in ingac-2-subs t i tu ted  Ga1 residue were pre- 

sent in each of the mixtures in relative amounts of 10 %: 

1 
The 500-MHz H-NMR spectra of fractions VI and VI1 revealed low-inten- 

1 

sity H-1 signals at 6 5.189 and at 6 5.151, which are known to be cha- 

racteristic for Fuc in the structural moiety Fuc(m1-2) Gal(~1-3) 

GlcNAc(f31-3) with and without an additional Fuc(a1-4) linked to GlcNAc 

(the lattes was characterized by its H-1 signal at 6 5.032). The cor- 

responding Fuc(cr1-2) H-5 signal was'found at 6 4.29, whereas Fuc CH3 

doubletswereobservedat 6 1.28, 1.26 and 1.24. These values showed 

close resemblance to those observed for milk oligosaccharides contai- 

ning the blood group H (type 1), and the ~ e w i s ~  blood group deterDùi- l 

nants, respectively (unpublished results) : Fraction VI indeed contai- 

ned ~ewisb activity. Haemagglutination was obtained with ahout 80 ug 

of fraction VI confirming the presence of a Fuc(m1-2)Gal(f31-3, Fuc .r 
1 

.L 

(a 1-4) GlcNAc-R component . 



DISCUSSION 

Whilst being l e s s  abundant t h a t  the  s i a log lycopep t ides  

i n  human milk sIgA, t h e  asialoglycopepti.de f r a c t i o n  is f a r  more hete-  

rogeneous. Nevertheless, t h i s  he terogenei ty  could be f a i r l y  well cha- 

r ac te r i zed  i n  terms of primary s t r u c t u r e s  by applying a combination 

1 of sugar analys is  high-resolut ion H-NMR spectroscopy, and permethy- 

l a t i o n  ana lys i s  on glycopeptide f r a c t i o n s  separated according t o  t h e i r  

s i z e  and, p a r t l y ,  according t o  t h e i r  binding a f f i n i t y  for some l e c t i n s  

(see Figs.  5 and 6). 

Regarding t h e  appl ied  f  r a c t i o n a t i o n  procedures, it 

may be concluded t h a t  it was p o s s i b l e  t o  separa te  s t r u c t u r e s  d i f f e -  

r ing  by two o r  more monosaccharide u n i t s  adequately by Bio-Gel P-30 

ge l  f i l t r a t i o n .  However, s t r u c t u r e s  t h a t  d i f f e r e d  by j u s t  one addi- 

t i o n a l  monosaccharide, and s t r u c t u r a l  isomers, cou ld .no t  be  resolved.  

The Lens c u l i n a r i s  l e c t i n  again proved (7,8,28) t o  be extremely spe- 

c i f i c  f q r  ~uc(cr1-6)-linked t o  GlcNAc-l, - a s  can be concluded from Ta- 

b les  2 and 5 (column A ) .  The separa t ion  on Con A vas less simple. For 

ins tance ,  f r a c t i o n s  IV-1 and IV-3  were separa ted  on Con A but had 

i d e n t i c a l  glycan s t r u c t u r e s  (Fig.  5) .  The separa t ion  was probably due 

t o  d i f f e rences  i n  t h e i r  a t tached peptide chain s ince  hydrophobic amino 

acid res idues  have been shown t o  i n t e r f e r e  with Con A f r a c t i o n a t i o n  

(29). It i s  a l s o  i n t e r e s t i n g  t o  note  t h a t  not  only GlcNAc-8 - but  a l s o  

the  presence of Gal-6 - o r  5' - apparent ly  inf luences  the  Con A binding 

a f f i n i t y  of the  g l y ~ o p e ~ t i d e s ,  g iv ing r i s e  t o  sePara t ion  on the  b a s i s  

of the  loca t ion  of t h e  Ga1 res idue  (see Fig. 5).  
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Most of the fractions analyzed were heterogeneous as 

was apparent from non-integral ratios in sugar analysis methylation 

as well as intensities of reporter-group-signals in the NEilR spectra- 

1 
high resolution H-NMR spectroscopy has proved to be capable of elu- 

cidating primary structures even in complex mixtures. Besides the 

usual parameters, namely chemical shifts, coupling constants and line- 

widths, differing position and pattern of structural-reporter group 

signals, their relative-intensity appeared to be invaluable for mix- 

ture analysis. The latter parameter could be successfully translated 

into the quantitative characterization of structural elements, occu- 

ring at the sites of heterogeneity. 

Oligomannoside structures that are present in very 

small quantities in fraction 1 as shown by NMR spectroscopy, methyla- 

tion analysis, the action of endo-N-acetyl-B-g-glvcosaminidase and - 
Con A-Sepharose chromatography, are ascribed to the contamination of 

the sIgA preparation by a small amount of sIgM (6 mg of sIgM for 1 g 

of sIgA). IgM contains 1 1  % of total sugars and about 40 % of its gly- 

can structures are of the oligomannosidic type (30). 

In glycopeptide fractions VI and VI1 a more complex 

contaminating structure was found (about 20 % of fraction VI) posses- 

sing numerous additional fucose residues s-stituting one galactose 

residue at C-2 and one N-acetylglucosamine at C-3. The structure Fuc 

(a 1-2) Cal (6  1-3) GlcNAc (f3 1-3) Gal-R is part of one of the f ree 

milk oligosaccharides (31, 32) and should in this case be terminated 

by one glucose residue. Hoi~ever, the presence of glucose was never 

demonstrated, whether by methanolysis, methylation after reduction of 

fraction VI or by NMR. The labelling of this fraction and its subse- 

quent chromatography on lectins having differing specificities for fu- 



cose may g ive  an answer as t o  t h e  o r ig in  of t h i s  molecule. It i s  e i t h e r  

an in tegra l  pa r t  of sIgA or  a contaminant. I n  t h e  l a t t e r  case it would 

have t o  be considered t ha t  it absorbed only ont0 the  neu t r a l  glycopep- I 

1 

t ide  f rac t ion .  Sia lyla ted f r e e  oligosaccharides ex i s t  i n  human milk 
l 

but were no t  found contarninating t h e  acid glycopeptides of sIgA (6). 

Both Biantennary N-acetyllactosamine-type and extended 

biantennary - N-acetyllactosamine type s t ruc tures  extended by addi t ional  

fucosyl - N-acetyllactosamine res idues  were present i n  t he  GP-N f rac t ion .  

Most of t h e  former possessed an in te r sec t ing  - N-acetylglucosamine re- 

sidue whereas it is s t r i k i n g  t h a t  t he  extended-type s t ruc tures  were 

p rac t ica l ly  devoid of t h i s  addi t ional  - N-acetylglucosamine. The in- 

tersect ing - N-acetylglucosamine residue does not f igure  i n  the  f r e e  secre- 

tory piece (5) but is present on t he  a l  chains of serum IgA (3)  and 

thus would seem to be spec i f ic  f o r  t h e  a chains. I n  addition,we have 

demonstrated that  t h e  neutra l  glycopeptide f r ac t i on  is not  derived £rom 

the acid f rac t ion  by the loss  of s i a l i c  acid  during t h e  pur i f i ca t ion  

procedure a s  no s i a l o g l y ~ o p e ~ t i d e s  were found possessing the  in tersec-  

t ing  -. N-acetylglucosamine residue (6). 

The extended biantennary N-acetyllactosmine type s t ruc-  

tures described he re  were not  found i n  t h e  sialoglycopeptide f r ac t i on  

of human milk sIgA (6), nor i n  t he  - N-glycosidic glycan f rac t ions  of serum IgA 

(3) but were, on t h e  contrary, demonstrated i n  the  glycan f r ac t i on  

of the f r e e  secretory piece i so la ted  £rom human milk (5 ) .  This sug- 

gests t h a t  they a r e  only present on the  secretory piece bound t o  t he  

IgA dimers in  iluman milk. 
1 
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La fraction asialoglycopeptidique totale est la plus 

complexe et la plus hétérogène des fractions. Le fractionnement sur 

Bio-Gel P-30 suivie de la chromatographie sur colonne d'affinité a 

permis de fractionner les glycopeptides selon leur masse. 

La purification de la fraction asialoglycopeptidique 

des IgA de sécrétion du lait humain par chromatographie d'affinité 

sur colonne de Concanavaline A-Sepharose a permis de fractionner les 

glycopeptides selon le nombre et la position des résidus de galactose 

et de préciser la spécificité de cette lectine. En effet pour de nom- 

breuses lectines et en particulier pour la Con A la structure de base 

qui intéragit avec les glycopeptides de type N-acétyllactosaminique 

est biendéfinie (OGATA et a., 1975 ; DEBRAY et MONTREUIL, 1981). Ce- 

pendant, l'interaction des structures biantennées des sIgA possédant 

une N-acétylglucosamine intercalaire substituant 1' a-mannose avec la 

Con A conduit à l'obtention de fractions soit retardées soit faible- 

ment retenues (Tableau XVII ;p. 248). La condition requise à cette 

séparation semble être la présence d'une séquence GlcNAc(g1-2)Man non 

masquée. De plus, il semble au vu des résultats concernant la struc- 

ture primaire des asialoglycopeptides des sIgA que la position du ga- 

lactose interfère avec l'affinité. Les fractions retardées Con A pos- 

sèdent leur résidu de galactose sur la branche supérieure. Le compor- 

tement chromatographique de la fraction gluée Con A est plus diffici- 

lement compréhensible. En effet, les fractions IV-4 et IV-5 hétérogè- 

nes du point de vue du nombre de résidus de galactose peuvent être 

analysées comme étant le mélange de résidus de glycopeptides diffé- 

rents ayant le galactose positionné soit sur la branche (al-6) soit 

absent et dans ce cas le comportement chromatographique de ces modèles 

est compatible avec les données de la littérature : structure (6) 

(DEBRAY & d., 1983) ou avec l'hypothèse émise par H. DEBRAY (1981) 

sur l'interaction différente du chaînon non substitué GlcNAc(~1-2)~an 

avec la Con A selon la position de ce chaînon dans le glycanne. Par 

contre, l'existence de deux résidus de galactose sur les glycannes 

IV-4 et IV-5 n'est pas compatible avec leur comportement chromatogra- 
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TABLEAU X V I  1 

INTERACTION DES GLYCOPEPTIDES ET DES GLYCANNES POSSEDANT UNE N-ACETYL- 

GLUCOSAMINE SUPPLEMENTAIRE SUR COLONNE DE CON A ET LCA IMMOBILISEES. 

FR = fraction retardée 
A GlcNAc O Ga1 

FNR = fraction non retenue Man A Fuc 

FE = fraction éluée 



phique sur Con A puisque ces glycannes auraient dû être non retenus 

(glycanne (5) DEBRAY cd., 1983). Le fucose (al-3) n'interfère pas 

avec l'affinité des glycopeptides sur Con A puisque les structures 

(3) et (4) sont toutes deux éluées Con A. Le comportement des glyco- 

peptides sur Lm c&&U-Sepharose est en parfait accord avec les 

résultats obtenus par DEBRAY eX de., 1981 ; DEBRAY et MONTREUIL, 1981. 

Deux sortes de structures sont rencontrées lors de ce 

fractionnement. Elles sont de type : 

- biantenné poly N-acétyllactosaminique avec 1 à 2 ré- 

sidus de fucosyl-N-acétyllactosamine supplémentaires 

- biantenné N-acétyllactosaminique dont plus de 70 % 

d'entre elles possèdent un résidu de N-acétylglucosamine supplémen- 

taire substituant le 6.-mannose. La plupart de ces structures ne pos- 

sède qu ' un seul résidu de galactose localisé tantôt sur la branche 

inférieure, tantôt sur la branche supérieure. Des structures sans ga- 

lactose sont présentes conduisant à des glycannes n'ayant que de la 

N-acétylglucosamine en position terminale non-réductrice. Des struc- 
b tures à activité de groupe sanguin Lewis de masse moléculaire élevée 

sont également mises en évidence. Les techniques employées basées sur 

la recherche d'un résidu de glucose en position terminale réductrice 

'n'ont pu dire s'il s'agissait de structures faisant partie intégrante 

de la molécule des sIgA ou de contaminants oligosaccharidiques libres 

provenant du lait de Femme. De plus, la présence de structures oligo- 

saccharidiques sialylées du lait humain n'a jamais été mise en évidence 

dans la fraction sialoglycopeptidique des sIgA. En résumé, la frac- 

tion neutre des sIgA diffère de la fraction acide par l'existence de 

structures à"N-acétylglucosamine intercalaire" et de strüctures poly- 

N-acétyllactosaminiques, et ne peut donc dériver de celle-ci par perte 

des résidus d'acide N-acétylneuraminique lors des fractionnements. 



C - CONCLUSIONS 

Les travaux de BAENZIGER et KORNFELD (1974a, b), BAEN- 

ZIGER (1979) et MIZOGUCHI & Cd. (1982) concernant les structures 

glycanniques des chaînes a dlIgA sériques myélomateuses, des chaînes 
1 

de jonction et de sécrétion ainsi que nos résultats sur la chaîne gly- 

cannique des sIgA nous permettent de conclure que : 

- Les structures biantennées poly N-acétyllactosamini- 
ques semblent provenir de la pièce de sécrétion. 11 est à noter ce- 

pendant qu'aucune structure sialylée de ce type n'est présente dans 

la fraction sialoglycopeptidique des sIgA alors qu'elle existe dans 

la pièce de sécrétion libre (MIZOGUCHI & d,, 1982). Ce fait semble 

signaler qu'il peut y avoir des différences structurales importantes 

notamment au niveau de la sialylation, de la pièce de sécrétion quand 

elle existe sous forme libre ou conjuguée. 

- Les structures N-acétyllactosaminiques neutres possé- 
dant un résidu de N-acétyl glucosamine intercalaire seraient locali- 

sées plus particulièrement sur les chaînes lourdes. En effet l'exis- 

tence de ce cinquième résidu de N-acétylglucosamine substituant le 

@-mannose a été décrit pour les IgA myélomateuses humaines (BAENZI- 1 
GER et KORNFELD, 1974b) et pour les IgG humaines (KORNFELD e,t d .  , 1971 ) . 

- Les structures sialylées des sIgA montrent de grandes 
homologies de structure avec le glycanne localisé sur la 

chaîne de jonction (BAENZIGER, 1979). La différence majeure consiste 

en l'absence de résidu de fucose dans le glycanne de la chaîne J. Ces 

structures sialylées sont également rencontrées dans les chaînes a 

(BAENZIGER et KORNFELD, 1974b)etclans la pièce de sécrétion libre 

(MIZOGUCHI d. ,  1982). 11 semble donc qu'à une chaîne polypeptidi- 

que donnée il corresponde une structure glycannique différente qui 

pourra servir de "marqueur" soit diune biosynthèse particulière soit 

d'une fonction particulière (Fig. 43 ; p. 251). 



Figuhe 43 : Loc&ation hypo.thWque d a  w é / r e &  glycunna 

abtenun ~ L L I L  ..tu c i iddaentu  chatnu de la molécule 

d l lgA 4éch~oAn_&4. 

i A4m 

A GlcNAc 

G d  

A fuc 

NeuAc 



Si la signification biologique de la spécificité de 

structure des glycannes des sIgA du lait humain reste encore à être 

établie, il est cependant intéressant de noter que les glycannes liés 

N-glycosidiquement aux sIgA du lait humain avec les N-glycannes des 

autres immunoglobulines sériques humaines : IgM (HICKMAN & d., 1972) ; 

IgE (BAENZIGER a d.,1974b), IgG (KORNFELD & d., 1971) e t  IgA 

(BAENZIGER et KORNFELD, 1974) ou bovine : IgG (ITO & d., 1975 ; 

TAI d d., 1975 ; CHERON & d., 1976) gardent une unité de struc- 

ture relative ainsi qu'une position bien définie sur leurs chaînes 

lourdes respectives (Fig. 18 ; p. 84). Le fait que la position et la 

spécificité de structure des glycannes soient gardées, renforce l'idée 

d'une fonction particulière et importante des glycannes des immunoglo- 

bulines. 



I V  - RECHERCHES PRÉLIMINAIRES SUR LES MÉCANTSMES MOLÉCULAIRES 

D'ACTION DES GLYCANNES DANS LA PROTECTION INTESTI NALE 
- - 

LORS DE L' I N F E C T I O N  PAR LES SHIGELLES 

Les Shigelles sont des agents infectieux responsables 

chez l'Homme, le Singe Rhésus (MÜLDER, 1971) et chez le Cobaye (FOR- 

MAL & &., 1958) de deux types de syndromes : la diarrhée liquide 

et la dysenterie, selon que leur action pathogène s'exerce au niveau 

du petit intestin ou du colon. Elles sont connues pour sécréter une 

enterotoxine qui possède une activité cytotoxique (GEMSKI a d., 

1972 ; KEUSCH et JACEWICZ, 1977). Une des clés de la pathogénicité 

de S. d&xn& qui a lieu plusieurs heures après l'infection, est 

la pénétration de la bactérie dans les cellules mucosales du colon 

(GEMSKI €9 d., 1972). 

La souche de S. dtexnehi non piliée adhère avi- 

dement aux cellules coloniques et notamment à celles de Cobaye, prin- 

cipalement dans les sections transversales et descendantes du colon 

(MIRELMAN & d . , 1983) . 

L'adhérence des bactéries aux cellules des Mam- 

mifères est la première condition requise à la colonisation des tis- 

sus et à l'infection systémique (cf. p. 15). Cette adhérence est la 

plupart du temps due à des adhésines ayant des propriétés de lecti- 

nes (SHARON & d., 1981). Par exemple, l'adhérence de plusieurs 

souches d' E. coli d'origine humaine ainsi que celle de nombreuses 

enterobactéries se fait par l'intermédiaire d'une lectine présente 

dans les appendices bactériens (fibrilles, flagelles, pi.&) spécifi- 

que du mannose et des composés contenant du mannose (cf. p. 15). 

. En contraste, l'attachement d'une bactérie non-piliée 

S. d&xn& aux cellules épithéliales coloniques de Cobaye se fait 



p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d 'une l e c t i n e  présente  dans l a  muqueuse i n t e s t i -  

n a l e  e t  apparemment a s soc i ée  avec l e  mucus colonique. Ce t t e  adhérence 

à l a  c e l l u l e  é p i t h é l i a l e  colonique (IZHAR d., 1982) ou l ' a g g l u t i -  

na t ion  au mucus (MIRELMMl e/t d., 1983) peu t  également être inhibée  

par  des monosaccharides e t  l ' i n h i b i t e u r  l e  p l u s  e f f i c a c e  s ' e s t  t rouvé  

ê t r e  l e  fucose  (8 mM). D'autres monosaccharides sont  également inh i -  

b i t e u r s  de l ' a g g l u t i n a t i o n  : l e  glucose (13 mM) e t  l e  mannose (18 mM) 

(MIRELMAN & d. , 1983) . 

Lors d 'un  s t age  chez l e  Prof .  D. 14IRELMAN (Rehovot , 
I s r a ë l )  a f i n  de mieux d é f i n i r  l a  s p é c i f i c i t é  de l a  l e c t i n e  é tud iée ,  

nous avons essayé d ' i nh ibe r  l ' a g g l u t i n a t i o n  de  S. &xn& Ib au 

mucus colonique de Cobaye par  des  fucosylglycopept ides ,  provenant 

s o i t  des sIgA s o i t  d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  l a c t é e s ,  par  des  fucosylol igo-  

sacchar ides  du l a i t  humain, a i n s i  que des o l igosaccha r ides  contenant 

du glucose ou du mannose. 

A - MATERIELS ET METHODES 

a - Croissance des b a c t é r i e s  : 

Une souche de S&geMa 1/Lexn& Ib e s t  i s o l é e  de pa- 

t i e n t s  du Centre Médical de Shéba (Hôpital  de Tel Hashomer, I s r a ë l ) .  

Les souches de S. 6 l e x n A  s o n t  habi tuel lement  c u l t i -  

vées s u r  un mi l ieu  L u r i a  bro th  ( t ryp tone  I O  g ; e x t r a i t  de levure 

5 g ; NaCl 5 g pour 1 l i t r e  ) complémenté en calcium (1  mM) e t  en  

glucose (11 mM). Les b a c t é r i e s  s o n t  e n s u i t e  s tockées  à - 7 0 ' ~  (HALE 

e t  BONVENTRE, 1979). 



b - Fixation des bactéries au gkutaraldehyde : 

Les bactéries sont inoculées sur milieu Luria broth 

(15 ml) dans les conditions décrites précédemment et cultivées une 

nuit à 37°C. Elles sont ensuite centrifugées et lavées avec une so- 

lution de NaCl (0,154 M) pour éliminer le bouillon de culture. Les . 
bactéries sont ensuite mises en contact 10 min en présence de gluta- 

raldehyde 0,25 % dans la solution de NaCl, centrifugées puis lavées 

une première fois dans une solution saline (NaCl 0,154 M) contenant 

du glycocolle 0,l M puis dans la solution saline seule. Les centri- 

fugations sont effectuées à 3 0 " ~  pendant IO min, à 9000 g. Les bac- 

téries (109 b/ml) sont conservées dans la solution saline à 4°C. 

a - Préparation des cellules coloniques de Cobaye : 
Les Cobayes Dunkin-Hartley (300 g) sont sacrifiés par 

dislocarion cervicale, et le colon transverse et descendant est récu- 

péré puis lavé par une solution de NaCl (0,154 M) préchauffée à 3 7 " ~  

et contenant du dithiorhreitol 1 mM. Les cellules épithéliales in- 

testinales sont récupérées par le procédé de IJEISER (1973). Le colon 

ligaturé à l'une de ses extrémités est rempli avec du tampon phos- 

phate 50 mM - citrate de sodium 27 mM pH 7,5 et incubé 15 min à 

37°C. La solution est éliminée et l'intestin est rempli à nouveau 

d'une solution préchauffée de PBS pH 7,2 contenant de 1'EDTA 1,5 mM 

(acide éthylène diamino tétraacétique) et du DTT 0,5 mM (dithiothrei- 

tol) et incubé 30 min à 37OC. La solution contenant les cellules co- 

loniques est récupérée avec précaution et la manipulation précédente 

incluant l'incubation est répétée. Les solutions de cellules épithé- 

liales sont combinées et les cellules sont sédimentées à 500g IOmin 

resuspendues et lavées par du PBS contenant de 1'EDTA (1,5 mM). Après 

le lavage les cellules sont resuspendues dans de l'acide 2 ( Ln-mor- 
s 

pho1ino-J ethane) sulfonique 20 mM contenant du NaCl (140 FM) et du 

CaC12 (1 mM) pH 6,2 (tampon Mes Ca). 



b - Prépara t ion  de l ' a g g l u t i n e  s o l u b l e  de Cobaye : 

Les c e l l u l e s  coloniques ( 4 1 0 ~  ce l lu l e s /ml )  c o l l e c t é e s  son t  incubées 

45 min à 3 7 ' ~  dans I O  m l  de tampon Mes Ca pH 6 , 2 .  Après incubat ion  

l e s  c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  sont  sédimentées (500 g ; 5 min) e t  l e  sur-  

nageant c o l l e c t é .  Les c e l l u l e s  s o n t  resuspendues e t  une seconde incu- 

ba t ion  e s t  r é a l i s é e  dans l e s  mêmes condi t ions .  Les surnageants  sont  

a joutés  e t  à nouveau cen t r i fugés  (100.000 g ; 60 min). Le surnageant 

devenu c l a i r  e s t  e x t r a i t  avec de l ' é t h e r  de p é t r o l e  (1 : 1 ; v/v) e t  

l a  phase aqueuse gardée. La q u a n t i t é  de p r o t é i n e s  exc ré t ées  par  l e s  
6 c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  (410 ) est de 0,75 mg. C e t t e  s o l u t i o n  con t i en t  

1' a c t i v i t é  agg lu t inan te .  

3 - La o ~ g o ~ a c c h d d ~  et L a  glycopep;tidc?n : 

Les s t r u c t u r e s  des glycannes u t i l i s é s  pour c e t t e  é tude s o n t  données 

dans l e s  Tableaux XVIII, X I X  e t  XX ; p. 260, 262 e t  264. 

f a - Maté r i e l  : 

Le composé A e s t  i s o l é  de l a  f r a c t i o n  N-glycopeptidi- 

que acide des  sIgA du l a i t  humain ( a r t i c l e  n o  3 p. 197) . Les 

glycopept ides  B e t  C proviennent  de l'asialolactotransferrine humaine 

(SPIK et d., 1982b), D de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine (SPIK e;t cd., 
1975) e t  S de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine (van HALBEEK CL&. , 1981). 

Le glycopept ide E e s t  obtenu l o r s  de l a  déga lac tosy la t ion  enzymatique 

du composé B (vo i r  ci-dessous).  Le glycanne F e s t  i s o l é  de l ' u r i n e  

d e  p a t i e n t s  a t t e i n t s  de gangl ios idoses  à CM 1 (WOLFE d., 1975) 

e t  l ' o l i gosaccha r ide  G de l ' u r i n e  de p a t i e n t s  a t t e i n t s  de fucosido- 

s e s  (STRECKER eA &., 1978). Les o l igosaccha r ides  H e t  J à M pro- 

viennent du l a i t  humain (KUHN e t  BAER, 1956 ; KURN et &., 1958 ; 

KUHN & d., 1956 ; BJORNDAL et  LUNDBLAD, 1970 ; GRIMMONPREZ e t  MON- 

TREUIL, 1968). Le glycanne 1 e s t  p réparé  p a r d é g a l a ~ t ~ ~ y l a t i ~ n  enzy- 

matique de  H. Le d i saccha r ide  H provien t  du méconium humain (HERLANT- 

K Nous remercions l e s  P r  G.  SPIK e t  P. ÇINAÏ a i n s i  que l e s  D r  G. STREC- 

- E R  e t  J . C .  MICHALSKI pour l e  don de glycopept ides  e t  d1oligosac.- 

char i d e s  



PEERS &.t ut . ,  1981), l ' o l i g o s a c c h a r i d e  O e s t  s y n t h é t i s é  par  l e  Prof .  
P. SINAÏ (Orléans, France) .  Les composés P (NORDEN eA d., 1973) e t  

Q e t  R (NORDEN & d., 1974) s o n t  i s o l é s  de p a t i e n t s  a t t e i n t s  de 

mannos idose .  

b  - Dégalac tosy la t ion  : 

k La déga lac tosy la t ion  e s t  r é a l i s é e  e n  présence de $- 

D-galactosidase (EC 3.2.1.23) de Jack  Bean ( L I  e t  LI,  1970). Le gly- = 

canne (5 mg) e s t  d i s sous  dans 0 , 3  m l  de tampon phosphate de sodium 

(0,2 M) - ac ide  c i t r i q u e  ( 0 , l  M) pH 3,5 e t  0,3 m l  d'enzyme ( 1 , l  U ; 

30 1 0 ' ~  g de pro té ine)  sont  a jou té s .  Après incubat ion  à 3 7 ' ~  pendant 

48 h pour l e  composé H e t  16 h pour l e  composé B. Les p rodu i t s  de l a  

r é a c t i o n  s o n t  séparés  pa r  chromatographie s u r  une colonne de Bio-Gel 

P-2 (1 ,2  x 108 cm) avec un d é b i t  de 3 mllh pour  H e t  s u r  une colonne 

de Bio-Gel P-10 (1,2 x 90 cm) pour B au même déb i t .  Des f r a c t i o n s  de 

0,5 m l  s o n t  c o l l e c t é e s .  Le repérage des o l igosaccha r ides  e t  des gly- 

copept ides  s e  f a i t  p a r  l e  r é a c t i f  de l ' o r c i n o l  (p. 181).  

c  - Dés ia ly l a t ion  : 

L' hydro l y s e  enzymatique par  l a  neur aminidase' de 

C.p&tungemfEC 3.2.1.18) e s t  e f f e c t u é e  s e l o n  l e  p ro toco le  d é c r i t  

par NEES a d. (1975). 10 mg de glycopept ides  son thydro lysés  par  

0,08 U de neuraminidase (2,5 y d'enzyme) en  présence de 50 v l  de tam- 

pon a c é t a t e  de sodium 0 , l  M pH 5 , 6 .  Une g o u t t e  de to luène  e s t  ajou- 

t é e  e t  l ' hydro lyse  e s t  conduite  24 h à 3 7 ' ~ .  L'enzyme e s t  i n a c t i v é  

par p r é c i p i t a t i o n  à l ' é t h a n o l  f r o i d .  Le glycopept ide d é s i a l y l é  e s t  

récupéré après  passage s u r  une colonne de Dowex 1 x 2 (200-400 mesh, 

HCOO') e t  é l u é  avec de l ' e a u  d i s t i l l é e .  Les s e l s  sont  e n s u i t e  é l imi-  

nés p a r  passage s u r  colanne de Bio-Gel P-2 (1 ,2  x 108 cm) é q u i l i b r é e  

dans l ' e a u  d i s t i l l é e .  

P Nous remercions l e s  Prof.  S .  BOUQUELET e t  R. SCHAUER pour l e  

don d'enzymes p u r i f i é s .  



4 - d t q q u M d O n  : Les tests d'agglutination 
de S .  dLexn& Ib à l'agglutinine isolée des cellules coloniques du 

Cobaye et l'inhibition de cette agglutination par différents glyco- 

peptides et oligosaccharides sont effectués dans les conditions dé- 

crites par MIRELMAN & &. (1983) 

Des volumes égaux (5 v1) de l'agglutinine, des bacté- 

ries fixées dans le glutaraldehyde et des oligosaccharides dissous 

dans le Mes Ca pH 6,2 sont mélangés et observés sous un microscope 

à contraste de phase. L'agglutination est considérée positive lorsque 

des amas de dix bactéries ou plus apparaissent (Fig. 44 ; p. 259). 

Afin de déterminer le titre de l'agglutination des dilutions sérielles 

au 112 sont effectuées sur des solutions de glycannes. Un contrôle de 

1' agglutination (Mes Ca seul) et de 1 ' inhibition (Fucose 8 mM) sont systé- 
matiquement inclus. La concentration minimale inhibitrice est définie 

conune étant la concentration la plus faible à laquelle un glycanne 

donné est capable de prévenir l!agglutination de S. ~Lexn& lb à une 

préparation d'agglutinine soluble isolée des cellules coloniques de 

Cobaye. 

B - RESULTATS ET DISCUSSION 

L'utilisation des fucosylglycopeptides (Tableau XVIII ; 

p. 260) montre que le meilleur inhibiteur est un asialofucosylglyco- 

peptide (Structure B). La nécessité d'un résidu de fucose lié sur 

l'asparaginyl-N-acétylglucosamine est démontrée par la perte de l'ac- 

tivité inhibitrice par le composé D. Cependant, des résidus de galac- 

tose en position terminale non réductrice sont nécessaires à l'inhi- 

bition puisque leur élimination de la structure B par l'action de B-D- 

galactosidase produit la structure E qui est inactive. La présence 

simultanée de résidus de galactose et de fucose sur les glycopeptides 

est donc nécessaire pour l'inhibition. Ceci est confirmé par ie fait 

que les glycannes F et G n'ont aucune activité inhibitrice lors de 



Fiquhe 44 : Aggtu.&inaiion d u  bactéhia S .  61exnm-i 7 6 d ixéu  au 

g1u;tatrddehyde p c v ~  La Lectine coloniyue de Cobaye. L'incu- 
bation d u  bacaThiu avQc ka R_ec;tAjio_ PAX ir.éaPAQe am une 

h e  de mimoacope, ù ZmpEtratu~e ambiante & L1aggldi- 

nation ut examinée au micttaacope ù coM;ttaclZe de phacle 
( x  7 0 0 0 ) .  s 



TABLEAU XV 1 1 1 

ACTIVITE INHIBITRICE DES GLYCOPEPTIDES ET OLIGOSACCHARIDES DE TYPE 

N-ACETYLLACTOSAMINIQUE SUR L' AGGLUTINATION DE S. @?XMC& 1 b PAR 

L'AGGLUTININE SOLUBLE ISOLEE DES CELLULES COLONIQUES DE COBAYE 

Concentration 
minimale 

inhibitrice 

> 20 mM 

0.5 mM 

0.5 mM 

> 20 mM 

> 20 mM 

> 20 mM 

> 20 mM 

l 

Nom des 
composés 

A 

B 

C 

D 

E 

, 
1 d J  

(. L ILU 

F 

G 

Structure des 
composés 

~eu~c(a2-6)~al(~ 1-4) GlcN~c($l-ï)Man(al-3) 

Lan(B 1-4)GlcNAc(B 1-4)GlcNAc(f3 1-)Asn 

/ Ga1($1-4) Glc~Ac (8 1-2) Man (a 1-6) \(al-6) 

Fuc 

  al (6 1-4) GlcN~c(6 1-2)Man(a 1-3) 

'Man(e 1-4)GlcNAc(B 1-4)GlcNAc (gl-)Asn 

/ Ga1 (6 1-4) ~lcNAc(8 1 -2)Man(a 1-6) 1 (al-6) 
Fuc 

Gal(~1-4)Glc~~c(f%1-2)Man(al-3) 

\ 
/ 

M ~ ~ ( $ ~ - ~ ) G ~ c N A c ( $ ~ - ~ ) G ~ c N A c ( ~ - ) A ~ ~  

~al(~1-4)GlcN~c($l-2)Man(a1-6) 1 hl-6) 
Fuc 

(al-3) 

Fuc 

Ga1 ($1-4)GlcNAc(B 1-2)Man(a 1-31 

\ ~an(~1-4)GlcNAc(@ 1-4)GlcNAc(Bl-)Asn 
/ 

~ii($1-4)~lcNAc(8 1-2)Man(al-6) 

GlcNAc(6 1-2)Man(al-3) 
\  an(^ 1-4)Glc~Ac(B 1-4)GlcNAc(B 1-)km 

G~~NAC(B 1-2)Man(al-6) / 1 (al-6) 
Fuc 

I 
Ga1 (B 1-4) GlcNAc(8 1-2)Man(a 1-3) 

\ 
Man (8 1-4) GlcNAc 

~al(f3 1-4)GlcNAc(B 1-2)Man(a 1-61 / 

GlcNAc (6 1-4)Asn 

I (al-6) 
Fuc 



l'agglutination. Le glycopeptide (Structure C) contenant deux résidus 

de fucose, un lié en a-1,6 sur l'asparaginyl N-acétylglucosamine et 

l'autre en a-1,3 sur la N-acétylglucosamine de l'antenne " a-1,6" est 

aussi inhibiteur que le monofucosylglycopeptide B. Nous pouvons donc 

en conclure que le fucose ne semble pas avoir une activité par lui- 

même mais qu'il doit interagir avec les structures biantenneés des 

glycopeptides en changeant leur conformation spatiale et en rendant 

ainsi le résidu de galactose terminal plus accessible à la lectine 

(MONTREUIL, 1983). 

Néanmoins, l'utilisation des fucosyloligosaccharides 

(Tableau XIX ; p. 262) vient compliquer ce schéma. En effet, le com- 

posé le plus actif est cette fois un oligosaccharide isolé du lait 

humain (Structure H) qui ne contient pas de fucose et qui est inhibi- 

teur à la même concentration que le glycopeptide B (0,6 mM). Le galac- 

tose en position terminale non inhibitrice apparaît comme crucial pour 

l'activité inhibitrice puisque la dégalactosylation (Structure 1) abo- 

lit l'activité de même que la substitution de ce monosaccharide par 

du fucose (Structure K). L'addition d'un (Structure 1) ou de deux 

(Structure L) résidus de fucose substituant d'autres monosaccharides 

que le galactose dans le lacto-y-tétraose, - réduit ou abolit l'activité 

inhibitrice. Ceci peut s'expliquer par un encombrement stérique qui 

rend le résidu de galactose en position terminale non réductrice inac- 

cessible à la lectine. 

Cette opinion est renforcée par les résultats obtenus 

avec les structures sialylées. En fait, quand les glycannes les plus 

inhibiteurs (glycopeptide B et oligosaccharide H) sont substitués par 

un résidu d'acide N-acétylneuraminique (glycopeptide A, Tableau XVIII ; 

P. 260) ou deux résidus (oligosaccharide M, Tableau XIX ; p. 262) l.'ac- 

tivité inhibitrice est complètement abolie. Nous pouvons donc en con- 

clure que la perte de l'activité inhibitrice des glycopeptides lors 

de l'agglutination ne dépend ni du nombre de résidus d'acide N-acétyl- 

neuraminique ni de la nature de la liaison (a-2,3 ou a-2,6) mais pour- 

rait être due soit au masquage du résidu de galactose soit à la pré- 



TABLEAU XIh 

ACTIVITE INHIBITRICE DES OLIGOSACCHARIDES SUR L'AGGLUTINATION DE 

S. @euicni lb PAR L'AGGLUTININE ISOLEE DES CELLULES COLONIQUES DE COBAYI: 

i 

Concentration 
minimale 

inhibit rice 

0.6 mM 

Z 20 mM 

5 mM 

> 20 mM 

> 20 mM 

> 20 mM 

10 mM 

> 20 mM 

Nom des 
Composés 

H 

1 

J 

K 

L 

M 

N 

O 

structure des 
Composés 

Ga1 ($ 1-3) GlcNAc($ 1-3) Ga1 ($ 1-4)Glc 

GlcNAc (6 1-3) Ga1 ($ 1-4) Glc 

GicNAc (8 1-3)Gal($l-4)Glc 

~uc(a1-2)  al (g 1-3) ~lcNAc(f3l-3]Gal($1-4) Glc 

GlcNAc(6 1-4) Fuc(u1-3) Ga1 (BI-4)Glc C 1 
NeuAc (a2-3) Ga1 (8 1-3) NeuAc(a2-6) GlcNAc ($1-3)Gal (fil-4) Glc 

Ga1 (8 1-3) GlcNAc 
1 

Ga1 (6 1-4) GlcNAc 

C 
1 



sence des charges négatives de 1 ' acide N-acétylneuraminique. En effet Y 

la désialylation du glycopeptide A (conduisant à la structure B) 

rend ce composé tout aussi inhibiteur que le glycopeptide B. Ainsi, 

il apparaît de plus en plus qu'un galactose facilement accessible 

en position terminale non réductrice doit être présent dans les struc- 

tures oligosaccharidiques inhibitrices. Ce n'est cependant pas une 

condition suffisante puisque la taille de l'oligosaccharide intervient. 

En ef £et, le disaccharide N :Ga1 (61-3)GlcNAc est un pauvre inhibiteur. 

Ceci est également vrai pour la structure B puisque le disaccharide 

O : Gal(B1-4)GlcNAc est complètement inactif. 

Bien que le glucose ait été montré inhibiteur (MIREL- 
l 

MAN & &., 1983) les résidus de glucose en position terminale réduc- 

trice présents dans tous les oligosaccharides du lait ne semblent pas 
1 

avoir un rôle déterminant. , 

L'agglutination de S. 4 X e x n h  lb est également inhi- 

bée en présence de mannose ou de structures contenant du mannose (MI- 

RELMAN & &., 1983). Nous avons pour cela utilisé divers composés à 

mannose (Tableau XX ; p. 264). La structure P contenant deux résidus 

de mannose est pauvrement inhibitrice, l'addition de résidu a-1,2 

mannose en position terminale non réductrice (Structures Q et R) aug- 

mente cette inhibition de même les structures oligomannosidiques 

(Structure S) qui ont un grand nombre de résidus terminaux de mannose 

a-1,2 sont de très bons inhibiteurs. 

C - CONCLUSIONS 

Les résultats ici démontrent qu'au moins deux systèmes 

de reconnaissance par l'intermédiaire des sucres peuvent être impli- 
1 

qués dans l'adhésion de S. &x~& lb à l'agglutinine colonique de 
1 

Cobaye. 

Ces structures de reconnaissance sont les unités sac- 

charidiques suivantes : Ga1 (6 1-3 ou 4)GlcNAc-R et Man(a1-2)Man-R. , 



TABLEAU .XX 

ACTIVITE INHIBITRICE DES OLIGOSACCHARIDES DE TYPE OLIGOMANNOSIDIQW 

SUR L'AGGLUTINATION DE S. dRewetU lb A L' AGGLUTININE DE COBAYE 

/ 

r 

Concentration 
minimale 

inhibitrice 

9 m>l 

3.5  &X 

3 uM 

0.6 ml1 

Structure des 
composés 

Man(a1-3)Man(f31-4)GlcNAc 

~an(a 1-2) Man (et 1-3) Man ( @ l - 4 )  GlcNAc 

~ a n ( a  1-2)   an (a 1-2)~an(.a 1-3) Man ($1-4) GlcNAc 

Man(a1-2)~an(al-2)Man(al-3) 

i 

\ 
~an(f3 1-4) G~CN A C  (fi 1-4) G ~ C N A C  (6 1-) Asn 

Nom des 
composés 

k . -  

P 

Q 

R 



La première unité glycannique est encore plus effec- 

tive lorsqu'elle fait partie intégrante d'une molécule comme dans 

le lacto-N-tétraose - ou comme dans un glycopeptide biantenné possédant 

un résidu de fucose substituant en a-1,6 l'asparaginyl-N-acétyl glu- 

cosamine. 

De plus, la présentation multiple de la structure Man 

(al-2)Man sur le même glycopeptide augmente considérablement l'effet 

inhibiteur de cette unité. 

Néanmoins, il reste à voir si les différentes spéci- 

ficités que nous avons démontrées indiquent la présence d'une lectine 

multispécifique ou de plusieurs lectines qui permettraient l'adhé- 

rence bactérienne au mucus colonique de Cobaye. 



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S  

Nos recherches ont permis de contribuer à mieux connaî- 

tre les structures glycanniques des IgA de sécrétion du lait humain, 

de les comparer avec les fractions glycanniques des IgA sériques et 

de préciser la participation de glycannes dans les mécanismes de la 

défense anti-bactérienne des muqueuses et notamment celle du tractus 

intestinal du nourrisson. 

Pour réaliser notre travail, nous avons, dans un pre- 

mier temps, mis au point un procédé rapide de préparation des sIgA en 

grande quantité à partir du lait de Femme. Après fractionnement des 

protéines par un gradient de concentration en sulfate d'ammonium et 

par un gradient de pH, les précipités P et P enrichis en sIgA sont 
2 4 

chromatographiés sur colonnes de SP-et QAE-Sephadex et sur colonne 

dfUltrogel AcA34. 

Les immunoglobulines sIgA isolées des deux précipités 

possèdent des propriétés physico-chimiques identiques et leur degré 

de pureté répond aux critères actuels d'analyse chimique et immuno- 

chimique. 

Les immunoglobulines IgA sériques ont été préparées à 

partir de sérums normaux et myélomateux renfermant de 10 à 40 g d' 

IgA par litre de sérum, en appliquant la méthode de précipitation 

des protéines par l'acide caprylique. Les immunoglobulines qui se 

trouvent dans le surnageant ont été purifiées par la suite par chro- 

matographie sur DEAE-cellulose ou DEAE-trisacryl. Le procédé de frac- 

tionnement utilisé a permis d'obtenir des IgA sériques myélomateuses 

pures en trois étapes avec un rendement de 60 % et des IgA sériques 

normales avec un rendement 10 % environ. 



L'étude comparée des compositions centésimales et mo- 

laires en glucides des IgA sériques normales, myélomateuses et des 

IgA de sécrétion a révélé que les mêmes monosaccharides étaient pré- 

sents dans les différentes immunoglobulines à des taux et dans des 

rapports variables et qu'il s'agissait de fucose, galactose, mannose, 

N-acétylglucosamine, N-acétylgalactosamine et d'acide N-acétylneura- 

minique. La présence de N-acétylgalactosamine, monosaccharide marqueur 

des glycannes liés O-glycosidiquement, démontre l'existence, dans les 

IgA sériques et sécrétoires, de la sous-classe des IgA1. 

L'application à ces immunoglobulines de la méthode de 

FRANGIONE et WOLFENSTEIN-TODEL (1972) a permis après hydrolyse tryp- 

sique et pepsique et chromatographie de gel filtration d'obtenir deux 

fractions majeures. La première fraction, de masse moléculaire élevée, 

renferme la zone charnière et les glycannes alcali-labiles, la seconde 

fraction contient les glycannes alcali-stables liés N-glycosidiquement 

aux chaînes lourdes, à la pièce de sécrétion et à la pièce de jonction. 

La purification de la fraction glycannique alcali-la- 

bile après l'action de la soude et la réduction est effectuée par ta- 

misage moléculaire, échange d'ions et chromatographie de partage sur 

papier. 

La fraction alcali-stable des sIgA après hydrolyse pro- 

nasique est séparée par chromatographie d'échange d'ions sur colonne 

de Dowex 1 x 2 enfractions sialoglycopeptidique (GP-A) et asialogly- 

copeptidique (GP-N) . Trois fractions sialoglycopeptidique s (GP-A1 à 

GP-A3) sont obtenues après électrophorèse préparative sur papier. La 

fraction asialoglycopeptidique très complexe a été soumise à la gel fil- 

tration et à la chromatographie d'affinité sur lectines immobilisées 

(Con A et LCA-Sepharose). 

Ainsi, le fractionnement sur colonne de Bio-Gel P-30 

de cette fraction asialoglycopeptidique nous a permis, dans un premier I 



temps, de séparer sept fractions glycanniques selon leur masse molé- 

culaire. La chromatographie sur colonne de Coa A-Sepharose de la frac- 

tion majeure après Bio-Gel P-30 permet l'obtention de six fractions 

différentes possédant un taux variable de fucose et de galactose. La 

chromatographie sur LCA-Sepharose de chaque fraction chromatographiée 
1 

préalablement sur colonne de Con A-Sepharose permet de séparer les 

glycopeptides possédant un fucose substituant l'asparaginyl-N-acetyl- 

glucosamine des autres glycopeptides. 

L'établissement des structures a été réalisé grâce à 

l'application des techniques classiques suivantes : méthanolyse, mé- 

thylation couplée à la spectrométrie de masse, action de glycosida- 

ses, hydrazinolyse-désaminationnitreuse couplée à la spectrométrie de 

masse en collaboration avec G. STRECKER et la résonance magnétique 

nucléaire en collaboration avec le groupe du Prof. J.F.G. VLIEGENT- 

HART. Elles sont rassemblées dans la Fig. 45 ; p. 269. 

L'application de ces différentes méthodes a permis, 

d'une part, de déterminer la structure de quatre glycannes alcali- 

labiles et de montrer que l'unité de base de ces glycannes est le 

disaccharide Gal(81-3)GalNAc. C'est sur cette structure que viennent 

se greffer les autres monosaccharides : l'acide N-acétylneuraminique, 

la N-acétylglucosamine, le galactose et le fucose. Les glycannes de 

masse moléculaire plus élevée sont plus complexes. L'étude d'une frac- 

tion nonasaccharidique a été réalisée en spectrométrie de masse grâce 

à la collaboration du Prof. H. EGGE. L'analyse du spectre obtenu est 

en faveur d'un mélange de glycannes possédant soit des structures 

linéaires soit des structures branchées. Cette structure possède le 

noyau saccharidique des glycannes doués d'activité de groupe sanguin 

décrit par LLOYD et KABAT (1968). 

L'hétérogénéité structurale n'existe pas dans la frac- 

tion O-glycannique des IgA sériques normales ou myélomateuses. Seul 

le disaccharide de base est présent, il peut néanmoinsne renfermer que 
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de la N-acétylgalactosamine ou être sialylé (1 molécule sur 10 envi- 

ron). Ces résultats sont en accord avec ceux de BAENZIGER et KORNFELD 

(1974a) concernant les structures glycanniques dlIgA1 sérique myélo- 

mateuse. Il n'y a donc pas de modification de la glycosylation des 

zones charnières des IgA sériques dans les IgA pathologiques étudiées. 

La glycosylation des sIgA est probablement due à une activité plus 

importante des glycosyltransférases du lait et pose le problème du 

rôle joué par ces glycannes dans les mécanismes de reconnaissance 

avec des protéines (la lactotransferrine, la pièce de sécrétion) ou 

avec des bactéries lors de la défense de l'intestin du nourrisson. 

Les sialoglycopeptides au nombre de cinq sont mono ou 

disialylés et possède un nombre variable de fucose et de galactose. 

L'application du procédé d'hydrazinolyse-désamination nitreuse aux 

sialoglycopeptides des sIgA a contribué à l'étude en spectrométrie 

de masse des oligosaccharides méthylés libérés de la fraction sialo- 

glycopeptidique la plus hétérogène. Cette technique a permis de posi- 

tionner sans ambigcité le fucose, de confirmer l'exclusion mutuelle 

de l'acide N-acétylneuraminique et du fucose sur une même antenne et 

de préciser l'existence de séquences classiques telles que Gal(g1-4) 

2,5 aMan-01, de séquences peu communes telles que : Gal(B1-4) Fuc 

(al-3) 2,5 aMan-01 et Gal(B1-3)Gal(Bl-4) 2,5 aMan-01 et même de sé- 

. quences originales : Fuc(a1-6) Ga1 (6 1-4) 2,5 dan-01. 

Les asialoglycopeptides sont au nombre d'une vingtaine. 

Ils sont subdivisés en glycopeptides de type poly N-acétyllactosaminiquc 

possédant un à deux résidus de fucosyl N-acétyllactosamine supplémen- 

taire et en glycopeptides biantennés de type N-acétyllactosaminique 

avec ou non un résidu de N-acétylglucosamine "intercalaire1' substi- 

tuant le 6-mannose. L'utilisôtion de la Con A Sepharose nous a permis 

d'apporter quelques éléments nouveaux concernant la spécificité de 

cette lectine et en particulier de montrer que les glycopeptides bi- 

anterinés possédant la N-acétylglucosarnine "intercalaire" et un s e d  

résidu de galactose sur la branche lié au mannose a-1,3 étaient re- 

tardés. 



L'établissement des structures glycanniques des sIgA 

ainsi que les données actuelles de la littérature sur la fraction 

glycannique de la pièce de jonction, de la pièce de sécrétion et des 

chaînes a myélomateuses semble être en faveur d'une localisation 
1 

préférentielle d'un type de structure glycannique sur l'un ou l'au- 

tre composant des sIgA. Ainsi, les glycopeptides poly-N-acétyllacto- 

saminique seraient localisés de préférence sur la pièce de sécrétion 

alors que les glycannes avec de la N-acétylglucosamine intercalaire 

seraient présents sur les chaînes a, les glycannes sialylés et non 

fucosylés appartenant à la pièce de jonction. 

, L'hétérogénité et la complexité des glycannes bianten- 

nés rencontrés dans les IgA de sécrétion du lait humain posent le pro- 

blème de la participation de ces glycannes dans les différents rôles 

des sIgA. Pour cela, nous avons effectué un stage dans le laboratoire 

du Prof. D. MIRELMAN et nous nous sommes intéressée à la spécificité 

d'une lectine intestinale. En effet, l'adhérence de Skige,Ua @exnetu. 
Ib au mucus ou aux cellules coloniques deCobaye se fait par l'inter- 

médiaire d'une lectine qui reconnaît les monosaccharides libres sui- 

vants : fucose, glucose et mannose. Afin de mieux définir la spécifi- 

cité de cette lectine, nous avons étudié l'inhibition de l'aggluti- 

nation par des oligosaccharideset des glycopeptides renfermant 

ces différents monosaccharides à mannose comme Man(a1-2)Man 

(al-3)Man(~l-4)GlcNAc qui se sont révélés être inhibiteurs. La plus 

grande inhibition étant obtenue avec les glycopeptides de type oli- 

gomannosidique, renfermant trois chaînons Man (al-2)Man en position 

terminale non réductrice . L'étude de fucosylglycopeptides isolés 
des sIgA du lait de Femme montre que le fucose lié en al-6 n'est pas 

un déterminant important. Néanmoins, la présence de ce résidu sur 

des asialoglycopeptides entraîne une inhibition de l'agglutination. 

La présence du fucose dans ces glycopeptides doit entraîner un chan- 

gement de conformation du glycanne et rendre le galactose accessible. 

La présence de galactose semble de même primordiale dans les oligo- 

saccharides du lait comme le lacto-g-tétraose ~al(f31-3)Glc~Ac(~1-3) 



Gal(81-4)Glc qui est un très bon inhibiteur. La présence de fucose 

sur le galactose terminal et sur la N-acétylglucosamine qui entraîne 

fort probablement un encombrement stérique empêche l'inhibition de 

l'agglutination. 

Ainsi, à l'heure actuelle, nous possédons un ensemble 

de techniques et de résultats qui devrait nous ~ermettre d'acqué- 

rir, dans les prochaines années, des données intéressantes concernant 

le problème capital des relations structure des sIgA - activité anti- 
bactérienne et de mieux comprendre le mécanisme de l'intervention des 

sIgA dans la défense de l'intestin du nourrisson. 
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